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RESUMO
A ordem Coleoptera apresenta aproximadamente 390.000 espécies descritas, possuindo o
maior indice de diversidade dentro da linhagem dos insetos. A identificagdo de varios grupos
de Hexapoda baseia-se principalmente na aplicagdo do método classico, o que pode ser
problematico quando as espécies sdo cripticas. Unidirecionalmente, métodos morfologicos e
moleculares apresentam deficiéncias quanto a identificacdo e delimitagdo de espécies. Desta
forma, ¢ necessario a abordagem multidisciplinar da taxonomia classica que, ao fazer
combinagdes de caracteristicas morfologicas com dados bioldgicos adicionais, permite a
criagdo de taxonomias integrativas. O presente trabalho objetivou realizar uma revisdo teorica
quanto a aplicagdo de métodos de taxonomia integrativa em Coleoptera. Para isto, a
metodologia foi articulada por revisdo de literatura. Foram levantados artigos académicos
publicados no periodo de 2019 a 2023. Somaram-se um total de 22 artigos, dentre os quais, a
integracdo dos dados moleculares ocorreu em 51,5% das vezes. A morfometria geométrica e o
NIRS foram integrados em seis e dois trabalhos, respectivamente. Em pesquisas taxondmicas
com 0s coledpteros, os métodos integrativos frequentemente utilizados sdo os moleculares e
os morfométricos. Embora o método NIRS seja incipiente na ordem, os resultados obtidos sao
satisfatorios. Os artigos levantados apresentaram resultados significativos quanto ao uso

integrado de métodos para resolugdes taxondmicas neste grupo.

Palavras-chave: Métodos Integrativos; Coleoptera; Revisao Bibliografica.



ABSTRACT

The order Coleoptera has approximately 390,000 described species, having the highest
diversity index within the insect lineage. The identification of various groups of Hexapods is
mainly based on the application of the classical method, which can be problematic when the
species are cryptic. Unidirectionally, morphological and molecular methods present
deficiencies in the identification and delimitation of species. Therefore, a multidisciplinary
approach to classical taxonomy 1is necessary which, by making modifications to
morphological characteristics with additional biological data, allows the creation of
integrative taxonomies. The present work aimed to carry out a theoretical review on the
application of integrative taxonomy methods in Coleoptera. For this, a methodology was
articulated through a literature review. Academic articles published between 2019 and 2023
were collected. A total of 22 articles were collected, among which, the integration of
molecular data occurred 51.5% of the time. Geometric morphometrics and NIRS were
integrated in six and two works, respectively. In taxonomic research with Coleoptera, the
integrative methods frequently used are molecular and morphometric. Although the NIRS
method is incipient in order, the results obtained are predominant. The articles collected
presented important results regarding the integrated use of methods for taxonomic resolutions

in this group.

Key-words: Integrative Methods; Coleoptera; Literature review.
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1 INTRODUCAO

A ordem Coleoptera ¢ o clado mais diverso de Hexapoda, possuindo em torno de 390.000
espécies descritas (Gullan, 2017). Os besouros, como sdo popularmente conhecidos, ocupam
basicamente todos os nichos ecologicos, habitando desde o meio terrestre, dgua doce e
marinha, a zonas entremarés e micro-hébitats (Gullan, 2017). Os coleopteros sdo de grande
importancia ecologica, auxiliando em diversos servigos ecossistémicos, como polinizagdo e
ciclagem de nutrientes. Além de muitos grupos possuirem importdncia econdémica como
potenciais pragas agricolas. Neste sentido, a correta delimitagdo das espécies ¢ importante
para a efetivagdo de estratégias para a conservagao destes.

Em linhas gerais, a taxonomia faz uso de métodos classicos calcados na morfologia
externa e aprimorados a partir da criagdo dos adventos da microscopia (Hosking et al., 1976;
Minelli, 1993; Padial et al., 2010). A principal ferramenta de identificacdo na area molecular ¢
o DNA barcoding, que consiste em curtas sequéncias de DNA que podem ser amplificadas
pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sequenciadas e utilizadas para
discriminar e identificar espécies. O trecho regularmente utilizado é o gene mitocondrial
citocromo ¢ oxidase I (COI) (Hebert et al., 2003). As formas e estruturas morfologicas podem
ser medidas, quantificadas e comparadas através de varidveis, como morfologias geométricas,
com o auxilio de modelos, algoritmos e softwares (Rohlf,1990; Lawing; Polly, 2009). Um
outro método ¢ a filogeografia. Esta agrupa evidéncias da micro- ¢ macroevolugdo (Avise,
2009) e tem como foco empirico a paisagem (Lemey et al., 2009; Rius; Turén, 2020), que
torna possivel reconstruir arvores genealdgicas principalmente através do DNA mitocondrial
(mtDNA) (Avise et al., 1979).

A pesquisa taxondmica cumpre diferentes fungdes (Sandall et al., 2023), seja fornecendo
informacdes sobre os tdxons que auxiliam na criagdo de cole¢des bioldgicas, ou na
investigacdo forense, ao permitir o reconhecimento da biota que integra a cena do crime. Da
mesma forma, atua nas dreas da farmacologia, contribuindo na producdo de farmacos com
especificidade microbiologica, e da engenharia florestal e agricultura, ao reconhecer espécies
benéficas, pragas e invasoras. Na saude publica e na biosseguranca, ¢ um importante
mecanismo de identificacdo de potenciais vetores de doencgas (Iriondo, 2000). Em termos de
biodiversidade esta ciéncia contribui no desenvolvimento de inventarios faunisticos. Uma
outra area onde ¢ influente sdo nos debates filosoficos (Kunz, 2012), especialmente quanto a

secular problematica acerca do conceito de espécie, unidade central da taxonomia.
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A identificagdo de varios grupos de Hexapoda baseia-se principalmente na aplicagdo do
método classico, o que pode ser problematico quando as espécies sdo cripticas.
Unidirecionalmente, métodos morfologicos e moleculares apresentam defici€éncias quanto a
identificacao e delimitagdo de espécies. A morfologia comparada carece de conhecimento
suficiente para delimitacdo e revisdo taxondmica devido a plasticidade fenotipica presente nos
caracteres para diagnose. Outros dois problemas consistem na auséncia de chaves de
identificacdo para os espécimes imaturos, € a pouca atencdo dada as formas cripticas
(Cognato et al., 2006; Wang et al., 2015). A analise molecular tem baixa precisao em cenarios
biogeograficos pouco conhecidos, onde estes métodos mostram impossibilidade no
reconhecimento de linhagens-irmas recém surgidas e da biodiversidade ainda nao
documentada (Pires et al., 2010). Outro problema ¢é datar as taxas de variabilidade genética a
nivel inter- e intraespecifico, carentes em varios taxons devido a sobreposicdo de sequéncias
génicas (Lee, 2004). Tendo em mente a superacdo destes déficits, autores como Dayrat
(2005), propuseram intercambiar amplamente os novos e os velhos métodos e conceitos
taxondmicos, dando origem a taxonomia integrativa. Trata-se de uma abordagem
multidisciplinar da taxonomia classica que faz combinagdes de caracteristicas morfoldgicas
com dados bioldgicos adicionais.

A taxonomia integrativa parte do pressuposto de que os resultados obtidos aplicando
variados métodos devem estar integrados a fim de aumentar a coesdo de hipdteses
taxonOmicas. Pensando nisso, esta tese publicada por Dayrat (2005), visa unificar modelos e
métodos sistematicos classicos e aqueles oriundos do amplo desenvolvimento tecnologico,
mais recentes na historia das ciéncias naturais. Este novo campo ndo pretende minar a
taxonomia classica, mas sim, garantir o rigor dos resultados de pesquisas em comunhao com a
ecologia, etologia, ontogenética, historia de vida, quimica e zoogeografia (Schlick-Steiner et
al., 2010). Neste sentido, por recorrer a varias fontes, taxonomistas t€ém contribuido com o
aumento de amostragens, inventarios e conservagdo em biodiversidade (Martinez, 2015;
Sukumaran; Gopalakrishnan, 2015), e facilitado a identificagdo de espécies cripticas
(Bickford et al., 2007). Outras areas como medicina, biotecnologia e agricultura também sdo
indiretamente beneficiadas (German, 2014).

Desta forma, o presente trabalho visou reunir informagdes sobre a aplicacdo de diferentes
métodos integrativos nas pesquisas taxonomicas de Coleoptera para além dos ja consolidados
na morfologia e genética molecular. Também se objetivou realizar uma revisao tedrica quanto

as discussoes sobre o uso integrado desses métodos nesta mesma ordem.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Fundamentos e aspectos historicos da taxonomia e sistematica

Identificar, sistematizar e classificar sdo atividades milenares nas culturas e sociedades
humanas. O termo “taxonomia” foi cunhado por AP de Candolle em 1813, e ¢ derivado das
palavras gregas taxis (arranjo) e nomos (lei). Trata-se de uma ciéncia de carater
tedrico-pratico que lida com a identificacdo, descricdo, nomenclatura e classificacao dos seres
vivos ou extintos (Tahseen, 2014). Em contraste, “sistematica” vem da palavra grega
latinizada “systema”, — referente ao termo utilizado por Linnaeus na 4° edi¢ao de seu Systema
Naturae (1758). Esta, por sua vez, analisa as distintas caracteristicas das espécies e busca
compreender suas relagcdes evolutivas. Assim, acaba por implementar as hipdteses
taxonomicas (Pavlinov, 2021). Nao obstante estes dois conceitos possam aparecer
correlacionados, ambos referem-se a disciplinas diferentes (Wégele, 2005).

Por volta de 400 a.C., os gregos propuseram o que no Ocidente se considera escrito
cientifico (Schuh; Brower, 2009), sendo a classificacido natural aristotélica a principal
referéncia do periodo. Este modelo consistia em duas grandes categorias de seres vivos:
animais e plantas, subdivididas por habitat (Lomar, 2020). Aluno de Platdo, Aristoteles
(384-322 a.C.), teve seu trabalho traduzido para o idioma 4rabe e também para o latim pelos
romanos, o que acredita-se ter garantido a dispersdo de suas ideias pelo mundo (Schuh;
Brower, 2009).

Na modernidade, a taxonomia teve como principal fonte o Systema Naturae (1758) de
Carolus Linnaeus (1707-1778), botanico e naturalista sueco. Linnaeus hierarquizou os
organismos em categorias seguindo um método binomial, utilizado até hoje na nomenclatura
taxondmica (Ridley, 2007). George-Louis Leclerc, conde de Buffon (1707-1788), naturalista
francés, escreveu a colecdo enciclopédica Histoire naturelle (1749-1804), contrapondo o
sistema lineano de histéria natural ao nomear e descrever héabitos e padrdes comportamentais
dos seres vivos, em particular dos animais (Stevens, 2002).

Outros dois franceses que atuaram no desenvolvimento do periodo classico da
sistematica foi Jean Baptiste de Lamarck (1744-1829), com suas Philosophie zoologique
(1809) e Systeme des animaux sans vertebres (1801), onde classifica e relaciona grupos de
animais invertebrados (Morrone, 2013); e o zoologo George Cuvier (1769-1832), ao recorrer
a anatomia comparada de estruturas e 0rgdos internos e a paleontologia para sistematizar a

zoologia (Stevens, 2002).
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O século XVIII tornou-se, entdo, o marco historico da chamada sistematica classica
apos o trabalho de Linnaeus e foi encerrada com a publicacdo de 4 Origem das Espécies
(1859) de Charles Darwin (1809-1882), tese da Teoria da Evolugdo e precursora da
sistematica filogenética (Morrone, 2013). Guiado pelos estudos de Darwin, o bidlogo alemao
Ernst Haeckel (1834-1919), criou uma classificagdo com os reinos Protista, Plantae e
Animalia, esquematizando as relacdes entre os organismos através de uma darvore
genealogica, mas dentro de um padrao semelhante a hierarquia aristotélica, ao invés da
proposta darwiniana de ramificagdes (Dias et al., 2019).

Na génese do século XX, com o surgimento da Sintese Evolutiva Moderna — muitas
vezes chamada de Neodarwinismo —, trabalho que uniu a teoria da sele¢do natural de Darwin
a teoria da hereditariedade de Mendel (Ridley, 2006), os taxonomistas enfrentaram um novo
desafio: introduzir os postulados da Teoria Evolutiva nos sistemas biologicos de classificacgao,
fazendo eclodir a taxonomia evolutiva (Williams, 2008). Esta escola utilizava homoplasias,
caracteres semelhantes originados de convergéncia evolutiva (Ridley, 2006). Além disso,
também faziam uso das homologias, estruturas morfologicamente idénticas, ocasionadas por
evolugdo comum, presentes em mais de um taxon distinto para a investigacao de grupos
naturais e artificiais. A partir das topologias encontradas, sdo formados dois grandes grupos:
os monofiléticos, aqueles relacionados entre si pelo compartilhamento de um ancestral
comum e os parafiléticos, aqueles agrupamentos que contam com alguns descendentes de uma
linhagem ancestral comum. Por outro lado, hd um terceiro tipo, os polifiléticos, que podem
apresentar espécies com dois ou mais ancestrais distintos (Wilkins, 2009; Ridley, 2006). A
partir deste periodo histérico é que as relagdes evolutivas passam a ser compreendidas
mediante processos cladogenéticos de especiagdo, nos quais uma espécie ancestral ramifica-se
dando origem a duas novas espécies; e as modificacdes resultantes da anagénese, que ocorrem
ao longo da propria linhagem (Ridley, 2006).

Contudo, por carecer de modelos probabilisticos e pelas criticas feitas pelos
pesquisadores de que, em certa medida, seria subjetiva, outras duas propostas surgiram: a
taxonomia numérica, publicizada pelos fenéticos (Oswald et al., 2020). Por intento de
organizar objetivamente a diversidade natural, os fenéticos propuseram que analises
estatisticas e quantitativas deveriam ser aplicadas para contemplar as caracteristicas
bioldgicas em sua totalidade (Minelli, 1993). Assim, na taxonomia numérica, o grau de
semelhanca bioldgica geral entre os organismos se sobressai em relacdo ao historico
evolutivo. A aposta era que as Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs), acronimo do

inglés Operational Taxonomic Units, fossem capazes de medir a distancia e similaridade entre
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os grupos. Era da unido entre as OTUs e os algoritmos de agrupamento que os fenogramas
podiam ser inferidos (Vane-Wright, 2013).

Além da implicagdo gerada pela exclusdo dos fatores evolutivos na classificagdo
natural, a fenética também lidava com uma larga gama de modelos matematicos disponiveis
para a operacionalidade dos dados obtidos. Os fenéticos, em defensiva, alegavam ndo haver
problema com a elaboragdo artificial de agrupamentos, contanto que resultassem efeitos
praticos (Oswald et al., 2020). Por outro lado, os cladistas opuseram-se brutalmente aos
fundamentos da taxonomia numérica ao considerar as informagdes evolutivas, contrastando
homologias de homoplasias (Wilkins, 2009).

Na proposta dos cladistas, a sistematica filogenética, trés categorias sdo reconhecidas:
as autapomorfias, os caracteres presentes de forma exclusiva em um taxon; simplesiomorfias,
aqueles caracteres em comum a todos os taxons; e as sinapomorfias, caracteres comuns a
subgrupos de mais de um tdxon (Vane-Wright, 2013) e que os retnem. Nessa escola, as
relacdes evolutivas s3o representadas através de cladogramas. Esses esquemas,
estruturalmente, possuem ramos terminais que partem de nds, que indicam que hd uma
relacdo de ancestralidade evolutiva comum entre as linhagens. Tais relacdes filogenéticas sao
compostas por grupos monofiléticos, sendo considerados naturais e corroborados pela
presenga de sinapomorfias, levando-as a serem as Unicas Uteis para as construgdes hipotéticas
(Vane-Wright, 2013). Deste modo, grupos parafiléticos e polifiléticos sdo considerados
arbitrariedades criadas, ou sdao articulados com base no contraste de fendtipos (Williams,
2008). Outra questao a ser levada em conta ¢ o uso que os cladistas fazem do principio da
maxima parcimonia. Esse critério consiste em avaliar as hipdteses disponiveis e selecionar
aquela que apresentar o menor numero de rotas possiveis, diminuindo a0 maximo o nivel de
complexidade. No entanto, o crivo da parcimdnia serve somente para hipoteses pares, que
tenham o mesmo teor explicativo (Oswald et al., 2020).

Essencialmente, a sistematica filogenética ¢ o modelo hegemodnico na Biologia do século
XXI, mas que tém constantemente passado por uma série de adaptagdes sob o escrutinio
critico dos taxonomistas. Nesta linha de aprimoramento da area, o PhyloCode, Codigo
Internacional de Nomenclatura Filogenética, ¢ um exemplo de proposta recente que visa
superar a taxonomia classica ao substituir a classificacdo lineana por linhagens monofiléticas
(Cantino; De Queiroz, 2000). O PhyloCode ¢ considerado uma parataxonomia por nao
requerer que o trabalho taxondmico seja necessariamente executado por um especialista, € ao
invés de espécimes reconhece as Unidades Taxonomicas Reconheciveis (RTUs), acronimo do

inglés Recognizable Taxonomic Units (Okiwelu; Noutcha, 2014).
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Toda essa busca por aprimorar a sistematica ocorre em detrimento de seu vasto uso e
importancia. Como bem abordado por Lyal e colaboradores (2008), e posto em rol por
Noriega e colaboradores (2015), os aspectos tedricos e técnicos da taxonomia bioldgica sdo
aplicados nas mais variadas ciéncias, sendo imprescindiveis para analises robustas do objeto
estudado. Ocorre que as relagdes evolutivas dependem das unidades taxonomicas, o que
também implica extrair informagdes fenotipicas, morfoldgicas, etologicas, moleculares e
fisiologicas. Nesse sentido, a falta de delimita¢ao taxondmica precisa pode afetar diretamente
a qualidade das relagdes filogenéticas, assim como na elaboracdo de estratégias de
conservagao (Thomson et al., 2018; FiSer et al., 2018).

Quase um milhdo de espécies de animais ja foram identificadas e descritas por
taxonomistas nos ultimos 230 anos, mas ¢ possivel que centenas de espécies tenham ou
possam ser extintas antes de serem descobertas. Para saber quais espécies correm perigo ou
encontram-se em estado de ameaca de extingdo ¢ necessario conhecé-las, e a ciéncia
taxonomica ¢ a principal ferramenta para isto. Qualquer pesquisa a ser iniciada precisa
especificar o nome cientifico do organismo estudado, para que desta forma todas as
informacdes referentes a espécie valida possam ser armazenadas e consultadas por
pesquisadores de diferentes areas de atuacdo e de todas as partes do mundo (Narendran,
2000). Até mesmo um campo aparentemente remoto como a filosofia ¢ diretamente
influenciado por esta discussdo referente ao conceito e a delimitagdo de espécie (Kunz, 2012).

Nao apenas filosofos, mas taxonomistas e bidlogos em geral, também preocupados
com a interpretagdo e conceituacao de espécie, publicaram inimeras teses por longas décadas.
Uma delas foi a de espécie morfologica ou morfoespécie que, segundo Cronquist (1978), ¢
uma unidade distinta de seus grupos aparentados por caracteres morfoldgicos, ndo levando em
conta propriedades ecoldgicas e comportamentais. Este conceito recebeu criticas de Mayr
(1942) por simples diferengas baseadas em categorias bioldgicas distintas, desde idade a
diferenciagdo sexual. O autor também aponta a vasta quantidade de espécies
morfologicamente semelhantes, como o caso de espécies-irmas e as espécies cripticas, que
sao fenotipicamente idénticas e encontram-se isoladas para a reprodugdo (Struck; Cerca,
2019). De acordo com Wheeler (2008), um outro problema ¢ a existéncia de espécies
polimérficas; tipos morfoldgicos diversos dentro de uma mesma espécie, devido a variacao
genética individual.

Mayr (1942) e Dobzhansky (1937) defenderam o conceito biologico de espécie (CBE),
enquanto um grupo ou uma populagdo de individuos capazes de cruzar entre si e gerar

descendentes férteis, mas que estdo reprodutivamente isolados de outros grupos a eles
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relacionados. Anos depois, Simpson (1951), na tentativa de suprimir a lacuna deixada pelo
CBE quanto a inclusdo de organismos assexuados e as espécies ja em extin¢do, propds a
espécie evolutiva. Para Wiley (1981), este conceito refere-se a uma linhagem unica de
populagdes ancestrais-descendentes que conserva, no espago-tempo, sua identidade através de
caracteristicas diferentes das de outras linhagens proximas, possuindo sua propria historia
evolutiva. Em 1976, Van Valen sugeriu a espécie ecoldgica, compreendendo-a enquanto uma
ou mais linhagens aparentadas que se distribuem por uma zona de adaptagdo ndo muito
diferente daquela ocupada por outras linhagens. Ainda segundo ele, estas espécies se
reproduzem e se desenvolvem de modo independente das demais encontradas fora de suas
limitacdes biogeograficas.

Nas décadas seguintes, outros novos conceitos de espécie foram apresentados. Um deles
por Templeton (1994), com a ideia de espécie de coesdo, em que uma linhagem seria
resultado de forcas basicas de microevolucdo, como selecdo natural, deriva genética e,
ocasionalmente, fluxo génico. Ou seja, este autor, ao considerar a genética de populagdes
como explicagdo para a origem das semelhangas fenotipicas entre as espécies, aproxima-se da
nogao de espécie evolutiva. Como discutido por Claridge (1997), o conceito filogenético de
espécie originou-se da analise critica do conceito bioldgico de espécie, por considerar que o
fluxo génico ndo seria o Unico fator atuante no processo de diferenciagdo de grupos; e da
aproximacao entre a sistematica filogenética e a taxonomia. Sendo assim, Nixon ¢ Wheeler
(1990) sugeriram que uma espécie filogenética consiste em uma pequena linhagem de
organismos sexuais ou assexuais reunidos por caracteres exclusivos e comparaveis, de modo
que seja possivel distinguir variagdes intraespecificas das interespecificas.

Apesar da importancia da taxonomia para manuten¢do da biodiversidade, alguns
autores (Noriega et al., 2015; Britz et al., 2020) tém chamado a ateng¢do para uma possivel
crise taxondmica, como assim consideram. Alertando principalmente para o pouco
investimento financeiro, caréncia de apoio de institui¢des publicas, arrecadacdo de fundos e
para a baixa forma¢do de taxonomistas qualificados para ampliar o levantamento da
biodiversidade global (Britz et al., 2020). Ou seja, acredita-se haver uma relacdo estreita entre
a perda massiva da biodiversidade e esta crise denunciada. Segundo estes autores, a
necessidade de métodos acurados e que possam intercambiar a taxonomia as outras ciéncias €
urgente. Neumann et al., 2018, argumentam ainda que a legislagdo de pesquisas em
biodiversidade ¢ dificultada pelas disputas intercapitalistas globais. Fato que dificulta
estipular a real taxa de distribuicao geografica dos grupos, que t€ém se mostrado muito maior

do que a atual.
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2.2 Taxonomia integrativa

Delimitar espécies pode ser um desafio (Fujita et al. 2012; Sangster, 2014), mas que
precisa ser superado devido a sua importdncia essencial para a pesquisa em biologia
comparada, e por seu cardter de unidade basica para conservagdo e recuperacdo da
biodiversidade (Frankham et al., 2012). Pensando nisso, a taxonomia integrativa, tese
publicada por Dayrat (2005), visa unificar modelos e métodos sistematicos classicos e aqueles
oriundos do amplo desenvolvimento tecnologico, mais recentes na historia das ciéncias
naturais. S3o reconhecidos diversos métodos dentro desta proposta: além do classico uso da
morfologia, hd o sequenciamento gendémico, a sistematica filogenética e a filogeografia
(Sukumaran; Gopalakrishnan, 2015). Medidas morfométricas, testes estatisticos altamente
sofisticados, modelos ecologicos, informagdes biogeograficas (Arribas et al., 2012),
quimiotaxonomia e espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) (Cruz-Barraza et al.,
2012; Carvalho et al., 2023) também entram no rol metodologico.

A taxonomia integrativa parte do pressuposto de que os resultados obtidos aplicando estes
variados métodos devem estar integrados a fim de aumentar a coesdo de hipdteses
taxondmicas. Alguns dos critérios que devem compor uma pesquisa neste campo foram
apresentados por Cicero e colaboradores, (2021). De inicio, deve haver uma defini¢ao precisa
do conceito de espécie a ser utilizado. Também ¢ necessario: buscar analisar, apresentar e
discutir se ha congruéncia entre o conjunto de caracteres estudados e considerar uma
amostragem geografica robusta para comparar esses caracteres. Outro critério inclui sempre
avaliar fatores como sele¢do sexual e fluxo génico, especialmente em grupos que se especiam
mesmo em auséncia de isolamento geografico, chamados parapatricos. Por fim, ¢ preciso
realizar comparagdes entre os tdxons evolutivamente relacionados para auxiliar na conclusao

quanto ao grau de divergéncia de caracteres até um possivel status de espécie nova.

2.1.1 METODOS INTEGRATIVOS

2.1.2 Método classico

A taxonomia cléssica ¢ um método simples e de baixo custo financeiro utilizado para
identificar, classificar, nomear e descrever organismos com base em caracteristicas

morfoanatdmicas. As classificagdes sdo hierarquizadas ¢ o sistema de nomenclatura ¢
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binomial, ambos derivados do modelo linneano. Esta metodologia lida com um modo de
organizagdo artificial por ndo refletir em suas classificagdes as relagdes evolutivas naturais.
Através de regras de um Cdodigo Internacional de Nomenclatura Zoologica (ICZN), elaborado
em 1999 e frequentemente monitorado por uma comissao internacional de cientistas, nomes
repetidos ou redundantes dados a estas categorias sdo evitados (Martinez-Goss; Arguelles,
2020; Tahseen, 2014).

No inicio da década de 1950, os taxonomistas puderam contar com a criacdo da
microscopia eletronica e, anos depois, com o desenvolvimento da microscopia eletronica de
varredura (Hosking et al., 1976). Ambas as técnicas trouxeram maior sofisticacdo e precisao
as analises morfologicas (Minelli, 1993), hegemonicas ha mais de 250 anos (Padial et al.,
2010). Sao delas que surgem as observagdes e documentagdes de morfologia externa geral
(cabega, pronoto, ¢litro, meso e metatérax, abdomen e pernas). As estruturas de grande valor
para diagnose, tal qual as genitélias, e as etapas do desenvolvimento, como o edeago, também
sdo estudadas por essas técnicas (Okiwelu; Noutcha, 2014).

Os levantamentos de caracteres sdo acompanhados de chaves taxondmicas que, quando
publicizadas, permitem aos taxonomistas e demais pesquisadores a comparacdo entre
espécimes de diferentes colegdes e museus cientificos. Para executar uma pesquisa na area ¢
requerido uma boa capacidade analitica e de avaliagdo para identificar e investigar os tdxons.
Embora sejam métodos antigos, os trabalhos com morfologia ndo param de se aprimorar.
Desde meados de 1980 que em laboratérios usam-se programas e softwares para a
reconstru¢do de filogenias, permitindo que, a partir de novas andlises de conjuntos inteiros de
caracteres, novas hipoteses filogenéticas sejam elaboradas (Okiwelu; Noutcha, 2014; Tahseen,

2014).

2.1.3 Estudos moleculares

As principais tecnologias moleculares para o sequenciamento de DNA surgiram na
década de 1970 e deram base para as atuais técnicas automatizadas, incluindo os primeiros
trabalhos do Projeto Genoma Humano (Zolet, 2017). Inicialmente com o método de Sanger,
um modelo répido, eficiente e pouco radioativo, que utilizava a sintese entre DNA polimerase
e um pequeno primer de oligonucleotideo para iniciar a reacdo em cadeia (Sanger et al.,
1977). E, posteriormente, com o método dos autores Maxam e Gilbert (1977), que buscavam

sequenciar o DNA pela degradagao quimica desta molécula.
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Como apontado por Pires e Marinoni (2010), o uso do DNA como método surgiu
enquanto alternativa a morfologia por serem considerados os seguintes limites: as chaves
taxonOmicas especificas para o reconhecimento de fases imaturas sdo escassas € pouca
atencdo ¢ dada as espécies cripticas. Outro ponto critico refere-se ao trabalho de um
taxonomista classico implicar em um conhecimento altamente especializado dos grupos, o
que impossibilita a identificacio das espécies por outros pesquisadores. Dentre os
contrapontos, o fato da plasticidade morfologica poder levar a erros de identificagdo também
¢ um elemento. Por sua singularidade nucleotidica, o DNA passou a ser considerado um tipo
de “codigo de barras” capaz de superar os limites da taxonomia classica (Hebert et al., 2003).

O método ¢é pratico, dispensa grandes investimentos financeiros e permite identificar a
espécie em qualquer fase do ciclo de vida, incluindo as formas cripticas (Waugh, 2007; Witt et
al., 2006). O DNA barcoding ¢ curto e de facil amplificagao por PCR e sequenciamento. Ele
lida com minusculas sequéncias de DNA conservadas e extraidas da molécula central, o que
permite o desenvolvimento de primers universais (Waugh, 2007; Savolainen et al., 2005). A
regido 648 pb do gene do citocromo ¢ oxidase subunidade I (COI) é o mais utilizado para
taxons animais (Hebert et al, 2003). A escolha do COI ocorreu devido algumas vantagens: a
exclusividade dos codificadores de proteinas da mitocondria e o rigor dos primers universais,
que propicia o sequenciamento de boa parte de organismos modelos dos grupos animais
(Elmeer et al., 2012). O COI também ¢ capaz de lidar com multiplos dados filogenéticos,
tornando possivel integra-lo as andlises filogeograficas intraespecificas e com alta taxa de
mutacao, sobretudo em relagdo ao DNA nuclear, que cede informagdes biparentais (Hupato et

al., 2018; Vieira et al., 2019).

2.1.4 Morfometria geométrica

As técnicas morfométricas sdo essenciais para as ciéncias bioldgicas e médicas (Rohlf,
1990). Em ecologia e evolugdo, a morfometria ¢ aplicada em estudos do desenvolvimento
ontogenético, estratégias ecologicas de adaptagcdo, morfologia funcional e patologia (Zelditch
et al., 2004). Em sua forma classica, a morfometria considerava variaveis tais como
comprimento, largura e altura, medidas por instrumentos simples, como paquimetros, e
analisadas com métodos de estatistica uni e multivariada (Marcus, 1990). Neste periodo, entre
os anos 1960 e 1970, as ferramentas multivariadas tornaram-se sofisticadas pelo uso de
Analise de Variancia (ANOVA), Analise Multipla de Variancia (MANOVA), Analise Multipla
de Covaridancia (MANCOVA), Andlise de Componentes Principais (PCA), Andlise de
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Variaveis Candnicas (CVA) e Andlise Fatorial e Analise Discriminante Linear (LDA) (Adams
et al., 2004).

No entanto, no inicio de 1990, os dados morfoldgicos passaram a ser quantificados a partir
de coordenadas geométricas cartesianas do corpo e das estruturas, em vez de variaveis
lineares (Rohlf, 1990; Lawing; Polly, 2009). Com isso, alguns autores (Rohlf; Marcus, 1993;
Adams et al., 2004) consideram um marco revolucionario para o campo da morfometria. Estas
novas possibilidades deram origem a morfometria geométrica, area que permite medir e
descrever quantitativamente a variagao e covariacao entre formas morfoldgicas e compara-las
com outras variaveis (MacLeod, 2002; Reyment, 1982). Para isto, as principais ferramentas
utilizadas compunham o que Adams e colaboradores (2013) chamaram de ‘“Paradigma
Procrustes”, que inclui Analise Generalizada de Procrustes (GPA), Andlise Discriminante de

Funcao (DFA), e os ja citados PCA, ANOVA/MANOVA e CVA (Cooke; Terhune, 2015).

2.1.5 Filogeografia

Segundo Avise (2009), uma pesquisa filogeografica integra evidéncias de processos micro

e macroevolutivos ao se fundamentar nas areas de biogeografia historica, genética de
populacdes e sistematica filogenética. A paisagem, ao incluir um recorte espago-temporal, ¢
um dos principais polos desta area, pois permite mapear e reconstruir arvores genealogicas
especialmente a partir de sequéncias moleculares (Lemey et al., 2009; Rius; Turén, 2020).
Sendo assim, para compreender os padrdes de distribuicdo dessas linhagens e de suas historias
demograficas, seja no presente ou em outras eras geoldgicas, também € necessario extrair
informagdes da genética molecular, etologia, ecologia, paleontologia e geologia (Avise, 2000).
Desde o surgimento da filogeografia, entre as décadas de 1970 e 1980 (Avise et al.,

1979; Avise et al., 1987), o foco dos estudos com animais tém sido o DNA mitocondrial
(mtDNA) (Avise et al., 1979). Isto ocorre porque esta molécula permite reconhecer
componentes vestigiais desde as primeiras etapas de evolucdo das linhagens (Rocha et al.,
2013). Porém, recentes ferramentas moleculares como o DNA microssatélite e polimorfismos
de base tnica podem servir de informagdes complementares (Frangoso et al., 2016; Rocha et
al., 2013). Para uma andlise filogeografica concisa, os métodos empregados (Knowles;
Carstens, 2007; Knowles, 2009; Frangoso et al., 2016) na reconstru¢do de arvores
filogenéticas, que costumam ser varidncia mutacional e coalescente, principio da parcimdnia,
maxima verossimilhanca e inferéncia bayesiana, precisam estar alinhados as OTUs (Toulza et

al., 2012).
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2.1.6 Quimiotaxonomia

A quimiotaxonomia refere-se a um conjunto de métodos que, para identificar e
classificar, baseia-se na observacao de organismos evolutivamente proximos que possam
apresentar caracteristicas bioquimicas e fisiologicas comuns (Hao et al., 2015). As diferencas
quimicas e os metabdlitos secundarios sdo investigados em elementos da composi¢do celular
como poliaminas, lipidios polares, pigmentos, agucares, acidos graxos, quinonas ¢
peptidoglicanos, de onde sao extraidas informagdes agrupadas (Busse et al., 1996).

Além de ser discutido em termos de métodos moleculares e genotipicos, o contetido
guanina + citosina (G+C) do DNA (mol%) pode ser considerado alvo da quimiotaxonomia, e
medido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Mesbah et al., 1989). As
propostas de autores como Lechevalier (1968;1977) e Schleifer (1985) guiam maneiras de
isolar agtcares, aminoacidos e peptidoglicanos de parede celular. Uma outra inclusdo, nesta
metodologia, consistiu na espectrometria de massa por ionizacao e dessorcao a laser assistida

por matriz com analisador por tempo de voo (MALDI-TOF) (Lay, 2000).

2.1.7 Espectroscopia no infravermelho préximo (NIRS)

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIRS) ¢ uma técnica analitica rapida,
nao-destrutiva e econdmica, empregada para classificar e caracterizar especialmente material
bioldgico (Gillon, et al., 2001). A avaliagdo e obtencdo da complexidade dos dados ocorre a
partir de ferramentas quimiomeétricas, seguindo o principio da espectroscopia de inferir a
capacidade de absorbancia da luz infravermelha proxima, em um comprimento de onda entre
780 e 2500 nm, de uma amostra (Pasquini, 2003). Com a emissao do espectro, o método
NIRS ¢ capaz de capturar a impressdo bioquimica exclusiva do componente organico
(Jouquet, et al., 2014).

Segundo Azevedo e colaboradores (2019), a técnica ndo deixa quaisquer tipos de
residuos, sendo necessarias poucas amostras, frescas ou secas, podendo ser trabalhada in sifu.
Desta forma, NIRS se sobressai em relagao a alguns métodos moleculares por nao ser caro e,
em certo nivel, ndo prejudicial, diferente do DNA barcoding. Nas ultimas duas décadas, de
acordo com Depickére e colaboradores (2019), houve uma crescente onda de estudos
taxondmicos utilizando o método de espectroscopia no infravermelho proximo para
identificar espécies de insetos. Esta técnica permite escanear a presenca de hidrocarbonetos

atuantes nas funcdes de comunicacao intraespecifica, protecdo contra dessecacao e associados
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a idade do espécime, presentes nas cuticulas desses animais (Johnson; Naiker, 2019; Alegria
et al., 2022). Como cada espécie possui moléculas tnicas de hidrocarbonetos, alteragdes
espectrais e varios padroes de vibragdes podem significar a presenca de espécies distintas

(Rodriguez-Fernandez et al., 2011).

2.1.1.2 ORDEM COLEOPTERA

Coleoptera apresenta aproximadamente 390.000 espécies descritas, somando o maior
indice de diversidade dentro da linhagem dos insetos (Gullan, 2017). O Brasil possui 35.568
espécies validas (Costa et al., 2024). Os besouros, como sao chamados, ocupam basicamente
todos os nichos ecologicos, habitando desde o meio terrestre, 4gua doce e marinha, a zonas
entremarés e micro-habitats. Alimentam-se de estruturas internas e externas de vegetais e
animais, e em todas as etapas de decomposi¢do. Os habitos de detritivoria e fungivoria sdo
comuns. Poucos sdo parasitas (Gullan, 2017).

Este sucesso de adaptacdo pode ser explicado pela evolugdo das asas e pela variedade
morfologica do aparelho bucal, que os permite desenvolver diferentes habitos alimentares
(Marinoni et al., 2001). As formas adultas, corriqueiramente, t€m o exoesqueleto densamente
esclerotizado, com o corpo variando de tamanho pequeno a muito grande. Na regido dianteira,
o par de asas do tipo ¢litro € rigido e, por vezes, até compacto. Sao os élitros que protegem o
par de asas posteriores membranosas e o restante do corpo do animal, além de garantir o
equilibrio durante o voo, processo em que se mantém estaticos e entreabertos (Costa Lima,
1952).

A anatomia externa dos coledpteros se subdivide em uma cabeg¢a bem delimitada com
olhos compostos desenvolvidos a ausentes, e sem presenga de ocelos. O aparelho bucal conta
com mandibulas, pegas bucais aptas a processar alimento solido, ao morder e mastigar. As
principais estruturas sensoriais, as antenas, em média contam com 11 segmentos (Costa Lima,
1952). Apresentam um protérax grande e movel e um mesotorax com tamanho reduzido. No
abdomen ha aproximadamente 9 segmentos nas fémeas e 10 nos machos. Os pares de pernas
sdo grandes e mdveis com aptidao para andar, cavar solo e madeira, ¢ em algumas espécies,
para nadar e saltar. A genitdlia dos machos ¢ retratil e trilobada e nas fémeas geralmente se
observa ovipositor. O desenvolvimento ¢ holometabdlico e as larvas apresentam grande
variacao morfologica (Gullan, 2017).

Por sua diversidade taxonomica e presenga massiva em diferentes ecossistemas, os

coledpteros compdem a dieta de alguns invertebrados e vertebrados, como aves, lagartos e
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pequenos mamiferos (Speight et. al., 1999). Estes animais também costumam ser consumidos
por seres humanos em culturas asidticas e africanas devido ao alto teor nutricional (Gullan,
2017). Na agricultura, possuem importancia econdmica com um grande numero de espécies
fitofagas e predadoras de outros insetos e plantas nocivas para a lavoura, atuando no controle
bioldgico (Costa Lima, 1952). Os besouros tém atividades ecologicas diversas: sdo
polinizadores, dispersores de sementes, bioindicadores do nivel de degradacao florestal, e
organismos fundamentais na ciclagem de nutrientes e na ciéncia forense (Oliveira, 2018;
Zhang et al., 1997; Silva; Silva, 2011; Mariano et al., 2011; Fialho et al., 2022; Santos, 2014).
Todas estas diferentes estratégias adaptativas morfofisiologicas e ecoldgicas da a ordem vasta
distribuicdo geografica e permitem que sejam bem estudadas por taxonomistas e sistematas

(Gullan, 2017).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Realizar uma revisao teorica quanto a aplicagdo de métodos de taxonomia integrativa

em Coleoptera.

3.2 Objetivos especificos

e Apontar os métodos mais utilizados para identificacdo nos grupos de Coleoptera;
e Discutir como os métodos de forma integrada trazem evidéncias mais robustas em

comparagdo aos métodos isolados.

4 MATERIAL E METODOS

Articulada por revisao de literatura elaborada entre os anos de 2022 e 2023. Foram
escolhidos artigos académicos publicados no periodo de 2019 a 2023. Este recorte de cinco
anos foi selecionado devido ao intervalo em que as publicagdes sao atualizadas nas revistas
cientificas. Para realizar a pesquisa foram acessadas as seguintes plataformas de periodicos

académicos: Google Scholar, Periodicos CAPES, Pubmed e Scielo. Nas ferramentas de
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navegacdo destes periddicos as buscas foram guiadas pelas palavras-chave: “methods of
taxonomy”, “integrative taxonomy”, “integrative taxonomy in Coleoptera”, “geometric
morphometrics”, ‘“geometric morphometrics in Coleoptera”, “chemotaxonomy in
Coleoptera”, “near-infrared spectroscopy (NIRS) in Coleoptera”, “phylogeography” e
“phylogeography in Coleoptera”.

5 RESULTADOS

Foram levantados um total de 22 artigos referentes a taxonomia integrativa em
Coleoptera (Tabela 1). Dentre os trabalhos analisados, os dados moleculares foram utilizados,
de modo integrado, 17 vezes (em 51,5% dos trabalhos). A morfometria geométrica foi
aplicada em seis trabalhos, e o NIRS, em dois. Ambos os métodos também estiveram em uso

integrado nesses artigos.

5.1 Intervalo de tempo vs métodos integrativos

Dentre o periodo de intervalo amostrado, 2019 a 2023, percebemos que houve uma
maior concentracdao de trabalhos relacionados ao método molecular (Figura 1). Ainda, dentre
os intervalos amostrais, verifica-se que os artigos envolvendo dados moleculares e
morfoldgicos em Coleoptera concentram-se no ano de 2022 (Figura 2), com um total de cinco
trabalhos (Tabela 1). Em 2021, as pesquisas utilizando os métodos integrativos de
filogeografia e morfometria geométrica contaram com trés e dois estudos publicados,
respectivamente. Contudo, no mesmo periodo, os dados moleculares se sobressairam com
quatro trabalhos (Tabela 1). Em contrapartida, todos os artigos utilizando a integracdo do

método NIRS aparecem apenas no ano de 2023, com duas publicagdes (Figura 2).

5.2 Métodos integrativos vs familias de Coleoptera

Quanto aos estudos publicados no intervalo amostral, verificamos que algumas

familias de Coleoptera, que corriqueiramente sao estudadas dentre as 180 existentes, podemos

destacar: Curculionidae (25% dos estudos levantados), seguidas das familias Carabidae,
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Scarabaeidae e Staphylinidae com 12,5% cada (Figura 3). Todas as demais familias obtiveram

um percentual inferior a 10%.

Artigos de taxonomia integrativa em Coleoptera publicados entre os anos de 2019 e 2023

Ano de Metodologias empregadas
publicacio
Dados Filogeografia | Morfometria NIRS Quimiotaxonomia
moleculares geométrica
2019
Brunke, et al. Brunke, et al. Niogret, et al.
Niogret, et al. Pardo-Diaz, et
al.
Pardo-Diaz, et al.
2020 Moret, et al. Caf, et al.
2021 Duran, et al. Duran, et al. Wactawik, et
al.
Stiiben et al. Przybycien, et
al. Sheth, et al.
Przybycien, et al.
Wactawik, et al.
Wactawik, et al.
2022 Berrilli, et al. Berrilli, et al. Johnson, et al.

Catzim, et al.

Guerrero, et al.

Sasanka, et al.

Yoo, et al.




26

2023

Lewis, et al.

Ruzicka, et al.

Zubrii, et al.

Zubrii, et al.

Zubrii, et al.

Berrilli, et al.

Zubrii, et al.

Crépon, et

al.

Ospina-Roz

o, ctal.

Quimiotaxonomia

9,1%

NIRS

6,1%

Morfometria geométrica
18,2%

Filogeografia

15,2%

Dados moleculares

51,5%

Figura 1. Percentual de métodos de taxonomia integrativa frequentemente utilizados em Coleoptera

entre os anos de 2019 e 2023.
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Figura 2. Proporcao anual de estudos utilizando métodos de taxonomia integrativa em Coleoptera
entre os anos de 2019 e 2023.
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Figura 3. Familias de Coleoptera mais pesquisadas na area de taxonomia integrativa entre os anos de
2019 e 2023, em porcentagem.
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6 DISCUSSAO

Este estudo investigou o uso dos diversos métodos de taxonomia integrativa na
resolucdo de familias de Coleoptera. Nossos resultados evidenciaram que entre as
metodologias empregadas, aquelas que utilizam dados moleculares e morfologicos, sdo
comumente utilizadas na definicdo de grupos desta ordem. Em 2005 a taxonomia integrativa
foi apresentada como uma proposta alternativa ao uso isolado de métodos de identificacao. A
premissa central desta nova disciplina ¢ conciliar metodologias diversas e intercambiar os
resultados obtidos para aumentar a robustez das hipoteses taxondmicas.

O método classico, utilizado hd mais de 250 anos, permite identificar e documentar
espécies com base na morfologia externa (Padial et al., 2010; Okiwelu; Noutcha, 2014). A
consolidacdo secular deste método explica a quantidade excedente de trabalhos em relacdo a
maioria. Equiparado a outros métodos, como o molecular, os caracteres morfologicos foram
tdo amplamente consultados nos artigos levantados quanto. Embora tenham um alto
percentual de aplicagdo, as analises moleculares sdo técnicas inseridas de modo mais recente
na historia da taxonomia: datando a década de 1970, com o surgimento dos métodos de
Sanger, de Maxam e Gilbert ¢ com os primeiros sequenciamentos do Projeto Genoma
Humano (Zolet, 2017; Sanger et al., 1977; Maxam; Gilbert, 1977).

A partir dos resultados, podemos verificar que algumas familias de Coleoptera sao
frequentemente estudadas em detrimento de outras, devido ao alto grau de diversidade
morfoldgica, como ¢ o caso de Curculionidae. O estudo de Wactawik et. al., 2021, em que
utilizaram uma combinag¢do de técnicas moleculares e morfométricas, verifica a posi¢ao
taxonOmica e a validade das espécies do subgénero Liophloeus Weise, 1894 e Liophloeus
Germar, 1817 (Coleoptera: Curculionidae: Entiminae: Polydrusini). O subgénero em questao
inclui cinco espécies cripticas, que foram descritas com base nos caracteres morfologicos do
edeago (genitalia masculina). Esta apresenta variagdes inter- e intraespecificas e também sao
sobrepostas. As cinco espécies compartilham caracteristicas ecologicas e geograficamente se
distribuem sobretudo nas montanhas da Europa Central e Oriental. Dois marcadores
ribossomais, 28S-D2 e ITS2, e um marcador mitocondrial, o COI, foram os métodos
moleculares utilizados para estimar a diversidade genética e filogenética do subgénero. As
filogenias suportadas pelos marcadores ribossomais corroboraram a delimitagao ja conhecida
das espécies.

A filogenia mitocondrial, por sua vez, apontou para hibridizagdo e introgressao entre

as espécies de Liophloeus. Com a morfometria multivariada, foram avaliados caracteres
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morfoldgicos diversos que permitiram a conclusdo de baixo percentual na diversidade
interespecifica. A diferencga entre as espécies também tém sido fortalecida pela densa presenca
dos endossimbiontes bacterianos Rickettsia e Wolbachia, e a partir dessas informagdes
hipoteses filogenéticas foram aventadas possibilitando uma nova série de evidéncias.
Curculionidae desafia a sistematica por sua grande variagdo morfologica, e isto faz com que
habitualmente os métodos taxondomicos adotados sejam os marcadores moleculares e os dados
filogendmicos. Entretanto, o uso destes limitou-se as subfamilias e muitas tribos e géneros
continuam na posi¢ao de ndo resolvidos. Deste modo, a taxonomia integrativa, ao combinar
métodos morfologicos e moleculares, tem contribuido com a superagdo dos déficits na
sistematica da familia dos gorgulhos (Curculionidae).

Da mesma forma, em Carabidae, os autores Zubrii e colaboradores (2022) e Zubrii e
colaboradores (2023), utilizaram o gene Citocromo c¢ oxidase (COI), a morfometria
geométrica e a filogeografia para resolver e revisar problemas taxondmicos no subgénero
Cryobius Chaudoir, 1838 (Coleoptera: Carabidae: Pterostichus Bonelli, 1810). No primeiro
estudo, a historia biogeografica de Pterostichus (Cryobius) mandibularoides foi questionada
devido a ocorréncia de espécimes na Eurasia, onde ainda ndo haviam sido documentadas. A
espécie era conhecida por sua ampla distribuicdo na América do Norte, e com uma parte
disjuntiva na borda Nordeste da Asia em Chukotka e na Ilha Wrangel. A anélise molecular
detectou oito haplotipos de COI nessas grandes faixas geograficas, e um hapldtipo 28S rRNA
foi encontrado na Eurdsia. Com o auxilio da filogenia bayesiana, foi constatado um
parentesco comum recente entre P. mandibularoides e as espécies irmas P. brevicornis e P.
nivalis. No segundo estudo, duas espécies cripticas ainda do subgénero Cryobius Chaudoir,
1838 foram sinonimizadas por métodos integrados: Pterostichus (Cryobius) kolymensis
Erjiomin, 1998 ¢ P. (C.) mandibularoides Ball, 1966. Os dados da morfometria geométrica
ndo mostraram diferengas significativas entre as formas do pronoto e do edeago. Entretanto,
para os dados moleculares, os espécimes consultados pertencem a P. (C.) mandibularoides e a
espécie tem origem trans-beringia com dispersao pela América do Norte e norte da Eurasia.
Assim, para Zubrii e colaboradores (2022), devido a complexidade morfologica das espécies
criticas de Cryobius, os espécimes de P. kolymensis devem ser identificados por intermédio de
metodologias integradas aos dados moleculares. Foi com esta abordagem que foram
confirmados novos dados a respeito da distribuicdo de P. mandibularoides no Paleartico.

Outra metodologia bastante empregada que verificamos em nosso estudo ¢ a
morfometria geométrica. Surgida nos anos 1960 e 1970, a morfometria baseava-se em uma

série de andlises estatisticas aplicadas na medi¢do de distancias lineares, tais quais largura,
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comprimento e angulo (Rohlf; Marcus, 1993). Porém, no inicio da década de 1990, esta
metodologia passou por uma revolucdo (Rohlf; Marcus, 1993; Adams et al., 2004) ao ser
aplicada para aferir e quantificar os dados morfologicos por meio de coordenadas geométricas
cartesianas (Rohlf,1990; Lawing; Polly, 2009). Este método foi integrado por Brunke e
colaboradores (2019) para reconhecer espécies de besouros holarticos Quedionuchus
plagiatus (Coleoptera: Staphylinidae), linhagem antes considerada um complexo de espécies.
A morfometria do edeago trouxe evidéncias expressivas para a identificacdo e revisdo deste
grupo. Este método revelou sobreposi¢ao entre um agrupamento de 52 espécimes presentes do
Paleartico Oriental e Nedartico, enquanto os espécimes do Paledrtico Ocidental formaram
linhagens separadas e morfologicamente proximas dos agrupamentos do Paleartico Oriental,
mas ndo mostraram-se sobrepostas. Nao obstante os representantes das Montanhas Altai
tenham formado grupos morfologicamente proximos com os do Paleartico Ocidental, apenas
0 Unico espécime que teve o genoma sequenciado formou clado com os do Paleartico
Oriental. Além disso, a jun¢do da taxonomia classica permitiu aos autores levantar caracteres
morfoldgicos distintos e validar as espécies Q. armipes, Q. reitterianus, Q. yunnanensis € Q.
caucasicus. Os caracteres morfologicos, moleculares e filogenéticos validaram Q.
samuraicus, Q. deceptor, Q. gilaensis e Q. plagiatus. Com as analises morfométricas foi
possivel observar um consideravel grau de variacdo nos padrdes de coloragdo, medidas do
corpo, além do edeago. As linhagens revisadas foram realocadas em Reitterianus e
Samuraicus, grupos morfologicamente bem definidos e fora da antiga nomenclatura Q.
plagiatus.

Contudo, também observamos que outros métodos desta revisdo ainda possuem baixa
aplicabilidade. O NIRS ¢ um destes, quando nos referimos aos grupos de Coleoptera. Este tem
sido utilizado na taxonomia por aproximadamente duas décadas, sobretudo em outros
agrupamentos de insetos, como Diptera e em pouquissimas familias de Coleoptera (Depickere
et al., 2019; Johnson, 2020). Mayagaya e colaboradores (2009) usou a espectroscopia na
regido do visivel (VIS) e do infravermelho proximo (NIR), ou Vis-NIRS, para distinguir as
espécies cripticas Anopheles gambiae (Giles) e Anopheles arabiensis (Patton), normalmente
identificadas por técnicas moleculares. A identificagdo teve uma precisdo de
aproximadamente 100% para os individuos mantidos em laboratdrio e 80% para as amostras
coletadas em campo. O estudo de Fischnaller e colaboradores (2012) obteve resultados
parecidos. Ao analisar feixes de luz entre 500 e 2.200 nm, foi possivel identificar as espécies
Drosophila obscura (Fallen) e D. subobscura (Collin) com uma precisdo de 85% para os

espécimes que também haviam sido coletados em campo.
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O NIRS possui diversas vantagens na sua amplificacdo por ceder dados de aspectos
morfoldgicos, gendmicos e geograficos dos espécimes (Johnson, 2020). Entretanto, estes
métodos integrativos possuem limitagdes, seja quanto a clareza em delimitagdo de espécies,
discriminacao de formas cripticas, ao tempo de duragdo das pesquisas ou a quantidade de
investimento material (Pires; Marinoni, 2010; Waugh, 2007; Witt et al., 2006; Fischnaller et
al., 2012).

Stiiben & Schiitte, 2021, também fizeram uso da abordagem integrativa para a
descricdo de duas novas espécies: Acalles romani Stilbben & Schiitte, 2021e. e Echinodera
philippei Stiiben & Schiitte, 2021a. Os autores investigaram ambas as espécies da familia
Curculionidae com ocorréncia na Argélia e Marrocos, a fim de distingui-las de linhagens
aparentadas. Na nova chave de identificagdo, as duas espécies estdo relacionadas a A. romani
e E. philippei. A metodologia integrada, além de trazer novos caracteres morfoldgicos,
apresentou as primeiras evidéncias moleculares com o DNA barcoding. Concluiu-se que,
evolutivamente, os novos tixons estdo mais proximos daqueles do Noroeste da Africa,
Espanha, Italia e Peninsula Ibérica. Os pesquisadores também relataram a insuficiéncia da
descrigao classica por registrar de modo repetitivo e escasso os caracteres morfoldgicos de E.
philippei e de A. sierrae. As sequéncias de DNA que, tal como o COI, permitiram a
construcdo de filogenias moleculares das novas espécies foram incluidas no GenBank, o que
acredita-se que permitira novos trabalhos taxondmicos.

Na tribo Sericini (Coleoptera: Scarabaeidae), Ranasinghe e colaboradores (2022)
avaliaram o grau de precis@o do método COI para delimitar multiplas morfoespécies coletadas
em campo no Sri Lanka. A metodologia contou com o Modelo de Processos de Arvore por
Poisson (PTP), a Analise Estatistica de Parcimonia (TCS), a Descoberta Automatica de
Lacunas de Codigo de Barras (ABGD), a Montagem de Espécies por Particionamento
Automético (ASAP) e as Atribui¢des de Numero de Indice de Codigo de Barras (BIN). O uso
destes métodos resultou em diferentes quantidades de Unidades Taxondmicas Operacionais
Moleculares (MOTUs), acronimo do inglés Molecular Operational Taxonomic Units. Das 45
morfoespécies estudadas, 18 apresentaram congruéncia com as MOTUs geradas por todos os
métodos. As espécies cripticas formaram grandes aglomeragdes. Para lidar com as
incongruéncias na identificagdo e na delimitacdo das morfoespécies e das espécies geradas
pelo COI, os autores integraram a macroecologia devido aos padrdes de variabilidade genética
intraespecifica relacionados a diversidade morfologica das populagdes. Os resultados levaram

os pesquisadores a concluir que ¢ improvavel que o método COI isolado seja eficaz para o
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estabelecimento correto dos limites de todas as espécies do grupo, sendo necessario uma
abordagem integrada de delimitacdo, especialmente do modelo taxondmico classico.

No complexo de espécies Cafius bistriatus (Erichson) da familia Staphylinidae, Yoo e
colaboradores (2022) realizaram uma revisao sistematica com amostras coletadas ao longo do
Pacifico Oriental ¢ Oceano Atlantico, incluindo o Mar do Caribe. O trabalho consistiu em
analises morfoldgicas e moleculares, através do COI e do 28S. As espécies C. bistriatus, C.
rufifrons Bierig e C. sulcicollis LeConte, por apresentarem similaridades na morfologia do
edeago, sdao consideradas formas cripticas. Para a identificacdo destas espécies, foram
avaliados os niveis de diversidade génica e a monofilia das arvores filogenéticas. A
microscopia eletronica de varredura para caracteres micromorfolégicos, o COI e o 28S em
arvores de parciménia e da maxima verossimilhanca, validaram as trés espécies e
corroboraram uma Unica linhagem. Entretanto, as relagdes evolutivas ndo foram resolvidas
pelos dados isolados oriundos do 28S. A resolugdo sistematica total da linhagem ocorreu pela
juncdo dos dados do COI com os do 28S. O alinhamento dos resultados pela integragdo da
morfologia com os dados moleculares permitiu a sinonimizagdo de Cafius bistriatus fulgens
Frank em C. bistriatus, pela forma do edeago e dos padrdes da cabeca e do pronto, € na

redescri¢do da espécie C. bistriatus.

7 CONSIDERACOES FINAIS

e (s métodos moleculares ¢ morfométricos sao mais comumente utilizados em relagao
ao uso integrado de outras metodologias para a pesquisa taxondmica em Coleoptera;

e O método NIRS, embora ainda seja incipiente em Coleoptera, t€ém apresentado
resultados significativos em algumas familias da ordem:;

e Os artigos levantados contam com resultados significativos atinentes ao uso integrado

de métodos na resolucdo de problemas taxondomicos em grupos de Coleoptera.
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