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Estudo in silico baseado em sequéncias de DNA plastidial de espécies de Malvaceae:
filogenia e DNA barcode

RESUMO

A familia Malvaceae, pertencente & ordem Malvales, possui aproximadamente
4300 espécies distribuidas em cerca de 300 géneros e nove subfamilias. Esta
familia é conhecida principalmente, por apresentar espécies de grande importancia
econdmica, que inclui espécies alimenticias como o cacau (Theobroma cacao) e o
quiabo (Abelmoschus esculentus), espécies ornamentais como o hibisco (Hibiscus),
0s baobéas (Adansonia) e a paineira (Ceiba), espécies que sdo fontes de fibras
naturais como o algodoeiro (Gossypium hirsutum) e, espécies que fornecem
madeira como a balsa (Ochroma). A familia Malvaceae é cosmopolita e suas
espécies sdo distribuidas em praticamente 0 mundo todo, com excecdo de regides
muito frias. A classificagdo dessa familia € probleméatica e foram evidenciadas
relacGes mal resolvidas entre as subfamilias. O objetivo deste trabalho foi realizar
andlises de gendmica comparativa, tempo de divergéncia e filogenia da familia
Malvaceae, utilizando marcadores plastidiais, assim como também, indicar
sequéncias para uso como DNA barcode em espécies do género Gossypium. Para
isso, foram utilizados genomas plastidiais de 102 espécies de Malvaceae e de
espécies proximas (outgroup), provenientes de banco de dados. Através do grafico
VISTA foi possivel evidenciar alta conservacdo e similaridade entre os plastomas
de Malvaceae. As sequéncias dos genes selecionados (matK, rbcL, atpB e ndhF),
foram utilizadas para obtencédo da arvore filogenética através do método de maxima
verossimilhanga, com 1000 bootstrap, na qual resultou em uma arvore monofilética,
bem suportada. Malvaceae foi dividida em dois principais clados (Malvadendrina e
Byttneriina), com alto suporte. Em Malvadendrina, o clado Malvatheca
(Malvoideae e Bombacoideae) apresentou baixo valor de suporte, mas essa relacdo
é corroborada pela presenca de caracteristicas botanicas como pela presenca de
anteras monotecais e auséncia de androginoforo. Este clado formou grupo irmao,
bem suportado, do clado das subfamilias Dombeyoideae, Brownlowioideae,
Helicteroideae, Tiliodeae e Sterculioideae. Mas relacdes entre Brownlowioideae,
Helicteroideae, Tiliodeae e Sterculioideae n&o foram resolvidas. O clado
Byttneriina (Grewioideae e Byttnerioideae) foi fortemente suportado. De acordo
com a analise do tempo de divergéncia foi evidenciado que as subfamilias de
Malvaceae divergiram entre os periodos Paleoceno e Eoceno. Para a analise das
regides candidatas a DNA barcode, foram utilizados dez regies génicas (accD,
atpA, atpB, matK, ndhF, petD, psbA, rbcL, rpoA e rpoC2) e uma regido inter-
génica (trnH-psbA). As andlises dos 11 loci evidenciaram uma tendéncia de
agrupamento das espécies de Gossypium por tipo de genoma e origem geografica,
mas ndo foi possivel diferenciar em nivel de subespécie e/ou variedade.

Palavras Chaves: bioinformatica, genémica comparativa, filotaxonomia,
identificacdo de espécies, Gossypium.



Estudo in silico baseado em sequéncias de DNA plastidial de espécies de Malvaceae:
filogenia e DNA barcode

ABSTRACT

The family Malvaceae, belonging to the order Malvales, has approximately 4300
species distributed in about 300 genera and nine subfamilies. This family is known
mainly for presenting species of great economic importance, which includes food
species such as cocoa (Theobroma cacao) and okra (Abelmoschus esculentus),
ornamental species such as hibiscus (Hibiscus), baobabs (Adansonia) and paineira.
(Ceiba), species that are sources of natural fibers such as cotton (Gossypium
hirsutum) and species that provide wood such as balsa (Ochroma). The Malvaceae
family is cosmopolitan and its species are distributed practically all over the world,
with the exception of very cold regions. The classification of this family is
problematic and unresolved relationships between the subfamilies were evidenced.
The objective of this work was to perform comparative genomics, divergence time
and phylogeny analyzes of the Malvaceae family, using plastid markers, as well as
to indicate sequences for use as barcode DNA in species of the genus Gossypium.
For this, plastid genomes of 102 species of Malvaceae and related species
(outgroup) from a database were used. Through the VISTA chart, it was possible to
show high conservation and similarity between the plastomes of Malvaceae. The
sequences of the selected genes (matK, rbcL, atpB and ndhF) were used to obtain
the phylogenetic tree using the maximum likelihood method, with 1000 bootstrap,
which resulted in a well-supported monophyletic tree. Malvaceae was divided into
two main clades (Malvadendrina and Byttneriina), with high support. In
Malvadendrina, the Malvatheca clade (Malvoideae and Bombacoideae) showed a
low support value, but this relationship is corroborated by the presence of botanical
characteristics such as the presence of monothecal anthers and the absence of
androgynophore. This clade formed a well-supported sister group to the subfamilies
Dombeyoideae, Brownlowioideae, Helicteroideae, Tiliodeae and Sterculioideae.
But relationships between Brownlowioideae, Helicteroideae, Tiliodeae and
Sterculioideae have not been resolved. The Byttneriina clade (Grewioideae and
Byttnerioideae) was strongly supported. According to the analysis of the
divergence time, it was evidenced that the subfamilies of Malvaceae diverged
between the Paleocene and Eocene periods. For the analysis of candidate regions
for barcode DNA, ten gene regions (accD, atpA, atpB, matK, ndhF, petD, psbA,
rbcL, rpoA and rpoC2) and an inter-gene region (trnH-psbA) were used. The
analyzes of the 11 loci showed a tendency for the grouping of Gossypium species
by type of genome and geographic origin, but it was not possible to differentiate at
the level of subspecies and/or variety.

Key words: bioinformatics, comparative genomics, philotaxonomy, species
identification, Gossypium.
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1. INTRODUCAO GERAL

O campo da genbmica comparativa tem crescido bastante nos ultimos anos,
particularmente, devido aos depdsitos de sequéncias de genomas inteiros de uma infinidade de
espeécies disponibilizados em bancos de dados. Assim, tornou-se possivel realizar diversas
andlises in silico para estudos genémicos evolutivos e comparativos das espécies. Durante a
evolucdo das espécies, os grupos de plantas adquiriram caracteristicas que as distinguem e
que justifica que sejam agrupadas para melhor entender e aprofundar o estudo das mesmas.
Nesse sentido, as plantas foram agrupadas no reino Plantae, que foi classificado em divisao,
classe e ordem. A ordem Malvales é representada por dez familias e a familia Malvaceae ¢é
uma das principais, por apresentar amplo uso econdmico, principalmente como fonte de fibras
naturais, além do uso como fonte de alimento, na fabricacdo de bebidas, producédo de madeira,
horticultura e medicina tradicional (HINSLEY, 2008).

A familia Malvaceae possui aproximadamente 244 géneros e 4.225 espécies
(CHRISTENHUSZ; BYNG, 2016). Dentre esses géneros destaca-se 0 Gossypium por possuir
uma das espécies de maior importancia comercial, a G. hirsutum, o algodoeiro. Esse género
possui 53 espécies, das quais 47 sdo diploides e seis tetraploides (SHIM et al., 2018). Quanto
a distribuicdo, as espécies desse género estdo no mundo todo e apenas quatro delas sdo
cultivadas, sendo duas diploides, G. arboreum e G. herbaceum, e duas tetraploides G.
hirsutum e G. barbadense (LV et al., 2013), das quais as duas Ultimas sdo as mais
importantes, por apresentar fibras com alto valor comercial (FREIRE, 2000).

Malvaceae € considerada uma familia cosmopolita, estando presente em diversas
regides, principalmente nas regibes tropicais (STEVENS, 2021). Essa familia bastante diversa
tem passado por algumas mudancas na sua organizacdo, em busca de uma classificagdo mais
adequada e que represente fielmente a sua histdria evolutiva. Ap6s algumas modificacdes que
ocorreram na ordem Malvales ao longo dos APG I, Il e Il (1998, 1999, 2003), a recente
classificacdo do APG IV (2016), propde que a ordem Malvales esta inter-relacionada com as
ordens Brassicales, Huerteales e Sapindales, sendo essas as ordens mais proximas
filogeneticamente. Quanto as questbes filogenéticas dentro da familia Malvaceae, muitos
trabalhos vém sendo realizados para propor uma filogenia mais clara (CARVALHO-
SOBRINHO et al., 2016; CVETKOVIC et al., 2021; WANG et al., 2021). Alinhado ao
estudo de filogenia de Malvaceae, algumas pesquisas tem incluido analises sobre o tempo de
divergéncia entre as espécies (ARECES-BERAZAIN; ACKERMAN, 2016; CVETKOVIC et
al., 2021; HERNANDEZ-GUTIERREZ; MAGALLON, 2019; WANG et al., 2021), para

auxiliar os estudos de evolugéo.
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Atualmente, pesquisadores tém utilizado diversas ferramentas para resolver
problemas taxondmicos, de identificacdo de espécies e de filogenia da familia Malvaceae e do
género Gossypium, como por exemplo, técnicas com marcadores morfoldgicos, marcadores
moleculares e citogenética (ABDULLAH et al., 2019; ASHFAQ et al., 2013; BRUBAKER,;
PATERSON; WENDEL, 1999; CHENG et al., 2020; MARIN; HILARIO; ANDINO, 2017).
Contudo, ainda h& a necessidade do uso de técnicas mais rapidas, de baixo custo e mais
precisas. Nesse sentido, uma das ferramentas que tem se destacado, € a bioinformatica.

A bioinformatica tem se mostrado um meio muito util para a analise e compreensao
de dados biologicos e gendmicos, pois, € uma ciéncia que utiliza conhecimentos e dados
bioldgicos de bancos de dados através de ferramentas computacionais, para a organizagdo e
analise de grande quantidade de informacdes de dados biolégicos (ANDRADE; SANDER,
1997). Bancos de dados como o GenBank abrange uma infinidade de sequéncias de
nucleotideos através da submissdo de dados de sequéncias (DNA e proteinas) por diversos
autores, nos quais sdo construidos pelo National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (BENSON et al., 2013). As sequéncias de DNA de genoma plastidial (cpDNA) tém
sido bastante usadas para analises de filogenia, evolucdo e identificacdo de espécies (WU et
al., 2018; LI et al., 2020). O DNA plastidial tem sido muito utilizado, principalmente, por
apresentar as seguintes caracteristicas: esta presente nos cloroplastos, possui heranca materna
e estrutura bem conservada (PALMER, 1985; PALMER; STEIN, 1986).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo esclarecer a filogenia da familia
Malvaceae e estimar o tempo de divergéncia dentro da familia, através de ferramentas
computacionais, utilizando como base marcadores plastidiais. O trabalho também objetivou
indicar genes candidatos para DNA barcode de espécies do género Gossypium.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 CLASSIFICACAO E CARACTERISTICAS DA FAMILIA MALVACEAE

Atualmente, o sistema de classificacdo APG 1V, 2016, classifica a ordem Malvales
como pertencente ao clado Malvidae, a classe Eudicotyledonaceae e a subclasse Rosidae.
Essa ordem possui dez familias, dentre as quais as principais grandes familias botanicas sao:
Malvaceae, Dipterocarpaceae, Cistaceae e Thymelaeaceae (JUDD et al., 2009). Dentre essas
familias, Malvaceae apresenta 0 maior nimero de espécies, que estdo distribuidas em nove

subfamilias: Grewioideae Hochreutiner, Byttnerioideae Burnett, Tilioideae Arnott,
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Helicteroideae Meisner, Dombeyoideae Beilschmied, Brownlowioideae Burret,
Sterculioideae Beilschmied, Malvoideae Burnett e Bombacoideae Burnett (APG 1V, 2016;
STEVENS, 2021; COLE, 2021). Essas subfamilias sdo representadas por inimeras espécies
distribuidas em cerca de 250 géneros, tais como: Abelmoschus, Abutilon, Alcea,
Althaea, Anoda, Cristaria,
Gaia, Gossypioides, Gossypium, Hampe, Helicteropsis, Herissantia, Hibiscus, Humbertiella,
Kokia, Malva, Malvastrum , Malviscus, Napaea, Pavonia, Sida, Thespesia, Urena, entre

outros (WATSON; DALLWITZ, 1992).

Figura 1 - Arvores e estrutura do caule de espécies de Malvaceae. A) Bombax ceiba B) Bombax ceiba C) Cola
acuminata D) Ceiba speciosa E) Pachira aquatica.

FONTE: http://www.malvaceae.info/Genera/gallery.html

As espécies da familia Malvaceae podem ser anuais, bienais ou perenes, do tipo erva,
arbusto ou arvore, caules com a presenca de entrends, cavidades secretoras (com mucilagem,
quando presentes), floema interno ausente e tiloses geralmente presentes (WATSON;
DALLWITZ, 1992) (Figura 1). Essas espécies apresentam caracteristicas morfologicas muito
variadas, tais como: tipos de folhas alternas, simples ou compostas, de margem inteira ou
serreada, contendo nervuras secundarias que geralmente atingem os dentes das folhas, e

possuem estipulas, ja a inflorescéncia € do tipo unida (cimosa ou racemosa), ou ainda
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reduzida a uma Unica flor, e essas flores se apresentam muito vistosas (SOUZA; LORENZI,
2012) (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura das folhas de espécies de Malvaceae. A) Abelmoschus manihot B) Abelmoschus esculuentus
C) Cola acuminata D) Theobroma cacao E) Alcea rosea F) Althaea officinalis G) Bombax ceiba H) Malvastrum
coromandelianum 1) Talipariti tiliaceum J) Tilia mongolica K) Thespesia populnea L) Tilia oliveri M)
Gossypium arboreum.

FONTE: http://www.malvaceae.info/Genera/gallery.html.

As flores sdo do tipo bissexuais ou unissexuais, com a presenca ou nao de bracteas
formando cinco sépalas e cinco pétalas livres, que também podem ser ausentes (JUDD et al.,
2009) (Figura 3). Essas flores sdo visitadas por diversos polinizadores, como beija-flores e
morcegos, €, outros insetos frequentadores das flores das espécies de Malvaceae, como
abelhas, formigas, moscas e percevejos (JOHRI; RAGHUVANSHI, 2014). A estrutura floral
das espécies de malvaceae representa sinapomorfias do grupo. Além de ser considerada como
monofilética, a familia malvaceae apresenta sinapomorfias como a presenca de sépalas
contendo nectarios florais incomuns com pelos glandulares multicelulares bastante
compactados (JUDD; MANCHESTER, 1997).
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Figura 3 - Estrutura floral de espécies de Malvaceae. A) Gossypium arboreum B) Abutilon theophrasti C)
Malvastrum coromandelianum D) Malva parviflora E) Talipariti tiliaceum F) Abelmoschus moschatus G)
Corchorus olitorius H) Alcea rosea 1) Althaea officinalis J) Bombax ceiba K) Ceiba speciosa L) Theobroma

cacao.

FONTE: http://www.malvaceae.info/Genera/gallery.html.

Os frutos das espécies da familia Malvaceae podem ser do tipo capsula, drupa ou
baga, e as plantas sdo caracterizadas por possuirem pelos diversos, estrelados ou com escamas
(JUDD et al., 2009) (Figura 4). Esses frutos podem ser do tipo deiscentes ou indeiscentes,
sem divisdo em mericarpos ou ainda separados em mericarpos lignificado, carnoso ou
membranoso (BAYER; KUBITZKI, 2003) (Figura 4). A época de florescimento e frutificacdo
é bem variada entre as espécies da familia Malvaceae, por exemplo, a espécie Alcea rosea
floresce de fevereiro a abril e frutifica na mesma época, ja algumas espécies do género
Corchorus florescem e frutificam entre setembro e novembro, outras espécies desse género
florescem e frutificam em marco, as espécies da subfamilia Tilioideae florescem e frutificam
entre marco e julho (JOHRI; RAGHUVANSHI, 2014; GUAL-DIAZ; DIEGO-PEREZ, 2018).

As sementes das espécies de Malvaceae podem ser do tipo pubescentes, aladas,
estrofioladas, ariladas e com a presenca de endosperma abundante que pode estar reduzido ou
ausente, ja os cotilédones sao finos ou carnudos, retos, planos ou em dobras, com enrugacdo
ou contorcdo, e, sua germinacdo pode se apresentar de forma hipogea ou epigea. (BAYER,;
KUBITZKI, 2003) (Figura 4). Toda via, € interessante citar também algumas outras
caracteristicas marcantes da familia Malvaceae e que podem ser utilizadas para identificacdo
ou distincdo entre as espécies dessa familia, como: cor das pétalas (branca, amarelas, salméao
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ou violetas), presenca de tricomas nos ramos (estrelados, longos, rigidos e/ou densos),
presenca de tricomas nos frutos (tricomas simples), epicalyx das flores (presente ou ausente),
frutos (ovadas, globosos, piriformes ou elipsoidais), frutas com ou sem espinhos (PORDEUS;
SOBREIRA; MELO, 2018; GUAL-DIAZ; DIEGO-PEREZ, 2018). Um exemplo disso é a
presenca de espinhos que € restrita apenas as espécies dos géneros Ceiba, Abroma e Byttneria
(BAYER; KUBITZKI, 2003).

Figura 4 - Frutos e sementes de espécies de Malvaceae. A) Abelmoschus esculuentus B) Durio zibethinus C)
Durio zibethinus D) Corchorus olitorius E) Theobroma cacao F) Theobroma grandiflorum.

FONTE: http://www.malvaceae.info/Genera/gallery.html.
2.2 DISTRIBUICAO E IMPORTANCIA ECONOMICA DA FAMILIA MALVACEAE

A familia Malvaceae estd entre os 15 maiores grupos de plantas vasculares que
ocorrem no Brasil (BOVINI et al., 2013). Esta familia possui 4.225 espécies e 243 géneros,
sendo que no Brasil, essa familia é representada por cerca de 70 géneros e 757 espécies, das
quais 406 sdo endémicas, aproximadamente 290 espécies estdo distribuidas na Regido
Nordeste, e destas, 161 espécies sdo representadas na Caatinga (BFG, 2015; LIMA; BOVINI,
CONCEICAO, 2019). Dentre os géneros considerados como espontaneos ou endémicos, s&o
citados os géneros Malvastrum, Melochia, Sida, Triumfeta, Wissadula, Monteiroa,
Calyptroemalva e Calyculogygas (BOVINI et al., 2013). Esta familia pertence ao grupo das
angiospermas, é cosmopolita e estd presente em praticamente todos os continentes, com
excecdo da Antéartica, sendo as espécies encontradas em habitats umidos, semiéridos e aridos
(HINSLEY, 2010). A maioria dessas espécies ocorre no México, na Europa, Asia, Australia,
Ilhas Oceéanicas do Pacifico, Madagascar, india, Havai, Caribe, Africa e Américas (Central e
do Sul) (HINSLEY, 2010).

De acordo com dados do International Plant Names Index (IPNI) e Plants of the
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World Online (POWO), a subfamilia Grewioideae € pan-tropical, possui 25 géneros e
aproximadamente 770 espécies; a subfamilia Byttnerioideae também ¢é pan-tropical
(principalmente da América do Sul) e apresenta 26 géneros com um total de 650 espécies; a
subfamilia Sterculioideae é pan-tropical e apresenta 12 géneros com 430 espécies; a
subfamilia Tilioideae ocorre em regides temperadas do norte da América Central e possui trés
géneros com 50 espécies; a subfamilia Dombeyoideae é paleotropical (Madagascar) e possui
cerca de 20 géneros com aproximadamente 380 espeécies; a subfamilia Brownlowioideae é
paleotropical e apresenta oito géneros com cerca de 70 espécies; a subfamilia Helicteroideae é
tropical do Sul da Asia e possui 12 géneros com cerca de 90 espécies; a subfamilia
Bombacoideae é de regides tropicais da Africa e da América e possui 12 géneros com cerca
de 120 especies; por ultimo, a subfamilia Malvoideae também é de regides tropicais a

temperadas, apresentando 78 géneros com 1670 espécies.

Esta familia apresenta diversas espécies de importancia econémica, tais como as
paineiras e os algodoeiros, que sdo as principais representantes dentre as varias espécies de
arvores, arbustos e ervas desta familia (JUDD et al., 2009). Os géneros de maior valor
comercial e importancia econémica desta familia sdo Gossypium, Sterculia, Hibiscus,
Bombax, Corchorus, Tilia e Malvastrum (JUDD et al., 2009). O género Gossypium inclui o
algodoeiro, que é considerada uma das principais culturas agricolas do mundo (WEIGMANN,
2021). Enquanto o género Sterculia (aproximadamente 150 espécies) € pantropical, o género
Hibiscus (aprox. 550 espécies) apresenta ampla distribuicdo, o género Bombax (aprox. 20
espécies) possui espécies produtoras de fibras, o género Corchorus possui cerca de 100
espécies, e, 0 género Tilia (aprox. 23 espécies) esta presente no norte de regibes temperadas
dos Estados Unidos e Inglaterra, apresenta espécies de arvores que contém flores exuberantes
além da valiosa madeira (BERRY, 2015).

Outros géneros, como Pavonia (aprox. 200 espécies) e Sida (aprox. 200 espécies)
possuem ampla distribuicdo em todo o mundo; o género Ceiba (aprox. 11 espécies) produz a
fibra da chamada sumaima; Ochroma é o género que apresenta espécies utilizadas como
fonte de madeira; o género Adansonia (os baobas do Velho Mundo), possui
espécies bastante cultivadas devido a aparéncia das suas flores e arvores; o
género Grewia (aprox. 290 espécies) é Neotropical, sendo suas espécies usadas como fonte de
fibra; o género Byttneria (aprox. 135 espécies) é pantropical; Ayenia (aprox. 70 espécies) é de
regides tropicais e temperadas; Theobroma (aprox. 20 espécies) é nativo dos Neotropicos,

apresenta duas importantes espécies alimenticias, T. cacao (cacau) e T. grandiflorum (a polpa
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dos frutos é utilizada para sucos ou sorvetes); o género Cola (aprox. 125 espécies) € africano,
contém cafeina em suas sementes que sdo utilizadas em bebidas a base de cola; o género
Dombeya (aprox. 225 espécies) possui especies que sdo cultivadas por suas flores, sendo um
género bastante diverso (Madagascar); Helicteres (aprox. 40 espécies) e Durio (aprox. 27
espécies) crescem na Asia, sendo a espécie D. zibethinus famosa por seus frutos de durian
(BERRY, 2015).

2.3 SISTEMATICA FILOGENETICA

Até ocorrer a estruturacdo do que hoje conhecemos por sistematica, as espécies eram
classificadas em grupos, de acordo com suas semelhancas, ou seja, a presenca ou auséncia de
caracteristicas morfologicas. Em meados do século XX, surgiu a sistematica, que busca
identificar a diversidade biologica de acordo com um sistema de classificacéo,
compreendendo como ocorreu a evolucdo que gerou essa diversidade, além de estimar o grau
de parentesco e inferir sobre a evolucdo das caracteristicas (BASIBUYUK et al., 2015).
Assim, dentro da sistematica, surgiram duas teorias, a evolutiva (fenética) e a filogenética
(cladistica), baseadas no principio de que organismos mais proximos geneticamente ou com
relacdo de parentesco, também eram mais semelhantes do que organismos que ndo tinham
relacdo de parentesco, devido a herancga das caracteristicas herdadas do seu ancestral comum
(LOPES; CHOW, 2014).

Na escola evolutiva ou fenética, eram consideradas as semelhancas e o grau de
parentesco entre os individuos, o que implicava em uma escolha arbitraria de caracteres e da
impossibilidade da utilizacdo de diversos caracteres simultaneamente (LOPES; CHOW,
2014). Ja a sistematica filogenética, também chamada de cladistica, foi proposta pelo
entomologo Willi Hennig, em 1950, revolucionando a area da taxonomia e sistematica,
devido a sua grande importancia para a reconstrucdo da historia evolutiva das espécies, se
tornando uma ferramenta bastante util em diversas areas de estudos, principalmente na area
das ciéncias bioldgicas (SANTOS; KLASSA, 2012). Nos anos seguintes, foram publicados
artigos difundindo teorias, conceitos e ideias sobre evolucdo. Nesse sentido, uma das teorias
foi proposta por Darwin, no qual apontou que a selecdo natural gerava numerosas variagoes
ao longo do ciclo de vida das espécies e dos seus descendentes, devido as varias mudancas

ocasionadas ao longo do tempo, gerando (AFONSO, 2009).

A sistematica filogenética se baseia em dois principais principios: a) as apomorfias

(caracteres derivados compartilhados) nas quais sdo caracteres solidos para evidenciar um
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agrupamento de organismos; b) a reconstrucéo da historia evolutiva das espécies por meio da
sistematica filogenética deve ser realizada com base no monofiletismo dos grupos
(BASIBUYUK et al., 2015). Nos ultimos anos, varios estudos tém sido direcionados em
busca de compreender como ocorreu a evolucdo das espéecies. A Filogenia € o estudo da
historia evolutiva de uma espécie ou um grupo de espécies, relacionada a sua descendéncia,
de acordo com o ancestral comum (GITTLEMAN, 2016). O estudo da filogenia pode ser
realizado através de diferentes métodos, dentre eles: parciménia e maxima verossimilhanca
(BASIBUYUK et al., 2015).

Para compreender a origem e evolucdo das plantas e seus parentes, é essencial um
estudo de filogenia, visando o entendimento das novas variacGes adaptativas das espécies,
levando em consideracdo também, os efeitos causados pelos fatores climaticos e/ou
ecoldgicos, e, a diversidade das espécies (HAO et al., 2019). Para isso, sdo utilizadas
informagOes da &rea da paleontologia, anatomia, embriologia e de estudos moleculares
(GITTLEMAN, 2016). Nesse sentido, as sequéncias de DNA do genoma das plantas podem
ser utilizadas, pois, essas sequéncias contém informacdes muito importantes sobre a origem e

evolucdo das espécies, diversidade, fisiologia, hereditariedade e outras (HAO et al., 2019).
2.4 FILOTAXONOMIA E EVOLUCAO DE MALVACEAE

A taxonomia é uma ciéncia que busca organizar e classificar os organismos, com
base em sua filogenia (GITTLEMAN, 2016). Se tratando da ordem Malvales, em
classificacdo inicial, eram consideradas quatro principais familias tradicionais, sendo elas:
Malvaceae, Sterculiaceae, tiliaceae e Bombacaceae (ALVERSON et al., 1999). A familia
Malvaceae é monofilética e Sterculiaceae, tiliaceae e Bombacaceae sdo ndo monofiléticas ou
parafiléticas, porém, a separacdo dessas familias dentro da ordem Malvales era inconsistente
(JUDD; MANCHESTER, 1997; JUDD et al., 2009). Tal inconsisténcia motivou a realizacao
de varios estudos com base em dados morfologicos, moleculares e anatémicos, visando
compreender as relagdes filogenéticas da ordem Malvales e a estreita relagcdo entre suas
familias (ALVERSON et al., 1999; BAYER et al., 1999; JUDD; MANCHESTER, 1997).

Portanto, a proposta inicial para classificacdo das espécies da familia Malvaceae
passou por varias modificacdes, apresentando varias descricdes para sua sistematica, e ainda
existem muitas duvidas a respeito das delimitacBes entre as especies. Em 1999, Bayer e
colaboradores propuseram um rearranjo da ordem Malvales, com base em dados moleculares,

morfologicos e biogeograficos, tendo resultado em modificacdes na familia Malvaceae. Esses
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autores sugeriram a fusdo das familias Sterculiaceae, Tiliaceae e Bombacaceae, e a inclusao
dessas espécies em uma Unica familia, Malvaceae. Ap6s nova delimitacdo de familias,
Malvaceae foi dividida em nove subfamilias: Byttnerioideae, Grewioideae, Tilioideae,
Helicteroideae, Sterculioideae, Brownlowioideae, Dombeyoideae, Bombacoideae e
Malvoideae (BAYER et al., 1999).

Atualmente, o sistema de classificacdo APG estabeleceu a relagdo do grupo das
angiospermas com base em dados filogenéticos. A ordem Malvales é monofiletica (JUDD;
MANCHESTER, 1997), e, segundo o APG IV, 2016, essa ordem esta inter-relacionada com
as ordens Brassicales, Huerteales e Sapindales, sendo parte do grupo das Malvids e Rosids. A
ordem Malvales possui dez familias: Cytinaceae, Muntingiaceae, Neuradaceae, Malvaceae,
Sphaerosepalaceae, Thymelaeaceae, Bixaceae, Cistaceae, Sarcolaenaceae e Dipterocarpaceae
(APG 1V, 2016; COLE, HILGER, STEVENS, 2019). As principais grandes familias
botanicas da ordem Malvales sdo Malvaceae, Dipterocarpaceae, Cistaceae e Thymelaeaceae
(JUDD et al., 2009). Estudos recentes evidenciaram que Dipterocarpaceae e Bixaceae sdo as

principais familias mais proximas de Malvaceae (STEVENS, 2021).

Na medida em que as relagcdes dentro do grupo das angiospermas se tornam mais
claras, levando em consideracdo as modificacbes que ocorreram na ordem Malvales
abordadas no APG 1, 1l e 11l (1998, 1999, 2003), a delimitacdo familiar, principalmente em
relacdo a familia Malvaceae, ainda € uma questdo considerada problematica por muitos
pesquisadores e taxonomistas, e, portanto, ainda ndo resolvida, direcionando o foco atual das

pesquisas para a resolucao de questdes dentro de familia (APG 1V, 2016).

Em estudos de filogenia da familia Malvaceae, Bayer et al., 1999 analisaram as
sequéncias dos genes atpB e rbcL, relatando o alto suporte para 0 monofiletismo da familia.
Abdullah et al., 2019 analisaram a filogenia de Malvaceae, constatando relacionamento
filogenético bem resolvido para 22 especies de seis subfamilias de Malvaceae, com base no
genoma completo. Os autores também observaram a necessidade de maior amostragem para
esclarecimento da relagdo taxonémica de Malvaceae. Wang et al., 2021 analisaram a filogenia
de oito subfamilias de Malvaceae, obtendo como resultado a divisdo dessa familia em dois
grandes clados principais (Byttneriina e Malvadendrina), com alto valor de suporte. Os
mesmos autores encontraram resultados de relacfes mal suportadas para especies de Hibiscus,
com baixo valor de suporte e também ressaltaram a necessidade da inclusdo de espécies da

subfamilia Brownlowioideae nas proximas analises, para um relacionamento taxonémico
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mais esclarecido.

Pesquisas vém sendo realizadas para elucidar a origem e evolucdo das espécies, seu
processo de domesticacdo e de cultivo. A evolugdo das plantas ocorre principalmente por
meio de mudancas e/ou inovagGes morfoldgicas, permitindo que as espécies adquiram maior
capacidade de adaptacdo as diversas condi¢cGes e ambientes, ampliando sua diversidade
(MORA; GONZALEZ, 2016). Além de morfoldgica, as mudancas também podem ser de
origem bioquimica, reprodutiva, fisiologica e até do tipo comportamental. (BASIBUYUK;
QUICKE, 1995, 1999; BASIBUYUK et al., 2015).

O estudo da historia evolutiva das plantas por meio de sequéncias génicas é bastante
complexo, pois requer a coleta de materiais e sua correta identificacdo, além do uso de vérias
técnicas de analises (MAGALHAES JUNIOR; OLIVEIRA, 2008). Os autores Barros,
Pinheiro e Lourenco, 2008, reforcam que o significado de evolucdo esta ligado a mudanca,
transformacdo. Nesse sentido, as pesquisas tém sido direcionadas para estudar a evolucao das
familias dos genes, a mudanca do conteddo genético dos genes, as funcdes e expressao dos
genes, e, a comparacio entre familias de genes (MORA; GONZALEZ, 2016).

Para Stevens, 2021, analisar a divergéncia e distribuicdo, datando a idade da
separacgdo das espécies € muito importante para o estudo de evolucdo dos grupos de plantas.
Heckenhauer et al., 2017 enfatizam que em paralelo as andlises das relagdes filogenéticas, a
idade dos clados aliada a uma correlacdo geografica € de bastante interesse para o
entendimento da histdria evolutiva das espécies. O uso de registros fdésseis, por exemplo, é
bastante Util para os estudos de filogenia e de datacdo de tempo de divergéncia entre espécies
ou grupos (GITTLEMAN, 2016).

Conforme o0s registros da literatura, as ordens pertencentes ao grupo das
angiospermas apresentam taxas de diversificacdo bastante variaveis, sendo a ordem Malvales
(Clado Malvids) a que apresenta a maior taxa de diversificagcdo, 0,1877-0,2366 milhdes de
anos, excedendo todas as taxas estimadas para as outras ordens deste grupo (MAGALLON;
CASTILLO, 2009). A origem do clado malvaleano se deu entre o periodo Cretaceo e
Paleoceno (100-62 Ma), incluindo a familia Malvaceae, que teve origem no periodo Cretaceo
(83-66 Ma), entre 82 e 72 Ma, e, diversificacdo logo apds sua origem (8 Ma) (HERNANDEZ-
GUTIERREZ; MAGALLON, 2019).

Para compreender 0s processos evolutivos, também é importante conhecer e entender
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a diversidade e evolucdo dos cariotipos (MORAES et al., 2020). O uso de dados de cariotipo
na taxonomia como os dados das variagdes encontradas no numero de cromossomos das
espécies, podem confirmar as relagbes genéticas entre as espécies e como elas divergiram
entre si, através dos resultados obtidos para os varios taxons distribuidos nos distintos clados
(GUERRA, 2008). Os numeros de cromossomos variam amplamente nas plantas, podendo ser
conservado ou variado entre as espécies que se relacionam taxonomicamente, como acontece
com as espécies da familia Malvaceae, em que sdo relatados ndmeros de cromossomos
variando de n = 7 em espécies do género Abutilon até nimeros elevados como de 2n = 276 em
espécies do género Eriotheca (COSTA et al.,, 2017; GREWAL; KAUR, 2020). Ainda
segundo 0s mesmos autores, essa variagdo no ndmero de cromossomos dentro do mesmo
grupo de espécies, acontece principalmente devido a ocorréncia de diferentes niveis de ploidia

nos mais variados taxons.

Em trabalho de revisdo sobre a familia Malvaceae, Bayer e Kubitzki, 2003, relataram
gue o possivel nimero cromossdmico basico para espécies de Malvaceae é de n = 10, o qual
foi descrito para espécies das subfamilias Byttnerioideae e Dombeyoideae. Os mesmos
autores relatam alguns numeros cromossémicos para espécies de outras subfamilias dentro de
Malvaceae, como n = 20 para espécies da subfamilia Sterculioideae e Brownlowioideae, n =9
ou 8 para espécies da subfamilia Grewioideae (com excecdo de Corchorus, n =7),n =41 ou
82 para espécies da subfamilia Tilioideae, sendo a subfamilia Malvoideae bastante variada em
relacdo ao nimero cromossdmico. Para as espécies do género Gossypium, por exemplo, 0
ndmero cromossdmico varia de 2n = 26 em algumas espécies e 2n = 52 em outras (FERREZ-
PEREIRA et al., 2007). Este e outros exemplos citados demonstram que a variabilidade
cromossdmica entre as espécies podem estar relacionadas com semelhancgas genéticas, as

quais podem ser muito Uteis para a reconstrucdo da filogenia do grupo Malvaceae.

2.5 BIOINFORMATICA

A Bioinformatica é uma ciéncia relativamente nova, na qual inclui varias areas de
conhecimento como: a engenharia de softwares, a matematica, a estatistica, a ciéncias da
computacdo e a biologia molecular, para o desenvolvimento de plataformas computacionais
eficientes visando a andlise de dados (PROSDOCIMI et al.,, 2012). A utilizacdo de
ferramentas de bioinformatica tem se tornado essencial para resolver varios problemas
biologicos em genbmica e/ou protedmica, na area de evolugdo do genoma, sistemas
bioldgicos, biotecnologia, entre outros (JIMENEZ-LOPEZ et al., 2013).
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Por meio da bioinformatica, é possivel desenvolver programas para analise de
sequéncias de DNA, que sdo Uteis para inferir sobre as relaces de parentesco entre as
espeécies, representadas na forma de arvores filogenéticas, para facilitar o entendimento sobre
0s processos biologicos e de evolucdo das espécies (PROSDOCIMI et al., 2012). A arvore
filogenética auxilia no entendimento da historia evolutiva das espécies, através de um
conjunto de sequéncias que sdo representadas em ramos e em nos internos sdo representadas
as sequéncias ancestrais (RAUSCH, 2010). Outra ferramenta da bioinformatica bastante
utilizada é o alinhamento de estruturas de proteinas que se destaca por sua importancia para
determinar a diferenca entre os aminoacidos e entre suas estruturas (DINIZ; CANDURI,
2017).

A medida que ocorre 0 avango das tecnologias da bioinformatica, também se torna
crescente o seu uso, de maneira que tem proporcionado a geracdo de uma grande quantidade
de dados bioldgicos, que estdo organizados e armazenados em bancos de dados, disponiveis
para uso e pesquisa (RANI; GUPTA, 2017). Segundo Diniz e Canduri (2017), existem 1.739
bancos de dados bioldgicos que contém fontes de informacGes, sejam elas de sequéncias de
DNA brutas, sequéncias de proteinas, entre outros, que podem ser utilizadas com o auxilio da
bioinformética para analise de dados bioldgicos. Dentre os principais bancos de dados de
sequéncias de nucleotideos e de proteinas disponiveis, 0 GenBank no National Center for
Biotechnology Information (NCBI), se destaca por ser um dos bancos de dados publicos mais

conhecido e também mais acessado em todo o mundo (PEVSNER, 2015).
2.6 GENOMA PLASTIDIAL

As plantas superiores possuem organelas celulares denominadas de plastidios, as
quais possuem genomas circulares de fita dupla com tamanho entre 120 e 160 quilobases,
sendo que cada genoma codifica cerca de 120 genes em células que contém aproximadamente
10.000 copias idénticas (MALIGA, 2002). As coOpias idénticas destes genomas sao
encontradas nos varios tipos de plastidios, dentre eles, os proplastideos (tecidos
meristematicos), os cloroplastos (pigmento verde fotossintetizante - clorofila), os
cromoplastos (coloracdo das flores e frutas) e outros tipos de plastidios Uteis para o
armazenamento de amido e producdo de proteinas ou lipidios (BOCK, 2007). A maioria
desses plastidios € organizado em uma longa secdo de copia unica (LSC) e outra secao curta
também de copia Unica (SSC), flanqueada por duas repeticdes invertidas (IRs), altamente
conservadas (KOLODNER; TEWARI, 1979).


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1755-0998.12626#men12626-bib-0030
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O cloroplasto é um plastidio que apresenta genoma bem conservado e de evolugdo
bastante lenta (PALMER, 1985). Segundo Krebs, Goldstein, Kilpatrick (2018), o genoma de
cloroplasto (cpDNA) possui tamanho relativamente grande, cerca de 140 kb, podendo variar
de 120 a 217 kb. Esse genoma contém mais de 62 genes que codificam polipeptidios,
incluindo proteinas ribossomais, RNA polimerase, componentes da fotossintese, entre outros
(SHIMADA; SUGIURO, 1991). De acordo com Jansen et al., (2005), o nimero de genes no
cpDNA varia de 120 a 130, apresentando uma média de 120 genes. Em plantas, os genes do
cpDNA codificam entre 50 e 100 proteinas, sendo 21 associadas ao ribossomo, 30 a 32 RNA
transportador (tRNAs), e quatro RNA ribossomal (rfRNAs) (KREBS; GOLDSTEIN;
KILPATRICK, 2018). Esses genes estdo envolvidos em varios processos, como na
fotossintese, transcri¢do, traducdo e na biossintese de varios compostos (WAKASUGI;
TSUDZUKI; SUGIURA, 2001).

Os cloroplastos possuem clorofila e sdo responsaveis pela realizacdo da fotossintese
através de enzimas como a ribulose bifosfato carboxilase (Rubisco-rbcl), que €
frequentemente usada em estudos de filogenias de plantas (KREBS; GOLDSTEIN;
KILPATRICK, 2018). O sequenciamento completo desse genoma fornece dados de
sequéncias de genomas como fonte de genes padronizados que sdo uteis para a obtencéo de
filogenias precisas e discriminacdo de espécies (RUHSAM et al., 2015). Soltis e Soltis
(2020) ressaltam que as plantas possuem em Sseu genoma as caracteristicas que contém
informacdes sobre sua histdria evolutiva, e proporcionam o entendimento sobre suas relagdes
a nivel filogenético, tornando possivel sua classificacdo dentro da arvore da vida. Devido essa
e outras varias propriedades biologicas ja citadas, assim como também sua heranca
uniparental (geralmente materna), o genoma de plastidio é considerado ideal para estudos
ecoldgicos e evolutivos (TWYFORD; NESS, 2017).

2.7 DNA BARCODE

A identificacdo da maioria das espécies, por muito tempo, foi realizada através da
andlise e comparacdo de caracteres morfologicos (HEINRICH, 2007). Entretanto, em muitos
casos, pode haver falhas inerentes ao uso de uma Unica metodologia e também inerentes a
erros de interpretacdo adotados nos métodos classicos (PANG et al., 2012). Tendo em vista a
problematica das falhas que podem ocasionar uma classificacdo errdnea e a necessidade de
métodos mais rapidos, precisos e de baixo custo, as pesquisas tém se voltado para a busca por

outros métodos de identificagdo de espécies. Uma importante alternativa para elucidar as
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falhas na identificacdo de espécies € a adogdo de métodos moleculares. Dentre essas
metodologias, destaca-se a utilizagéo de sequéncias de DNA denominada como DNA barcode
(HEBERT et al., 2003). Essa técnica envolve a selecdo de um ou mais loci do DNA, de
regibes que sejam padronizadas e que possam ser sequenciadas de forma confiavel em
amostras bastante diversificadas, podendo ser facilmente comparadas, a fim de promover a
distincdo entre as espécies (HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011).

Em plantas, o uso de DNA barcode mostrou ser uma tarefa bastante dificil, mas
estudos in silico ttm sido realizados para a escolha de marcadores plastidiais codificantes e
ndo codificantes, resultando na sugestdo de varias combinacdes de marcadores de plastidio
(HOLLINGSWORTH; GRAHAM; LITTLE, 2011). Apos varias sugestdes e discussdes sobre
quais sdo 0s marcadores mais adequados, que obedecam aos critérios de universalidade,
qualidade de sequéncia e poder de discriminacdo, o Plant Working Group-CBOL (2009)
recomendou 0s marcadores matK e rbcL como sendo as principais regides para o estudo de
plantas terrestres por meio de DNA barcode, podendo incluir marcadores adicionais se
necessario. Scarcelli et al., (2011) sugerem os marcadores de cpDNA: rbcL, atpB, trnL-F,
matK, psbA, trnH, RPOC1, RPOB-trnC, psbK-psbl, atpF-atpH, atpH-atpl, como sendo os

mais comumente usados para inferéncia filogenética.

O uso de marcadores de DNA barcode tem se mostrado eficiente em alguns
trabalhos recentes. Dentre os quais, Lee et al., (2016) analisaram oito loci candidatos a DNA
barcode de espécies de Aquilaria e conseguiram identificar que a combinacdo das regides
trnL-trnF + ITS2 foi atil para discriminar espécies dentro do género Aquilaria, ressaltando a
importancia da identificacdo correta das espécies desse género para fins medicinais. Ja
Elansary et al., (2017) avaliaram a combinag&o dos marcadores matK e rbcL em seu trabalho,
para discriminar espécies de 62 familias horticolas, constatando que os marcadores sao
altamente eficientes no sucesso de identificagdo a nivel de familia e género, sendo
moderadamente eficiente a nivel de especies. Os autores ressaltaram a importancia do uso de
DNA barcode para o setor horticola e agricola, e, ainda recomendaram o uso de uma regido

de DNA barcode complementar para aumentar a eficiéncia na identificacdo dos tdxons.
2.7.1 DNA barcode em espécies do genéro Gossypium

O género Gossypium ¢ dividido em nove tipos de genomas, sendo oito genomas
representados pelas espécies diploides (genomas A, B, C, D, E, F, G, e K) e um genoma de
especies tetraploides (genoma AD) (PERCIVAL; STEWART; WENDEL , 1999). Esse
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género apresenta 53 espécies, com ampla distribuicdo no mundo, sendo 47 espécies diploides
e seis tetraploides (SHIM et al., 2018). As espécies tetraploides de Gossypium sdo
representadas por duas espécies domesticadas, G. hirsutum e G. barbadense, e, as espécies
selvagens, G. tomentosum, G. darwinii e G. mustelinum (ADAMS; WENDEL, 2004).
Segundo Valicek (1978), as espécies do grupo das tetraploides tiveram origem através do
processo de hibridacdo ocorrido entre espécies do velho mundo, uma espécie diploide
cultivada de genoma A e uma espécie silvestre do genoma D. Esse processo de hibridagéo
ocorreu no México, ha 1,5 milhGes de anos, resultando na origem do nono genoma do género
Gossypium, o genoma AD (WENDEL; CRONN, 2003; LIU et al., 2001).

O género Gossypium €é conhecido por representar uma das culturas mais importantes
economicamente, o algodoeiro. Dentre as espécies de Gossypium descritas, apenas quatro
delas séo cultivadas para a producdo de fibras de algoddo, sendo duas tetraploides, G.
hirsutum e G. barbadense, e, duas diploides, G. arboreum e G. herbaceum (LV et al., 2013).
Nesse contexto, para a realizacao de trabalhos de pesquisa bioldgicas como de melhoramento
genético das espécies, por exemplo, € essencial o conhecimento a cerca das espécies,
principalmente se tratando da sua correta identificagdo. Um dos métodos utilizados pelos
taxonomistas para a identificacdo da maioria das espécies é através de caracteres
morfoldgicos. Porém, a identificacdo dessas espécies ndo é uma tarefa simples e necessita de
grandes esforcos dos taxonomistas, em meio a diversas limitacGes, que podem acarretar em
identificacBes incorretas (HEBERT et al., 2003). Portanto, uma alternativa a este método que
vem sendo empregada é a técnica de DNA barcode, que compreende na utilizacdo de
sequéncias de DNA como codigos de barras para a identificacdo correta das espécies
(HEBERT et al., 2003).

Para espécies de Gossypium, sdo escassos 0s trabalhos de pesquisa utilizando a
técnica de DNA barcode. Assim, foram testados poucos marcadores para uso como DNA
barcode de espécies de Gossypium, além do uso limitado de regides, os trabalhos incluiram
um baixo nimero de amostras de espécies. Roy et al., 2010, analisando DNA barcode para
espécies de Berberis, realizou um teste preliminar dos marcadores ITS, MatK, rbcL e trnH-
psbA para espécies de Gossypium e Ficus. Para as quatro espécies de Gossypium analisadas,
0s autores relataram que a regido ITS recuperou 100% das espécies de Gossypium, 0s outros
loci ndo conseguiram distinguir as espécies, e, ndo foram testadas combina¢des multilocus
para esse género. Ashfaq et al., 2013, testaram as regides matK, rbcL e ITS2 para 25 espécies

de Gossypium, obtendo melhor resolucdo para o uso de marcadores combinados, porém, essa
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combinacdo ndo foi capaz de diferenciar todas as espécies de Gossypium, apesar de ter sido
eficiente para separar a espécies por genoma.

2.8 IMPLICACOES DOS CONHECIMENTOS DE EVOLUCAO PARA O
MELHORAMENTO GENETICO

O melhoramento genético também se baseia na histéria evolutiva das espécies. Por
isso, para a realizacdo de trabalhos de melhoramento genético de plantas cultivadas, é
fundamental conhecer a histéria evolutiva das culturas, assim como também, a base genética
dos fatores que limitam a producéo e o perfil de adaptacdo das espécies, que sdo fundamentais
para 0 melhoramento futuro dessas espécies (ABBO; LEV-YADUN; GOPHER, 2019).
Assim, quanto mais informagdes a respeito dos grupos de plantas préximos da espécie
cultivada, maior é o subsidio que se tem para conduzir programas de melhoramento genético
das espécies. Nesse sentido, a bioinformatica apresenta um papel importante, pois possui
vasto uso e aplicacdo em diversos campos de estudos, através das ferramentas de tecnologias

usadas para facilitar as mais variadas pesquisas (KUSHWAHA et al., 2017).

O avanco das tecnologias na area da bioinformatica tem proporcionado cada vez mais
ferramentas para o estudo do genoma das plantas, como por exemplo, da estrutura e fungéo de
diversos genes e proteinas, que servem como base fundamental para a criacdo de plantas
superiores, bem como, tracar acGes de protecdo da biodiversidade (VASSILEV et al., 2010).
O uso de ferramentas como o sequenciamento de genomas, tem propiciado o conhecimento
sobre organismos conhecidos como “organismo modelo”, através do qual se torna possivel
obter informacGes sobre as mais variadas caracteristicas que sdo muito Gteis em diversas
pesquisas experimentais para 0 melhoramento genético, como o conhecimento sobre espécies
de ciclo de vida curto (precoce), espécies de porte pequeno, espécies com resisténcia a
doencas, entre outras caracteristicas, as quais sdo bastante valiosas na analise e no
desenvolvimento de novas culturas ou culturas melhoradas (VASSILEYV et al., 2005). Quanto
as sequéncias dos genomas das plantas, as analises relacionadas ao seu conteddo, tamanho e
variacdo, podem ser utilizadas para a classificacdo das espécies, e, distincdo entre espécies e
subespécies (LOUREIRO et al., 2010). Sendo assim, a bioinformatica apresenta um papel
crucial na area de melhoramento de plantas, tornando possivel o desenvolvimento e uso de

ferramentas para diagnostico de diversas espécies de plantas (KUSHWAHA et al., 2017).

As andlises de filogenia e evolugdo das espécies também podem contribuir para

preservacdo e conservacao dos recursos genéticos. Segundo dados do Livro vermelho da Flora



32

do Brasil, algumas das espécies de Malvaceae, dos géneros Abutilon, Pavonia,
Calyculogygas, Calyptraemalva, Hochreutinera e Monteiroa, encontram-se em risco de
extincdo (BOVINI et al., 2013). Se tratando de Malvaceae, se tem relatos de alguns géneros
endémicos de pequenas ilhas, que estdo ameacados de extingdo, mas esse nimero de espécies
ameacadas ou praticamente extintas ainda é pouco conhecido devido a falta de maiores
informacgdes sobre o levantamento dessas espécies e os locais de ocorréncia (BAYER;
KUBITZKI, 2003). Um dos principais fatores que propiciam a extin¢ao das espécies é o fator
de mudangas climaticas, que pode ser avaliado atraves da andlise da distribuicdo filogenética
das espécies, pois esses resultados sdo Uteis para visualizagdo das espécies com maior risco de
extin¢cdo, a medida que as mudancas climaticas ocorrem (DAVIS et al., 2010).

Os dados sobre filogenia fornecem embasamento para a reconstrucdo da histéria
evolutiva dos organismos e de suas relagcbes genéticas, podendo prever caracteristicas em
comum entre as espécies, assim como fornecer informagdes sobre o fluxo génico que ocorre
entre elas, tornando possivel a exploracdo desses conhecimentos para o desenvolvimento de
novas cultivares, com maior qualidade, maior produtividade, reducdo de uso de insumos e
menor custo ambiental, promovendo também o desenvolvimento de outras ferramentas de
diagnostico de plantas (KUMARI; SHEORAN; RANI, 2021).

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar analises na area de gen6mica comparativa e de filogenia de espécies da
familia Malvaceae, com base em marcadores plastidiais, visando uma melhor compreensao
sobre as questdes filogenéticas ainda existentes dentro desse grupo e o tempo em que ocorreu
a sua diversificacdo, bem como, indicar possiveis marcadores para DNA barcode do género

Gossypium, a partir de sequéncias plastidiais disponiveis em bancos de dados.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar a estrutura e o conteido génico dos genomas plastidiais completos de

espécies da familia Malvaceae, a partir de sequéncias coletadas no banco de dados GenBank;

b) Realizar o estudo da filogenia entre as espécies da familia Malvaceae e de outras

espécies, disponiveis no banco de dados;
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c) Estimar o tempo de divergéncia dentro da familia;

d) Indicar sequéncias para DNA barcode de espécies do género Gossypium;

4. HIPOTESES

a) Marcadores plastidiais sdo ferramentas Uteis para analises filogenéticas da familia

Malvaceae;

b) O uso de quatro marcadores do cpDNA (matK, rbcL, atpB e ndhF) sdo capazes de

resolver questdes filogenéticas da familia Malvaceae;

c) Os 11 loci do cpDNA séo eficientes para diferenciar espécies do género Gossypium;
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RESUMO

A familia Malvaceae apresenta alta diversidade e inclui um grande nimero de espécies,
dentre as quais, 0 algod&o, cacau, quiabo e hibisco possuem importancia econdmica. A
classificacdo dessa familia passou por mudancas nos ultimos anos, que levaram a sua
recircunscri¢cdo. Os trabalhos recentes de filogenia tém sido focados em resolver as
relagBes entre as subfamilias de Malvaceae, sendo essas, pouco resolvidas. Neste
estudo, foram utilizadas 102 sequéncias de nove subfamilias de Malvaceae e 0 grupo
externo, com quatro loci (matK, rbcL, atpB e ndhF) de DNA de cloroplasto. Os
plastomas de Malvaceae demonstraram alta conservacdo e similaridade. A analise de
verossimilhanga resultou em uma arvore monofilética, confirmando a diviséo da familia

em dois principais clados bem suportados, Malvadendrina e Byttneriina. Em
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Malvadendrina, foi evidenciada relacdo de grupo irméo, de Malvatheca com o clado das
subfamilias Dombeyoideae, Brownlowioideae, Helicteroideae, Tiliodeae e
Sterculioideae, com alto suporte. O clado Malvatheca é suportado pela presenca de
anteras monotecais e a auséncia de androgindforo. A Ultima caracteristica também
suporta sua relacdo proxima a Dombeyoideae. Filogenia pouco resolvida entre as
subfamilias Brownlowioideae, Helicteroideae, Tiliodeae e Sterculioideae foi
evidenciada. O clado Byttneriina foi fortemente suportado. A andlise do tempo de
divergéncia sugeriu que as subfamilias de Malvaceae divergiram a partir do Paleoceno.
A analise de DNA barcode através dos 11 loci do cpDNA revelou que as espécies de
Gossypium foram agrupadas em relacdo ao tipo de genoma e a origem geogréfica,

entretanto, o uso dessas regies ndo foi Util para a discriminacéo dentro de espécies.

Palavras-chave: Plastomas, Arvore filogenética, tempo de divergéncia, identificacdo de

espeécies, algodéo.

Introducéo

A familia Malvaceae pertence a ordem Malvales, possui aproximadamente 244
géneros e 4.225 espécies (Christenhusz e Byng, 2016), as quais apresentam grande
importancia econdémica, como medicinais (Pseudobombax marginatum e Thespesia
populnea), alimenticias (Theobroma cacao L. e Hibiscus esculentus L.), ornamentais
(espécies dos géneros Tilia, Firmiana e Malvaviscus) e industriais (espéecies dos géneros

Gossypium, Ceiba e Bombax) (Judd et al., 2009; Paiva et al., 2013; Rao et al., 2018).

A classificacdo da familia Malvaceae passou por diversas modificacGes quanto
as relacdes filogenéticas (APG 1V, 2016; Bayer et al., 1999; Cole et al., 2019). Os

estudos sobre filogenia de Malvaceae tém evidenciado uma complexa historia evolutiva



46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

49

e relacbes ndo totalmente esclarecidas (Alverson et al., 1999; Bayer et al., 1999;
Conover et al., 2019; Judd e Manchester, 1997). Marcadores de DNA de genoma
plastidial (cpDNA) tem sido bastante Gteis para os estudos de filogenia, pois 0 cpDNA
apresenta tamanho e estrutura bem conservada, heranca uniparental (materna) e é
abundante nas células (Soltis e Soltis, 2020). Apesar dos diversos estudos de filogenia e
diversificacdo de Malvaceae, 0s resultados evidenciam a necessidade de novos estudos
filogenéticos, incluindo maior quantidade de dados gendmicos, para melhor
compreender as inter-relacGes dentro desta familia (Hernandez-Gutiérrez e Magallon,

2019; Richardson et al., 2015; Wang et al., 2021).

Os marcadores do cpDNA também podem ser utilizados para analises de DNA
barcode (Chase et al., 2016; Vassou et al., 2015), técnica descrita por Hebert et al.
(2003), para discriminacdo de diversas espécies. Trabalhos com DNA barcode de
Gossypium tém sido desenvolvidos em busca de marcadores universais para
identificacdo rapida e precisa dessas espécies, além de baixo custo, ainda ndo sendo
possivel a indicacdo de regides universais do cpDNA para espécies desse género
(Ashfaq et al., 2013; Roy et al., 2010). Portanto, o objetivo deste trabalho foi realizar o
estudo da filogenia de espécies da familia Malvaceae e estimar o tempo de divergéncia
entre as espécies, através de sequéncias de marcadores plastidiais, visando compreender
a histéria evolutiva da familia. O trabalho também teve como objetivo, analisar
marcadores plastidiais para uso como DNA barcode de espécies do género Gossypium.
Materiais e métodos

Obtencéo das sequéncias de genomas plastidiais
As sequéncias de genoma plastidiais completos de 102 especies foram obtidas

através da ferramenta BLAST do banco de dados Genbank no NCBI (National Center for



70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

93

50

Biotechnology Information, 2021). Destas, 96 sequéncias sdo das espécies da familia
Malvaceae (ordem Malvales) e as outras seis do grupo externo, sendo duas sequéncias
de espécies da familia Thymelaeaceae (ordem Malvales), duas da familia Caricaceae
(ordem Brassicales), uma da familia Moringaceae (ordem Brassicales) e uma da familia
Simaroubaceae (ordem Sapindales) (Tabela 1). Também foram obtidas as sequéncias de
quatro genes do cpDNA (matK, rbcL, atpB e ndhF), de cada espécie. Algumas dessas
sequéncias foram ajustadas para a conversdo em complemento reverso, realizado
através da ferramenta Reverse complement (Reverse complement, 2021).

Obtencéo dos dados das sequéncias

Os numeros cromossdmicos das espécies foram obtidos de informacdes
disponiveis na literatura e nos bancos de dados CCDB (The Chromosome Counts
Database, 2015) e IPCN (Index to Plant Chromosome Numbers, 2021). Os nomes das
espécies foram confirmados usando a ferramenta WFO (World Flora Online, 2021) para
verificar também as espécies com sinonimias. Na ferramenta GeSeq do Chlorobox
(Chlorobox, 2021) foram coletadas as demais informagdes das sequéncias, tais como,
comprimento da sequéncia em pares de bases (PB), nimero de genes codificadores de
proteinas (CDS), numero de RNA ribossomal (rRNA) e nimero de RNA transportador
(tRNA). A porcentagem de guanina citosina (GC%) foi calculada usando a ferramenta
Science buddies (Science buddies, 2021) (Tabela 1).

Alinhamento das sequéncias de genomas plastidiais

O alinhamento dos genomas plastidiais completos de 27 espécies foi realizado
no servidor mVISTA (VISTA, 2013) utilizando o algoritmo LAGAN e pardmetros
padrdes, para verificar o percentual de identidade das sequéncias das espécies em

relacdo a espécie G. hirsutum. O servidor OGDRAW (Organelar Genome DRAW,
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2021) do Chlorobox foi utilizado para elaborar a representacdo grafica em forma linear,
do genoma da espécie G. hirsutum, a qual foi usada como referéncia na anotacdo do
genoma, para verificar a ocorréncia de inversdes (Figura 1). Para anotacdo do genoma,
foi utilizado a ferramenta GeSeq disponivel no Chlorobox.

Analise filogenética

Para andlise filogenética, foram utilizadas as sequéncias dos quatro genes (matK,
rbcL, atpB e ndhF) das 102 espécies. Foi realizado um alinhamento preliminar das
sequéncias de cada regido, para verificacdo dessas sequéncias. As sequéncias
concatenadas foram alinhadas para a obtencéo da arvore filogenética através do método
estatistico Maxima verossimilhanca, com suporte estatistico de 1000 bootstrap, no
software MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, versdo 7.0). Os valores
de bootstrap (BS) foram utilizados como parametro para verificacdo da acuracia dos
dados, sendo os valores de 90-100 considerados fortemente suportados, de 70-89
moderadamente suportados e de 50-69 fracamente suportados. O modelo de substituicdo
com melhor resultado obtido no software MEGA7, foi o GTR (G +lI) (General Time
Reversible). Também foram obtidos os valores dos sitios varidveis (V) e sitios de
parcimonia informativos (P1) das 102 espécies através do software MEGA7 (Tabela 2).

Analise do tempo de divergéncia entre os tdxons

Para analise do tempo de divergéncia entre as espécies de Malvaceae (Figura 3),
foi realizada pesquisa para obtencéo de dados do tempo de divergéncia estimado entre
0s pares de espécies, atribuindo idade aos nds de alguns clados, atraves do servidor
NODE TIME, do software TIMETREE (The timescale of life, 2021). Foi obtida a
variacdo minima e maxima das idades em milhdes de anos (Ma) de alguns nos entre as

especies de Malvaceae para utilizagdo como pontos de calibracdo. Foram escolhidos
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seis pontos de calibracdo, com a menor variacdo encontrada, utilizadas como parametro
na andlise: G. raimondii e G. herbaceum (3,9-17,8 Ma), G. darwinii e G. hirsutum
(0,300-2,540 Ma), Hibiscus rosa-sinensis e Hibiscus cannabinus (24,9-39,5 Ma),
Abelmoschus manihot e Talipariti tiliaceum (21,43-31,69 Ma), Bombax buonopozense e
Corchorus capsularis (30-60 Ma), Abutilon theophrasti e Malva parviflora (28,6-43,9
Ma). Para obtencdo da arvore relacionada ao tempo de divergéncia entre as espécies foi
utilizado o software MEGAY7 (Figura 3). Nesta analise, foram considerados os seguintes
parametros: método estatistico de Maxima verossimilhanca e modelo GTR (General
Time Reversible).

Andlise de dados de DNA barcode

Para andlise dos marcadores plastidiais de DNA barcode, as sequéncias de dez
regides génicas (accD, atpA, atpB, matK, ndhF, petD, psbA, rbcL, rpoA e rpoC2) e uma
regido intergénica (trnH-psbA) do cpDNA de 46 sequéncias de espécies de Malvaceae
do Genbank foram utilizadas. Destas, 43 sequéncias pertencem a espécies do género
Gossypium e trés espécies pertencem a outros géneros da familia Malvaceae (Bombax
buonopozense, Reevesia botingensis e Thespesia populnea), utilizadas como grupo
externo. As sequéncias tambeém foram verificadas em um alinhamento preliminar. O
alinhamento das sequéncias das 11 regides concatenadas foi realizado usando algoritmo
MUSCLE implementado no MEGAY. Para obtengdo da arvore foi usado o método
estatistico Maxima verossimilhanga, com teste de 1000 bootstrap, modelo GTR (G +I)
(General Time Reversible), com delecdo parcial. Também foram obtidos os valores dos
sitios variaveis (V) e sitios de parcimonia informativos (PI) das 46 espécies através do
software MEGAY (Tabela 2).

Resultados
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Informac6es das sequéncias de genomas plastidiais

Na tabela 1, sdo apresentadas as caracteristicas das sequéncias do genoma
plastidial das espécies utilizadas neste trabalho. As sequéncias das espécies de
Malvaceae apresentaram ampla variacdo no tamanho do genoma, sendo a espécie
Pachira macrocarpa a de menor tamanho (157.936 pb) e Heritiera angustata, 0 maior
(168.953 pb), evidenciando uma diferenca de 11.017 pb. Comparando as sequéncias das
espeécies, algumas apresentaram baixa diferenca no comprimento de sequéncia, 1 pb
entre G. hirsutum e G. aridum (160.256 e 160.257 pb, respectivamente), G. barbadense
cultivar Kaiyuan e G. barbadense cultivar Yuanmou (160.290 e 160.291 pb,
respectivamente), Reevesia botingensis e G. harknessii (160.128 e 160.129 pb,
respectivamente), T. taishanensis e T. mongolica (162.803 e 162.804 pb,
respectivamente). A espécie Aquilaria rostrata, da familia Thymelaeaceae, utilizada
como grupo externo, apresentou maior tamanho de genoma (174.693 pb).

Em relacdo ao valor de GC, a variacédo foi de 35,8% (Durio zibethinus) a 37,4%
(para espécies do género Gossypium). O maior valor de GC foi observado no plastoma
da espécie do grupo externo, Ailanthus altissima (37,6%). A predicdo do nimero de
genes codificadores de proteinas (CDS) variou de 107 a 124. Nao houve variacao
quanto ao nimero de RNA ribossomal, foi observado o valor de 8 rRNA para todas as
espécies. O nimero de RNA transportador (tRNA) variou de 31 a 34 entre as espécies.
O ndmero de cromossomos das espécies estudadas apresentou variagdo de 7 (Corchorus
capsularis, Corchorus olitorius e Sida szechuensis) a 82 (nas especies do género Tilia)
(Tabela 1).

Comparacao gendmica de plastomas de espécies da familia Malvaceae

Para analise e comparagdo das sequéncias plastidiais, foi utilizado o gréafico



166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

189

54

VISTA dos plastomas de 27 espécies e a espécie G. Hirsutum como referéncia. Atraves
do grafico VISTA foi possivel visualizar as regides codificantes (na cor azul) e nédo
codificantes (na cor rosa). Também foi possivel observar a ocorréncia de inversdes e
rearranjos nos genomas das espécies de Malvaceae, em comparacdo com a espécie G.
Hirsutum, principalmente na regido dos genes ycfl e ndhF. As espécies Aquilaria
rostrata e Phaleria macrocarpa, utilizadas como grupo externo, apresentaram alto grau
de divergéncia em relacdo as espécies de Malvaceae (Figura 1). Os maiores pontos de
divergéncia ocorrem em regides intergénicas. Outros pontos de divergéncia ocorrem
entre os genes ycfl e ndhF. Dentre os genes que apresentaram pontos de divergéncia, 0s
genes matK, rbcL, atpB e ndhF, foram selecionados para analise filogenética.

O conjunto total de dados combinados (matK, rbcL, atpB e ndhF) gerou uma
matriz de alinhamento com 7.142 pb, dos quais 0 nimero de sitios variaveis (V) foi
2.177 pb para o total de espécies (102 sequéncias) e de 1.470 pb para as espécies de
Malvaceae, excluindo o outgroup. O numero de sitios de parciménia informativa (PI)
foi de 1.478 pb para as sequéncias de todas as espécies e de 1.011 pb para espécies de
Malvaceae, sem outgroup (Tabela 2).

Filogenia da familia Malvaceae

A andlise filogenética das espécies da familia Malvaceae resultou em uma arvore
monofilética, na qual separa a familia em dois clados principais, Malvadendrina e
Byttneriina (BS= 100%), mais o grupo externo (Figura 2). O grupo das espécies
externas (outgroup) mostrou-se claramente separado das espécies de Malvaceae,
apresentando alto valor de suporte de bootstrap (100%). Para as espécies pertencentes a
familia Malvaceae, a arvore apresentou a formacao de nove grupos distintos, sendo sete

grupos pertencentes ao clado Malvadendrina (Malvoideae, Bombacoideae,
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Dombeyoideae, Brownlowioideae, Helicteroideae, Tilioideae e Sterculioideae) e dois
pertencentes ao seu grupo irmao, o clado Byttneriina (Grewioideae e Byttnerioideae). O
clado Malvadendrina apresentou o maior numero de espécies e de subfamilias. Em
nosso estudo, a subfamilia Malvoideae foi representada com o maior nimero de
espéecies. As subfamilias Grewioideae e Byttnerioideae (clado Byttneriina) se
apresentaram bem relacionadas (BS= 100%).

No clado Malvadendrina, o clado Malvatheca (Malvoideae e Bombacoideae)
apresentou suporte fraco (BS= 66%) e sua relacdo com as demais subfamilias
(Dombeyoideae, Brownlowioideae, Helicteroideae, Tilioideae e Sterculioideae) foi
altamente suportada (BS= 100%). Dentro de Malvatheca, a subfamilia Malvoideae
apresentou alto valor de suporte (BS= 100%), com alguns clados sem suporte entre as
espécies de Gossypium (BS= 8 a 44%). A subfamilia Bombacoideae também apresentou
alto valor de bootstrap (BS= 99%). Dentro de Bombacoideae, apenas um no foi
fracamente suportado (BS= 61%). Dentro do clado Malvadendrina, a subfamilia
Dombeyoideae foi recuperada como grupo irmdo das subfamilias Brownlowioideae,
Helicteroideae, Tilioideae e Sterculioideae, com alto valor de suporte (BS= 92%). O
grupo da subfamilia Brownlowioideae foi fracamente suportado (BS= 54%), em relacéo
ao grupo irméo (Helicteroideae, Tilioideae e Sterculioideae). O relacionamento entre 0s
grupos irmdos das subfamilias Helicteroideae, Tilioideae e Sterculioideae néo
apresentou suporte (BS= 33%; 22%).

O grupo irmd de Malvadendrina, o clado Byttneriina, composto pelas
subfamilias Grewioideae e Byttnerioideae, apresentou alto valor de suporte em todos 0s
nos (BS= 100%). O grupo das espécies externas apresentou alto valor de suporte em

relacdo a Malvaceae (BS= 100%).
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Tempo de divergéncia entre as espécies de Malvaceae

A estimativa de relégio molecular representando o tempo de divergéncia de 96
espécies de Malvaceae com base em quatro regides génicas é apresentada na figura 3.
Os tempos de divergéncia sdo mostrados nos pontos de ramificacdo, em cada no da
arvore. A diferenciacdo de Malvaceae que da origem as nove subfamilias, separando
Malvadendrina de Byttneriina ocorreu ha 60 Ma, no Paleoceno médio (61,70-58,70
Ma). Malvadendrina se diferenciou ha 59,45 Ma (Paleoceno médio), separando
Malvatheca das demais subfamilias de Malvadendrina. O clado Malvatheca, composto
pelas subfamilias Malvoideae e Bombacoideae se diferenciou ha 52,51 Ma, no periodo
Eoceno (55,80-33,90 Ma). A separacdo de Dombeyoideae das subfamilias
Brownlowioideae, Helicteroideae, Tilioideae e Sterculioideae ocorreu em 58,29 Ma, no
Paleoceno final (58,70-55,80 Ma), seguida por Brownlowioideae, Helicteroideae,
Tilioideae e Sterculioideae, que divergiram ha 55,66 Ma (inicio do Eoceno, 55,80-48,60
Ma). O clado Byttneriina se diversificou em 54,07 Ma (inicio do Eoceno), com a
diferenciagdo de Grewioideae e Byttnerioideae.

Anélise de marcadores de DNA barcode para Gossypium

O conjunto total de dados combinados gerou uma matriz de alinhamento com
17.056 pb, dos quais o nimero de sitios variaveis (V) obtido foi 1.075 pb para o total de
espécies (46 sequéncias) e de 515 pb para as espécies de Gossypium, excluindo o
outgroup. O numero de sitios de parciménia informativo (Pl) foi de 561 pb para o
alinhamento de todas as espécies (Gossypium e outgroup) e de 314 pb para as espécies
de Gossypium, excluindo o outgroup (Tabela 2).

A analise das regides candidatas a DNA barcode (accD, atpA, atpB, matK,

ndhF, petD, psbA, rbcL, rpoA, rpoC2 e trnH-psbA), resultou na divisdo das espécies de



238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

256

257

258

259

260

261

57

Gossypium, em quatro principais grupos, com alto valor de suporte (Figura 4). O
primeiro grupo foi formado por espécies dos genomas A, D, AD e F (BS= 97%). As
relacbes entre as espécies de genoma AD apresentaram baixo valor de suporte. A
espéecie G. longicalyx formou grupo irmédo das espécies de genoma A, D e AD (BS=
100%). O grupo das espécies de genoma D foi bem suportado (BS= 100%), mas a
relacdo entre as espécies G. lobatum e G. schwendimanii apresentou baixo suporte (BS=
31%). O segundo grupo, foi formado por espécies do genoma E (BS= 100%), o terceiro,
formado por espécies do genoma B (BS= 100%), o quarto, formado por espécies dos
genomas C, G e K (BS= 100%). A espécie Thespesia populnea foi mais relaciona as
espécies de Gossypium e as espécies Bombax buonopozense e Reevesia botingensis
(grupo externo) foram recuperadas com alto valor de suporte (BS= 100%).
Discusséo

Gendmica comparativa e filogenia de Malvaceae

Os plastomas das espécies estudadas apresentaram tamanho que variou entre
157.936 e 174.693 pb. Wang et al. (2021) relataram variagdo semelhante no tamanho do
genoma das espécies de Malvaceae, de 158.997 pb (Bombax ceiba) a 168.953 bp
(Heritiera angustata). Os mesmos autores relataram que ndo havia diferenca no
comprimento do genoma das espécies de Theobroma cacao (160.619 pb) e Theobroma
grandiflorum (160.619 pb), contrastando com os valores encontrados em nosso estudo,
160.619 pb para T. cacao e 160.606 pb para T. grandiflorum, diferenca de 13 pb.
Cvetkovic et al. (2021), analisaram 24 plastomas de espécies de Malvaceae e
encontraram 0 menor comprimento de sequéncia para a espécie Sterculia lanceolata
(151.071 bp). A variagdo no tamanho dos genomas relatada no presente estudo também

foi evidenciada em diversos trabalhos com genoma de espécies de angiospermas (Guo
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et al., 2021). Os valores aqui encontrados, localizam-se dentro dos valores relatados
para angiospermas (107.122 a 217.942 pb), sendo essa variacdo ocasionada pela
evolucédo do genoma, devido a alteragdes como expansao/contracdo de IR e perda/ganho
de genes (Jansen e Ruhlman, 2012).

Para comparacdo das caracteristicas das sequéncias dos plastomas das espécies
apresentadas na tabela 1, foram considerados os numeros totais de genes, incluindo suas
repeticdes (CDS, rRNA e tRNA). Os valores do contetdo de GC encontrados para
espécies de Malvaceae (35,8% a 37,4%), foram semelhantes aos observados por Wang
et al. (2021). Os valores de GC observados nos plastomas das espécies analisadas
(35,8% a 37,6%) se encontram dentro do padrdo de variacdo relatado por Jansen e
Ruhlman (2012), para espécies de plantas com sementes (35 a 40%).

Apesar de ser relatado baixo nimero de cromossomos em angiospermas, menos
de 14 pares (Bowers e Paterson, 2021), em Malvaceae, ocorre grande variacdo (n=7 a
n= 82) (Tabela 1). Essa variacdo também foi evidenciada nos estudos de Tate et al.
(2005), no qual buscando compreender as relagdes filogenéticas entre as espécies da
tribo Malveae, avaliou a evolugdo cromossdmica do grupo, relatando uma variagcéo de
n= 5 a n= 36 nos nimeros hapldides de cromossomos. A variacdo no numero de
cromossomos das espécies de Malvaceae esta relacionada aos processos evolutivos
ocorridos no grupo, reducdo aneuploide, hibridizagdo e/ou poliploidizacdo (Tate et al.,
2005).

Conforme grafico mVista (Figura 1), as espécies da familia Malvaceae tiveram
organizacdo semelhante, indicando alto nivel de conservacdo. As analises comparativas
de sequéncias dessa familia, realizada nos estudos de Cheng et al. (2020), também

evidenciaram conservacao das caracteristicas das espécies. Comparando os plastomas
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das espécies de Malvaceae pelo grafico mVista, foi possivel encontrar pontos de
divergéncia entre os genes ycfl e ndhF (regido codificante) e em regides nédo
codificantes (maior proporcdo). Nos estudos de Cheng et al. (2020), o gene ycfl
apresentou alta divergéncia entre as regides das sequéncias de espécies de Malvaceae,
evidenciando pontos de delecdes nesse locus. Pontos de divergéncia nos plastomas das
espécies de Malvaceae também foram relatados nos estudos de Wang et al. (2021), no
qual analisaram o plastoma de 31 espécies de Malvaceae e confirmaram a ocorréncia de
maiores pontos de divergéncia em dois genes, clpP e ycfl, com a maior variacao
presente nas regides ndo codificantes do genoma. As informacdes contidas nessas
regibes podem ser Uteis para estudos de filogenia de Malvaceae.

A baixa ocorréncia de inversdes e rearranjos nas sequéncias génicas dos
genomas estudados, resultaram em similaridade entre as espécies de Malvaceae. A
baixa divergéncia entre os plastomas de Malvaceae também foi relatada em estudos
anteriores (Wang et al., 2021). Quanto ao nimero de sitios de parcimonia informativa
(PI), esta analise evidenciou valores superiores ao relatado em outros estudos. Valores
de Pl inferiores foram relatados nos estudos de Niffeler et al. (2005), no qual analisaram
35 taxons de Malvaceae e um conjunto de dados de DNA de plastidio combinados, no
qual resultou em uma matriz de alinhamento com 7.791 pb no total, incluindo 634 sitios
de parcimonia informativa.

A anélise filogenética de espécies da familia Malvaceae (Figura 2), resultou em
uma arvore monofilética. A monofilia da familia Malvaceae também foi evidenciada em
estudos anteriores (Alverson et al., 1999; Bayer et al., 1999; Cvetkovic et al., 2021;
Hernandez-Gutierrez e Magallon, 2019; Judd e Machester, 1997; Niffeler et al., 2005;

Wang et al., 2021). Segundo Judd e Machester, (1997), a monofilia de Malvaceae é
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sustentada por uma caracteristica sinapomorfica, a presenca de antera monotecal. Das
nove subfamilias de Malvaceae existentes, pelo menos duas sequéncias de plastomas
das espécies foram utilizadas no presente estudo, permitindo que todas as subfamilias
fossem representadas na arvore filogenética. Estudos anteriores utilizaram numero
limitado de espécies e subfamilias de Malvaceae, Niffeler et al. (2005) amostraram
espeécies de sete subfamilias e Wang et al. (2021) analisaram oito das nove subfamilias
de Malvaceae. Portanto, utilizamos amostragem mais abrangente, o que pode
proporcionar maior confiabilidade nos resultados.

A divisdo da familia Malvaceae em dois clados principais, Byttneriina e
Malvadendrina, apresentada na arvore filogenética (Figura 2), corrobora com estudos
anteriores (Alverson et al., 1999; Bayer et al., 1999; Conover et al., 2019; Cvetkovic et
al., 2021; Le Péchon e Gigord, 2014; Wang et al., 2021). O clado Malvadendrina é o
maior grupo, representado por sete das nove subfamilias de Malvaceae, sendo dividido
no clado Malvatheca e demais subfamilias. A organizacdo das espécies de Malvaceae
em nove grupos distintos, na arvore filogenética (Figura 2), é corroborada pela atual
classificacdo de Malvaceae, na qual divide a familia em nove subfamilias (Malvoideae,
Bombacoideae, Dombeyoideae, Brownlowioideae, Helicteroideae, Tilioideae,
Sterculioideae, Grewioideae e Byttnerioideae) (APG 1V, 2016; Cole, 2021).

Apesar do valor fraco de suporte encontrado em nosso estudo para o clado
Malvoideae e Bombacoideae (BS= 66%), a divisdo do clado Malvatheca é confirmada
em diversos estudos, com base em marcadores plastidiais e nucleares (Alverson et al.,
1999; Bayer et al., 1999; Baum et al., 2004; Carvalho et al., 2011; Conover et al., 2019;
Cvetkovic et al., 2021; Hernandez-Gutiérrez e Magallon et al., 2019; Le Péchon e

Gigord, 2014; Niffeler et al.,, 2005; Wang et al., 2021). O clado Malvatheca ¢
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caracterizado pela presenca de anteras modificadas, apresentando tecas individuais bi ou
poliesporangiada (Niffeler et al., 2005). A presenca de anteras monotecais € uma
semelhanca marcante entre as subfamilias Malvoideae e Bombacoideae (Bayer et al.,
1999). Outra caracteristica que ocorre em espécies de Malvoideae e Bombacoideae é a
auséncia de androginoforo (Bayer e Kubtzki, 2003). Essas caracteristicas, atreladas aos
estudos anteriores ddo embasamento para o relacionamento estreito entre essas
subfamilias, confirmando a posicdo de Malvoideae e Bombacoideae aqui evidenciada.

A subfamilia Malvoideae foi representada em nosso estudo, pelo maior niUmero
de espécies em relacdo as demais subfamilias, devido a alta disponibilidade de
sequéncias no banco de dados do GenBank e tendo em vista que segundo Bayer e
Kubtzki (2003), essa subfamilia se destaca como o maior grupo da familia Malvaceae,
incluindo 110 géneros e 1.730 espécies com ampla distribuicdo, principalmente em
regido pantropical e no Novo mundo. Segundo Carvalho et al. (2011), Malvoideae
possui caracteristicas foliares que sdo restritas a essa subfamilia e a diferencia das
demais. As caracteristicas citadas se referem a margem da folha, na qual contém dentes
dispostos em maior numero e forma diferente, e a superficie foliar, que contém diferente
padrdo de ramificacdo das nervuras principais e secundarias.

O clado que compreende as espécies da subfamilia Malvoideae apresentou alto
valor de suporte em nossas analises (BS= 100%) e as relacBes entre a maioria das
espécies do grupo apresentaram suporte de moderado a alto, com excecdo para alguns
agrupamentos dentro do género Gossypium, que apresentou valores muito baixos de
booststrap. Em nosso estudo, o género Gossypium foi representado por 43 sequéncias.
Nos trabalhos de filogenia de Malvaceae realizados anteriormente, foram incluidos

numero pequeno de espécies do género Gossypium, geralmente uma ou duas espécies. O
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clado que compreende as espécies de Gossypium obteve alto suporte (BS= 100%) e teve
estreito relacionamento com a espécie Thespesia populnea (BS= 100%). Outros estudos
também demonstraram relacdo proxima de Gossypium e Thespesia populnea, Bayer et
al. (1999) e Tate et al. (2005), com alto valor de suporte.

O clado das espécies de Gossypium apresentou algumas relagdes nao resolvidas,
com baixo valor de suporte, que pode ser explicado como ineficiéncia dos marcadores
para separar ou organizar espécies muito proximas geneticamente. A espécie G.
herbaceum var. africanum mesmo sendo uma variedade de G. herbaceum, ndo formou
agrupamento proximo. A espécie G. morrillii se relacionou com as espécies de G.
hirsutum. Embora a nomenclatura G. morrillii seja aceita (World Flora Online, 2021),
ela foi classificada como uma raca de G. hirsutum desde estudos de Hutchinson (1951),
0 que justifica a relacdo dessas especies. O clado das espécies G. darwinii, G.
tomentosum e G. mustelinum, apesar de apresentar baixo valor de suporte (BS= 42%),
ficou mais préximo ao clado das espécies de G. hirsutum, as quais compdem 0 grupo
das espécies tetraploides de algoddo. Porém, as espécies de G. barbadense, também
pertencentes ao grupo das seis espécies tetraploides de algoddo, ndo constituiram o
mesmo clado, formando outro grupo, com fraco suporte (BS= 63%). Em Cheng et al.
(2020), a espécie de G. barbadense apresentou relacdo mais proxima da espécie G.
longicalyx, do que com as demais espécies tetraploides de algoddo, assim como
observado em nosso estudo. Resultados diferentes foram obtidos por Khan et al. (2000),
que evidenciaram a formacdo de um clado agrupando todas as espécies tetraploides de
Gossypium, em trabalho de filogenia.

Algumas relacOes entre as espécies de Gossypium evidenciadas em nosso estudo

e com alto valor de suporte, convergiram com os resultados apresentados por Cheng et
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al. (2020). A maioria dos agrupamentos formados convergiram com o tipo de genoma
apresentado pelas espécies de algoddo. As espécies de Gossypium e de Thespesia
populnea formaram grupo irmédo (BS= 77%, valor de suporte moderado), com o clado
das espécies Abutilon theophrasti, Sida szechuensis, Malvastrum coromandelianum,
Malva parviflora, Alcea rosea e Althaea officinalis, que apresentaram alto suporte (BS=
100%). Wang et al. (2021), encontraram valor de suporte moderado para a relagédo entre
os clados de Althaea officinalis e Gossypium (BS= 73%).

As espécies Abutilon theophrasti e Sida szechuensis formaram grupo, com alto
valor de suporte (BS= 100%). As espécies Althaea officinalis e Alcea rosea (BS=
100%) se agruparam com as espécies de Malva parviflora (BS= 92%) e Malvastrum
coromandelianum (BS= 100%). Morfologicamente, os dois grupos diferem,
provavelmente, por meio de caracteristicas florais. Tate et al. (2005), evidenciaram em
seu trabalho que as espécies que pertenciam ao mesmo clado do género Abutilon nédo
apresentam bracteas envolvendo as flores (epicalyx), enquanto nas espécies do clado ao
qual pertencia os géneros Malva e Malvastrum, continham bracteas presentes.

Dentro de Malvaceae, todas as subfamilias foram consideradas monofiléticas,
assim como constatado por Herndndez-Gutiérrez e Magallon et al. (2019). Na
subfamilia Malvoideae, o clado que compreende o género Hibiscus, com alto valor de
suporte (BS= 100%), ndo foi monofilético, assim como evidenciado em outros estudos
(Pfeil et al., 2002; Pfeil e Crisp, 2005). Este clado incluiu as espécies de Abelmoschus e
Urena, que corrobora os estudos de Pfeil e Crisp (2005), que confirmaram a inclusao
desses dois géneros em Hibiscus, considerando Urena como espécie sinonimia. A
especie H. rosa sinensis apresentou maior relacdo com as espécies de Abelmoschus, do

que com as demais espécies. As espécies de Abelmoschus se apresentaram bem
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relacionadas as espécies de Hibiscus do que com a espécie Urena procumbens,
diferentemente dos resultados de Wang et al. (2021), que evidenciaram relacdo mais
préxima de Abelmoschus com Urena procumbens.

A espécie H. cannabinus apresentou estreito relacionamento com
Urena procumbens (BS= 100%) e este clado apresentou relacdo proxima ao clado das
outras espécies de Hibiscus (H.hamabo, H. taiwanensis e Talipariti tiliaceum) (BS=
90%). Analisando sequéncias de cpDNA, Cheng et al. (2020) também evidenciaram
relacbes préximas de T. hamabo com H. cannabinus em relacdo as espécies de
Abelmoschus, confirmada em nossa arvore. Em nosso estudo, T. tiliaceum foi mais
relacionada com H. taiwanensis (BS= 79%), do que em relacdo a H. hamabo,
contrastando com estudos de Wang et al. (2021), em que H. tiliaceus foi mais
relacionada a H. hamabo, do que H. taiwanensis, sendo essa relacdo de baixo suporte.
Essas diferencas podem ser explicadas pelo nimero reduzido de espécies utilizadas nos
outros estudos. As relagfes entre Hibiscus e outras espécies da sua tribo é bastante
heterogénea, incluindo algumas incertezas em sua classificacdo. Devido a complexidade
dessas relacdes, Pfeil e Crisp (2005) sugeriram mudancas nessa tribo e a utilizacdo de
termos sinonimias entre elas.

No clado Bombacoideae, foi evidenciada relagdo préxima entre a espécie
Bombax ceiba e Bombax buonopozense, com alto suporte (BS= 100%). Essa relagdo
também foi evidenciada nos estudos de Wang et al. (2021). Estas duas espécies foram
mais proximas de Pachira macrocarpa (BS= 61%) e formaram clado com a espécie
Ceiba speciosa (BS= 99%), relacdo também evidenciada por Baum et al. (2004), com
alto valor de suporte (BS= 94%). As espécies de Bombacoideae sdo caracterizadas pela

presenca de folhas palmadas (Baum et al., 2004).
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Pela analise dos resultados, a relagcdo entre o clado Malvatheca com as demais
subfamilias (Dombeyoideae, Brownlowioideae, Helicteroideae, Tilioideae e
Sterculioideae) foi evidenciada pelo alto valor de suporte (BS= 100%). Outros autores
também evidenciaram essa relacao, porém, com valor de suporte mais baixos, Alverson
et al. (1999) (84%), Bayer et al. (1999) (67%), Conover et al. (2019) (75%), Cvetkovic
et al. (2021) (72%) e Herndndez-Gutiérrez e Magallon et al. (2019) (82%). De acordo
com Bayer e Kubtziki (2003), as subfamilias do clado Malvatheca e as subfamilias
Dombeyoideae e Brownlowioideae ndo possuem androginoforos. Essa caracteristica
morfoldgica pode justificar a posicao proxima desses clados em nossas analises.

A subfamilia Dombeyoideae formou grupo irméo do clado Malvatheca e essa
relacdo também foi relatada nos estudos de Bayer et al. (1999), Carvalho et al. (2011) e
Wang et al. (2021). Segundo Carvalho et al. (2011), as subfamilias Dombeyoideae e
Malvoideae compartilham caracteristicas comuns, tais como, folhas simples com
nervuras palmadas e margem denteada. A presenca de inflorescéncia reduzida a uma
Unica flor com epicélice também sdo caracteristica comuns entre essas duas subfamilias
(Niffeler et al., 2005). Tais caracteristicas também podem explicar a proximidade do
clado da subfamilia Dombeyoideae com o clado Malvatheca, evidenciada em nosso
estudo. Diferente desse resultado, os estudos de Conover et al. (2019), Herndndez-
Gutiérrez e Magallon et al. (2019) e Niffeler et al. (2005), apontam a subfamilia
Sterculioideae como grupo irmdo de Malvatheca, com valor de suporte de fraco e
moderado. Outros estudos apontam a subfamilia Tilioideae como grupo irmao do clado
Malvatheca (Abdullah et al., 2019; Cvetkovic et al., 2021), com suporte moderado.

Em nossa andlise, a subfamilia Dombeyoideae foi representada por duas

especies, Pterospermum kingtungense e Excentrodendron hsienmu, as quais foram
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relacionadas com alto valor de suporte (BS= 100%). Essa subfamilia possui cerca de 20
géneros e 350 espécies, as quais se encontram distribuidas em Madagascar, Mascarenes,
Asia, Africa, Malesia e Filipinas (Bayer e Kubtziki, 2003). O agrupamento formado
pela subfamilia Dombeyoideae com as subfamilias Brownlowioideae, Helicteroideae,
Tilioideae e Sterculioideae, apresentou alto valor de suporte (BS= 92%). A relacdo entre
as subfamilias Dombeyoideae, Brownlowioideae e Helicteroideae, pode ser explicada
pela presenca de estaminddios, que é uma caracteristica compartilhada entre elas
(Niffeler et al., 2005). Relacdo préxima entre as subfamilias Dombeyoideae,
Brownlowioideae e Helicteroideae, como alto suporte foi observada nos estudos de
Hernandez-Gutiérrez e Magallon et al. (2019).

A subfamilia Brownlowioideae foi representada pelas espécies Brownlowia
elata e Berrya javanica, que apresentaram relacionamento proximo, com alto valor de
suporte (BS= 100%). Esta subfamilia possui oito géneros e cerca de 80 espécies,
distribuidas na Asia e nos paleotropicos (Bayer e Kubtzki, 2003). Apresentam estames
com tecas que sdo convergentes no topo, mas diferem na base, e, sépalas fundidas
formando um célice do tipo campanulado (Bayer et al., 1999; Niffeler et al., 2005). Dos
géneros analisados, Brownlowia caracteriza-se pela presenca de cinco estaminddios e
Berrya pela presenca de estames férteis (Niffeler et al., 2005). A relagdo proxima entre
as subfamilias Brownlowioideae e Helicteroideae evidenciada neste estudo, ndo foi
suportada, embora, segundo Bayer e Kubtziki (2003), essas subfamilias apresentem a
caracteristica apocarpia, em comum.

A subfamilia Helicteroideae, em nosso estudo, foi representada por trés espécies,
das quais Reevesia botingensis e Reevesia thyrsoidea sdo bem relacionadas, com alto

valor de suporte (BS= 100%) em relacdo a espécie Durio zibethinus (BS= 80%).
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Resultados semelhantes ao encontrado nesse estudo, foi obtido nos estudos de Niffeler e
Baum (2000), por meio de andlise combinada de sequéncias de ndhF e ITS, na qual
espécies de Durioneae apresentaram relacdo proxima com Reevesia. Nos estudos de
Cvetkovic et al. (2021), a relagdo entre Durio e Reevesia foi fortemente apoiada com
base em analise molecular. A subfamilia Helicteroideae possui 12 géneros e 130
espécies, distribuidas nas regides tropicais e nos neotrépicos, Australia, Africa e Asia
(Niffeler et al., 2005). A presenca de androginoforo e pétalas levemente cuculadas,
caracterizam essa subfamilia (Bayer e Kubtzki, 2003).

Estudos apontam relagdes ndo resolvidas para a posicdo das subfamilias
Helicterioideae e Tilioideae dentro da familia Malvaceae (Hernandez-Gutiérrez e
Magallén et al., 2019), assim como evidenciado em nosso estudo. O baixo valor de
suporte apresentado nas relacGes entre o clado Helicteroideae e o clado Tilioideae e
Sterculioideae (BS= 33%), assim como na relacdo entre Tilioideae e Sterculioideae
(BS= 22%) demonstraram filogenia ndo resolvida entre esses grupos. Niffeler e Baum
(2000) também observaram relacdo pouco resolvida para Tilioideae, sendo essa
subfamilia evidenciada préxima a Dombeyoideae, com valor de suporte fraco (BS=
67%). Entretanto, analises realizadas por Conover et al. (2019), utilizando dados
gendmicos, evidenciaram que as subfamilias Tilioideae e Sterculioideae formam clados
irmaos, com alto suporte (BS= 93%).

Em nosso estudo, a subfamilia Tilioideae é representada por sete espécies, sendo
seis do género Tilia e uma de Craigia. O clado da subfamilia apresentou alto valor de
suporte (BS= 100%), mas a relacdo entre as espécies Tilia paucicostata e Tilia
taishanensis foi fracamente suportada (BS= 28%). As espécies do género Tilia

formaram um clado com alto suporte (BS= 100%), relacionada com a espécie Craigia
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yunnanensis (BS= 100%). Em analises realizada por Alverson et al. (1999) e Niffeler e
Baum (2000), também identificaram um clado composto pelas espécies de Craigia e
Tilia, com alto valor de suporte. Estudos anteriores discutiam sobre a posi¢do do género
Craigia em varias subfamilias, mas a caracteristica de polén Tilioide, tipica da
subfamilia Tilioideae e compartilhada entre esses dois géneros (Tilia e Craigia),
juntamente com algumas provaveis caracteristicas de flores, levou a essa relacdo de
grupo-irméo (Bayer et al., 1999; Judd e Manchester, 1997) Essa subfamilia possui dois
géneros e cerca de 40 espécies (Bayer e Kubtzki, 2003), é distribuida no Hemisfério
Norte, sendo o género Craigia disptribuido em florestas da China e no Norte do Vietnd
e Tilia em regides temperadas da Asia, Europa e América do Norte (Bayer e Kubtzki,
2003; Niffeler et al., 2005).

O clado da subfamilia Sterculioideae é monofilético, com alto valor de suporte
(BS= 99%) e representado por trés géneros (Firmiana, Sterculia e Heritiera). Neste
clado, o grupo das espécies do género Heritiera (BS=100%) apresentou relagdo mais
proxima ao género Sterculia (BS=100%), com suporte moderado (BS= 71%). Este
grupo foi relacionado ao grupo das espécies do género Firmiana (BS=100%), com alto
valor de suporte (BS= 99%). Em andlise filogenética da subfamilia Sterculioideae,
Wilkie et al. (2006), também relataram a monofilia do grupo, com alto valor de suporte
(100% de bootstrap), entretanto, o relacionamento entre as espécies da subfamilia foram
mal resolvidos. Esta subfamilia possui 12 géneros e cerca de 400 espécies, as quais
apresentam flores unissexuais, apétalas, com androginoforos proeminentes e frutos com
carpelos livres que produzem muitas sementes (Bayer e Kubtzki, 2003). Em seu estudo,
Wilkie et al. (2006), reforcam a apocarpia das flores como uma caracteristica

sinapomorfica para este o clado.
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Na presente analise, a subfamilia Sterculioideae foi encontrada na posicéo basal
de Malvadendrina, mas essa relacdo é fracamente suportada. Niffeler e Baum (2000)
também evidenciaram Sterculioideae em posicdo basal de Malvadendrina, mas
diferentemente do nosso estudo, relataram alto valor de suporte (BS=99%). Outros
estudos evidenciaram a subfamilia Dombeyoideae como basal de Malvadendrina, com
suporte moderado e relaces mal esclarecidas (Niffeler et al., 2005; Le Péchon e
Gigord, 2014), enquanto Cvetkovic et al. (2021), Hernandez-Gutiérrez e Magallon et al.
(2019) e Wang et al. (2021) relataram a subfamilia Helicteroideae como basal do clado
Malvadendrina, com alto valor de suporte.

O clado Byttneriina, formado pelas subfamilias Grewioideae e Byttnerioideae,
formou o clado basal da familia Malvaceae, com alto valor de suporte (BS=100%). Este
clado mostrou monofiletismo e foi fortemente apoiado em outros estudos (Alverson et
al., 1999; Le Péchon e Gigord, 2014; Cvetkovic et al., 2021). Os autores Abdullah et al.
(2019), em trabalho de analise de genémica comparativa de espécies do género
Hibiscus, identificaram o género Theobroma (Byttnerioideae) como basal na arvore
filogenética, utilizando dados de seis subfamilias de Malvaceae. Atualmente, nenhuma
sinapomorfia conhecida caracteriza o clado Byttneriina (Cvetkovic et al., 2021;
Whitlock et al., 2001).

O clado Byttnerioideae (BS= 100%), representado em nosso estudo pelas
espécies T. cacao e T. grandiflorum, é monofilético e foi anteriormente caracterizado
por possuir pétalas cuculadas, porém, provou-se que esta caracteristica € homeoplasica
(Bayer et al., 1999; Cvetkovic et al., 2021; Le Péchon e Gigord, 2014; Whitlock et al.,
2001). A subfamilia Byttnerioideae possui 26 géneros e 650 espécies, sendo

caracterizada por possuir caracteristicas como flores perfeitas e actinomarficas, estames
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opostos as pétalas e maltiplos de cinco (Whitlock et al., 2001; Stevens, 2021).

O clado Grewioideae ¢ altamente suportado (BS= 100%), podendo se diferenciar
do seu grupo irmao Byttnerioideae, atraves de caracteristicas androeciais e a presenca
de numerosos estames (Whitlock et al., 2001). Este clado foi representado por quatro
espécies, dentre as quais, Corchorus capsularis e Corchorus olitorius foram bem
relacionadas, com alto valor de suporte (BS= 100%), formando clado com as espécies
Colona floribunda e Grewia chungii (BS= 100%). Esta subfamilia possui 25 géneros e
770 espécies, sendo caracterizada por possuir nectarios presentes na base das pétalas,
estames numerosos, do tipo livre, e, a presenca de androgindforos (Bayer et al. 1999;
Stevens, 2021).

O grupo das espécies externas apresentou alto valor de suporte em relacdo a
Malvaceae (BS= 100%), bem como as relacdes dentro de cada grupo. O outgroup
formado por espécies da familia Thymelaeaceae (Aquilaria rostrata e Phaleria
macrocarpa), ocupou posicdo mais proxima da familia Malvaceae, em relacdo as
espécies das ordens Brassicales e Sapindales, assim como mostrado na arvore
filogenética dos estudos de Wang et al. (2021) e Cvetkovic et al. (2021).

Tempo de divergéncia entre as espécies de Malvaceae

Com base na andlise do tempo de divergéncia, utilizando seis pontos de
calibracdo de estimativas obtidas por estudos anteriores, disponiveis na plataforma Time
tree, foi evidenciado que a provavel divergéncia das subfamilias pertencentes a
Malvaceae ocorreu em 60 Ma, encontrando-se dentro da estimativa obtida por Wang et
al. (2021), que varia de 50,14 a 75,08 Ma para a diversificacdo de Malvaceae, mas
inferior a idade do n6 de Malvaceae (74,69 Ma) relatada em seu estudo (Figura 3). Esse

resultado também foi inferior ao tempo de divergéncia relatado por Hernandez-
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Gutiérrez e Magallén (2019), de 90 Ma e ao relatado por Cvetkovic et al. (2021), de
110,47 Ma. As espécies de Malvaceae se diferenciaram em dois principais clados, a
partir do periodo Paleoceno (65,50-55,80 Ma). Esse periodo foi marcado por eventos
hipertermais (temperaturas médias anuais aumentadas e mudancas na precipitacdo) que
geraram mudancas nas condi¢cbes ambientais, na vegetacdo e diversidade do
ecossistema (Hyland et al., 2015).

Em Malvadendrina, a diversificacdo ocorreu em 59,45 Ma, enquanto em
Byttneriina foi de 54,07 Ma. Resultados préximos foram obtidos por Wang et al.
(2021), em que a idade de Malvadendrina foi de 68,45 Ma e para Byttneriina foi de
51,86 Ma. Valores muito superiores para idade de Malvadendrina foram obtidos nos
estudos de Cvetkovic et al. (2021), 92,66 Ma e para Byttneriina foi de 65,67 Ma. Em
Hernandez-Gutiérrez e Magallon (2019), Byttneriina se diversificou em 82,31 Ma,
aproximadamente 28 Ma de discrepancia em relacdo ao nosso estudo. Para o clado
Malvatheca, nosso estudo revelou que a diversificagdo ocorreu em 52,51 Ma, idade
préxima a evidenciada por Wang et al. (2021), de 61,41 Ma, sendo as idades estimadas
por Hernandez-Gutiérrez e Magallon (2019), de 74,9 Ma e Cvetkovic et al. (2021),
71,67 Ma, superiores.

Os resultados de estimativa de idade de Malvaceae variaram em diversos estudos
(Cvetkovic et al., 2021; Hernandez-Gutiérrez e Magallon, 2019; Wang et al., 2021).
Considerando o tempo de divergéncia estimado neste estudo para Malvaceae, no geral,
as idades sdo mais jovens em relacdo aos estudos mencionados. Isto pode ter sido
influenciado pela limitacdo do estudo que ndo utilizou amostras fora do nucleo
Malvaceae, para estimar o tempo de divergéncia, obtendo idades mais jovens. Este

trabalho foi focado em estimar idades dentro de Malvaceae, portanto a analise se limitou
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na utilizacdo de amostragem das nove subfamilias de Malvaceae, excluindo o grupo
externo.

As variacdes de idade encontradas no presente estudo, em relagdo aos resultados
obtidos em outros trabalhos podem estar relacionadas a diferencas na amostragem,
numero de fdsseis e/ou calibragdes utilizadas e método empregado. Neste estudo, foram
utilizados seis pontos de calibracdo obtidos na plataforma Time tree, j& Wang et al.
(2021) utilizaram dois fosseis e um ponto de calibracdo obtido na literatura, Cvetkovic
et al. (2021) utilizaram oito calibracdes fosseis e Hernandez-Gutiérrez e Magalldn
(2019) utilizaram 80 fdsseis. Os ultimos autores relataram que quanto mais fosseis
utilizados, maior é a idade do n6 e o tempo entre a origem e diversificacdo. Os autores
também relataram que ocorreram diferencas entre as estimativas de idades utilizando
diferentes métodos de analises. Wang et al. (2021) concluiram que as diferencas na
amostragem das espécies utilizadas nos trabalhos podem justificar a discrepancia de
idades obtidas nos diversos estudos.

No presente estudo, a diversificacdo das espécies do clado Malvoideae ocorreu
em 44,57 Ma (Eoceno), enquanto em Hernandez-Gutiérrez e Magalldn (2019) e Areces-
Berazain e Ackerman (2016) a idade de diversificagdo foi relativamente alta, 71,13 Ma
e 81,52 Ma, respectivamente. No clado Malvoideae, o tempo de diversificacdo resultou
em cerca de 8 Ma de diferenca desde a sua separacdo de Bombacoideae (52,51-44,57
Ma). Nos estudos de Hernandez-Gutiérrez e Magallon (2019), foi evidenciado tempo de
divergéncia curto entre a origem e diversificacdo de Malvoideae (cerca de 3 Ma). Muito
provavelmente, as baixas taxas de diversificacdo relatadas para a familia Malvaceae,
pode ser tanto devido a baixa ocorréncia de especia¢do, como a alta taxa de extincéo,

segundo Hernandez-Gutiérrez e Magallon (2019). Os autores também relataram que o
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alto numero de espécies da familia Malvaceae e sua variacdo de caracteristicas
morfologicas de flores e frutos, diferentes formas de crescimento e ocupacao
geografica, podem estar associadas a sua taxa de diversificacao.

Assim como em Malvoideae, a diversificacdo do clado das espécies de
Bombacoideae ocorreu durante o Eoceno, em 37,99 Ma, enquanto Hernandez-Gutiérrez
e Magalldn (2019) relatarm idade do caule bem préxima (42 Ma). O periodo em que
essas espécies divergiram (Eoceno) foi caracterizado por menores oscilacbes de
amplitude, com pico 6timo climéatico ocorrendo no final do Eoceno (Zachos et al.,
2001), no qual gerou as condicdes ideais para a diversificacdo dessas espécies. Dentro
do clado Malvoideae, as espécies de Malveae se diferenciaram em 31,69 Ma e as
espécies de Hibisceae, em 30 Ma. Em Areces-Berazain e Ackerman (2016), a
diferenciacdo desses grupos ocorreu em 55,31 e 41,40 Ma, respectivamente. Essa
discrepancia de idade pode estar relacionada com a diferenca de espécies e géneros
amostrados. A diferenciacdo entre as espécies do género Gossypium e Thespesia
ocorreu em 20,15 Ma, sendo relatada mais tardiamente (37,83 Ma) nos estudos de
Areces-Berazain e Ackerman (2016), que pode ser atribuida devido a inclusdo de mais
espécies do género Thespesia e de outros géneros que ndo foram incluidos em nosso
estudo.

As espécies de Gossypium se diversificaram em 10.16 Ma, no periodo Mioceno
(23,03-5,33 Ma). Em Areces-Berazain e Ackerman (2016), a idade de divergéncia
relatada foi proxima, em 16,96 Ma. Nosso estudo corrobora evidéncias dos autores
Wendel e Cronn (2003) no qual relataram que as espécies de algodao diferenciaram-se
entre 5 e 10 Ma (Mioceno). E importante ressaltar que desde o periodo Oligoceno até o

Mioceno, ocorreram eventos de aquecimento e resfriamento, gerando aumento e
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diminuicdo de temperaturas, nas quais influenciaram as mudancas na formacédo da terra
e separacdo dos continentes em posicdes e caracteristicas que sdo atualmente
reconhecidas (Zachos et al., 2001).

No presente estudo, a diversificacdo entre as espécies do clado Tilioideae (Tilia
e Craigia) ocorreu em 28,22 Ma, no periodo Oligoceno (33,90-23,03 Ma). Neste
periodo ocorreram diminuicdes de temperatura, ocasionando resfriamento de algumas
regides, que resultou em regibes de clima temperado (Zachos et al., 2001). Estes fatores
podem ter favorecido a diversificacdo das espécies de Tilioideae, sendo esta
predominante de regides de clima temperado. Embora a familia Malvaceae seja
predominantemente de regies de clima tropical e a subfamilia Tilioideae de regides de
clima temperado (Bayer e Kubtzki, 2003), esta subfamilia esta relacionada com as
demais subfamilias tropicais. Essa relacdo foi evidenciada em nosso trabalho e também
é consistente com as relac@es evidenciadas nos trabalhos de Cvetkovic et al. (2021),
Hernandez-Gutiérrez e Magalldn (2019) e Wang et al. 2021.

Anélise de marcadores de DNA barcode em Gossypium

Para analise de marcadores candidatos a DNA barcode de espécies do género
Gossypium, as regides do cpDNA foram selecionadas com base nas divergéncias dos
plastomas verificadas no grafico mVista (Figura 1) e na literatura. As regides matK e
rbcL foram indicadas pelo CBOL (2009), como marcadores adequados para DNA
barcode de plantas terrestres. Pang et al. (2012) relataram que a regido trnH-psbA foi
atil para a discriminacdo de espécies de angiospermas. As regides ndhF e ycfl foram
relatadas neste trabalho, como sendo as que exibem pontos de divergéncia entre
especies de Malvaceae. Essas regides também foram relatadas no trabalho de Wang et

al. (2021), como sendo as que apresentaram maior divergéncia em regides codificantes
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do genoma de espécies de Malvaceae. Wu et al. (2018) identificaram 10 sitios de
divergéncia em sequéncias de genomas de espécies de Gossypium, que incluiu as
regides ndhF e ycf. Nos estudos acima citados, foi destacado o alto potencial dessas
regides como candidatas a DNA barcode.

A busca por marcadores Uteis na discriminacdo de espécies de Gossypium foi
anteriormente realizada por Ashfaqg et al. (2013), utilizando a combinacdo de regides
nucleares e do cpDNA (matK, rbcL e ITS2). A combinacdo testada ndo foi capaz de
diferenciar as espécies dentro de Gossypium. Neste estudo, foi investigada a capacidade
de discriminacdo de 11 loci de DNA barcode em espécies do género Gossypium. A
analise resultou na formacdo de quatro principais grupos. No geral, as espécies
tenderam a se agrupar por tipo de genoma, mas também foi possivel observar uma
relacdo quanto a origem geogréfica.

No primeiro grupo, os valores de suporte observados para algumas espécies de
genoma tetraploide AD foram fracos, resultando em relagfes néo resolvidas (Figura 4).
A complexidade das relagdes entre as espécies de genoma AD podem ser resultantes da
sua origem e recente radiacdo. Segundo Wendel (1989), as espécies de Genoma AD
resultaram de processos de hibridacdo e poliploidizacdo. Essas espécies foram mais
relacionadas as espécies de genoma diploide A e D. Wu et al., (2018) também
evidenciaram relacdo filogenética muito proxima de espécies do genoma A com AD.
Essa relacdo pode ser resultante da semelhanca do genoma materno das espécies
tetraploides com o genoma de cloroplasto das espécies diploides de genoma A, G.
arboreum e G. herbaceum, relatada por Wendel (1989). A descendéncia das espécies de
genoma AD, a partir de hibridacdo entre uma espécie de genoma A (G. herbaceum) e

outra do genoma D (G. raimondii), relatada por Chen et al. (2017), também pode
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justificar as relagdes entre essas especies.

Em relacdo a origem geografica, o primeiro, segundo e terceiro grupo foram
formados por espécies da Africa/Asia (genomas A, B, E e F), México (D) e novo
mundo (AD). O quarto grupo foi formado por espécies dos genomas C, G e K, de
origem Australiana. Wu et al. (2018), também evidenciaram a formacéo de dois grupos
distintos de Gossypium, em relacdo a origem geogréfica.

Concluséo

O DNA plastidial tem sido muito util nos estudos dos genomas das espécies de
Malvaceae e de suas relacdes. Através da comparacdo entre os genomas de cloroplastos,
foi possivel verificar alta conservacao e similaridade entre os plastomas das espécies de
Malvaceae. A analise filogenética envolveu uma amostragem abrangente de plastomas
de Malvaceae, incluindo as nove subfamilias, as quais foram recuperadas, seguindo sua
atual classificacdo. Em relacdo a estudos que utilizaram um ou alguns loci, a utilizacdo
de quatro loci de DNA de cloroplasto neste trabalho, promoveu a recuperagdo de
relagBes das nove subfamilias dentro de Malvaceae, fornecendo informagdes sobre as
relacfes filogenéticas da familia. Mas a resolucdo das relagcdes entre alguns clados
permanece ndo resolvida. Para verificar relagdes mal resolvidas dentro de Malvaceae,
seria interessante incluir maior amostragem de géneros, adicionar outros marcadores,
incluindo sequéncias nucleares, assim como também utilizar outras técnicas
moleculares. Outra técnica que também seria muito Util para o estudo da filogenia da
familia Malvaceae, € 0 uso de supertrees.

A andlise do tempo de divergéncia evidenciou que os principais clados de
Malvaceae divergiram entre o periodo Paleoceno e o periodo Eoceno. Apesar da

utilidade dos 11 loci em separar as espéecies de Gossypium por tipo de genoma e origem
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geografica, esses marcadores ndo foram Uteis na discriminacdo entre espécies. Esses
resultados sdo importantes para os estudos de evolucdo da familia Malvaceae.
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Figura 1. Alinhamento de sequéncias completas de plastomas de 27 espécies da ordem
Malvales. As espécies Aquilaria rostrata e Phaleria macrocarpa foram utilizadas como
outgroup. Cores: as areas em azul representam as regides codificantes, areas na cor rosa
indicam regides ndo codificantes. Os graficos da imagem foram obtidos através de
anélises no VISTA e CHLOROBOX. As espécies que contém * acrescidas em seus
nomes apresentam sinonimias.
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Figura 2. Filogenia da familia Malvaceae baseada em quatro genes plastidiais (matK,
rbcL, atpB e ndhF). As analises foram realizadas no MEGAY7, através do método de
méaxima verossimilhanca, usando suporte de bootstrap com 1000 replicatas. Os valores
de suporte de bootstrap (%) sdo mostrados na intersecdao de cada ramo. As espécies que
contém * acrescidas em seus nomes apresentam sinonimias.
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Figura 3. Arvore filogenética baseada em quatro marcadores plastidiais (matK, rbcL,
atpB e ndhF) e tempo de divergéncia entre espécies da familia Malvaceae utilizando
seis pontos de calibracdo. As analises foram realizadas nos softwares TimeTree e
MEGAY7, através do método de maxima verossimilhanca, usando suporte de bootstrap
com 1000 replicatas. O tempo de divergéncia entre as espécies é mostrado na intersecdo
de cada ramo. As espécies que contém * acrescidas em Sseus nomes apresentam
sinonimias.
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TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas das sequéncias do genoma plastidial de espécies de Malvaceae e outgroup
utilizadas neste trabalho. Nome cientifico, nimero de referéncia da sequéncia no NCBI (Ref. Seq.),
comprimento da sequéncia em pares de bases (PB), contetdo de guanina e citosina (GC), genes que
codificam proteinas (CDS), RNA ribossémico (rRNA), RNA transportador (tRNA) e numero de
Cromossomos das espécies.

Espécies Ref. Seq. PB GC% CDS rRNA tRNA  N° cromossémico
Abutilon theophrasti MT991007.1 160446 36.9 107 8 33 21
Alcea rosea MT062860.1 160189 37.0 109 8 33 21
Althaea officinalis KY085914.1 159987 37.0 110 8 33 21
Abelmoschus manihot* MT898000.1 163428 36.7 112 8 33 40
Abelmoschus moschatus* MT890968.1 163430 36.7 112 8 33 36
Abelmoschus sagittifolius* MT898001.1 163453 36.7 113 8 33 38
Hibiscus cannabinus NC_045873.1 162903 36.6 110 8 33 18
Hibiscus taiwanensis MN533968.1 162800 36.8 112 8 33 46
Hibiscus mutabilis MK820657.1 160879 36.9 110 8 33 46
Hibiscus rosa-sinensis NC_042239.1 160951 37.0 110 8 33 42
Hibiscus hamabo* KR259988.1 161729 36.9 109 8 33 36
Talipariti tiliaceus* MT644160.1 161748 36.9 109 8 33 48
Malva parviflora MK®860036.1 158412 37.1 107 8 33 21
Malvastrum coromandelianum MK®860037.1 159872 37.1 109 8 33 12
Sida szechuensis NC_051877 159878 36.9 111 8 33 7*
Thespesia populnea NC_048518.1 160451 37.2 110 8 33 13
Urena procumbens MN533975.1 163336 36.7 112 8 34 14
Gossypium anomalum JF317351.1 159507 37.3 110 8 33 13
Gossypium arboreum HQ325740.1 160230 37.2 110 8 33 13
Gossypium areysianum JN019795.1 159572 374 110 8 33 13
Gossypium aridum KP170502.1 160257 37.3 111 8 33 13
Gossypium armourianum MG891801.1 160080 37.3 111 8 33 13
Gossypium australe KP221928 159578 37.2 109 8 33 13
Gossypium barbadense AP009123 160317 37.2 111 8 33 26
Gossypium barbadense cultivar Kaiyuan HQ901200.1 160290 37.2 110 8 33 26
Gossypium barbadense cultivar Yuanmou HQ901198.1 160291 37.2 110 8 33 26
Gossypium barbadense cultivar Zhonghai7 HQ901199.1 160302 37.2 110 8 33 26
Gossypium bickii JF317352.1 159422 37.2 109 8 33 13
Gossypium capitis-viridis JN019794 159467 37.3 110 8 33 13
Gossypium darwinii HQ325741.1 160378 37.2 110 8 33 26
Gossypium davidsonii KP170501.1 160072 37.3 110 8 33 13
Gossypium gossypioides HQ901195.1 159959 37.3 110 8 33 13
Gossypium harknessii KP221927.1 160129 37.3 110 8 33 13
Gossypium herbaceum JF317353.1 160140 37.3 110 8 33 13
Gossypium herbaceum var. africanum HQ325742.1 160315 37.2 110 8 33 13
Gossypium hirsutum HQ901196.1 160256 37.2 110 8 33 26
Gossypium hirsutum f. palmeri MK792867.1 160418 37.2 110 8 33 26
Gossypium hirsutum subsp. latifolium MG800784.1 160347 37.2 109 8 33 26
Gossypium hirsutum var. marie-galante MK792865.1 160310 37.2 109 8 33 26
Gossypium hirsutum var. punctatum MK792868.1 160427 37.2 111 8 33 26
Gossypium incanum JN019792.1 159205 374 110 8 33 13
Gossypium klotzschianum KP170500.1 160097 37.3 110 8 33 13
Gossypium lobatum NC_039569 160205 37.3 109 8 31 13
Gossypium longicalyx JF317354.1 160241 37.2 110 8 33 13
Gossypium morrillii MK792866.1 160322 37.2 110 8 33 13
Gossypium mustelinum HQ325743.1 160313 37.2 110 8 33 26
Gossypium nandewarense NC_039568.1 159677 37.1 109 8 33 13
Gossypium populifolium KP221924.1 159444 37.2 109 8 33 13
Gossypium raimondii HQ325744.1 160161 37.3 111 8 33 13
Gossypium robinsonii JN019791.1 159849 37.2 111 8 33 13
Gossypium schwendimanii NC_039570.1 160199 37.3 108 8 33 13
Gossypium somalense JN019793.1 159539 374 110 8 33 13
Gossypium sp. NW-2019a MK792869.1 160456 37.2 110 8 33 13*
Gossypium sp. NW-2019b MK792870.1 160464 37.2 110 8 33 13*
Gossypium stocksii JF317355.1 159039 374 110 8 33 13
Gossypium sturtianum JF317356.1 159627 37.1 110 8 33 13
Gossypium thurberi GU907100 160264 37.2 110 8 33 13
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Gossypium tomentosum HQ325745.1 160433 37.2 110 8 33 26
Gossypium trilobum KP170503.1 160109 37.3 111 8 33 13
Gossypium turneri JQ742090.1 159927 37.3 111 8 33 13
Bombax buonopozense MN533962.1 160876 36.8 115 8 33 36
Bombax ceiba NC_037494.1 158997 36.8 110 8 31 46
Pachira macrocarpa MN894601.1 157936 36.9 107 8 31 44
Ceiba speciosa* MK820674.1 160360 36.8 109 8 33 43
Heritiera angustata NC_037784.1 168953 36.8 111 8 33 14*
Heritiera fomes NC_043924.1 168904 36.8 111 8 33 14
Heritiera littoralis NC_043923 168778 36.8 112 8 33 14
Heritiera parvifolia NC_038057.1 160193 37.1 109 8 33 14*
Heritiera javanica MNB823696.1 161419 37.0 108 8 33 14*
Firmiana major NC_037242.1 161302 36.9 108 8 33 20*
Firmiana pulcherrima MF621982.1 159556 37.1 107 8 32 20*
Firmiana simplex NC_041438.1 161268 36.9 108 8 33 20
Firmiana danxiaensis MN720649.1 161205 36.9 108 8 33 20*
Firmiana colorata MN533965.1 162135 37.1 109 8 33 20
Sterculia monosperma MN533974.1 161098 36.9 110 8 33 20*
Sterculia lanceolata MN533973.1 161118 37.0 108 8 33 20*
Reevesia botingensis MN533972.1 160128 37.0 108 8 33 38*
Reevesia thyrsoidea NC_041441.1 161786 36.8 107 8 33 38*
Durio zibethinus MG138151.1 163974 35.8 112 8 33 14
Grewia chungii MN533967.1 159861 37.2 107 8 33 9
Colona floribunda MN533964.1 161089 373 108 8 34 -
Corchorus olitorius NC_044468.1 161766 36.8 116 8 34 7
Corchorus capsularis NC_044467.1 161088 36.9 114 8 32 7
Theobroma cacao KY085907.1 160619 36.9 109 8 33 10
Theobroma grandiflorum MN562270.1 160606 36.9 108 8 33 20
Tilia amurensis KT894772.1 162715 36.5 110 8 33 82
Tilia mandshurica KT894773.1 162796 36.5 111 8 33 41
Tilia oliveri KT894774.1 162734 36.5 110 8 33 41
Tilia paucicostata KT894775.1 162653 36.5 110 8 33 82
Tilia taishanensis MT591529.1 162803 36.5 110 8 33 41*
Tilia mongolica MW386998.1 162804 36.5 111 8 33 82
Craigia yunnanensis NC_045284.1 163166 36.4 109 8 33 -
Excentrodendron hsienmu MN533963.1 161276 36.7 112 8 33 -
Pterospermum kingtungense MK962315.1 161915 36.5 112 8 33 19*
Aquilaria rostrata NC_052858.1 174693 36.7 124 8 34 9
Phaleria macrocarpa NC_052861.1 174585 36.7 124 8 34 9*
Carica papaya EU431223.1 160100 36.9 110 8 33 9
Vasconcellea cundinamarcensis NC_049867.1 158712 37.0 109 8 33 18
Moringa oleifera NC_041432.1 160600 36.8 112 8 33 14
Ailanthus altissima NC_037696.1 160815 37.6 111 8 33 40*

Tabela 2. Valores dos sitios de parciménia informativa (PI) e sitios variaveis (V) para
espéecies de Malvaceae e outgoup, Malvaceae sem outgroup, Gossypium e outgroup e
Gossypium sem outgroup. Os valores foram obtidos a partir do alinhamento de
sequéncias de regides do cpDNA no software MEGAY.

GRUPOS Pl V
Malvaceae+out 1478/7142 2177/7142
Malvaceae 1011/7142 1470/7142
Gossypium+out 561/17056 1075/17056

Gossypium 314/17056 515/17056
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INSTRUCOES GERAIS - REVISTA SCIENTIA AGRICOLA

SUBMISSAO DE MANUSCRITO

Inicie o processo de submissdo revisando as Instrugdes para Autores para
garantir que o artigo esta de acordo com os padrdes da Scientia Agricola. Para
submeter  as revisdes os autores devem verificar as  instrugdes
especificas. Como essas paginas sdo atualizadas periodicamente, € altamente
recomendavel que vocé as leia, mesmo que ja tenha feito isso anteriormente.

Por favor, leia a lista de verificacdo cuidadosamente antes de enviar seu
manuscrito.

Os autores devem submeter 0s manuscritos através do sistema

online http://www.scielo.br/sa, clicando em "submissdo online".

E necessario um arquivo de envio de manuscrito em Microsoft Word (ou
formato compativel). Evite 0 uso de recursos de processamento de texto, como
marcadores e numeracdo automatizados, formatacdo de cabecalhos e subtitulos,
links internos ou estilos.

Ao submeter um manuscrito, 0s autores devem recomendar cinco revisores
qualificados, especialistas na éarea tematica, e fornecer seus emails e
afiliacdo. Pelo menos dois desses revisores devem ser de outra nacionalidade
que ndo o autor para correspondéncia. Revisores da instituicdo do autor
correspondente devem ser evitados.

A publicacdo de resumo curto ou extenso em evento cientifico ndo é considerada

publicacdo prévia da pesquisa. No entanto, ndo serdo aceitos resultados de


http://www.esalq.usp.br/scientia/docs/Reviews-ingles.pdf
http://www.esalq.usp.br/scientia/docs/Checklist-Ingles.pdf
http://www.scielo.br/sa
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pesquisas publicadas anteriormente na forma de manuscrito completo em
eventos cientificos.
N&o ha taxas de submissdo ou avaliacdo do manuscrito. Os autores deverao

pagar uma taxa de publicacdo logo apos a aceitacdo do manuscrito.

CARTA DE CAPA (deve ser escrita em inglés)

O conteudo da carta de apresentacdo deve apresentar a garantia de que o
manuscrito é original, ndo foi publicado antes e ndo esta sendo considerado para
publicacdo em outro lugar em sua forma final, nem impressa nem em formato
eletronico. O autor para correspondéncia deve assinar a carta de apresentacao em
nome de todos 0s autores. Envie sua carta de apresentacdo em um arquivo
separado na area designada na pagina de envio.

Os autores devem inserir cinco destaques (maximo de 100 caracteres incluindo
espacos para cada destaque) explicando a importancia de seu trabalho e como e

porgue suas principais descobertas se relacionam com o escopo da revista.

ESTILO DE MANUSCRITO

Defina todas as abreviaturas na primeira mencdo no resumo e no texto, e
novamente nas tabelas e figuras. Uma vez que uma abreviatura é usada, ela deve
ser usada em todo o artigo, exceto no inicio de uma frase.

O nome latino ou nomenclatura binomial (ou trinomial) e autoridade devem ser
usados na primeira mencao de todas as plantas, insetos, patégenos e animais.
Tanto o ingrediente ativo quanto o nome quimico dos pesticidas devem ser

fornecidos na primeira mengéo.


http://www.esalq.usp.br/scientia/docs/CoverLetter_Model.pdf
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Identifigue os solos wusando a taxonomia de solos do USDA

(http://soils.usda.gov/technical/classification/osd/index.html) até o segundo nivel

(subordem) ou, se possivel, até o quarto nivel (subgrupo). A classificacdo da
FAO pode ser usada até o segundo nivel. Ndo sdo permitidas tradugdes gratuitas
de classificaces ou nomes de solo.

O Sistema Internacional de Unidades deve ser usado em todos 0s manuscritos.
Verifique cuidadosamente todos os caracteres e figuras gregas.

Soletre 0s nimeros de um a nove, exceto quando usado com unidades. Para
quantidades decimais <1, cologue um zero antes da virgula decimal.

Para o marcador decimal, use um ponto final.

As porcentagens devem ser expressas como numeros inteiros, por exemplo: 35%
ao inveés de 35,4%; 48% em vez de 47,5%; 79% em vez de 78,9%.

Denote e inter-relacione unidades como poténcias positivas ou negativas, nao
com barras, por exemplo: kg ha *, ndo kg / ha.

Deixe um (nico espaco entre as unidades, por exemplo: g L %, ndo gL “ougL -
! .

Use o sistema de horério de 24 horas, com quatro digitos para horas e minutos:
09h00; 18h30.

As datas devem ser escritas, primeiro com o dia, depois 0 més e o Gltimo ano: 18
de marco de 2000; 01 de fevereiro de 1987.

Abrevie 0s meses com mais de quatro letras, por exemplo: janeiro, julho,

setembro, etc.


http://soils.usda.gov/technical/classification/osd/index.html
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PREPARACAO DO MANUSCRITO

CAPA

O texto e as ilustragBes destinados a publicacdo na Scientia Agricola devem ser
escritos em inglés conciso e gramaticalmente correto, aplicando-se as regras

ortogréficas e gramaticais dos EUA.

Os manuscritos devem ser organizados como um arquivo contendo o documento
principal. Para o documento principal deve ser utilizado o MS Word para
Windows ou software compativel, com fonte Times New Roman 12, margens de
3,0 cm e espacamento duplo. Organize o documento principal na seguinte
ordem: Capa, Resumo (méaximo de 250 palavras), Palavras-chave (maximo de
cinco), Introdugdo (30 linhas), Materiais e Métodos, Resultados, Discussao,
Agradecimentos (opcional), Referéncias, Figuras e Tabelas com suas respectivas
legendas.

Uma secdo de Conclusdo € opcional e, quando usada, deve vir ap6s a se¢do de
Discussdo. A secdo Resultados e Discussdo podem ser combinadas, e a
Concluséo pode ser incorporada na Discussao.

Manter o manuscrito com no maximo 30 paginas (papel A4), com numeragao
em linhas continuas e numeracao consecutiva de paginas, incluindo ilustracoes e
tabelas.

Tabelas e Figuras devem ser incluidas no final do documento principal.

Cada manuscrito deve ter uma folha de rosto com o titulo (maximo de 15

palavras), nomes completos dos autores e afiliagdes institucionais em inglés.


http://www.esalq.usp.br/scientia/docs/2_Abstract_Model_ingles.pdf
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Um titulo corrente de 40 caracteres ou menos (além do titulo completo do
artigo) também deve ser fornecido.

Os autores devem selecionar uma das seguintes categorias: Engenharia
Agricola; Microbiologia  Agricola; Agrometeorologia; Ciéncia  Animal e
Pastagens; Biometria, modelagem e estatistica; Ciéncia da
colheita; Ecologia; Entomologia; Ciéncia e Tecnologia de Alimentos; Ciéncia
Florestal; Genética e Melhoramento de Plantas; Patologia das plantas; Fisiologia
e Bioguimica Vegetal; Solos e Nutricdo de Plantas; e Zoologia.

O autor para correspondéncia deve ser identificado com um asterisco e deve ser
fornecido um e-mail institucional.

Forneca informacdes tdo detalhadas quanto possivel sobre a atual afiliacdo
institucional do autor.

O autor correspondente assume total responsabilidade pelo manuscrito,
incluindo conformidade com as politicas da revista, e sera o contato principal
com o escritorio da revista. O autor responsavel pela apresentacdo pode assumir

esta posicao se indicado na carta de apresentacao.

Envios de imagens de capa:

A capa da Scientia Agricola pode apresentar uma imagem representativa de um
artigo publicado nessa edicdo. Os autores sdo convidados a enviar imagens de
capa cientificamente interessantes e visualmente atraentes. As imagens devem
ser de alta resolucdo (300 dpi) e medir 17 x 17 cm. As imagens da capa podem
ser fotografias de organismos, habitats, montagens de fotografias, diagramas,

mapas ou dados. As ilustracbes ndo precisam ser reimpressas no artigo, mas
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devem ser representativas do trabalho. As imagens devem ser originais, e 0S
autores concedem Scientia Agricola a licenca exclusiva para publicar. Carregue
a imagem como um arquivo suplementar adicional junto com um arquivo de
texto separado que inclui uma breve descricdo de um paragrafo da imagem
descrevendo sua relevancia para 0 manuscrito publicado. Se um autor ndo detém
os direitos autorais de uma imagem enviada, ele é responsavel por obter a

permissao necessaria para usa-la.

TABELAS E FIGURAS

Tabelas:

Numere tabelas sequencialmente usando algarismos arabicos; as tabelas devem
ser criadas com a funcdo "Tabelas" do MS Word ou do MS Excel (manuscritos
que apresentem tabelas coladas como figuras serdo devolvidos aos autores).

O titulo da tabela deve aparecer imediatamente acima do corpo da tabela.

Numere figuras e graficos sequencialmente usando algarismos arabicos.

Figuras / gréaficos:

Os gréficos devem ser criados em MS Excel.

Forneca as fotografias como arquivos de formato de imagem marcados [TIFF],
300 DPI.

Numere as figuras consecutivamente na ordem em que aparecem no texto.

As figuras devem fornecer informacOes suficientes para que o leitor possa

entendé-las sem consultar o texto.
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Para figuras que contém mais de um painel, designe os painéis com letras
mailsculas (sem parénteses e sem pontos apos as letras) no canto superior
esquerdo de cada painel, se possivel.

A redacdo das figuras deve corresponder ao restante do manuscrito no que diz

respeito a capitalizaco, italico e uso de simbolos.

INFORMACAO COMPLEMENTAR

Manuscritos que avaliam a bioatividade de produtos quimicos e / ou biolégicos,
incluindo reguladores de crescimento de insetos, aranhas, fungos, bactérias,
nematoides e ervas daninha, ndo serdo considerados para publicacdo na Scientia
Agricola.

Manuscritos que avaliam melhorias em cultura de tecidos ou protocolos
baseados em testes de aditivos, explantes ou condi¢cbes de crescimento, ou que
ndo demonstrem uma melhoria substancial que ndo poderia ser deduzida da
literatura existente, ndo serdo mais considerados para publicacdo na Scientia
Agricola.

Manuscritos baseados em um Unico experimento de campo ndo serdo
considerados adequados para publicagéo na Scientia Agricola, exceto quando 0s
autores puderem comprovar a alta relevancia e novidade do estudo. Mesmo
manuscritos com mais de um experimento de campo estardo sujeitos a rejeicao
imediata se os dados coletados ndo tiverem variabilidade suficiente para alcancar
resultados conclusivos.

Manuscritos que relatam as primeiras ocorréncias ou sdo simples descri¢fes de

pragas, patogenos e doencas geralmente ndo serdo considerados para publicacéo
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na Scientia Agricola. Excepcionalmente, esses manuscritos podem ser
considerados no formato NOTA quando: 1) organismos relatados sdo de alta
relevancia para a agricultura; 2) os dados sdo provenientes de uma ampla
pesquisa; e 3) organismos / problemas sdo caracterizados extensivamente por

meio de varios métodos e aspectos sob investigacao.

e Os manuscritos que envolvem experimentacdo com animais vivos (incluindo
seres humanos) devem fornecer evidéncias de que foram realizados de acordo
com as normas éticas locais. Espera-se que 0s autores sigam as melhores
praticas éticas estabelecidas. Essas evidéncias devem ser oficialmente declaradas
na se¢do “Materiais e Métodos”, descrevendo que o estudo foi avaliado e
aprovado por um comité de ética apropriado (incluindo o nimero do processo).

e Os manuscritos devem seguir os critérios estabelecidos pelos Cddigos
Internacionais de cada area.

o As opinides e conceitos expressos nos artigos sdo de responsabilidade exclusiva
dos autores.

e Todos os manuscritos submetidos serdo submetidos a politica da revista de

triagem de plagio e autoplagio.

REFERENCIAS

e A Scientia Agricola ndo permite que os autores citem resumos de congressos ou
workshops, artigos técnicos, dissertacOes e teses. As referéncias em portugués
ou em qualquer outro idioma que ndo o inglés devem ser limitadas aquelas
essencialmente importantes para o estudo. Serdo permitidas até quatro

referéncias escritas em idiomas diferentes do inglés, sem justificativa. Mais do
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que isso s6 sera permitido se os autores explicarem 0s motivos para manté-los
no texto. Se permitido pelo Editor-Chefe, essas referéncias extras devem ser
citadas em inglés com o texto no idioma original fornecido ao final da

referéncia, no seguinte formato: (em portugués, com resumo em inglés).

Scientia Agricola ndo recomenda que 0s autores citem analises estatisticas ou
pacotes de software como referéncias. Essas ferramentas devem ser
mencionadas no texto (Materiais e Métodos), incluindo o procedimento
especifico e o nome do software com sua versao e / ou ano, por exemplo, “... 0s
procedimentos estatisticos foram conduzidos usando PROC NLIN no SAS

(Statistical Analysis System, versao 9.2)”.

As referéncias e citacfes em artigos da Scientia Agricola devem ser formatadas
no estilo ‘autor, ano' ou 'nome (ano)'. Lembre-se de garantir que as citagcdes do
texto correspondam a lista de referéncias. Exemplos: 1. Autor Unico: Reichardt
(2000) ou (Reichardt, 2000). 2. Dois autores: Fiorio e Dematté (2009) ou
(Fiorio e Dematté, 2009). 3. Trés ou mais autores: Rosso et al. (2009) ou (Rosso

et al., 2009).

Organize as referéncias em ordem alfabética e cronoldgica entre colchetes e use
ponto e virgula (;) para separar citacbes multiplas entre colchetes, por exemplo:

(Boleli, 2003; Boerjan, 2006; Muraroli e Mendes, 2003).

Ordene as citagfes maltiplas 'mesmo autor-mesma data’ com o auxilio de letras

minusculas, por exemplo: (Cyrino, 2004a, b).
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Use o estilo "autor-ano™ para formatar a lista de referéncias e: (i) ndo abrevie
outras palavras alem do nome e do meio dos autores; (ii) usar todas as letras
mailsculas apenas para siglas, ou seja, quando o autor for uma organizacao; (iii)
nomear todos os autores e colocar em maiuscula o sobrenome e as iniciais dos
autores, que devem ser separados por ponto (.); (iv) separar 0s autores por ponto
e virgula; (v) ndo use e comercial (&) nas citacbes nem na lista de
referéncias; (vi) ndo use caracteres em negrito para destacar qualquer parte da
referéncia; (vii) capitalizar livros e titulos de periddicos; (viii) ndo use virgula (,)
para separar o titulo e o volume de um periddico; (ix) separar o volume do
periddico dos nimeros das paginas com dois pontos (:); (x) usar numeragédo de
pagina inteira; (xi) separe 0s numeros das paginas com um travessdo (-); (xii)
separar grupos de paginas por virgula se o artigo foi publicado em paginas
descontinuas; (xiii) indicar o namero de uma determinada edi¢cdo de um livro ou
manual, por exemplo, "2ed"; (xiv) para livros e manuais, indicar a editora ou
redagéo antes da localidade principal da editora ou redagéo; (xv) separar editores
ou escritorios editoriais da localidade com uma virgula; e (xvi) em tais casos,

nomear cidade, estado e / ou provincia e pais.

Revistas cientificas

Livros

Guillard, RRL; Wangersky, P. 1958. A produgdo de carboidratos extracelulares

por alguns flagelados marinhos. Limnology and Oceanography 3: 449-454.



101

Livros com autores
Pais, 1.; Jones Jr., JR 1998. The Handbook of Trace Elements. St. Lucie Press,
Boca Raton, FL, EUA.

Livros com editores / organizadores
Day, W.; Atkin, RK, eds. 1985. Wheat Growth and Modeling. Plenum Press,
New York, NY, USA.

Livros (e manuais) com uma organizacdo como autor ou editor / organizador
Association of Official Analytical Chemists - International [AOAC]. 2005.

Official Methods of Analysis. 18ed. AOAC, Gaithersburg, MD, EUA.

Capitulos de livros

Sharpley, AN; Rekolainen, S. 1997. Fdsforo na agricultura e suas implicagdes
ambientais. p. 1-53. In: Tunney, H.; Carton, OT; Brookes, PC; Johnston, AE,
eds. Perda de fosforo do solo para a agua. CAB International, New York, NY,

EUA.

Fontes de midia eletronica

Os elementos necessarios para listar citacbes de sites  sdo:
Autoria, autor ou fonte. Ano. Titulo do documento ou pagina da Web (ou seja, 0
cabecalho principal da pagina). [Médio] (data de atualizacdo). Disponivel em:
Uniform Resource Locator completo (ou seja, URL / endereco) [Acessado em
14 de setembro de 1992].

Os elementos necessarios para listar as publicagdes disponiveis online séo:

Autoria, autor ou fonte. Ano. Titulo do documento ou pagina da web. [Médio]
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Produtor / Editor. Disponivel em: full Uniform Resource Locator [Acessado em

14 de setembro de 1992].

Listagem de referéncias ndo escritas em inglés

Forneca o titulo em inglés e indique o idioma original de publicacdo do
periodico ao final da citacdo, conforme: Baretta, D.; Santos, JCP; Figueiredo,
SR; Klauberg-Filho, O. 2005. Efeitos da queima de pastagens nativas e da
monocultura de Pinus nas mudangas nos atributos bioldgicos do solo no Planalto
Sul de Santa Catarina - Brasil. Revista Brasileira de Ciéncia do Solo 29: 715-
724 (em portugués, com resumo em inglés). Mingoti, AS 2005. Analise de
dados usando métodos estatisticos multivariados: uma abordagem aplicada. =
Andlise de Dados Através de Metodos de Estatistica Multivariada: uma
abordagem aplicada. Editora  UFMG, Belo Horizonte, MG, Brasil (em

portugués).
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