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Resumo

O género Euschistus € um dos maiores géneros da tribo Carpocorini e necessita mais
andlises filogenéticas para melhor definir suas relages internas. Em especial, o subgénero
nominal que ndo teve nenhuma abordagem evolutiva utilizando dados moleculares e é
considerado um “deposito taxondmico” de espécies que nao compartilhavam caracteres para
serem alocados em outro subgénero. Escolnemos o gene citocromo oxidase subunidade 1
(COI) para realizar uma anélise filogenética utilizando as informagdes contidas em bancos de
dados online (BOLD e GenBank). Ao todo foram encontradas sequéncias de apenas 8 das 53
espécies do grupo, e uma arvore filogenética de maior verossimilhanca foi construida junto
com uma anélise de distancias entre elas e entre espécies de géneros proximos. Os resultados
apontam Euschistus como sendo parafilético e sugere uma hipétese para as relacGes

interespecificas do grupo.

Palavras-chave: COIl, Euschistus, BOLD, Carpocorini, Filogenia



Abstract

The Euschistus genus is one of the largest groups inside the Carpocorini tribe and still
lacks phylogenetics approaches to better define the internal relations inside the genus. In
particular the nominal subgenus that had no evolutionary approach using molecular data and
is considered a "taxonomic dumpster™ of species that did not share characters to be allocated
in another subgenus. We chose the cytochrome oxidase subunit 1 (COI) gene to perform a
phylogenetic analysis using the information contained in online databases (BOLD and
GenBank). In all, sequences of only 8 of the 53 species of the group were found, and a
phylogenetic tree of maximum likelihood was constructed along with an analysis of the
genetic distances between them and between species of close genera. The results point to
Euschistus as being paraphyletic and suggests a hypothesis for the interspecific relations of
the group.

Keywords: COI, Euschistus, BOLD, Carpocorini, Phylogenetics
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1. Introdugéo

Nas Ultimas décadas, novas tecnologias tém sido agregadas a estudos taxondmicos e
sistematicos com o intuito de melhorar a obtencdo de dados Uteis para o diagnostico de
especies e hipdteses de relacionamento entre os taxa, em particular as analises filogenéticas de
DNA e sequéncias proteicas que se tornaram grandes ferramentas para estudar evolucéo
molecular (Nei & Kumar, 2000; Giribet, 2015; Karp et al., 1997; Goloboff et al., 2008). Entre
as técnicas e tecnologias se encontram as bases de dados online, programas de computadores
que analisam foto micrografias e imagens e outros programas realizam analises complexas e
projecdes aproximadas, além da gama de possibilidades que o advento do sequenciamento de
DNA tem proporcionado (Nei & Kumar, 2000; Goldstein, 2011). Particularmente, um
pequeno fragmento de 648 pares de bases do gene mitocondrial, citocromo oxidase
subunidade | (COI) foi proposto como o primeiro cddigo de barras (BARCODE) de membros
do reino animal (Hebert et al. 2003a; Savolainen et al. 2005), com diversos estudos
comprovando a utilidade do DNA Barcode para identificar e distinguir espécies animais
(Hebert et al. 2004; Ward et al. 2005).

1.1. Barcode e Barcode of Life Data System (BOLD)

Em 2003, Hebert e colaboradores iniciam a utilizacdo de marcadores moleculares para
criar um “codigo de barras” (Barcode) para identificar as espécies. Acreditava-se que com
isso se removeria um pesado fardo dos taxonomistas, que utilizavam-se principalmente de
caracteres morfolégicos para a identificacdo de espécies (Goldstein, 2011). O que gerava
problemas quando se tratava, por exemplo, de espécies cripticas, onde a morfologia ndo
bastava para diferenciar espécies muito semelhantes (Brower, 1996). Assim, a iniciativa
Barcode pretendia padronizar um fragmento de gene, a subunidade 1 da citocromo oxidase
(COl), de tamanho de 648 pares de base como um identificador provisorio para espécies e
amostras (Goldstein, 2011). O objetivo era obter uma sequéncia de DNA de diversos
individuos, do maior numero de popula¢cbes do maior numero possivel de espécies
(Savolainen et al., 2005).

O Barcode of Life Data System (BOLD) é um banco de dados com o intuito de auxiliar
a aquisicdo, armazenamento, analise e publicagdo de registros de DNA barcode
(Ratnasingham & Hebert, 2007). E uma ferramenta gratuita que integra informacdes
moleculares, morfologicas e geograficas que ficam disponiveis a qualquer pesquisador

interessado em utilizar o DNA barcode em seus estudos (Ratnasingham & Hebert, 2007).
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Segundo Park (2011), o DNA barcode € uma boa ferramenta para identificagdo e analises
dentro do grupo Heteroptera, e reitera a necessidade de expandir a quantidade de sequéncias
nesse banco de dados para aumentar ainda mais sua precisao e eficiéncia.

Em 2004 criou-se o Consortium for the Barcode of Life (CBOL), que conta com
diversas organizacdes de vérios paises, e tinha o objetivo de em 20 anos criar uma biblioteca
de DNA Barcode para todos os animais eucarioticos (Ratnasingham & Hebert, 2007). Entéo,
0 CBOL sabendo da massiva quantidade de dados que essa iniciativa iria gerar, entrou em
acordo com grandes bancos gendmicos, como o National Center for Biotechnology
Information (NCBI), organizacGes de biodiversidade como a Global Biodiversity Informaion
Facility (GBIF) entre outros para definir parametros e requisitos para receber a denominacéo
de Barcode. Kvist (2013) realizou um estudo para analisar a qualidade e quantidade de
sequéncias conjuntas nos bancos GenBank e BOLD, onde encontrou informacdo de 15% da
biodiversidade total reconhecida, com mais de 230 mil tAxons unicos citados, mostrando o
grande potencial e a importancia desses bancos de dados online para o avangco do DNA
barcode.

Apesar disso, 0 DNA Barcode ja foi criticado, temido e ndo aceito ou ndo entendido
(DeSalle et al., 2005; Will et al., 2005; Ebach, 2011). Mas ndo impediu de ser cada vez mais
utilizado pelos pesquisadores e se tornar uma importante ferramenta como parte de uma
taxonomia integrativa na descricdo de novas espécies (Stoev et al., 2010; Wesener et al.,
2011; Hendrich & Balke, 2011; Butcher et al., 2012) além de auxiliar em outras areas da
biologia como biologia de pragas (Engstram et al., 2010), biologia da conservacao (Neigel et
al., 2007; Ward et al., 2008) e ciéncia forense (Meiklejohn et al., 2011).

1.2.  Subordem Heteroptera

A subordem Heteroptera compreende mais de 40 mil espécies descritas, dentre eles 0s
percevejos verdadeiros, sendo uma das mais bem sucedidas irradiacGes em relacdo ao nimero
de espécies e habitos de vida dentre insetos hemimetabolos (Weirauch & Schuh, 2011). Estédo
presentes nas principais regides biogeograficas e possuem capacidade de perfurar tecidos
vegetais, por este motivo, muitas espécies sdo consideradas pragas agricolas (Panizzi, 1997;
Corréa-Ferreira & de Azevedo, 2002; Hosokawa et al., 2007). Algumas espécies sdo de
interesse sanitario, como o barbeiro Rhodnius prolixus (Reduviidae: Triatominae), vetor da
doenga de Chagas que recentemente teve o seu genoma sequenciado, revelando adaptacoes
unicas a hematofagia e parasitismo (Mesquita et al., 2015). Outras despertam interesse pelo
potencial econémico, como no caso da especie Cyrtorhinus lividipennis Reuter (Miridae) que
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contribui para o controle de ovos e larvas de pragas de arroz, como o gafanhoto marrom
Nilaparvata lugens Stahl e outros insetos, no continente asiatico (Katti et al., 2007; Zhu et al.,
2014; Sigsgaard, 2007). Esses estudos demonstram o grande potencial que o grupo tem, e
qudo importante é a necessidade de estudos dos mais diversos aspectos, como biologia,
comportamento, ecologia entre outros.

A primeira andlise cladistica da subordem Heteroptera foi realizada por Schuh (1986)
e utiliza para o desenvolvimento de sua hipotése unicamente dados morfologicos, com
enfoque no aparato genital masculino e feminino, tanto estruturas internas como externas.
Desde entdo, estudos filogenéticos em diferentes niveis taxondmicos tém sido desenvolvidos
com a incluséo de dados moleculares (p. ex. Wheeler et al., 1993; Grazia et al., 2008; Schuh
et al., 2009). O desenvolvimento das técnicas e teorias para sistematica molecular
aumentaram significativamente o embasamento para formulacdo de hipdteses sobre as
relagBes dentro de Heteroptera (Weirauch & Schuh, 2011). Enquanto as analises moleculares
sd80 mais comumente usadas para aferir hipoteses a nivel de familia ou acima, quando se trata
de géneros ou tribos, as analises morfoldgicas ainda sdo quase que exclusivamente utilizadas,
ainda que algumas filogenias combinando ambas tenham sido publicadas (Bianchi et al.,
2017).

De acordo com Weirauch e Schuh (2011) o uso de métodos cladisticos demonstrou ser
um rigoroso teste para reprovar algumas hipoteses de monofilia como de Anthocoridae
(Schuh, 1991), Lygaeidae (Henry, 1997) e Triatominae (Weirauch, 2008). A analise cladistica
pode também ser utilizada para avaliar e melhor posicionar novos tdxons, como é o caso da
familia Curaliidae descrita em 2008 por Schuh e colaboradores, além de propor hipdteses
testaveis para outros campos como historia biogeogréafica, cuidado parental e estratégias de
captura de presas (Weirauch & Schuh, 2011). A monofilia de Heteroptera é bem documentada
tanto por dados moleculares como por dados morfoldgicos, apesar de existirem algumas
sinapomorfias contraditorias no grupo. Segundo Carver et al. (1991) e Wheeler et al. (1993)
trés caracteres diagnosticos do grupo sdo sinapomorfias: labium inserido anteriormente na
cabeca; presenca de glandulas odoriferas metatoracicas em adultos; e imaturos com glandulas

odoriferas dorsais abdominais.

1.3. Familia Pentatomidae
Dentro de Heteroptera, temos os pentatomideos, também conhecidos como

percevejos-de-planta ou percevejos-do-mato e reconhecidos pelo corpo de tamanho medio,

usualmente variando de 2 a 20 mm, de forma oval a eliptica, antenas geralmente com cinco
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segmentos e escutelo amplo, reproduzido de True bugs of the world (Hemiptera:
Heteroptera): classification and natural history (Schuh & Slater, 1995). Apresentam
coloracdo negra, castanha e tons escuros, compondo padrdes cripticos com o ambiente onde
vivem, podendo ser também de cores vivas como verde, vermelho, alaranjado e possuir
detalhes brilhantes e tracos aposemaéticos (Grazia et al., 1999). Pentatomidae é a maior familia
entre os pentatomdideos e a quarta maior em Heteroptera (Grazia et al., 1999, Panizzi &
Grazia, 2015). O grupo inclui mais de 4.700 espécies validas, distribuidas em quase 900
géneros e dez subfamilias (Grazia et al., 2015; Panizzi & Grazia, 2015; Rider, 2016). As
hipGteses sobre a monofilia de Pentatomidae ndo sdo completamente concordantes. Trabalhos
com conjuntos de dados de naturezas diferentes como morfolégicos (Gapud, 1991),
moleculares (Wu et al., 2016) ou combinados (Grazia et al., 2008) apresentam diferentes
relacdes entre grupos dentro da familia. E importante continuar com os testes filogenéticos,
com o intuito de achar novas hipdteses para elucidar essas relagdes internas dentro de
Pentatomidae, em diversos niveis taxondémicos (Bianchi et al., 2017; Grazia et al., 2008).

1.4.  Tribo Carpocorine e Género Euschistus Dallas, 1851

Em 1866 Mulsant & Rey propuseram a tribo Carpocorini, porém nédo existe um teste
filogenético que sustente uma hipdtese de monofilia. Possuindo mais de 100 géneros e 450
espécies € a maior tribo dentre os pentatomideos (sensu Rider 2016). Nessa tribo se encontra
0 género Euschistus Dallas, um dos maiores dentro de Pentatomidae com mais de 60 espécies,
das quais nove tem distribuicdo originalmente neartica e o restante neotropical (Weiler et al.,
2016; Bianchi et al., 2017). Conhecidos como percevejos-castanhos devido a sua coloracéo
dorsal, € um género com poucos estudos sobre as relagdes do grupo, mas recentemente Weiler
et al. (2016) realizaram uma analise filogenética do subgénero Lycipta, concluindo se tratar de
um subgénero parafilético, e Bianchi et al. (2017) analisaram o subgenéro Mitripus,
resultando em uma mudanca na sua relacdo dentro do género Euschistus. Porém, o subgénero
nominal, que atualmente é o maior deles, ndo possui nenhuma abordagem de carater

filogenético, sendo essenciais trabalhos que suportassem hipoteses para o grupo.

2. Objetivo geral

Analisar as relagdes internas das linhagens dentro de Euschistus Dallas utilizando
sequéncias depositadas em bancos de dados online do fragmento COIl, gerando uma hipdtese

baseada em uma arvore de gene.
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2.1.  Objetivos especificos

Avaliar a monofilia de Euschistus baseados em dados moleculares com abordagens
filogenéticas probabilisticas.

Quantificar a distancia genética presente entre as espécies, e eventualmente dentro de
algumas especies selecionadas.

Avaliar se a metodologia utilizada € adequada a analise proposta.

3. Metodologia

Para realizar o estudo foram utilizados os dados moleculares do gene COI presentes
nos bancos de dados online GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e BOLD
(www.boldsystems.org/). Para realizar a coleta de dados nas plataformas online foram
utilizadas as palavras-chave: Euschistus COI, Euschistus Cox1l. Foram usadas todas as
espécies do género com dados disponiveis, e limitando ao méximo cinco individuos de cada
espécie, pois uma maior quantidade de sequéncias da mesma espécie agregaria pouca
informacao relevante, diferente de um maior nimero de espécies com sequéncias que traria
robustez aos dados. Como grupo externo foram adicionados na pesquisa géneros considerados
proximos a Euschistus de acordo com a literatura (para compilacdo dos géneros do grupo
Euschistus veja Bianchi 2016). Para enraizar a &rvore filogenética foram utilizados sequéncias
de duas espécies de Carpocoris (para espécies utilizadas neste estudo veja Resultados). As
escolhas das sequéncias foram feitas com base na quantidade e qualidade das sequéncias
encontradas. Para padronizacdo das amostras, o tamanho de 500 pares de base foi estipulado
como tamanho minimo para a sequéncia ser considerada valida e incluida no estudo.

As sequéncias encontradas foram baixadas, compiladas e checada a sua orientacdo no
programa MEGAT7 (http://www.megasoftware.net/). Os alinhamentos foram realizados
também pelo software MEGA7, utilizando o algoritmo do Muscle com 8 itineacGes. Para
aferir o melhor modelo evolutivo para a andlise filogenética foi utilizado o programa
Jmodeltest (Guindon & Gascuel, 2003; Darriba et al., 2012), usando a ferramenta de critério
de informacdo de Bayes (BIC). As andlises de distancia par a par foram realizadas utilizando
0s parametros com o modo default indicado, bem como anélise de Maxima verossimilhanca
para a obtencdo da hipdtese filogenética com suporte de bootstrap de 1000 também foram
realizadas no programa MEGA7 (Kumar et al, 2016) seguindo as indica¢bes de melhor

modelo evolutivo resultantes da analise do Jmodeltest.
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4. Resultados

4.1. Sequéncias

Foram encontradas um total de 189 sequéncias de individuos do genéro Euschistus no
banco de dados BOLD e 132 entradas no GenBank. As sequéncias foram triadas quanto ao
numero de pares de base e confiabilidade da informacdo (Hebert et al, 2016; Gwiazdowski et
al, 2015), procurando uma boa heterogeneidade das amostras, sempre buscando uma maior
variedade de origem do individuo e nimero de pares de bases (Park et al, 2011; Greenstone et
al, 2014; Tillman et al, 2015) , resultando na seguinte base de dados para o estudo: E.
conspersus Uhler (2 individuos), E. crassus Dallas (2 individuos), E. ictericus (Linnaeus) (5
individuos), E. obscurus (Palisot de Beauvois) (5 individuos), E. quadrator Rolston (4
individuos), E. servus (Say) (5 individuos), E. servus euschistoides (Vollenhoven) (1
individuo), E. servus servus (Say) (1 individuo), E. tristigmus (Say) (5 individuos), E.
tristigmus luridus (Say) (5 individuos) e E. variolarius (Palisot de Beauvois) (5 individuos).
Como grupo externo, foram selecionadas amostras de um individuo de cada espécie de cinco
géneros proximos que dispunham de dados consistentes: Coenus (C. delius), Dichelops (D.
melacanthus), Dolycoris (D. baccarum), Hymenarcys (H. nervosa) e Proxys (P. punctulatus e
P. albopunctulatus) e para enraizar a analise filogenética Carpocoris (C. purpureipennis e C.

mediterraneus), totalizando 48 sequéncias para as analises.

4.2.  Arvore Filogenética

A seguinte &rvore filogenética foi obtida utilizando méxima verossimilhanca,
utilizando o modelo evolutivo de tempo geral reversivel (Nei & Kumar, 2008) com taxas
gamma de sitios invariaveis (GTR+G+l) como sugerido pela analise feita no Jmodeltest, e
tendo a arvore inicial gerada pelo algoritmo neighbour-joining (Tamura et al, 2004).

A érvore resultante com maior verossimilhanga (In-2627.7594) sugere a ndo monofilia
do género Euschistus e expressa trés clados principais, 0s quais agrupam espécies do género.
O primeiro agrupando 8 taxons pertencentes a Euschistus (Clado A), um segundo clado com
as espécies E. crassus e E. obscurus junto dos genéros Dichelops e Proxys (Clado B), e o
terceiro clado agrupando E. quadrator com Coenus, Dolycoris e Hymenarcys (Clado C).

No clado A foram agrupadas os taxons E.servus, E. servus servus, E.servus
euschistoides, E. variolarius, E. ictericus, E. conspersus, E. tristigmus e E. tristigmus luridus.
Os valores de suporte dos clados internos apresentam ndmeros consideraveis aceitaveis para

suportar a relacdo dessas espécies de Euschistus (suporte de bootstrap >75). Entretanto as
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subespécies de Euschistus ndo apresentaram valores de suporte de ramos tdo consideraveis
(suporte de boostrap <75) para inferir a relacdo entre elas em relacdo ao nivel de espécie
propriamente dito.

O clado B demonstra uma relacdo maior de E. crassus e E. obscurus Dichelops e
Proxys do que com o clado A. O clado C coloca a espécie E. quadrator mais relacionada aos
genéros Coenus, Dolycoris e Hymenarcys e estes como irmdos do clado (A+B).

4.3. Distancia

A maior variacao de distancia genética encontrada entre espécies do género Euschistus
foi entre as espécies E. quadrator e E. ictericus, chegando ao valor de 13%. Enquanto que a
menor variacdo apresentada foi entre E. variolarius e E. servus (e suas subespécies), variando
apenas 2%, e entre E. servus e E. ictericus que variou 3-4%. Para as subespécies de E. servus,
foi encontrada uma variagdo entre 0% e 1%, e para a subespécie de E. tristigmus, o resultado
obtido foi parecido, com exce¢do de um individuo (Accession number: KJ642016.1) que
apresentou valores entre 3% e 4%. Os géneros de grupo externo apresentaram uma variagdo
de distancia minima de 9% e méaxima de 12% em relacdo a espécies do género Euschistus.
Porém entre Dichelops e E. crassus, e entre Hymenarcys e E. servus (e suas subespécies) a

variacdo de distancia foi de 8%.

5. Discussao

Este trabalho buscou explorar as relagdes filogenéticas entre as espécies do género
Euschistus utilizando dados moleculares do marcador Citocromo oxidase subunidade |
presentes nos dois principais bancos de dados genéticos online. Secundariamente, avaliou-se
as distancias genéticas presentes entre individuos das subespécies descritas para Euschistus
tristigmus e Euschistus servus. Os resultados da arvore filogenética e do teste de distancia par
a par indicam que ha maior proximidade de algumas espécies de Euschistus com géneros
taxonomicamente relacionados do que com especies dentro do género. Euschistus crassus esta
mais proxima de Dichelops melacanthus do que aparentemente esta de E. tristigmus.

Segundo Memon et al.(2006) o DNA Barcode pode ser uma ferramenta muito Gtil para
analises de limite de espécies que apenas morfologia ndo consegue diferenciar. Porém pode
acontecer de os resultados de distancia serem t&o similares ao ponto de atrapalhar uma anélise
das mesmas. Nos resultados das subespécies, todas possuem variacOes baixas quando
comparadas com outra subespécie ou a espécie propriamente dita, de modo similar ao que

Memon et al. (2009) encontraram para especies do género Halys Fabricius. Euschistus servus
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e E. servus euschistoides possuem distancia de 0% (0,001-0,007), o mesmo acontece para E.
tristigmus e E. tristigmus luridus, e coloca em discussdo se seriam subespécies ou apenas
variantes morfoldgicas populacionais. Aqui deixamos em aberto sobre a delimitagdo das
subespécies que utilizamos. Entendemos que maior quantidade de individuos é necesséria e
avaliacdo morfoldgica cuidadosa para tomar uma decisdo taxonémica. Um outro aspecto
preponderante para o uso de informacfes de banco de dados online é a confirmacdo da
identificacdo das espécies. Cada vez menos se habilitam taxonomistas (Agnarsson & Kuntner,
2007), mesmo em meio a atual crise da biodiversidade (Korf, 2005). Isto acarreta em certa
duvida sobre a veracidade na identificacdo das espécies, mesmo quando o espécime faz parte
de um trabalho cientifico publicado. Durante as buscas encontramos uma sequéncia
identificada como Euschistus tristigmus, o registro fotografico do voucher nos permite
afirmar que se trata de um imaturo que ndo pertence a Pentatomidae (para acesso:
http://www.barcodinglife.org/index.php/Public_RecordView?processid=ASAHE106-12).

Deve-se tomar muito cuidado com o uso nao criterioso de sequéncias presentes nestes bancos
de dados publicos.

De acordo com a arvore filogenética, ndo ha um suporte para a hipotese de monofilia
do género Euschistus, mas sim de parafiletismo, onde E. obscurus e E. crassus estdo
separadas das outras espécies de Euschistus e mais relacionadas com géneros préximos.
Apesar dos suportes de bootstrap ndo apresentarem valores elevados , apontam para uma
moderada possibilidade dessas relacdes. Isto evidencia a necessidade de se ampliar a
guantidade de marcadores moleculares para o grupo. Outro aspecto a ser considerado é o
namero de espécies de Euschistus aqui amostrado. Nenhuma espécie do subgénero Lycipta foi
contemplada neste estudo, evidenciando a caréncia de dados moleculares deste nos banco de
dados online. Nossa amostragem limitou-se a pouco mais de um sexto (8 de 53 espécies) do
subgénero nominal. Precisa-se levar em conta também que o subgénero Euschistus pode ser
considerado um “depdsito taxondmico” dentro de Carpocorini, onde espécies historicamente
foram alocadas por ndo possuirem os tracos caracteristicos de outros subgéneros, ou géneros
préximos (Cioato et al, 2015). Entdo, é possivel que espécies que estejam atualmente alocadas
dentro de Euschistus venham a ser removidas e realocadas em outro subgénero de Euschistus,
ou até mesmo integrem um novo género como ja foi realizado (Bianchi et al, 2017).

Atualmente trabalhos taxonémicos e filogenéticos tém sido realizados com especies do
género Euschistus ou grupos préximos (e.g. Cioato et al. 2015; Weiler et al., 2016; Bianchi et
al., 2017). No entanto, poucos fazem uso desta ferramenta para explorar as delimitacGes de

especies, hipdteses de linhagens filogenéticas os diferentes usos atuais dos dados moleculares.
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Aqui incentivamos fortemente que estudos futuros abordem suas problemaéticas e subsidiem
suas hipoteses utilizando dados moleculares, em especial o0 marcador COI quando o foco dos

trabalhos permearem niveis taxondmicos proximos a espécie.

6. Conclusao

O género Euschistus e suas relacfes filogenéticas estdo um pouco mais claras devido
as recentes abordagens que autores realizaram (Weiler et al., 2016; Bianchi et al., 2017),
porém é apenas o inicio por se tratar de um género numeroso e morfologicamente diverso. As
analises que combinam morfologia com dados moleculares sdo muito importantes e vem
sendo uma abordagem que traz maior robustez. Entretanto, mesmo estudos realizados
utilizando apenas uma das metodologias podem auxiliar no melhor entendimento das relac6es
do grupo, bem como levantar novas hipdteses e dar indicios de como abordar tais relacdes.
Encontramos informaces relevantes utilizando as sequéncias COI depositadas nos bancos de
dados online, mas reiteramos que a quantidade de dados disponiveis ainda estd muito
defasada e carece de adicOes significativas, tanto para o nimero de espécies depositadas
quanto numero de sequéncias, 0 que ndo diminui o potencial da metodologia de DNA barcode
para aferir tais relacdes filogenéticas. Mesmo assim, os resultados do presente estudo
apontam o género Euschistus como parafilético com as rela¢des dentro do subgénero nominal

incertas e ainda bastante incompreendidas.
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ANEXO A - Tabela de individuos (Acession Number, Localidade)

N° Individuos

1 Carpocoris_mediterraneus|COI-5P-609pb|JN871544.1|Franca

2 Carpocoris_purpureipennis|COI-5P-610pb]JN871520.1|Franca

3 Coenus_delius|COI-5P-576pb|KR043333.1|Canada

4 Dichelops_melacanthus|COI-5P-644pb|JQ218458.1|Brasil

5 Dolycoris_baccarum|COI-5P-556pb|KY841914.1|Paquistéo

6 Euschistus_conspersus|COI-5P-528pb|KR044644|CNCHA1118-11|Canada

7 Euschistus_conspersus|COI-5P-576pb|KR567504|BBHCM276-10|Canada

8 Euschistus_crassus|COI-5P-792pb|KJ642002.1|Estados Unidos

9 Euschistus_crassus|COI-5P-792pb|KJ642003.1|Estados Unidos

10 Euschistus_ictericus|COI-5P-658pb|BBHMA169-12|Estados Unidos

11 Euschistus_ictericus|COI-5P-658pb|KR030528|BBHMA547-12|Estados Unidos
12 Euschistus_ictericus|COI-5P-658pb|KR043783|BBHMA544-12|Estados Unidos
13 Euschistus_ictericus|COI-5P-658pb|KR562037|HMCN375-08|Canada

14 Euschistus_ictericus|COI-5P-658pb|KR578901|HMCN376-08|Canada

15 Euschistus_obscurus|COI-5P-633pb|PHFLO043-10|Estados Unidos

16 Euschistus_obscurus|COI-5P-658pb|BBHMA535-12|Estados Unidos

17 Euschistus_obscurus|COI-5P-658pb|BBHMA550-12|Estados Unidos

18 Euschistus_obscurus|COI-5P-658pb|CNCHA1125-11|Estados Unidos

19 Euschistus_obscurus|COI-5P-658pb|INFL028-08|Estados Unidos

20 Euschistus_quadrator|COI-5P-525phb|JX548475.1|Estados Unidos

21 Euschistus_quadrator|COI-5P-792pb|KJ642008.1|Estados Unidos

22 Euschistus_quadrator|COI-5P-792pb|KJ642009.1|Estados Unidos

23 Euschistus_quadrator|COI-5P-792pb|KJ642010.1|Estados Unidos

24 Euschistus_servus_euschistoides|COI-5P-658pb|KR040264|CNCHA315-11|Canadé
25 Euschistus_servus_servus|COI-5P-658pb|HQ105674|HCNCS392-09|Canada
26 Euschistus_servus|COI-5P-653ph|HQ105675|HCNCS391-09|Canada

27 Euschistus_servus|COI-5P-653pb|HQ105677|HCNCS388-09|Canada

28 Euschistus_servus|COI-5P-654pb|HQ105676|HCNCS390-09|Canada

29 Euschistus_servus|COI-5P-658pb|HQ105678|HCNCS389-09|Canada

30 Euschistus_servus|COI-5P-660pb|KR045133|0AAS084-12|Canada

31 Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5Ppb|KR583943|[HMCN132-08|Canada
32 Euschistus_tristigmus_Iluridus|COI-5P-607pb|KR037264|BBPEC200-10|Canada
88 Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-612pb|HQ930525|BBPEC201-10|Canada
34 Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-618|KR565527|BBHCM277-10|Canada
35 Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-658pb|GU692435|BBPEC077-09|Canada
36 Euschistus_tristigmus|COI1-5P-636pb|KU601529.1|Estados Unidos

37 Euschistus_tristigmus|COI-5P-642pb|KU601527.1|Estados Unidos

38 Euschistus_tristigmus|COI1-5P-650pb|KU601525.1|Estados Unidos

39 Euschistus_tristigmus|COI-5P-663pb|KU601526.1|Estados Unidos

40 Euschistus_tristigmus|COI-5P-792pb|KJ642016.1|Estados Unidos

41 Euschistus_variolarius|COI-5P-576pb|SMTPO4726-15|Canada

42 Euschistus_variolarius|COI-5P-579pb|SMTP04013-15|Canada

43 Euschistus_variolarius|COI-5P-588pb|RRSSA2062-15|Canada

44 Euschistus_variolarius|COI-5P-636pb|KR562288|BBHCM558-10|Canada
45 Euschistus_variolarius|COI-5P-658pb|KR038010|CNCHA316-11|Canada
46 Hymenarcys_nervosa|COI-5P-658pb|KR036682.1|Canada

47 Proxys_albopunctulatus|COI-5P-641pb|JQ218467.1|Brasil

48 Proxys_punctulatus|COI-5P-792pb|KJ642021.1|Estados Unidos




ANEXO B — Arvore Filogenética de maior verossimilhanca (In-2627.7594)
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Dolycoris_baccarum|COI-5P-556|KY841914.1

Coenus_delius|COI-5P-576|KR043333.1

¢ Euschistus_quadrator|COI-5P-792|KJ642009.1
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Euschistus_ictericus|COI-5P-858|KRO30528|BBHMAS47-12

Euschistus_ictericus|COI-5P-658|KR043783|BBHMAS44-12
Euschistus_conspersus|COI-5P-528|KRO44844|CNCHA1118-11|
Euschistus_conspersus|COI-5P-576|KR587504|BBHCM276-10|

pr— Euschistus_tristigmus|COI-5P-792|KJ842016.1
Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-618|KR565527 _BBHCM277-10

97

Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-812|HQ930525|8BPEC201-10]|
Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-858|GUB92435_BBPECO77-00
Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P|KR583943|HMCN132-08|
Euschistus_tristigmus|COI-5P-842|KUB01527 .1
Euschistus_tristigmus|COI-5P-863|KUB01526.1
Euschistus_tristigmus_luridus|COI-5P-607 |KR037264|BBPEC200-10|
Euschistus_tristigmus|COI-5P-836|KU801529.1
Euschistus_tristigmus|COI-5P-850|KUB01525.1
Dichelops_melacanthus|COI-5P-644|JQ218458.1

Proxys_punctulatus|COI-5P-702|KJ642021.1)
Proxys_albopunctulatus|COI-5P-641|JQ218487.1|

J* Euschistus_crassus|COI-5P-792|KJ642002.1

™ Euschistus_crassus|COI-5P-792|KJ842003.1
Euschistus_obscurus|COI-5P-858|BBHMAS535-12
Euschistus_obscurus|COI-5P-858|INFLO28-08|

0.04

Euschistus_obscurus|COI-5P-833|PHFLO043-10

r Euschistus_obscurus|COI-5P-658|CNCHA1125-11
Euschistus_obscurus|COI-5P-658|BBHMAS50-12



ANEXO C - Tabela de distancias par a par
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