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A b str a ct — A c a nt h a c e a e i s a f a mil y of t r o pi c al fl o w e ri n g  pl a nt s  wit h a p p r o xi m at el y 4 9 0 0 s p e ci e s.  D e s pit e r e m a r k a bl e v a ri ati o n i n  m o r p h o-
l o gi c al t r ait s, r e s e a r c h o n  p att e r n s of c h a r a ct e r e v ol uti o n h a s b e e n li mit e d b y  u n c e rt ai n r el ati o n s hi p s a m o n g s o m e of t h e  m aj o r li n e a g e s.  W e
s a m pl e d 1 6 t a x a f r o m t h e s e  m aj o r li n e a g e s t o e sti m at e a  p h yl o g e n o mi c f r a m e w o r k  u si n g a c o m bi n ati o n of fi v e n e wl y s e q u e n c e d s h ot g u n
g e n o m e s ki m s  pl u s s e v e n n e w a n d f o u r  p u bli cl y a v ail a bl e t r a n s c ri pt o m e s.  W e  u s e d  O rt h o Fi n d e r 2 t o i nf e r a s p e ci e s t r e e  wit h st r o n g b r a n c h
s u p p o rt.  E x c e pt f o r t h e  pl a c e m e nt of Cr a b be a , o u r r e s ult s c o r r o b o r at e t h e  m o st r e c e nt c hl o r o pl a st a n d n rI T S s e q u e n c e- b a s e d t o p ol o g y.  Of 5 8 7
si n gl e c o p y l o ci, 1 0  w e r e r e c o v e r e d f o r all 1 6 s p e ci e s; a  R A x M L t r e e e sti m at e d f r o m t h e s e 1 0 l o ci r e s ult e d i n t h e s a m e t o p ol o g y a s ot h e r  d at a-
s et s a s s e m bl e d i n t hi s st u d y,  wit h t h e e x c e pti o n of r el ati o n s hi p s a m o n g t h r e e s a m pl e d s p e ci e s of B arleri a ; h o w e v e r, b r a n c h s u p p o rt  w a s l o w e r
c o m p a r e d t o t h e t r e e r e c o n st r u ct e d  u si n g  m o r e  d at a.  A B B A- B A B A t e st s  w e r e c o n d u ct e d t o i n v e sti g at e  p att e r n s of i nt r o g r e s si o n i n v ol vi n g
Cr a b be a ; f e w n u cl e oti d e s s u p p o rt e d alt e r n ati v e t o p ol o gi e s. S plit s T r e e n et w o r k s of t h e 5 8 7 l o ci a n d 6 1 3 6 o rt h o g r o u p t r e e s r e v e al e d c o nfl i ct
a m o n g t h e b r a n c h e s l e a di n g t o  A n d r o g r a p hi d e a e,  W hit fi el di e a e, a n d Ne ur a c a nt h us .  A  p ri n ci p al c o m p o n e nt s a n al y si s i n t r e e s p a c e f o u n d n o
di sti n ct cl u st e r s of t r e e s.  O u r r e s ult s b a s e d o n c o m bi n e d g e n o m e s ki m a n d t r a n s c ri pt o m e s e q u e n c e s st r o n gl y c o r r o b o r at e t h e  p r e vi o u sl y  p u b-
li s h e d c hl o r o pl a st a n d n r-I T S- b a s e d  p h yl o g e n y of  A c a nt h a c e a e  wit h i n c r e a s e d r e s ol uti o n a m o n g  B a rl e ri e a e,  A n d r o g r a p hi d e a e,  W hit fi el di e a e,
a n d Ne ur a c a nt h us .  T hi s a d v a n c e i n o u r k n o wl e d g e of  A c a nt h a c e a e r el ati o n s hi p s  will all o w  u s t o i n v e sti g at e c h a r a ct e r e v ol uti o n a n d ot h e r  p h e-
n o m e n a  wit hi n t hi s  di v e r s e g r o u p of  pl a nt s i n st u di e s  wit h i n c r e a s e d t a x o n s a m pli n g.

K e y w o r d s — A n gi o s p e r m s, hi g h t h r o u g h p ut s e q u e n ci n g,  L a mi al e s,  p h yl o g e n eti c s.

A c a nt h a c e a e ( L a mi al e s) i s a f a mil y of h e r b s, s h r u b s, li a n a s,
a n d t r e e s  wit h a n e sti m at e d 4 9 0 0 s p e ci e s ( M c D a d e et al.
2 0 0 8).  A r e vi s e d cl a s si fi c ati o n of t h e f a mil y r e c o g ni z e s 1 9 1
g e n e r a, 1 9 s u bt ri b e s, 1 0 t ri b e s, a n d f o u r s u bf a mili e s a n d
i n cl u d e s A vi ce n ni a m a n gr o v e s ( T ri p p et al. 2 0 2 2).  M o st  m e m-
b er s of  A c a nt h a c e a e h a v e a  w o o d y c a p s ul e t h at i s e x pl o si v el y
d e hi s c e nt ( a b s e nt i n s o m e e a rl y- di v e r gi n g  m e m b e r s).  A c a n-
t h oi d e a e (t h e “ r eti n a c ul at e cl a d e ” ) h a v e h o o k-li k e st r u ct u r e s
t h at  p r o p el s e e d s a s t h e f r uit  d e hi s c e s a n d t hi s i s a s y n a p o-
m or p h y f or t h e cl a d e ( M c D a d e a n d  M o o d y 1 9 9 9;  M c D a d e
et al. 2 0 0 8;  C o o p e r et al. 2 0 1 8;  T ri p p et al. 2 0 2 2).  A g r e at  d e al
r e m ai n s t o b e l e ar n e d a b o ut  m or p h ol o g y, a n at o m y, a n d
p h y si ol o g y i n t h e f a mil y, i n  p arti c ul a r  wit h r e s p e ct t o  p olli n a-
ti o n bi ol o g y a n d  p att e r n s of fl o r al e v ol uti o n ( s e e  M c D a d e a n d
W e e k s 2 0 0 4;  T ri p p 2 0 0 7, 2 0 0 8;  T ri p p a n d  M a n o s 2 0 0 8;  M u c h-
h al a et al. 2 0 0 9;  O rt e g o n- C a m p o s et al. 2 0 0 9;  T ri p p a n d  T s ai
2 0 1 7;  Z h u a n g a n d  T ri p p 2 0 1 7 b).

A s n e w s e q u e n ci n g a n d  p h yl o g e n eti c  m et h o d s h a v e
b e c o m e a v ail a bl e, k n o wl e d g e of  A c a nt h a c e a e  p h yl o g e n y a n d
u n d e r st a n di n g of  m o r p h ol o gi c al e v ol uti o n h a v e i n c r e a s e d
( M c D a d e et al. 2 0 0 5;  D a ni el et al. 2 0 0 8;  Ki el a n d  M c D a d e
2 0 1 4; Fi s h e r et al. 2 0 1 5;  Ki el et al. 2 0 1 8;  D a r b y s hi r e et al. 2 0 1 9).
Y et, t h er e h a s b e e n n o f a mil y- wi d e i n v e sti g ati o n of  p h yl o g e-
n eti c r el ati o n s hi p s si n c e  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8; s e e al s o  T ri p p
a n d  M c D a d e 2 0 1 4).  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8)  u s e d f o ur c hl o r o-
pl a st r e gi o n s a n d n u cl e a r n rI T S, a n d s a m pl e d all  m aj o r li n e-
a g e s a c r o s s t h e f a mil y.  T h e s e a ut h o r s r e c o v er e d a st r o n gl y
s u p p o rt e d t r e e, e x c e pt f or r el ati o n s hi p s a m o n g t h e cl a d e s t h at
c o m p ri s e “ B A W N ” (i. e.  B a rl e ri e a e,  A n dr o g r a p hi d e a e,  W hit-
fi el di e a e, Ne ur a c a nt h us ; Fi g. 1). I n  p a rti c ul a r, t h e  pl a c e m e nt of
Ne ur a c a nt h us a s si st e r t o t h e r e m ai n d e r of “ B A W N ” w a s

w e a kl y s u p p o rt e d ( B a y e si a n  p o st e ri o r  p r o b a bilit y [ B P P] 5
0. 7 2;  p a r si m o n y b o ot str a p [ P B] , 5 0 %;  D e c a y I n d e x 5 1).
T ri p p a n d  M c D a d e ( 2 0 1 4)  u s e d n rI T S a n d a d d e d t w o c p
r e gi o n s f or a t ot al of si x; t h e s e a ut h o r s r e c o v er e d a t r e e  wit h
all b r a n c h e s . 9 9 %  B P P.  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8) f o u n d a  B A W N
cl a d e t h at i s si st e r t o a st r o n gl y s u p p o rt e d J u sti ci e a e 1 R u el-
li e a e ( Fi g. 1). I n c o nt r a st,  T ri p p a n d  M c D a d e ( 2 0 1 4) f o u n d t h at
Ne ur a c a nt h us i s si st er t o  B A W 1 (J u sti ci e a e 1 R u elli e a e).
Alt h o u g h r e c e nt st u di e s h a v e a d v a n c e d o u r k n o wl e d g e of
e v ol uti o n ar y r el ati o n s hi p s  wit hi n a n u m b e r of li n e a g e s
( M c D a d e et al. 2 0 0 5, 2 0 1 2, 2 0 1 8;  Ki el et al. 2 0 0 6, 2 0 1 7, 2 0 1 8;
T ri p p 2 0 0 7;  D a ni el et al. 2 0 0 8;  T ri p p et al. 2 0 1 3, 2 0 1 7;  T ri p p
a n d  D a r b y s hi r e 2 0 1 7;  G r all a n d  D a r b y s hi r e 2 0 2 1), l a c k of r e s-
ol uti o n al o n g t h e b a c k b o n e of t h e  A c a nt h a c e a e  p h yl o g e n y i s
a hi n d r a n c e t o  u n d e r st a n di n g  m ol e c ul ar a n d  m o r p h ol o gi c al
e v ol uti o n a c r o s s t h e f a mil y ( M c D a d e et al. 2 0 0 8;  T ri p p a n d
M c D a d e 2 0 1 4).  T o  d at e, t h er e i s o n e  p u bli cl y a v ail a bl e
g e n o m e ( R uelli a s pe ci os a ;  Z h u a n g a n d  T ri p p 2 0 1 7 a) a n d 1 7
t r a n s c ri pt o m e s of  A c a nt h a c e a e ( H u a n g et al. 2 0 1 4;  G a r g et al.
2 0 1 5;  Y a n g et al. 2 0 1 5;  C h e r u k u p alli et al. 2 0 1 6;  Z h u a n g a n d
T ri p p 2 0 1 7 b, 2 0 2 2;  L y u et al. 2 0 1 8;  M o r ai s et al. 2 0 1 9).

W e t o o k a  p h yl o g e n o mi c a p pr o a c h t o e sti m at e a n e w  p h y-
l o g e n y f o r  A c a nt h a c e a e.  O u r s e q u e n ci n g st r at e g y c o m bi n e s
t h e b e n efi t s of g e n o m e s ki m s a n d t h e b e n efi t s of t r a n s c ri p-
t o m e s.  M aj o r a d v a n c e s i n s e q u e n ci n g t e c h n ol o g y a n d  m et h-
o d s of s u b- s a m pli n g t h e g e n o m e h a v e e n a bl e d t h e  u s e of
t h o u s a n d s of  u nli n k e d n u cl e a r l o ci f or  p h yl o g e n o mi c st u di e s.
W hil e t h e c o st of g e n o m e s e q u e n ci n g h a s  d e cr e a s e d o v er
ti me ( L o m a n et al. 2 0 1 2), it r e m ai n s r e s o u r c e-i nt e n si v e t o
s e q u e n c e e nti r e g e n o m e s f or  m o st  pl a nt s p e ci e s,  p arti c ul a rl y
b e c a u s e  pl a nt s h a v e s o m e of t h e l ar g e st g e n o m e s k n o w n t o
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d at e ( D o d s w ort h et al. 2 0 1 5).  A n ef fi ci e nt alt e r n ati v e i s t o
s e q u e n c e a n d a s s e m bl e t h e t r a n s c ri pt o m e, eff e cti v el y s a m-
pli n g a s u b s et of t h e g e n o m e. F o r e x a m pl e, t h e t r a n s c ri pt o m e
i s e sti m at e d t o c o m p o s e l e s s t h a n 5 % of t h e t ot al g e n o m e i n
h u m a n s ( F rit h et al. 2 0 0 5;  El d e m et al. 2 0 1 7;  U n g ar o et al.
2 0 1 7).  T r a n s cri pt o m e s e q u e n c e s c a n b e  mi n e d f or o rt h ol o g o u s
l o ci ( M or ai s et al. 2 0 1 9) a n d  u s e d t o e sti m at e n u cl e a r  p h yl o g e-
ni e s,  w h et h er t h e y  w e r e i niti all y s e q u e n c e d f or t h at  p u r p o s e
o r n ot ( R ot hf el s et al. 2 0 1 3;  Wi c k ett et al. 2 0 1 4;  G a r g et al.
2 0 1 5;  C h e r u k u p alli et al. 2 0 1 6;  H o d el et al. 2 0 1 6;  W hit e et al.
2 0 1 6;  W u et al. 2 0 1 6).  A  d r a w b a c k of t r a n s c ri pt o m e s e q u e n c-
i n g i s t h at it  m u st b e gi n  wit h  R N A  p u rifi c ati o n a n d  R N A
d e gr a d e s q ui c kl y.  H o m e b r e w a n d c o m m er ci al kit s ( S al e hi
a n d  N aj a fi 2 0 1 4) a r e a v ail a bl e t o  p r e s e r v e  R N A f r o m f r e s h ti s-
s u e f or l at e r e xt r a cti o n, b ut e a c h s p e ci e s t h at a r e s e a r c h er
wi s h e s t o s a m pl e  m u st b e g r o w n o r c oll e ct e d i n t h e fi el d  wit h
s o m e f or et h o u g ht t o  u si n g t h e ti s s u e f o r t r a n s cri pt o m e
s e q u e n ci n g.

W h e n n o  R N A f r o m li vi n g ti s s u e of a  pl a nt i s a v ail a bl e a n d
s e q u e n ci n g t r a n s c ri pt o m e s i s n ot  p o s si bl e, a c o n v e ni e nt alt e r-
n ati v e i s t o s e q u e n c e g e n o m e s ki m s f r o m  d ri e d  pl a nt ti s s u e.
I n g e n o m e s ki m mi n g, a li b r ar y of t h e t ot al g e n o mi c  D N A i s
m ulti pl e x e d  wit h  m a n y g e n o mi c li b r a ri e s o n a s e q u e n ci n g
fl o w c ell, t h er ef or e r e st ri cti n g t h e n u m b e r of s e q u e n c e f r a g-
m e nt s g e n e r at e d f o r e a c h li b r ar y.  G e n o m e s ki m mi n g i s a r el a-
ti v el y i n e x p e n si v e a n d effi ci e nt  m et h o d t o g e n er at e  d at a f o r
p h yl o g e n eti c st u di e s of n o n- m o d el o r g a ni s m s ( Ri c ht e r et al.
2 0 1 5).  D N A f or g e n o m e s ki m mi n g c a n b e e xtr a ct e d a n d
s e q u e n c e d f r o m  d ri e d l e a v e s, i n cl u di n g  pl a nt ti s s u e  p r e-
s e r v e d a s h e r b a ri u m s p e ci m e n s ( Ri p m a et al. 2 0 1 4;  W a s h b u r n
et al. 2 0 1 5).  D N A c a n b e s u c c e s sf ull y e xtr a ct e d f r o m s p e ci-
m e n s t h at a r e  m a n y  d e c a d e s ol d ( W ei ß et al. 2 0 1 6;  Y e at e s et al.
2 0 1 6; F u n k 2 0 1 8; J o r d o n- T h a d e n et al. 2 0 2 0).  Alt h o u g h  D N A
i n l e a v e s h a s b e e n e sti m at e d t o  d e c a y e x p o n e nti all y ( H art
et al. 2 0 1 6), t hi s l o s s c a n b e  miti g at e d  u si n g  m o d e r n li b r ar y
p r e p ar ati o n a n d n e xt- g e n er ati o n s e q u e n ci n g ( N G S)  m et h o d s.

Ot h e r  m et h o d s t o s u b- s a m pl e t h e g e n o m e i n cl u d e r e st ri c-
ti o n sit e- a s s o ci at e d s e q u e n ci n g ( R A D- s e q;  G ni r k e et al. 2 0 0 9)
a n d  H y b- s e q ( L e m m o n et al. 2 0 1 2;  W eit e mi e r et al. 2 0 1 4).
T h e s e a r e r el ati v el y l o w- c o st s ki m mi n g  m et h o d s t h at h a v e
b e e n s u c c e s sf ull y  u s e d f o r  pl a nt  p h yl o g e n o mi c st u di e s ( E at o n
a n d  R e e 2 0 1 3;  M c K ai n et al. 2 0 1 8;  D o d s w ort h et al. 2 0 1 9;  H al e
et al. 2 0 2 0), i n cl u di n g st u di e s of  A c a nt h a c e a e ( T ri p p et al.
2 0 1 7;  D a ni el a n d  T ri p p 2 0 1 8;  C o mit o et al. 2 0 2 2;  D a r b y s hi r e
et al. 2 0 2 0;  T ri p p a n d  D a r b y s hi r e 2 0 2 0).  W hil e  R A D s e q a n d
H y b- s e q a r e eff e cti v e at g e n e r ati n g s e q u e n c e  d at a f r o m a c r o s s
t h e g e n o m e f o r  m ulti pl e s a m pl e s,  d at a c a n o nl y b e c o m bi n e d
if t h e s a m e r e st ri cti o n e n z y m e s o r b ait s a r e  u s e d t o  p r e p a r e
t h e s a m pl e s.  T hi s  m a y  m a k e it  diffi c ult t o a d d n e w s a m pl e s
l at e r o r t o c o m bi n e  d at a a cr o s s st u di e s,  w h er e a s t hi s i s r el a-
ti v el y e a s y t o  d o  wit h  d at a f r o m t r a n s c ri pt o m e s a n d g e n o m e
s ki m mi n g.

G e n o m e s ki m mi n g, t r a n s cri pt o m e s,  R A D s e q, a n d  H y b- s e q
h a v e b e e n c o m p ar e d i n t er m s of t h ei r c o st s a n d ef fi c a c y ( W e n
et al. 2 0 1 5;  Y u et al. 2 0 1 8;  Zi m m e r a n d  W e n 2 0 1 5).  T r a n s cri p-
t o m e s a r e oft e n s e q u e n c e d t o g ui d e t h e i d e ntifi c ati o n of c o d-
i n g s e q u e n c e s f or t a r g et e d s e q u e n ci n g ( G ni r k e et al. 2 0 0 9;
P a v e y et al. 2 0 1 5;  W a s h b ur n et al. 2 0 1 5; Fi s h e r et al. 2 0 1 6;
T ri p p et al. 2 0 1 7;  A n et al. 2 0 1 9;  D a r b y s hi r e et al. 2 0 2 0).
S e q u e n c e s g e n e r at e d t h r o u g h g e n o m e s ki m mi n g c a n b e  u s e d
t o c o m p a r e o r g a n ell a r  p h yl o g e n eti c si g n al s t o n u cl e a r si g n al s
( S c h mi c kl et al. 2 0 1 6;  W a s h b u r n et al. 2 0 1 7).  H o w e v e r, if
h o m ol o g o u s l o ci c a n b e i d e nti fi e d  di r e ctl y f r o m b ot h g e n o m e
s ki m s a n d t r a n s cri pt o m e s, t h e n t h e s e s e q u e n c e s  m a y b e c o m-
bi n e d i n a si n gl e  m atri x t o  m a xi mi z e s p e ci e s s a m pli n g t h at
m a y b e ot h e r wi s e c o n st r ai n e d b y t h e a v ail a bilit y of li vi n g ti s-
s u e f or  R N A e xt r a cti o n.

T o t a k e a d v a nt a g e of  d at a fr o m b ot h tr a n s cri pt o m e s a n d
g e n o m e s ki m mi n g,  w e tri al e d a n a p pr o a c h t o c o m bi n e t h e t w o
s e q u e n ci n g t y p e s t o e sti m at e a p h yl o g e n y of  A c a nt h a c e a e.  W e
s e q u e n c e d s e v e n n e w tr a n s cri pt o m e s a n d fi v e g e n o m e s ki m s,
i d e ntifi e d ort h ol o g o u s l o ci a cr o s s s a m pl e d t a x a, a n d e sti m at e d
a n u cl e ar p h yl o g e n y of  A c a nt h a c e a e.  W e u s e d t hi s p h yl o g e n y
t o t e st t h e t o p ol o gi e s of pr e vi o u s st u di e s t h at u s e d S a n g er
s e q u e n ci n g ( M c D a d e et al. 2 0 0 8;  Tri p p a n d  M c D a d e 2 0 1 4), p ar-
ti c ul arl y f or t h o s e br a n c h e s of t h e tr e e t h at h a d l o w s u p p ort i n
e arli er st u di e s.  W e t h e n  d et er mi n e d s u p p ort f or t h e t o p ol o g y
u si n g  m a xi m u m li k eli h o o d ( M L) b o ot str a p pi n g, n et w or k s, a n d
tr e e- s h a p e si mil arit y a n al y s e s.  W e c o m p ar e d c o nfl i ct s b et w e e n
o ur tr e e a n d pri or tr e e s b a s e d o n c hl or o pl a st 1 nrI T S l o ci
( M c D a d e et al. 2 0 0 8;  Tri p p a n d  M c D a d e 2 0 1 4)  u si n g  M L c o n-
str ai nt a n al y s e s a n d  A B B A- B A B A t e st s f or i ntr o gr e s si o n.

M A T E RI A L S  A N D M E T H O D S

S a m pli n g — Si xt e e n s p e ci e s of  A c a nt h a c e a e  w e r e s a m pl e d i n t h e  p r e-
s e nt st u d y t o t ri al a  m et h o d of c o m bi ni n g g e n o m e s ki m s a n d t r a n s cri p-
t o m e s f o r  p h yl o g e n eti c a n al y si s.  T a x a  w e r e c h o s e n t o r e p r e s e nt t h e  m aj o r
li n e a g e s of  A c a nt h a c e a e b a s e d o n  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8) a n d s u m m a ri z e d
i n  T ri p p et al. ( 2 0 2 2)  wit h a n e m p h a si s o n s a m pli n g r e p r e s e nt ati v e s f r o m
t h e  B A W N cl a d e ( 1 0 s p e ci e s) t o t e st f o r  m o n o p h yl y of B arleri a a n d g ui d e
o u r r e s e a r c h i n t hi s g r o u p ( C o mit o et al. 2 0 2 2). Si x s a m pl e d t a x a r e p r e s e nt
ot h e r  m aj o r li n e a g e s of  A c a nt h a c e a e  w h o s e  p h yl o g e ni e s h a v e b e e n
r e c e ntl y st u di e d i n g r e at e r  d et ail,  wit h t h e e x c e pti o n of A c a nt h us ( T ri p p
2 0 0 7;  T ri p p et al. 2 0 1 3; Fi s h e r et al. 2 0 1 5;  Ki el et al. 2 0 1 7, 2 0 1 8). A vi ce n ni a
m ari n a w a s  u s e d a s t h e o ut- g r o u p ( A p p e n di x 1).  T r a n s c ri pt o m e s f o r t h r e e
s p e ci e s ( A c a nt h us le uc ost a c h ys,  A n dr o gr a p his p a ni c ul at a,  A vi ce n ni a  m ari n a )
w e r e  d o w nl o a d e d f r o m  G e n B a n k ( T a bl e 1; n ot e t h at si n c e t h e c u rr e nt
st u d y  w a s c o m pl et e d, fi v e a d diti o n al t r a n s c ri pt o m e s h a v e b e e n r el e a s e d;
M o r ai s et al. 2 0 1 9).  T h e t r a n s c ri pt o m e f o r R uelli a si m ple x w a s s e q u e n c e d
a n d a s s e m bl e d i n  E.  T ri p p' s l a b at t h e  U ni v e r sit y of  C ol or a d o  B o ul d e r
( Z h u a n g a n d Tri p p 2 0 2 2).  N e w s e q u e n c e s  w er e g e n er at e d f or 1 2 s p e ci e s

F I G. 1.  P h yl o g e n eti c e sti m at e of  A c a nt h a c e a e b a s e d o n f o u r c hl or o pl a st
l o ci a n d nr-I T S, a d a pt e d f r o m  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8),  p r u n e d t o i n cl u d e o nl y
t a x a s a m pl e d i n t h e  pr e s e nt st u d y.  P a r si m o n y b o ot st r a p a n d  B a y e si a n  p o s-
t eri o r  pr o b a bilit y v al u e s f or  m aj o r cl a d e s a r e s h o w n.  T h e t hr e e b r a n c h e s
t h at h a d l o w  M L b o ot st r a p s u p p o rt i n t h e c hl o r o pl a st a n d n r-I T S st u d y a r e
s h o w n  wit h r e d s u p p ort v al u e s.
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( A p p e n di x 1).  Of t h e s e,  m R N A  w a s e xtr a ct e d f r o m f r e s h ti s s u e of s e v e n
s p e ci e s f o r t r a n s c ri pt o m e s e q u e n ci n g ( B arleri a al b ostell at a,  B. oe n ot her oi des ,
B. r ot u n dif oli a,  Ble p h aris di versis pi n a , Ble p h aris s pi nife x, J usti ci a p a ci fi c a,  W hit-
fi el di a el o n g at a).  D N A  w a s e xtr a ct e d f o r s h ot g u n g e n o m e s ki m s e q u e n ci n g
f o r fi v e s p e ci e s f o r  w hi c h o nl y  d ri e d l e af ti s s u e  w a s a v ail a bl e ( Cr a b be a
vel uti n a , L a n kesteri a ele g a ns , Le pi d a g at his d ul cis , Le pi d a g at his sessilif oli a , Ne u-
r a c a nt h us afri c a n us ).

N u cl ei c  A ci d  E xtr a cti o n — m R N A  w a s e xt r a ct e d  u si n g t h e  B r A D- s e q
( B r e at h  A d a pt er  Di r e cti o n al S e q u e n ci n g)  m et h o d f r o m f r e s h l e a v e s of
s e v e n s a m pl e s g r o w n i n t h e  C alif o r ni a St at e  U ni v e r sit y  L o n g  B e a c h g r e e n-
h o u s e.  V o u c h e r s p e ci m e n s of t h e s e  pl a nt s  w e r e  d e p o sit e d i n t h e  L o n g
B e a c h  H e r b a ri u m ( L O B).  W e f oll o w e d  T o w n sl e y et al. ’s ( 2 0 1 5)  p r ot o c ol
e x c e pt t h at  w e  u s e d 5 0 0 m L of l y s at e bi n di n g b uff e r a n d  w a s h e d
st r e pt a vi di n- b o u n d b e a d s  wit h 2 0 0 m L b uff e r  A, b uff e r  B, a n d l o w s alt
b uff e r.  T h e  m R N A  w a s q u a nti fi e d  u si n g a S y n er g y  H 1  H y b ri d  R e a d e r
( Bi ot e k,  Wi n o o s ki,  V e r m o nt).

G e n o mi c  D N A  w a s e xt r a ct e d f r o m h er b ari u m s a m pl e s  u si n g a  m o di fi e d
C T A B  m et h o d ( D o yl e a n d  D o yl e 1 9 8 7).  Dri e d l e af ti s s u e  w a s fl a s h-f r o z e n
i n li q ui d nit r o g e n a n d a d d e d t o 3 g of s a n d i n a  m ort ar a n d g r o u n d i nt o a
fi n e  p o w d er, t h e n a d d e d t o 5 0 0 m L of e xt r a cti o n b uff e r i n a t u b e.  T u b e s
w er e i n c u b at e d f or 1 5  mi n i n a 3 7 C  d r y  pl at e, t h e n i n a 6 5 C  w at er b at h
f or 3 0– 4 0  mi n a n d i n v ert e d e v er y 5  mi n.  N e xt, 5 m L of  R N A s e  A  w a s a d d e d
t o t h e t u b e  w hi c h  w a s t h e n i n c u b at e d f or 3 0  mi n i n a 3 7 C  d r y  pl at e.  N e xt,
5 0 0 m L of c ol d c hl o r of o r m  w a s a d d e d a n d t u b e s  w er e c e nt rif u g e d f or
1 0  mi n at 1 2, 0 0 0 r p m.  N e xt, 4 0 0 m L of t h e s u p e r n at a nt  w a s r e m o v e d a n d
D N A  w a s  pr e ci pit at e d i n 1  m L of c ol d 9 5 %  Et O H f or 2 – 3 w k i n a 2 2 0 C
f r e e z er. Fi n all y, s a m pl e s  w er e s p u n i n a r ef ri g e r at e d ( 4 C) c e ntrif u g e f or
1 5  mi n at 1 2, 0 0 0 r p m t o f or m a  p ell et,  w a s h e d i n 1  m L c ol d 9 5 %  Et O H, a n d
s p u n f or 5  mi n at 1 2, 0 0 0 r p m.  A n y r e m ai ni n g s u p e r n at a nt  w a s e v a p or at e d
u si n g a s p e e d- v a c u u m c e ntrif u g e f or 2 0  mi n o n  m e di u m h e at.  P ell et s  w er e
r e s u s p e n d e d i n 1 0 0 m L  ult r a- p ur e  Milli p or e  w at er.  Q u alit y  w a s c h e c k e d o n
a 1 % a g a r o s e g el r u n f or 4 5  mi n at 1 2 0  m V a n d q u a nti fi e d  u si n g a
S y n er g y  H 1  H y b ri d  R e a d e r ( Bi ot e k,  Wi n o o s ki,  V er m o nt).

Li br ar y  Pr e p ar ati o n a n d S e q u e n ci n g — O n c e e xtr a ct e d, t h e  m R N A  w a s
f r a g m e nt e d, c D N A  w a s s y nt h e si z e d, a n d b a r c o d e a d a pt er s  w e r e
a n n e al e d.  T h e  m R N A ( 7. 5 m L)  w a s f r a g m e nt e d i n a s ol uti o n of  R T  B uff e r
a n d 3 9 p ri mi n g a d a pt er, i n c u b at e d at 2 5 C f o r 1 s, 9 4 C f o r 1. 5  mi n, a n d
4 C f o r 5  mi n.  Of t hi s  m R N A s ol uti o n, 5 m L  w a s  mi x e d  wit h r e v e r s e t r a n-
s c ri pt a s e.  N e xt, c D N A  w a s s y nt h e si z e d at 2 5 C f o r 1 0  mi n, 4 2 C f o r 5 0
mi n, 5 0 C f o r 1 0  mi n, 7 0 C f o r 1 0  mi n.  T h e c D N A  w a s i s ol at e d  u si n g 5 m L
of 5 0- m M  E D T A ( p H 8. 0) a n d 3 0 m L  A g e n c o u rt  A M P ur e  X P b e a d s ( B e c k-
m a n  C o ult e r,  B r e a,  C alif or ni a).  Cl u m p e d b e a d s  w er e  w a s h e d t wi c e  wit h
3 0 0 m L 8 0 %  Et O H. Ill u mi n a b a r c o d e a d a pt e r s  w e r e a n n e al e d b y a d di n g
D N A  P ol y m e r a s e s ol uti o n, i n c u b ati n g at r o o m t e m p e r at u r e f o r 1 5  mi n
t h e n a d di n g 1 0 m L 5 0- m M  E D T A  p H 8. 0 a n d 3 0 m L of n e w  A M P ur e  X P

B e a d  R e s u s p e n si o n  B uff e r, a n d  w a s hi n g t wi c e  wit h 3 0 0 m L 8 0 %  Et O H.
c D N A  w a s q u a nti fi e d  u si n g a S y n e r g y  H 1  H y b ri d  R e a d e r ( Bi ot e k,  Wi n o o-
s ki,  V e r m o nt), a n d b y r u n ni n g 2 m L of  p r o d u ct o n a 1 % a g a r o s e g el.  O nl y
s a m pl e s t h at  di s pl a y e d l o n g, b ri g ht s m e a r s i n t h e g el  w e r e s u b mitt e d
f o r s e q u e n ci n g.

c D N A li br a ri e s f o r s e v e n s p e ci e s ( T a bl e 1)  w e r e  p r e p a r e d a n d s e nt t o
t h e  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a– I r vi n e ( U CI)  G e n o mi c s  Hi g h- T hr o u g h p ut
F a cilit y f o r s e q u e n ci n g o n a n Ill u mi n a  Hi S e q 4 0 0 0 ( S a n  Di e g o,  C alif o r ni a).
Li b r a r y q u alit y  w a s a s s e s s e d at  U CI  wit h a  Bi o A n al y z er ( A gil e nt, S a nt a
Cl a r a,  C alif o r ni a) a n d s a m pl e s  w er e t h e n  m ulti pl e x e d i n o n e l a n e f o r 1 5 0
b p,  p ai r e d- e n d s e q u e n ci n g.

T ot al  D N A  w a s e xt r a ct e d f o r L a n kesteri a ele g a ns, Le pi d a g at his d ul cis, a n d
L. sessilif oli a ( T a bl e 1)  u si n g t h e  m o difi e d  C T A B  p r ot o c ol  d e s c ri b e d a b o v e
a n d q u alit y  w a s c h e c k e d  wit h a n a g a r o s e g el a n d a S y n er g y  H y b ri d
R e a d e r.  E xtr a cti o n s  w e r e s e nt t o t h e  B eiji n g  G e n o mi c s I n stit ut e
N e xt- G e n e r ati o n S e q u e n ci n g  L a b ( P hil a d el p hi a,  P e n n s yl v a ni a)  w h e r e
Ill u mi n a li b r a ri e s  w er e s e q u e n c e d o n a n Ill u mi n a  Hi S e q 5 0 0 0 ( S a n  Di e g o,
C alif o r ni a) f o r 1 0 0 b p,  p ai r e d- e n d s e q u e n ci n g.  T ot al  D N A  w a s e xt r a ct e d
f o r Ne ur a c a nt h us afri c a n us a n d Cr a b be a vel uti n a u si n g t h e  m o di fi e d  C T A B
p r ot o c ol a n d s e nt t o t h e  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a – Ri v e r si d e ( U C R), I n sti-
t ut e f o r I nt e g r ati v e  G e n o m e  Bi ol o g y f o r Ill u mi n a li b r a r y  p r e p a r ati o n.
Li b r a ri e s  w e r e s e q u e n c e d o n a n Ill u mi n a  N e xt S e q 5 0 0 ( S a n  Di e g o,  C alif o r-
ni a)  wit h 1 0 0 b p,  p ai r e d- e n d s e q u e n ci n g.

S e q u e n c e Fr a g m e nt  Pr e- Pr o c e s si n g,  D e  N o v o S e q u e n c e  A s s e m bl y,
a n d  Q u alit y  A s s e s s m e nt — All c o m m a n d s, s c ri pt s, a n d  p a r a m et e r s  u s e d
f o r t h e st e p s b el o w a r e a v ail a bl e at htt p s: / / git h u b. c o m /j d ari a s 9 3 /
sl u r m S cri pt s .  O ut p ut fi l e s f o r 1 2 n e wl y s e q u e n c e d s p e ci e s  w er e  u pl o a d e d
t o t h e  C y V er s e c y b eri nfr a str u ct u r e ( M e r c h a nt et al. 2 0 1 6). F o r w a r d a n d
R e v e r s e r e a d s  w e r e t ri m m e d a n d fi lt er e d s e p a r at el y. S e q u e n ci n g a d a pt e r s
w e r e t ri m m e d  u si n g S c yt h e v. 0. 9 9 1 ( B uff al o 2 0 1 1).  P o o r q u alit y r e a d s
w e r e fi lt e r e d  u si n g  P RI N S E Q v. 0. 2 0. 4 ( S c h mi e d e r a n d  E d w a r d s 2 0 1 1).
F a st Q C v. 0. 1 1. 7 ( A n d r e w s 2 0 1 0)  w a s  u s e d t o e n s ur e t h at a d a pt e r s a n d
l o w q u alit y r e a d s  w e r e s u c c e s sf ull y r e m o v e d. S e q u e n c e s  w e r e t h e n
u pl o a d e d t o I n di a n a  U ni v e r sit y ’s (I U)  G al a x y ( Af g a n et al. 2 0 1 8) i n st a n c e
f o r  T ri nit y v. 2. 4. 0 ( G r a b h e rr et al. 2 0 1 1)  d e n o v o t r a n s cri pt o m e a s s e m bl y,
w hi c h i s a v ail a bl e at htt p s: / / g al a x y. n c g a s-t ri nit y.i n di a n a. e d u / .  E a c h
s e q u e n c e fi l e  w a s a s s e m bl e d i n di vi d u all y  u si n g t h e s e  p a r a m et e r s:
“ T ri nit y - m a x _ m e m o r y 2 4 0 G - C P U 8 – s e q T y p e  P ai r e d -l eft , l eft _fi l e.
- ri g ht , ri g ht _fi l e. .” A s s e m bl e d t r a n s c ri pt o m e s  w e r e  d o w nl o a d e d f r o m
I U- G ala x y a n d  u pl o a d e d t o  C y V e r s e f o r q u alit y a s s e s s m e nt.

F o r fi v e s p e ci e s,  d e n o v o a s s e m bl e r S P A d e s v. 3. 1 2. 0 ( B a n k e vi c h et al.
2 0 1 2)  w a s  u s e d t o a s s e m bl e c o nti g u o u s s e q u e n c e s f r o m t h e r a w r e a d
g e n o m e s ki m  d at a  wit h k- m e r si z e s 2 1, 3 3, 5 5, 7 7, a n d 9 9. F or e a c h s p e ci e s,
c o nti g s a s s e m bl e d  wit h  diff e r e nt k- m er si z e s  w e r e c o n c at e n at e d i nt o a si n-
gl e fi l e.

T A B L E 1.  T a x a s a m pl e d a n d s e q u e n c e  d at a c oll e cti o n  m et h o d.  T h r e e t r a n s c ri pt o m e s  w e r e  d o w nl o a d e d f r o m  p u bli c  d at a b a s e s.  E.  T ri p p  p r o vi d e d a
R uelli a si m ple x t r a n s c ri pt o m e a s s e m bl y a n d s e v e n a d diti o n al t r a n s cri pt o m e s  w e r e s e q u e n c e d f o r t hi s st u d y. Fi v e s p e ci e s  w er e s e q u e n c e d f r o m  d ri e d
l e af  m at e ri al  u si n g s h ot g u n g e n o mi c s ki m mi n g ( G e n. s ki m).  N A  m e a n s t h e v o u c h e r i nf o r m ati o n  w a s n ot a v ail a bl e i n t h e  p u bli c ati o n o r  G e n B a n k
r e c or d.  G e n B a n k a c c e s si o n n u m b e r s a r e li st e d i n  A p p e n di x 1.

S p e ci e s V o u c h e r S e q u e n ci n g

A c a nt h us le u c ost a c h ys W all. e x  N e e s  N A  T r a n s c ri pt o m e ( Y a n g et al. 2 0 1 5)
A n dr o gr a p his p a ni c ul at a N e e s N A T r a n s c ri pt o m e ( G a r g et al. 2 0 1 5)
A vi ce n ni a  m ari n a ( F o r s s k.)  Vi e r h. N A T r a n s c ri pt o m e ( H u a n g et al. 2 0 1 4)
B arleri a al b ostell at a S.  M o o r e J. D.  Ari as 3 ( L O B) T r a n s c ri pt o m e;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e
B arleri a oe n ot her oi des D u m.  C o u r s. J. D.  Ari as 1 ( L O B) T r a n s c ri pt o m e  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e
B arleri a r ot u n dif oli a O b e r m. A. E. Fis her 4 1 2 ( L O B) T r a n s c ri pt o m e;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e
Ble p h aris di versis pi n a ( N e e s)  C.  B.  Cl a r k e M. St at a  &  R. S a ge s. n. T r a n s c ri pt o m e;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e
Ble p h aris s pi nife x M e r x m. S. L o ots et al. s. n. ( WI N D)  Mill e n ni u m S e e d

B a n k # 2 4 8 2 2 4
T r a n s c ri pt o m e;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e

Cr a b be a vel uti n a S.  M o o r e M a n ktel o w 6 7 0 ( U P S) G e n. s ki m.;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a,  Ri v e r si d e
J usti ci a p a cifi c a ( O e r st.)  A.  G r a y A. E. Fis her 4 4 7 ( L O B) T r a n s c ri pt o m e;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e
L a n kesteri a ele g a ns ( P.  B e a u v.)  T.  A n d e r s o n Et u ge  &  T h o m as 4 6 6 ( K) G e n. s ki m.;  B eiji n g  G e n o mi c s I n stit ut e,

C a m b ri d g e,  M A
Le pi d a g at his d ul cis N e e s S u d dee et al. 9 9 9 ( B K F) G e n. s ki m.;  B eiji n g  G e n o mi c s I n stit ut e,

C a m b ri d g e,  M A
Le pi d a g at his sessilif oli a ( P o hl)  K a m e y a m a e x

W a s s h.  & J. R.I.  W o o d
D a niel et al. 1 0 1 0 6 ( C A S) G e n. s ki m.;  B eiji n g  G e n o mi c s I n stit ut e,

C a m b ri d g e,  M A
Ne ur a c a nt h us afri c a n us T.  A n d e r s o n e x S.

M o o r e
M c D a de  &  B al k will 1 2 5 8 ( A RI Z) G e n. s ki m.;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a,  Ri v e r si d e

R uelli a si m ple x C.  W ri g ht U C  B o ul d e r g r e e n h o u s e T r a n s c ri pt o m e ( Z h u a n g  &  T ri p p 2 0 2 2)
W hit fi el di a el o n g at a ( P.  B e a u v.)  D e Wil d.  &

T.  D u r a n d.
A. E. Fis her 4 4 3 ( L O B) T r a n s c ri pt o m e;  U ni v e r sit y of  C alif o r ni a, I r vi n e
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C o m bi ni n g  Tr a n s cri pt o m e a n d  G e n o m e S ki m  D at a — P ut ati v e c o di n g
r e gi o n s  w er e i d e ntifi e d a n d t r a n sl at e d i nt o a mi n o a ci d s e q u e n c e s t o i d e n-
tif y o rt h ol o g o u s l o ci a cr o s s t h e t r a n s cri pt o m e a n d g e n o m e s ki m a s s e m bli e s.
F o r t h e 1 1 t r a n s cri pt o m e a s s e m bli e s,  T r a n s D e c o d er v. 2. 0 ( H a a s a n d  P a p a-
ni c ol a o u 2 0 1 2)  w a s  u s e d t o t r a n sl at e t h e  T ri nit y a s s e m bli e s i nt o a mi n o a ci d s
u si n g t h e  u ni v er s al g e n eti c c o d e o pti o n a n d i d e ntif y c o di n g r e gi o n s  u si n g
p e pti d e s of 1 0 0 n u cl e oti d e s  mi ni m u m l e n gt h.  C D- HI T v. 4. 6 ( F u et al. 2 0 1 2)
r e m o v e d  d u pli c at e a mi n o a ci d s e q u e n c e s a n d t h o s e  wit h 9 0 % si mil ar
gl o b al s e q u e n c e i d e ntit y.  T o  p r e p a r e t h e fi v e g e n o m e s ki m a s s e m bli e s,
S P A d e s c o nti g o ut p ut fi l e s  w er e  u s e d f or g e n e  pr e di cti o n i n  A U G U S T U S v.
3. 1 ( St a n k e a n d  M o r g e n st e r n 2 0 0 5;  K ell er et al. 2 0 1 1) t r ai n e d o n Ar a bi d o psis
t h ali a n a a n d S ol a n u m l yc o persi c u m .  A mi n o a ci d F A S T A fi l e s  w er e t a k e n
f r o m  A U G U S T U S  G F F g e n e  pr e di cti o n s  u si n g t h e s cri pt “ g et A n n o F a st a. pl ”
( St a n k e 2 0 0 7).  G e n e  p r e di cti o n s  w er e c o n c at e n at e d a n d r e d u n d a nt s e q u e n-
c e s  w er e r e m o v e d  wit h  C D- HI T v. 4. 6 ( F u et al. 2 0 1 2)  u si n g 9 0 % gl o b al
s e q u e n c e i d e ntit y.  T r a n s cri pt o m e a n d g e n o m e s ki m c o m pl et e n e s s  w a s
a s s e s s e d  wit h  B U S C O ( B e n c h m a r ki n g  U ni v e r s al Si n gl e- C o p y  Ort h ol o g s;
Si m ~a o et al. 2 0 1 5;  W at er h o u s e et al. 2 0 1 8).

I d e ntif yi n g  Ort h ol o g o u s  L o ci a n d  P h yl o g e n eti c  Tr e e I nf er e n c e —
F A S T A  m et a d at a  w er e st a n d ar di z e d t o t h e f or m at “ . , s p e ci e s _ n a m e . _
, g e n e _i d # . ” f or all s p e ci e s.  Ort h o Fi n d er v. 2. 2. 7 ( E m m s a n d  K ell y 2 0 1 5,
2 0 1 9)  w a s  u s e d t o i d e ntif y o rt h ol o g o u s l o ci f or  p h yl o g e n eti c a n al y si s.  T hi s
w a s  d o n e b y i d e ntif yi n g o rt h o gr o u p s t h at  m a y c o nt ai n  m ulti pl e g e n e c o p-
i e s f or e a c h s p e ci e s.  O rt h o gr o u p s a r e  u s e d t o i nf er r o ot e d o rt h o gr o u p t r e e s
a n d, t hr o u g h a n it er ati v e  p r o c e s s, a s p e ci e s t r e e i s i nf e rr e d f r o m t h e s et of
o rt h o gr o u p t r e e s.  T h e o rt h o gr o u p t r e e s a n d  m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt s
( M S A s) a r e t h e n r e c o n cil e d  wit h t h e s p e ci e s t r e e s o t h at t h e y c o nt ai n a
si n gl e s e q u e n c e f or e a c h s p e ci e s.  A mi n o a ci d s e q u e n c e s  w er e a n al y z e d
i n  O rt h o Fi n d e r v. 2. 2. 7 ( E m m s a n d  K ell y 2 0 1 5, 2 0 1 9) o n t h e  U C R
Hi g h- P e rf o r m a n c e  C o m p uti n g  C e nt e r cl u st e r  u si n g s e q u e n c e si mil a rit y
d et e r mi n e d b y  Di a m o n d v. 0. 9. 2 2 ( B u c h fi n k et al. 2 0 1 4) a n d t w o t r e e e sti-
m ati o n a p p r o a c h e s: ( R u n 1) a  di st a n c e  m at ri x- b a s e d a p p r o a c h t h at  u s e s
D e n d r o B L A S T ( K ell y a n d  M ai ni 2 0 1 3)  wit h F a st M E v. 2. 1. 5 ( L ef o rt et al.
2 0 1 5), a n d ( R u n 2) a n ali g n m e nt- b a s e d a p p r o a c h t h at  u s e s  M A F F T v.
7. 2 7 1 ( K at o h a n d St a n dl e y 2 0 1 3)  wit h F a st T r e e v. 2. 1. 1 0 ( P ri c e et al. 2 0 1 0).

A n  u nr o ot e d s p e ci e s t r e e  w a s e sti m at e d f or all  O rt h o Fi n d er 2 a n al y s e s
u si n g S T A G v. 1. 0 ( E m m s a n d  K ell y 2 0 1 8).  T hi s i s  d o n e  wit hi n  O rt h o-
Fi n d e r 2  w h e n  D e n dr o B L A S T i s  u s e d ( R u n 1 a b o v e). F or  R u n 2, o rt h o gr o u p
t r e e s  w er e a n al y z e d  wit h t h e st a n d al o n e S T A G s oft w a r e. S T A G fi lt e r s t h e
o rt h o gr o u p t r e e s a n d o nl y  u s e s l o ci f or  w hi c h all s p e ci e s h a v e at l e a st o n e
s e q u e n c e.  A S T A G s p e ci e s t r e e i s e sti m at e d f r o m t h e n o- mi s si n g- s p e ci e s
o rt h o gr o u p t r e e s  u si n g a g r e e d y c o n s e n s u s  m et h o d. S T A G s u p p o rt v al u e s
a r e  diff er e nt f r o m b o ot str a p s u p p ort v al u e s i n t h at t h e y a r e c al c ul at e d a s
t h e  p r o p o rti o n of o rt h o gr o u p t r e e s t h at c o nt ai n a s p e cifi c bi p artiti o n
( a cl a d e) o ut of t h e t ot al n u m b e r of o rt h o gr o u p t r e e s t h at c o nt ai n at l e a st
o n e s e q u e n c e  p er s p e ci e s.  W e r o ot e d t h e S T A G s p e ci e s t r e e  wit h A vice n ni a
m ari n a ( M c D a d e et al. 2 0 0 8).

A n  M L  p h yl o g e n y  w a s e sti m at e d  u si n g t h e  O rt h o Fi n d e r 2  M A F F T
a mi n o a ci d ali g n m e nt of 5 8 7 l o ci t h at  w er e  p r e s e nt f o r at l e a st 9 / 1 6 ( 5 6 %)
s p e ci e s.  T h e l o ci i n cl u d e d i n t hi s ali g n m e nt a r e si n gl e- c o p y o r al m o st
si n gl e- c o p y,  u si n g a t r e e- b a s e d a s s e s s m e nt of o rt h ol o g y a n d c o p y n u m-
b e r.  O rt h o Fi n d e r 2 ( E m m s a n d  K ell y 2 0 1 8) a ut o m ati c all y t ri m s  p o siti o n s
i n t h e ali g n m e nt  wit h . 5 0 %  mi s si n g  d at a.  P r ot T e st v. 3. 4. 2 ( A b a s c al et al.
2 0 0 5;  D a r ri b a et al. 2 0 1 1)  w a s  u s e d t o  d et e r mi n e t h e s uit a bl e a mi n o a ci d
s u b stit uti o n  m o d el s  u si n g  A k ai k e I nf o r m ati o n  C rit e ri o n ( AI C).  R A x M L v.
8. 2. 1 0 ( St a m at a ki s 2 0 1 4)  w a s a c c e s s e d i n  CI P R E S ( Mill e r et al. 2 0 1 0)  u si n g
t h e a mi n o a ci d s u b stit uti o n  m o d el J T T1 I1 G 1 F  wit h 1 0 0 0 b o ot st r a p r e pli-
c at e s.  T h e a n al y si s  w a s r e p e at e d  wit h t h r e e s u b- o pti m al  m o d el s f r o m
P r ot T e st (J T T 1 G 1 F,  W A G 1 I1 G 1 F,  L G 1 I1 G 1 F) t o a s s e s s t h e r o b u st-
n e s s of t h e  p h yl o g e n y t o t h e  m o d el.  M a xi m u m li k eli h o o d b o ot st r a p s u p-
p o rt v al u e s  w e r e c o n si d er e d st r o n g if . 9 0 %,  m o d er at e if 8 0 – 8 9 %, l o w if
7 0 – 7 9 %, a n d  u n s u p p o rt e d if , 7 0 % ( Hilli s a n d  B ull 1 9 9 3).

T e sti n g t h e  R o b u st n e s s of t h e S p e ci e s  Tr e e — A n ei g h b or- n et n et w o r k
of t h e 5 8 7 l o c u s  M S A  w a s c o n st r u ct e d i n S plit s T r e e v. 4. 1 4. 4 ( H u s o n a n d
B r y a nt 2 0 0 6) t o g r a p h t h e c h a r a ct e r s plit s i n t h e  M S A t o i d e ntif y c o n fl i ct-
i n g c h ar a ct e r s o r alt e r n ati v e b r a n c hi n g  p att e r n s.  T h e i niti al n et w o r k s  u s e d
all 1 6 s p e ci e s; t o c h e c k f o r c o n fl i ct i n t h e ali g n m e nt c a u s e d b y a s p e cifi c
s a m pl e, n et w o r k s  w e r e r e- c r e at e d aft e r s e q u e nti all y r e m o vi n g Cr a b be a
vel uti n a a n d A vi ce n ni a  m ari n a . Cr a b be a vel uti n a w a s r e m o v e d  d u e t o it s
alt e r n ati v e  pl a c e m e nt i n t h e n u cl e a r t r e e c o m p a r e d t o e arli e r r e s ult s  u si n g
c hl o r o pl a st a n d n r-I T S  d at a.  R e m o vi n g A vi ce n ni a  m ari n a w a s t ri al e d
b e c a u s e it  w a s t h e s m all e st t r a n s c ri pt o m e a n d t h e i niti al n et w o r k s h o w e d
c o n fl i ct  w h er e it att a c h e d t o t h e r e st of t h e n et w or k.

A d diti o n all y,  N e wi c k fi l e s of t h e 6 1 3 6 o rt h o g r o u p t r e e s  w e r e  m e r g e d
i nt o a si n gl e fi l e a n d i m p o rt e d i nt o S plit s Tr e e 4 v. 4. 1 4. 4 ( H u s o n a n d  B r y-
a nt 2 0 0 6) i n o r d er t o c o n st r u ct a t r e e s u p e r- n et w o r k, a s s e s s c o n fl i ct, a n d

l o c at e alt e r n ati v e si g n al s a m o n g t h e b r a n c h e s i n t h e s et of t r e e s.  T h e fi r st
it er ati o n of t h e s u p er n et w o r k i d e ntifi e d A vi ce n ni a  m ari n a a n d Cr a b be a
vel uti n a a s i ntr o d u ci n g c o n fl i ct; t h e s e t a x a  w e r e s e q u e nti all y r e m o v e d a n d
t h e n et w o r k a n al y si s  w a s r e p e at e d.

T h e  R  p a c k a g e t r e e s p a c e (J o m b a rt et al. 2 0 1 7)  w a s  u s e d t o f u rt h e r a s s e s s
c o n fl i ct a m o n g t h e S T A G o rt h o g r o u p t r e e s, a n d  di st a n c e s b et w e e n t h e
S T A G o rt h o g r o u p t r e e s, t h e S T A G s p e ci e s t r e e, a n d t h e c p 1 n r-I T S t r e e
of  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8).  T h e  m e r g e d S T A G o rt h o g r o u p t r e e fi l e s  w e r e
r o ot e d  wit h A vi ce n ni a  m ari n a a n d a n al y z e d  wit h a  p ri n ci p al c o m p o n e nt
a n al y si s ( P C A)  u si n g t h e t r e e  di st a n c e  m e a s u r e t r e e V e c ( K e n d all a n d  C ol-
ij n 2 0 1 5). t r e e V e c, li k e t r e e  di st a n c e  m et ri c s s u c h a s  R o bi n s o n- F o ul d s ( R F;
R o bi n s o n a n d F o ul d s 1 9 8 1), q u a nti fi e s t r e e t o p ol o gi e s  u si n g  w ei g ht e d
b r a n c h l e n gt h s; it  diff e r s i n h o w it  d e fi n e s  di st a n c e b et w e e n a r o ot a n d t h e
m o st r e c e nt c o m m o n a n c e st o r, r at h e r t h a n b et w e e n ti p s a n d t h ei r  m o st
r e c e nt c o m m o n a n c e st or.  T hi s  m et h o d i s  p ot e nti all y a n i m p r o v e m e nt,
si n c e  R F  m etri c s  mi g ht l e a d t o hi g h, c o u nt e r-i nt uiti v e  di st a n c e  m e a s u r e s
b et w e e n t r e e s t h at  diff e r i n t h e  pl a c e m e nt of e v e n a si n gl e ti p ( K e n d all
a n d  C olij n 2 0 1 5).  A  d e n d r o g r a m of t h e  P C A g r o u p s  w a s  u s e d t o  d e fi n e 2 0
cl u st e r s of t r e e s a n d a  m e di a n c o n s e n s u s t r e e  w a s c o n st r u ct e d t o r e pr e s e nt
e a c h cl u st e r.

T o f u rt h e r c o m p a r e t h e r el ati o n s hi p b et w e e n Cr a b be a vel uti n a a n d B arle-
ri a, t h e  M L s c or e of t h e 5 8 7 l o ci  M L t r e e  w a s c o m p a r e d  wit h a  M L t r e e
t h at c o n st r ai n e d Cr a b be a vel uti n a t o b e si st e r t o t h e t h r e e s a m pl e d B arleri a
s p e ci e s a s i n  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8).  R A x M L- H P C  Bl a c k  B o x o n  CI P R E S
( Mill e r et al. 2 0 1 0)  w a s  u s e d t o e sti m at e a n  M L t r e e  wit h t h e c o n st r ai nt
t o p ol o g y.  T h e 5 8 7 l o ci ali g n m e nt, 5 8 7 l o ci  M L t r e e, a n d t h e  M L c o n st r ai nt
t r e e  w e r e i m p ort e d i nt o  P A U P v. 4. 0 a 1 6 5 ( S w off o r d 1 9 9 8) a n d li k eli h o o d
s c or e s c al c ul at e d f o r a  R E L L  di st ri b uti o n of 1 0 0 0 r e pli c at e s.  T h e s e s c o r e s
w e r e  u s e d f o r a o n e-t ail e d S hi m o d air a- H a s e g a w a t e st ( S H; S hi m o d ai r a
a n d  H a s e g a w a 1 9 9 9) a n d a n  A p p r o xi m at el y  U n bi a s e d t e st ( A U; S hi m o-
d ai r a 2 0 0 2).  T h e -l n L  diff e r e n c e b et w e e n t h e t w o t r e e s a n d p v al u e s  w e r e
c al c ul at e d t o t e st t h e n ull h y p ot h e si s t h at t h e r e i s n o si g ni fi c a nt diff e r e n c e
b et w e e n t h e t r e e li k eli h o o d s.

A d diti o n all y,  A B B A  B A B A t e st s i n e v o bi R ( Bl a c k m o n a n d  A d a m s
2 0 1 5)  w e r e  u s e d t o t e st f o r  p ot e nti al i nt r o gr e s si o n b et w e e n li n e a g e s.  T h e
u n e x p e ct e d  pl a c e m e nt of Cr a b be a vel uti n a si st e r t o t h e r e st of  B a rl e ri e a e
l e d  u s t o a s s e s s t h e  p o s si bilit y of i nt r o gr e s si o n b et w e e n it a n d B arleri a a n d
Le pi d a g at his. F o r 1 0 c o m bi n ati o n s of s p e ci e s, ali g n m e nt s  w e r e r e d u c e d t o
f o ur t a x a a n d all c ol u m n s c o nt ai ni n g g a p s  w er e r e m o v e d.  A B B A  B A B A a s
i m pl e m e nt e d i n e v o bi R  u s e s j a c k k nif e t e st s a n d  w e c h o s e 1 0 0 0 r e pli c at e s,
r e m o vi n g a bl o c k of 1 0 0 0 sit e s e a c h r e pli c at e.

P h yl o g e n y  B a s e d o n Si n gl e  C o p y  N u cl e ar  L o ci  wit h  N o  Mi s si n g
D at a — W e al s o e sti m at e d a  p h yl o g e n y  u si n g 1 0 n u cl e a r l o ci t h at  w e r e
r e c o v e r e d f o r all s p e ci e s a s a si n gl e s e q u e n c e, l e a di n g t o t h e e a si e st a s si g n-
m e nt of h o m ol o g y a c r o s s s e q u e n c e s.  T h e R uelli a si m ple x o rt h ol o g s f o r
e a c h si n gl e- c o p y l o c u s  w e r e t h e q u er y f o r a n o n- r e d u n d a nt  B L A S T p
s e a r c h t o i d e ntif y t h e cl o s e st  m at c h e s i n  G e n B a n k.  A mi n o a ci d ali g n m e nt s
f o r t h e s e l o ci  w e r e t ri m m e d o n t h e 59 a n d 3 9 e n d s a n d c o n c at e n at e d i n
G e n ei o u s v. 1 1. 1. 5.  P r ot T e st v. 3. 4. 2 ( A b a s c al et al. 2 0 0 5;  D a r ri b a et al.
2 0 1 1)  w a s  u s e d t o fi n d  AI C v al u e s a n d c h o o s e t h e b e st- fi t  m o d el s f o r a
p a rtiti o n e d ali g n m e nt.  R A x M L ( H P C 2 o n  X S E D E) o n  CI P R E S ( Mill e r et al.
2 0 1 0)  w a s  u s e d t o e sti m at e a  M L  p h yl o g e n y  u si n g t h e J T T 1 I1 G  m o d el
f o r e a c h  p a rtiti o n  wit h 1 0 0 0  M L b o ot st r a p r e pli c at e s.

R E S U L T S

S e q u e n c e/ A s s e m bl y St ati sti c s a n d  Q u alit y  A s s e s s m e nt —
F or t h e 1 2 n e wl y s e q u e n c e d  A c a nt h a c e a e s p e ci e s ( T a bl e 1),
t r a n s c ri pt o m e a n d g e n o m e s ki m s e q u e n ci n g r e s ult e d i n a n
a v er a g e of 3 8, 9 2 4, 1 6 5 r a w r e a d  p ai r s  p e r n e wl y s e q u e n c e d
s p e ci e s ( mi ni m u m 2 0, 5 3 4, 4 3 1 r a w r e a d  p ai r s i n L a n kesteri a ele-
g a ns ;  m a xi m u m 7 2, 1 6 5, 2 7 0 r a w r e a d  p ai r s i n Ne ur a c a nt h us
afri c a n us ;  T a bl e 2).  R a w s e q u e n c e r e a d s a r e a v ail a bl e i n  G e n-
B a n k ( T a bl e 2). F o r g e n o m e s ki m a n d t r a n s c ri pt o m e  d at a
c o m bi n e d, t h er e  w a s a n a v er a g e of 3 1 7, 6 3 6 c o nti g s  p e r s p e ci e s
aft e r a s s e m bl y ( mi ni m u m 6 1, 5 4 0 c o nti g s i n A n dr o gr a p his p a ni-
c ul at a ;  m a xi m u m 1, 0 6 3, 9 9 6 c o nti g s i n Cr a b be a vel uti n a ).  T ri nit y
d e n o v o t r a n s cri pt o m e a s s e m bl y a n d  T r a n s D e c o d e r a mi n o
a ci d t r a n sl ati o n r e s ult e d i n a n a v er a g e of 1 1 0, 0 4 5 c o nti g s  p e r
t r a n s c ri pt o m e  wit h a n a v er a g e  N 5 0 of 1 1 8 5 (i. e. at l e a st h alf
of t h e n u cl e oti d e s i n t h e t r a n s c ri pt o m e a s s e m bl y a r e f o u n d
i n c o nti g s of $ 1 1 8 5). S P A d e s g e n o m e s ki m a s s e m bl y a n d

A RI A S  E T  A L.:  A C A N T H  P H Y L O G E N O MI C S 7 1 92 0 2 2]
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A U G U S T U S a mi n o a ci d  p r e di cti o n r e s ult e d i n a n a v er a g e of
7 8 9, 7 0 3 c o nti g s  p e r g e n o m e s ki m  wit h a n a v er a g e  N 5 0 of 3 7 7.
T h e a v er a g e  B U S C O s c o r e  w a s 7 4. 8 8 % c o m pl et e f or t r a n s c ri p-
t o m e s a n d 7 3. 4 2 % c o m pl et e f or g e n o m e s ki m s ( T a bl e 3).

Ort h ol o g I nf er e n c e,  M ulti pl e S e q u e n c e  Ali g n m e nt, a n d
G e n e/ S p e ci e s- Tr e e  E sti m ati o n — A c r o s s all s p e ci e s, 7 6. 8 % of
l o ci  w e r e  pl a c e d i n a n o rt h o gr o u p ( Fi g. 2;  T a bl e 4) a n d  O rt h o-
Fi n d e r 2 yi el d e d 1, 2 5 7, 1 4 8 o rt h o gr o u p s.  Of t h e s e, 6 1 3 6
o rt h o gr o u p s c o nt ai n e d at l e a st o n e s e q u e n c e f or all 1 6 s p e ci e s.
O nl y 1 0 l o ci  w e r e  p r e s e nt a s o nl y o n e s e q u e n c e f o r all 1 6 s p e-
ci e s; t h e s e a r e  p ut ati v e si n gl e c o p y o rt h o gr o u p s ( S C O G s).
T h er e  w e r e 5 8 7 si n gl e- c o p y o rt h o gr o u p s  wit h o n e s e q u e n c e
p r e s e nt f o r at l e a st ni n e ( 5 6. 2 %) s p e ci e s (i. e. all o wi n g f or # 7
s p e ci e s t o b e  mi s si n g o r t o h a v e  m ulti pl e s e q u e n c e s f or t h at
l o c u s; t hi s  d at a s et i s r ef e r r e d t o a s Si n gl e- C o p y l o c u s  wit h
Mi s si n g  D at a [ S C M D]).  T h e 5 8 7 S C M D l o ci  M S A s  w e r e
c o n c at e n at e d, a n d t h e r e s ulti n g ali g n m e nt h a d a n a v e r a g e
u n- g a p p e d l e n gt h of 1 0 5, 9 2 6 a mi n o a ci d s ( mi ni m u m l e n gt h 5
5 1, 1 8 1;  m a xi m u m l e n gt h 5 1 3 3, 4 1 3), 8 7 7 ( 0. 5 %) i d e nti c al
sit e s), a  m e a n  p ai r wi s e i d e ntit y of 3 9. 5 %, a n d 3 6 %  mi s si n g
d at a ( 9 5 2, 5 4 8  mi s si n g a mi n o a ci d s).  T h e ali g n m e nt s a r e a v ail-
a bl e i n  D r y a d ( A ri a s et al. 2 0 2 2).

A  R A x M L t r e e b a s e d o n t h e 5 8 7 l o ci S C M D  M S A a n d
r o ot e d  wit h A vi ce n ni a  m ari n a r e c o v er e d  A c a nt h e a e a s si st er t o
t h e c y st olit h cl a d e ( Fi g. 3). J usti ci a 1 R uelli a a r e si st er a n d

t o g et h e r a r e si st er t o t h e  B A W N cl a d e.  B a rl e ri e a e a r e  m o n o-
p h yl eti c a n d Cr a b be a i s si st e r t o Le pi d a g at his 1 B arleri a . All
b r a n c h e s i n t h e  R A x M L t r e e h a d st r o n g  M L b o ot str a p s u p-
p o rt ( . 9 8 %).  T h e 6 1 3 6 o rt h o gr o u p t r e e s  w e r e  u s e d t o e sti-
m at e a S T A G s p e ci e s t r e e i n  O rt h o Fi n d e r 2 ( Fi g. S 1 ,  A ri a s et al.
2 0 2 2); t hi s t r e e h a d t h e s a m e t o p ol o g y a s t h e S C M D  R A x M L
t r e e.  A S T A G s p e ci e s t r e e (Fi g. S 2 ,  A ri a s et al. 2 0 2 2) f r o m
2 8, 3 1 6 F a st M E t r e e s  u si n g t h e  D e n d r o B L A S T  di st a n c e  m atri x
of 6 1 3 6 o rt h o gr o u p s r et u r n e d a t o p ol o g y  wit h Cr a b be a vel uti n a
si st er t o Le pi d a g at his , a n d t h e s e t o g et h er si st er t o B arleri a ,
wit hi n  w hi c h B. oe n ot her oi des a n d B. al b ostell at a w e r e si st e r
(Fi g. S 2 ).

Si n gl e  C o p y  L o ci  wit h  N o  Mi s si n g  D at a — Ort h o Fi n d e r 2
f o u n d 1 0 si n gl e c o p y l o ci  wit h n o  mi s si n g  d at a ( S C O G s); t h e
t o p t hr e e  B L A S T hit s f or e a c h S C O G l o c u s ar e  pr e s e nt e d i n
T a bl e 5.  T h e  R A x M L t r e e of t h e 1 0 S C O G s ( Fi g. 4) c or r o b o-
r at e d t h e t o p ol o g y of t h e 6 1 3 6 l o ci S T A G ( Fi g. S 1 ) a n d of t h e
5 8 7 l o ci S C M D  R A x M L t r e e s ( Fi g. 3), e x c e pt t h at B arleri a r ot u n-
dif oli a i s si st e r t o B. oe n ot her oi des 1 B. al b ostell at a i n t h e 1 0
S C O G tr e e ( Fi g. 4) a n d B. oe n ot her oi des i s si st er t o B. r ot u n dif oli a 1
B. al b ostell at a i n t h e S T A G (Fi g. S 1 ) a n d S C M D t r e e s ( Fi g. 3).

P h yl o g e n eti c  R o b u st n e s s  T e st s — T hr e e s u b- o pti m al  m o d-
el s of a mi n o a ci d e v ol uti o n  w er e  u s e d f or  R A x M L e sti m ati o n
wit h t h e 5 8 7 l o ci S C M D  M S A: J T T 1 G 1 F,  W A G 1 I1 G 1 F, a n d
L G 1 I1 G 1 F, w hi c h  w er e t h e s e c o n d, ni nt h, a n d 2 4t h b e st
m o d e ls r at e d b y  P r ot T e st, r e s p e cti v el y.  E a c h  m o d el r et u r n e d
t h e s a m e t o p ol o g y a s t h e b e st  m o d el (Fi g. S 3 ,  Ari a s et al. 2 0 2 2).

T h e 5 8 7 l o ci  d at a s et r ej e ct s t h e alt er n ati v e t o p ol o g y of Cr a b-
be a vel uti n a si st er t o B arleri a ( p , 0. 0 0 1) vi a b ot h t h e S H a n d
A U t e st s.  A n  A B B A  B A B A t e st f o u n d r el ati v el y f e w  p o siti o n s
s u p p o rti n g  A B B A o r  B A B A s plit s ( T a bl e S 1 ,  A ri a s et al. 2 0 2 2).
T h e r e s ult s of t h e i ntr o g r e s si o n a n al y si s v ari e d  d e p e n di n g o n
w hi c h s p e ci e s of B arleri a w a s  u s e d f or t h e t e st.  U si n g B arleri a
oe n ot her oi des or B. al b ostell at a ( a s  P 1) l e d t o a fi n di n g of si g ni fi -
c a nt i nt r o gr e s si o n b et w e e n Cr a b be a a n d Le pi d a g at his , b ut t h e
t e st  w a s n ot si g nifi c a nt  w h e n B arleri a r ot u n dif oli a w a s  u s e d.

S plit s T r e e n et w o r k s f r o m t h e 5 8 7 l o ci S C M D  M S A ( Fi g. S 4 ,
A ri a s et al. 2 0 2 2) a n d 6 1 3 6 t r e e s ( Fi g. S 5 ,  A ri a s et al. 2 0 2 2)
f o u n d l o n g, t hi n b r a n c h e s l e a di n g t o  A c a nt h e a e a n d  B a rl e r-
i e a e ( a rr o w s i n Fi g. S 5 ), s u g g e sti n g littl e c h ar a ct e r c o nfl i ct.
T h e n et w o r k s f o u n d a “ n et ” of c h ar a ct e r c o n fl i ct a m o n g R uel-
li a 1 J usti ci a a n d ‘A W N ’ (Fi g s. S 4 , S 5). I n d e p e n d e nt t a x o n
r e m o v al a n al y s e s of Cr a b be a vel uti n a a n d A vi ce n ni a  m ari n a
f o u n d n o s u b st a nti al r e d u cti o n i n c h a r a ct e r c o nfl i ct a m o n g
t h e r e m ai ni n g t a x a f or t h e s p e ci e s  M S A (Fi g s. S 6 , S 7,  A ri a s
et al. 2 0 2 2) o r t h e S T A G t r e e s ( Fi g s. S 8 , S 9,  A ri a s et al. 2 0 2 2).

A  P C A b a s e d o n t r e e V e c  di st a n c e s c r e at e d f r o m 6, 1 3 6
S T A G t r e e s r e c o n cil e d  wit h t h e s p e ci e s t r e e  di d n ot s h o w  di s-
ti n ct cl u st er s of t r e e s ( Fi g. 5). I n st e a d, t h er e i s o n e l ar g e cl u st er
of t r e e s  wit h littl e v a ri ati o n i n  p ri n ci p al c o m p o n e nt s a c r o s s
t h e  p o s si bl e t r e e t o p ol o gi e s.  Alt h o u g h s o m e t r e e t o p ol o gi e s
a r e  di st a nt f r o m e a c h ot h e r i n t h e  P C A, t h e  p att e r n i n t h e
P C A s u g g e st s t h er e a r e n o  di sti n ct, c o m p eti n g e v ol uti o n a r y
si g n al s a m o n g t h e t r e e s.  T h e r e  w e r e 2 3 t r e e s  wit h t h e s a m e
t o p ol o g y a s t h e 6 1 3 6 l o ci S T A G t r e e.  T h er e  w e r e n o t r e e s  wit h
t h e s a m e t o p ol o g y a s t h e  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8) t r e e.  M e di a n
c o n s e n s u s t r e e s  w e r e f o u n d f or 2 0  diff e r e nt cl u st e r s i n t h e
P C A ( Fi g. 5).  T r e e s t h at  w e r e  m o st si mil ar t o t h e S T A G t r e e
a n d t h e  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8) t r e e  w e r e f r o m cl u st er s 1 0 a n d
1 6 ( n 5 4 9 9 a n d 7 9 7 t r e e s, r e s p e cti v el y; Fi g. 5), a n d b ot h
of t h e s e c o n s e n s u s t r e e s h a d a t o p ol o g y t h at  m at c h e d t h e
S T A G t o p ol o g y,  w hi c h  pl a c e s Cr a b be a si st er t o B ar leri a 1
Le p i da g at his .

T A B L E 2. St ati sti c s f o r t r a n s c ri pt o m e s a n d g e n o m e s ki m s.  R e a d s  w e r e
m e a s u r e d  u si n g F a st Q C ( A n d r e w s 2 0 1 0) b ef o r e ( r a w r e a d  p ai r s) a n d
aft er cl e a ni n g a n d fi lt e ri n g  wit h S c yt h e ( B uff al o 2 0 1 1) a n d  P RI N S E Q
( S c h mi e d e r a n d  E d w ar d s 2 0 1 1).  G e n o m e s ki m mi n g s a m pl e s a r e i n g r a y
r o w s.  G C %, n u m b e r of c o nti g s, a n d  N 5 0  w e r e  m e a s u r e d  wit h
“ C o m p ut e  C o nti g St ati sti c s. ” T h e  u p p er a n d l o w e r n u m b e r s i n t h e
Filt e r e d  R e a d s c ol u m n f o r s o m e s p e ci e s a r e t h e  p ai r e d f o r w a r d a n d
r e v e r s e r e a d s, r e s p e cti v el y.

S p e ci e s R a w r e a d  p ai r s Filt e r e d r e a d s  G C %  C o nti g s  N 5 0

A c a nt h us le u c ost a c h ys 2 3, 4 4 4, 3 7 7 2 3, 4 2 6, 3 4 9 4 7 1 3 6, 2 9 2 1 3 6 5
2 3, 3 9 1, 6 9 1

A n dr o gr a p his p a ni c ul at a N A  N A  N A 6 1, 5 4 0 2 6 2 0
N A  N A  N A

A vi ce n ni a  m ari n a N A  N A  N A 8 9, 2 3 8 5 3 2
N A  N A  N A

B arleri a oe n ot her oi des 3 6, 8 7 7, 4 8 7 3 6, 7 1 9, 8 6 9 4 6 1 3 8, 9 3 7 1 7 2 6
3 6, 5 1 0, 7 9 2

B arleri a r ot u n dif oli a 4 1, 7 4 4, 1 6 6 4 1, 1 4 0, 8 4 6 4 8 1 0 4, 1 3 1 4 3 5
3 9, 0 6 3, 1 6 5

B arleri a al b ostell at a 4 3, 6 4 0, 2 9 3 4 3, 4 5 7, 0 3 8 4 7 1 5 9, 2 9 1 1 6 7 5
4 3, 2 0 8, 2 4 8 4 6

Ble p h aris di versis pi n a 5 1, 0 1 2, 9 7 1 5 0, 2 3 1, 6 4 9 4 7 9 9, 6 4 9 4 4 2
4 8, 0 8 3, 9 4 3

Ble p h aris s pi nife x 5 8, 7 0 4, 5 9 4 5 7, 6 8 6, 0 8 6 4 8 1 1 0, 1 1 3 4 5 9
5 5, 8 2 0, 6 1 8

Cr a b be a vel uti n a 4 8, 7 5 1, 5 0 7 4 7, 8 3 9, 3 5 5 3 6 1 1 5, 7 4 9 1 7 5
4 7, 5 8 1, 9 9 1

J usti ci a p a cifi c a 3 3, 4 8 4, 1 5 8 3 3, 3 4 9, 0 3 0 4 7 7 8, 1 3 7 1 8 5 8
3 3, 1 6 0, 3 3 2

L a n kesteri a ele g a ns 2 0, 5 3 4, 4 3 1 2 0, 4 8 3, 7 9 2 3 7 1 4 5, 2 8 0 2 1 4
1 4, 3 6 8, 2 4 8

Le pi d a g at his d ul cis 2 0, 5 1 2, 1 2 2 2 0, 4 9 3, 9 8 8 3 8 3 5 1, 4 8 4 1 8 4
2 0, 4 7 3, 6 1 0

Le pi d a g at his sessilif oli a 2 0, 5 4 0, 4 5 3 2 0, 5 0 4, 6 4 2 3 7 3 3 0, 2 4 0 1 7 4
2 0, 4 7 9, 8 0 7

Ne ur a c a nt h us afri c a n us 7 2, 1 6 5, 2 7 0 7 0, 4 1 1, 7 1 4 3 6 9 5, 5 0 9 1 1 3 6
6 9, 9 3 1, 9 3 9

R uelli a si m ple x N A  N A  N A 7 6, 2 7 6 9 8 9
N A  N A  N A

W hit fi el di a el o n g at a 3 4, 5 7 3, 9 9 3 3 4, 4 1 8, 4 6 9 4 7 8 0, 0 5 8 1 7 0 3
3 4, 2 1 6, 5 3 8 4 6
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D I S C U S SI O N

W e  h e r e  p r e s e nt a  w ell- s u p p ort e d  p h yl o g e n y a m o n g  m aj o r
li n e a g e s of  A c a nt h a c e a e s u bf a mil y  A c a nt h oi d e a e b y c o m bi n-
i n g  p r e di ct e d c o di n g s e q u e n c e s  d e ri v e d f r o m t r a n s cri pt o m e s
wit h s e q u e n c e s f r o m s h ot g u n g e n o m e s ki m mi n g.  W e  u s e d  d e
n o v o a s s e m bl y a n d t r a n sl ati o n t o c o m p ar e a mi n o a ci d
s e q u e n c e s a n d fi n d o rt h o gr o u p s.  T hi s st u d y s h o w s t h at s a m-
pl e s f r o m t h e s e t w o s e q u e n ci n g  m et h o d s c a n b e c o m bi n e d,
i n c r e a si n g o u r a bilit y t o i n cl u d e t a x a f or  w hi c h ti s s u e s a r e
a v ail a bl e o nl y f r o m h e r b ari u m s p e ci m e n s a n d s u b s a m pli n g
t h e g e n o m e f or c o n s e r v e d r e gi o n s ( M or ai s et al. 2 0 1 9).  M o r ai s

et al. ( 2 0 1 9)  u s e d  M a r k e r Mi n e r ( C h a m al a et al. 2 0 1 5) o n ei g ht
A c a nt h a c e a e t r a n s cri pt o m e s t o fi n d 1 6 1 9 l o w c o p y n u cl e a r
g e n e s  wit h a n a v er a g e of f o u r s p e ci e s  p e r g e n e. I n c o m p a ri-
s o n,  w e f o u n d 6 1 3 6 g e n e t r e e s a n d 5 8 7 si n gl e c o p y l o ci  p r e-
s e nt f o r at l e a st ni n e of 1 6 s p e ci e s.

T h e tr e e e sti m at e d fr o m 5 8 7 l o ci ( Fi g. 3) l ar g el y c orr o b or at e s
t h e c hl or o pl a st 1 nrI T S b a s e d p h yl o g e n y ( M c D a d e et al. 2 0 0 8)
wit h gr e atl y i n cr e a s e d br a n c h s u p p ort f or t h e pl a c e m e nt of
W hit fi el di e a e a n d Ne ur ac a nt h us. All of t h e tr e e s e sti m at e d u si n g
a  m ulti pl e s e q u e n c e ali g n m e nt a p pr o a c h, i n cl u di n g t h e  R A x M L
tr e e s r e c o n str u ct e d u si n g 5 8 7 l o ci ( Fi g. 3), c orr o b or at e  M c D a d e
et al. ’s ( 2 0 0 8) c p 1 nr-I T S t o p ol o g y, e x c e pt f or t h e pl a c e m e nt of
Cr a b be a ( di s c u s s e d b el o w); br a n c hi n g or d er  wit hi n B arleri a al s o
diff er e d i n t h e S C O G s tr e e ( Fi g. 4).  R e c o v er y of t h e s a m e t o p ol-
o g y  u si n g pri m aril y c hl or o pl a st ( M c D a d e et al. 2 0 0 8) a n d pri-
m aril y n u cl e ar  d at a (t hi s st u d y), a n d  diff er e nt e sti m ati o n
m et h o d s s u g g e st s t h at t h er e i s str o n g p h yl o g e n eti c si g n al f or
t h e s e r el ati o n s hi p s t h at i s g e n o m e i n d e p e n d e nt a n d n eit h er r a n-
d o m n or b a s e d o n s a m pli n g err or ( P e n n y a n d  H e n d y 1 9 8 6).
C orr o b or ati o n of t h e c hl or o pl a st 1 nr-I T S t o p ol o g y  wit h

T A B L E 3.  B U S C O c o m pl et e n e s s s c or e s.  B U S C O ( Si m ~a o et al. 2 0 1 5) a s s e s s e s t h e c o m pl et e n e s s of g e n o m e a n d t r a n s c ri pt o m e a s s e m bli e s  u si n g hi d d e n
M a r k o v  m o d el  p r o fi l e s f r o m a c u r at e d  d at a b a s e of  u ni v e r s al a n d hi g hl y- c o n s e r v e d si n gl e- c o p y o rt h ol o g s.  G e n o m e s ki m mi n g s a m pl e s a r e i n g r a y
r o w s.  W e a s s e s s e d e a c h a s s e m bl y  wit h t h e  B U S C O v. 3 l a n d  pl a nt ( E m b r y o p h yt a)  d at a b a s e ( o d b 9 ) of 1 4 4 0 o rt h ol o g s.  Hi g h-i d e ntit y  p r ot ei n  m at c h e s
b et w e e n t h e a s s e m bl y a n d t h e 1 4 4 0 o rt h ol o g s i n t h e  d at a b a s e a r e c o n si d er e d c o m pl et e,  p a rti al  m at c h e s a r e f r a g m e nt e d, a n d l o w-i d e ntit y  m at c h e s ( o r
l a c k t h e r e of) a g ai n st  d at a b a s e  p r ot ei n s a r e  mi s si n g f r o m t h e  B U S C O v. 3  d at a b a s e.

S p e ci e s %  C o m pl et e 1 f r a g m e nt e d C o m pl et e ( % c o m pl et e) # F r a g m e nt e d #  Mi s si n g

A c a nt h us le u c ost a c h ys 8 5. 6 1 1 5 9 ( 8 0. 5 %) 7 4 2 0 7
A n dr o gr a p his p a ni c ul at a 8 7. 7 1 1 9 7 ( 8 3. 1 %) 6 7 1 7 6
A vi ce n ni a  m ari n a 5 1. 8 3 5 1 ( 2 4. 4 %) 3 9 5 6 9 4
B arleri a oe n ot her oi des 9 0. 7 1 2 3 0 ( 8 5. 4 %) 7 6 1 3 4
B arleri a r ot u n dif oli a 4 9. 7 3 8 8 ( 2 6. 9 %) 3 2 8 7 2 4
B arleri a al b ostell at a 9 0. 1 1 2 2 1 ( 8 4. 8 %) 7 7 1 4 2
Ble p h aris di versis pi n a 5 1. 7 4 6 2 ( 3 2. 1 %) 2 8 3 6 9 5
Ble p h aris s pi nife x 4 8. 3 4 1 5 ( 2 8. 8 %) 2 8 1 7 4 4
Cr a b be a vel uti n a 8 9. 4 1 1 7 6 ( 8 1. 7 %) 1 1 1 1 5 3
J usti ci a p a cifi c a 8 9. 9 1 1 9 9 ( 8 3. 3 %) 9 5 1 4 6
L a n kesteri a ele g a ns 9 3. 6 1 3 0 9 ( 9 0. 9 %) 3 9 9 2
Le pi d a g at his d ul cis 7 7. 3 8 7 8 ( 6 1. 0 %) 2 3 5 3 2 7
Le pi d a g at his sessilif oli a 6 5. 8 6 8 4 ( 4 7. 5 %) 2 6 4 4 9 2
Ne ur a c a nt h us afri c a n us 9 0. 7 1 2 3 9 ( 8 6. 0 %) 6 7 1 3 4
R uelli a si m ple x 6 7. 5 7 8 5 ( 5 4. 5 %) 1 8 7 4 6 8
W hit fi el di a el o n g at a 8 9. 9 1 2 1 7 ( 8 4. 5 %) 7 8 1 4 5

F I G. 2.  P er c e nt a g e of t r a n s cri pt o m e a n d g e n o m e s ki m l o ci s o rt e d i nt o
o rt h o gr o u p s b y  O rt h o Fi n d er 2 f or e a c h s p e ci e s.  Bl a c k b ar s 5 p er c e nt of
l o ci s o rt e d i nt o o rt h o gr o u p s,  w hit e b ar s 5 p er c e nt  u n a s si g n e d l o ci.  T h e
l ett e r s b el o w e a c h b ar i n di c at e  w h et h e r t h e s p e ci e s  w a s a t r a n s cri pt o m e
s e q u e n c e d f or t h e  p r e s e nt st u d y ( T), a g e n o m e s ki m s e q u e n c e d f or t h e  p r e-
s e nt st u d y ( G S), o r a  p u bli cl y- a v ail a bl e t r a n s cri pt o m e f r o m  G e n B a n k ( G B).
S a m pl e s  wit h g e n o m e s ki m s e q u e n c e s h a d a hi g h e r  p er c e nt a g e of  u n a s-
si g n e d l o ci ( w hit e) t h a n t r a n s cri pt o m e s, b ut still h a d 3 0 – 5 0 % of l o ci s ort e d
t o o rt h o gr o u p s.

T A B L E 4.  Di st ri b uti o n of o rt h ol o g o u s l o ci  wit hi n o rt h o gr o u p s a n d l o ci  n ot
a s si g n e d t o o rt h o gr o u p s f or e a c h s p e ci e s.  O v er all, g e n o m e- s ki m mi n g
( gr a y r o w s) r e s ult e d i n  m or e l o ci i n o rt h o gr o u p s a n d  m or e  u n a s si g n e d
l o ci.

S p e ci e s

N u m b e r of l o ci

i n o rt h o g r o u p s

N u m b e r of

u n a s si g n e d l o ci

A c a nt h us le u c ost a c h ys 3 3, 9 3 4 7 7 3 3
A n dr o gr a p his p a ni c ul at a 2 4, 1 7 6 2 1 5 3
A vi ce n ni a  m ari n a 2 7, 3 5 8 2 3 0 1
B arleri a al b ostell at a 4 2, 3 9 9 6 2 2 9
B arleri a oe net her oi des 3 9, 8 4 7 4 0 7 6
B arleri a r ot u n dif oli a 3 3, 4 8 0 2 2 2 4
Ble p h aris di versis pi n a 3 0, 6 9 7 2 2 0 9
Ble p h aris s pi nife x 3 2, 3 3 8 2 6 3 1
Cr a b be a vel uti n a 6 1, 7 8 3 3 7, 4 2 6
J usti ci a p a cifi c a 2 7, 0 5 2 3 4 5 2
L a n kesteri a ele g a ns 5 6, 3 4 2 6 9, 3 1 8
Le pi d a g at his d ul cis 9 6, 9 8 5 1 8 7, 8 7 3
Le pi d a g at his sessilif oli a 1 0 6, 8 1 5 1 7 4, 7 3 3
Ne ur a c a nt h us afri c a n us 4 5, 7 0 2 3 7, 7 7 7
R uelli a si m ple x 2 4, 7 4 5 2 2 3 4
W hit fi el di a el o n g at a 2 8, 7 3 6 2 3 9 0
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p h yl o g e n o mi c  d at a s u g g e st s t h at l o w s u p p ort v al u e s i n t h e c p
1 nr-I T S tr e e ( M c D a d e et al. 2 0 0 8)  w er e t h e r e s ult of t o o f e w
l o ci, alt h o u g h t h e s e q u e n c e s s a m pl e d  w er e a m o n g t h e f a st e st
e v ol vi n g  m ar k er s a v ail a bl e at t h e ti m e.  T h e c p 1 nr-I T S
fi v e-l o ci  d at a s et  w a s 5 5 1 8 n u cl e oti d e s l o n g,  wit h 0. 1 – 3 1. 7 % p air-
wi s e i d e ntit y ( M c D a d e et al. 2 0 0 8). I n c o ntr a st, t h e 5 8 7 l o ci

p h yl o g e n o mi c  d at a s et  u s e d i n o ur st u d y  w a s 3 0 x l o n g er
( 1 6 6, 3 3 5 a mi n o a ci d s),  wit h a  m e a n of 3 9. 5 % p air wi s e i d e ntit y.
It i s n ot cl e ar  w h et h er l o w  M P b o ot str a p s u p p ort (, 5 0 %) f or a
f e w br a n c h e s i n  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8)  w a s  d u e t o l o w n u m b er s
of p ot e nti all y i nf or m ati v e c h ar a ct er s or c o n fl i cti n g p h yl o g e n eti c
si g n al p o s si bl y c a u s e d b y h y bri di z ati o n or i n c o m pl et e li n e a g e

F I G. 3.  M o st li k el y t r e e f or  A c a nt h a c e a e  d eri v e d f r o m  R A x M L a n al y si s a n d b a s e d o n 5 8 7 n u cl e a r l o ci f or  w hi c h s e q u e n c e s  w er e  pr e s e nt f or at l e a st
ni n e s p e ci e s ( m o d el of e v ol uti o n 5 J T T1 I1 G 1 F); s u p p o rt v al u e s a r e f r o m 1 0 0 0  M L b o ot str a p r e pli c at e s.  T h e s a m e t o p ol o g y  w a s r e c o v er e d  wit h F a st Tr e e
(Fi g. S 1 ), 6 1 3 6 g e n e t r e e s (Fi g. S 2 ), a n d t hr e e alt er n ati v e  m o d el s of  pr ot ei n e v ol uti o n (Fi g. S 3 ).

T A B L E 5.  T o p  B L A S T p  hit s f o r t h e 1 0 si n gl e c o p y o rt h o g r o u p s ( S C O G s) t h at  w er e  p r e s e nt i n all s p e ci e s a s i d e nti fi e d b y  O rt h o Fi n d e r 2.  T h e R uelli a l o c u s
f r o m e a c h S C O G  w a s s e a r c h e d a g ai n st t h e n r  d at a b a s e a n d t h e t o p t h r e e hit s a r e s h o w n.  N ot e t h at “ c hl or o pl a sti c ” a n d “ mit o c h o n d ri al ” m e a n s n u cl e a r
e n c o d e d a n d e x p r e s s e d i n t h e c hl o r o pl a st o r  mit o c h o n d ri a. “ P R E DI C T E D ” s e q u e n c e s c o nt ai n a n o p e n r e a di n g f r a m e t h at  w o ul d  p r o d u c e a  p r ot ei n if
t h e y a r e t r a n sl at e d, b ut t h e y h a v e n ot y et b e e n e x p e ri m e nt all y v e rifi e d t o  p r o d u c e t h e  d e s cri b e d  p r ot ei n.

S C O G A c c e s si o n D e s c ri pti o n E- v al u e

2 5 9  PI N 1 8 5 9 1. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  C D L 1 2 _ 0 8 7 4 5 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 3. 0 0 e- 9 2
X P _ 0 1 1 0 9 2 6 3 7. 1  U n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  L O C 1 0 5 1 7 2 7 5 6 [ Ses a m u m i n di c u m ] 4. 0 0 e- 8 9
X P _ 0 2 2 8 7 0 7 9 4. 1  U n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  L O C 1 1 1 3 9 0 0 4 0 [ Ole a e ur o p ae a v a r. s yl vestris ] 9. 0 0 e- 0 6

2 6 7  X P _ 0 1 1 1 0 1 3 8 1. 1  P r ot ei n  MI T O F E R RI N LI K E 1, c hl o r o pl a sti c [ Ses a m u m i n di c u m ] 0
PI N 1 0 5 5 3. 1 Mit o c h o n d ri al c a r ri e r  p r ot ei n  P E T 8 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 0
X P _ 0 1 2 8 2 9 5 6 7. 1  P R E DI C T E D:  p r ot ei n  MI T O F E R RI N LI K E 1, c hl o r o pl a sti c [ Er yt hr a nt he g utt at a ] 0

3 2 3  X P _ 0 1 1 0 9 8 3 4 7. 1  U D P- s ulf o q ui n o v o s e s y nt h a s e, c hl o r o pl a sti c i s of o r m  X 1 [ Ses a m u m i n di c u m ] 0
X P _ 0 1 1 0 9 8 4 1 1. 1  U D P- s ulf o q ui n o v o s e s y nt h a s e, c hl o r o pl a sti c i s of o r m  X 2 [ Ses a m u m i n di c u m ] 0
PI N 1 3 2 2 6. 1 U D P- gl u c o s e 4- e pi m e r a s e / U D P- s ulf o q ui n o v o s e s y nt h a s e [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 0

3 3 8  X P _ 0 2 2 8 9 7 5 7 4. 1  P r o b a bl e 3- h y d r o x yi s o b ut y r at e  d e h y d r o g e n a s e-li k e 1,  mit o c h o n d ri al [ Ole a e ur o p ae a v a r. s yl vestris ] 2. 0 0 e- 7 3
X P _ 0 1 1 0 9 3 6 3 7. 1  P r o b a bl e 3- h y d r o x yi s o b ut y r at e  d e h y d r o g e n a s e-li k e 1,  mit o c h o n d ri al [ Ses a m u m i n di c u m ] 3. 0 0 e- 7 3
PI N 0 4 8 4 4. 1 P ut ati v e  d e h y d r o g e n a s e [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 4. 0 0 e- 7 1

3 6 9  K Z V 2 9 5 2 5. 1  H y p ot h eti c al  p r ot ei n F 5 1 1 _ 0 0 8 0 3 [ D or c o cer as h y gr o metri c u m ] 7. 0 0 e- 5 9
X P _ 0 1 1 0 9 7 9 0 4. 1  U n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  L O C 1 0 5 1 7 6 7 0 8 [ Ses a m u m i n di c u m ] 9. 0 0 e- 5 1
X P _ 0 0 9 7 8 1 9 5 4. 1  P R E DI C T E D:  u n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  L O C 1 0 4 2 3 0 7 7 7 [ Ni c oti a n a s yl vestris ] 7. 0 0 e- 5 0

4 0 8  X P _ 0 2 2 8 7 1 7 2 2. 1 S e ri n e h y d r o x y m et h ylt r a n sf e r a s e 4 [ Ole a e ur o p ae a v a r. s yl vestris ] 0
T E Y 9 1 9 1 1. 1 Gl y ci n e h y d r o x y m et h ylt r a n sf e r a s e [ S al vi a s ple n de ns ] 0
X P _ 0 1 1 0 8 4 2 1 8. 1 S e ri n e h y d r o x y m et h ylt r a n sf e r a s e 4 [ Ses a m u m i n di c u m ] 0

4 1 0  PI N 1 4 9 4 2. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  C D L 1 2 _ 1 2 4 1 7 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 2. 0 0 e- 1 7 5
PI N 0 9 7 3 7. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  C D L 1 2 _ 1 7 6 8 4 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 2. 0 0 e- 1 7 4
X P _ 0 2 0 5 5 2 9 5 7. 1  P r o b a bl e t r a n s c ri pti o n f a ct o r  At 3 g 0 4 9 3 0 [ Ses a m u m i n di c u m ] 3. 0 0 e- 1 6 9

4 2 5  X P _ 0 1 1 0 9 6 5 0 4. 1  U n c h a r a ct e ri z e d  p r ot ei n  L O C 1 0 5 1 7 5 6 7 3 [ Ses a m u m i n di c u m ] 0
PI N 1 3 8 1 6. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  C D L 1 2 _ 1 3 5 4 4 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 0
X P _ 0 1 2 8 4 9 3 1 1. 1  P R E DI C T E D:  p r o b a bl e  m et h ylt r a n sf e r a s e  P M T 4 [ Er yt hr a nt he g utt at a ] 0

4 4 7  X P _ 0 1 1 0 7 9 8 2 2. 1  P r ot ei n  R O O T  P RI M O R DI U M  D E F E C TI V E 1 [ Ses a m u m i n di c u m ] 5. 0 0 e- 9 6
X P _ 0 2 2 8 9 0 5 6 9. 1  P r ot ei n  W H A T' S  T HI S F A C T O R 1 h o m ol o g [ Ole a e ur o p ae a v a r. s yl vestris ] 9. 0 0 e- 9 4
K Z V 1 8 5 1 3. 1  P r ot ei n  R O O T  P RI M O R DI U M  D E F E C TI V E 1 [ D or c o cer as h y gr o metri c u m ] 1. 0 0 e- 9 2

4 8 3  PI N 0 4 6 2 7. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  C D L 1 2 _ 2 2 8 3 6 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 7. 0 0 e- 1 5 6
PI N 2 0 3 0 0. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  C D L 1 2 _ 0 7 0 1 6 [ H a n dr o a nt h us i m peti gi n os us ] 9. 0 0 e- 1 4 2
E Y U 3 4 9 6 0. 1 H y p ot h eti c al  p r ot ei n  MI M G U _ m g v 1 a 0 2 6 8 9 0 m g [ Er yt hr a nt he g utt at a ] 4. 0 0 e- 1 3 5

S Y S T E M A TI C  B O T A N Y7 2 2 [ V ol u m e 4 7
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s orti n g ( P a g e a n d  H ol m e s 1 9 9 8; S u s k o 2 0 1 5), b ut i n li g ht of o ur
p h yl o g e n o mi c  d at a, t h e  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8) p h yl o g e n eti c
h y p ot h e si s i s h er e c o n fi r m e d a s a g o o d e sti m at e of t h e s p e ci e s
p h yl o g e n y.  W e  di d n ot fi n d a n y s u p p ort f or Ne ur ac a nt h us a s si s-
t er t o  B A W 1 (J u sti ci e a e 1 R u elli e a e) a s i n  Tri p p a n d  M c D a d e
( 2 0 1 4),  w hi c h  w a s b a s e d o n a  B E A S T a n al y si s of S a n g er s e q u e n-
c e s t h at  di d n ot s a m pl e a s  d e n s el y fr o m  B A W N a s  di d  M c D a d e
et al. ( 2 0 0 8). It  m a y b e t h at t a x o n s a m pli n g  diff er e n c e s or t h e
a d diti o n al p ar a m et er s of t h e  B E A S T a n al y si s l e d t o t h e alt er n a-
ti v e pl a c e m e nt of Ne ur ac a nt h us .  T h e tr e e pr e s e nt e d h er e ( Fi g. 3)
i s a fr a m e w or k t h at c a n b e u s e d t o e sti m at e b ett er- s a m pl e d
p h yl o g e ni e s of t h e f a mil y.

C o m bi n e d t r a n s cri pt o m e a n d  G S S  d at a i n cr e a s e d s u p p ort
f or s o m e br a n c h e s al o n g t h e b a c k b o n e of  M c D a d e et al.' s
( 2 0 0 8)  p h yl o g e n y t h at  w er e  w e a kl y s u p p ort e d.  N ot a bl y, t h e
b r a n c h e s l e a di n g t o t h e  B A W N cl a d e, t h e  B A W cl a d e a n d t h e
W hit fi el d e a e ar e h e r e  m or e str o n gl y s u p p ort e d.  A s i n t h e c p 1
nr-I T S t r e e, t h e 1 0 si n gl e- c o p y l o ci  R A x M L t r e e r et u r n e d  m o d-
e r at e t o n o s u p p o rt f or t h e s e br a n c h e s, a n d t h e b r a n c hi n g
or d e r of B arleri a ( Fi g. 4) i s i n c o n si st e nt  wit h t o p ol o gi e s f r o m
t h e 5 8 7 l o ci  d at a s et ( Fi g. 3), a s  w ell a s  wit h ot h e r st u di e s of
B arleri a ( D ar b y s hir e et al. 2 0 1 9;  C o mit o et al. 2 0 2 2).  T e n
si n gl e- c o p y l o ci  d o n ot a d e q u at el y r e s ol v e t hi s  p art of t h e t r e e.

I n  p h yl o g e n eti c st u di e s  u si n g l a r g e n u m b e r s of l o ci, b o ot-
st r a p v al u e s c a n b e c o m e a rti fi ci all y i n fl at e d  w h e n  d at a s u p-
p o rti n g alt er n ati v e t o p ol o gi e s ar e  pr e s e nt at l o w l e v el s ( S e o
2 0 0 8;  N ar e c h a ni a et al. 2 0 1 2).  W e t e st e d f or t h e  p o s si bilit y t h at
o u r  M L b o ot st r a p v al u e s ( Fi g. 3)  w er e i n fl at e d b y c h a n gi n g
t h e  m o d el of a mi n o a ci d e v ol uti o n  u s e d t o e sti m at e a t r e e i n
R A x M L ( Fi g. S 3 ) a n d b y  u si n g n et w or k s a n d t r e e s t o e x pl o r e
c o n fl i ct a m o n g b r a n c h e s (Fi g s. S 4 – S 9).  W e al s o e x pl o r e d t r e e
s p a c e  wit h a  P C A b a s e d o n t r e e- di st a n c e s (tr e e V e c; Fi g. 5).
C h a n gi n g t h e  m o d el of e v ol uti o n h a d n o eff e ct o n t h e t o p ol-
o g y a n d t h e  P C A s u g g e st e d t h at t h e r e  w er e n ot  di sti n ct e v ol u-
ti o n ar y si g n al s i n t h e  d at a t h at  w o ul d s u p p ort  diff e r e nt a n d
c o n fl i cti n g t r e e t o p ol o gi e s. If t h er e  w er e  di sti n ct, c o m p eti n g
t r e e t o p ol o gi e s, o n e s h o ul d s e e  m or e  p o c k et s of  di s p ar at e t r e e s
(“ t r e e i sl a n d s” ) i n t h e P C A; i n st e a d t h e r e i s o n e l ar g e, h o m o g e-
n o u s cl u st e r of t r e e s, a s  w o ul d b e e x p e ct e d f r o m e sti m ati n g
t h e  p h yl o g e n y b a s e d o n  diff e r e nt n u cl e ar l o ci.

N et w o r k s of ali g n m e nt s ( Fi g s. S 4 – S 9) a n d t h e  O rt h o-
Fi n d e r 2 t r e e s  wit h S T A G s u p p o rt ( Fi g s. S 1 , S 2) s u g g e st s o m e
d e gr e e of c o n fl i ct i n t h e b r a n c hi n g o r d e r of A n dr o gr a p his ,
Ne ur a c a nt h us , a n d  W hitfi el di e a e.  R e m o vi n g  p ot e nti all y  p r o b-
l e m ati c t a x a i n t h e n et w o r k s, n a m el y A vi ce n ni a  m ari n a (l o w-
e st- q u alit y t r a n s cri pt o m e  u s e d i n t hi s st u d y) a n d Cr a b be a
vel uti n a ( b e c a u s e it c h a n g e s  p o siti o n i n t h e c hl o r o pl a st a n d
n u cl e a r t o p ol o gi e s),  di d n ot vi si bl y r e d u c e c o n fl i ct i n t h e n et-
w or k s ( Fi g s. S 4 – S 9).  T h e  p r e s e n c e of c o n fl i ct i n t h e s e b r a n c h e s
s u g g e st s t h at  d e n s e r s p e ci e s s a m pli n g i n  A n d r o g r a p hi d e a e,
Ne ur a c a nt h us , a n d  W hitfi el di e a e  m a y st a bili z e t h e t o p ol o g y.
W e al s o f o u n d t h at R uelli a si m ple x a n d J usti ci a p a cifi c a di d n ot
h a v e a s m a n y c h a r a ct e r s s u p p o rti n g t h ei r si st e r r el ati o n s hi p
a s  di d t h e b r a n c h e s l e a di n g t o  B a rl e ri e a e a n d  A c a nt h e a e
(Fi g s. S 4 – S 9).  T hi s  m a y b e b e c a u s e  w e s a m pl e d o nl y a si n gl e
s p e ci e s of e a c h of t h e s e l a r g e li n e a g e s.

T h e  A c a nt h a c e a e  p h yl o g e n o mi c t r e e ( Fi g. 3)  di s a g r e e s  wit h
M c D a d e et al. ’s ( 2 0 0 8) c hl o r o pl a st 1 n r-I T S t o p ol o g y i n t h e
pl a c e m e nt of Cr a b be a. T hi s g e n u s of 1 6 s p e ci e s of  p e r e n ni al
h e r b s a n d s h r u bl et s i s  di stri b ut e d a cr o s s  Af ri c a ( Bi d g o o d a n d
B r u m mitt 1 9 8 5;  T h uli n 2 0 0 4;  D a r b y s hi r e et al. 2 0 1 0, 2 0 1 5).  D e
G o u v ei a et al. ( 2 0 1 7) s a m pl e d s e v e n Cr a b be a s p e ci e s f r o m
S o ut h  Af ri c a a n d a s s e m bl e d  d at a f r o m t w o c hl o r o pl a st l o ci
a n d  m or p h ol o g y.  U si n g B arleri a re pe ns , A n dr o gr a p his p a ni c u-
l at a, a n d T h u n ber gi a ere ct a a s o ut g r o u p s a n d r o oti n g t h e t r e e
o n t h e b r a n c h l e a di n g t o t h e o ut g r o u p s, t h e s e a ut h o r s r e c o v-
e r e d a  m o n o p h yl eti c Cr a b be a . Cr a b be a vel uti n a w a s si st er t o t h e
r e st ( D e  G o u v ei a et al. 2 0 1 7). I n  M c D a d e et al. ’s ( 2 0 0 8) c p 1
n r-I T S t o p ol o g y, C. a c a ulis i s st r o n gl y s u p p o rt e d a s si st er t o
B arleri a .  W e s a m pl e d C. vel uti n a a n d f o u n d it t o b e si st er t o
t h e r e st of  B a rl e ri e a e (B arleri a 1 Le pi d a g at his )  w h e n  w e  u s e d
a n ali g n m e nt- b a s e d a p pr o a c h ( M A F F T, Fi g. S 1 ), b ut n ot
w h e n  w e  u s e d a  di st a n c e- m atri x a p p r o a c h ( D e n dr o B L A S T,
Fi g. S 2 ).  N eit h er t h e  D e n d r o B L A S T n o r  M A F F T t r e e s r e s ol v e
C. vel uti n a si st er t o B arleri a , a s  w a s C. a c a ulis i n  M c D a d e et al.
( 2 0 0 8).  A d diti o n all y, a  R A D s e q st u d y of B arleri a ( C o mit o et al.
2 0 2 2) s a m pl e d C. hirs ut a a n d a s e c o n d,  u ni d e nti fi e d Cr a b be a
s p e ci e s.  T h e s e  w e r e t o g et h er si st e r t o t h e r e st of s a m pl e d  B a r-
l e ri e a e (B arleri a 1 Le pi d a g at his ), a s i n o u r t r e e s. It i s  p o s si bl e
t h at n u cl e a r a n d c hl o r o pl a st  d at a  di s a gr e e a b o ut t h e

F I G. 4.  R A x M L  p h yl o g e n y of  A c a nt h a c e a e b a s e d o n 1 0 si n gl e- c o p y o rt h ol o g s ( S C O G s) a s i d e ntifi e d b y  O rt h o Fi n d er 2 a n d  p r e s e nt f or all s p e ci e s s a m pl e d.
M L b o ot str a p s u p p o rt i s a b o v e b r a n c h e s.  T h e t o p ol o g y i s si mil a r t o t r e e s  u si n g  m or e l o ci ( Fi g. 3; Fi g. S 2 ); h o w e v e r, t h e br a n c hi n g o r d e r  wit hi n B arleri a i s  dif-
f er e nt a n d t h e b r a n c h e s l e a di n g t o Ne ur a c a nt h us a n d  W hit fi el di e a e h a v e l o w b o ot str a p s u p p ort.
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F I G. 5.  Pri n ci p al c o m p o n e nt a n al y si s of 6 1 3 6 g e n e t r e e s i n t r e e s p a c e b a s e d o n t r e e V e c- di st a n c e s.  T o p l eft:  P C 1 v s.  P C 2; b ott o m l eft:  P C 3 v s.  P C 4.  C ol o r s
c o rr e s p o n d t o 2 0 t r e e cl u st er s.  T h e r e a r e n o g r o u p s of t r e e t o p ol o gi e s t h at a r e  di sti n ct f r o m t h e  m ai n g r o u p, s u g g e sti n g s u btl e  diff er e n c e s i n t h e e v ol uti o n a r y
hi st o ri e s of t h e s e l o ci, b ut n o st r o n g alt er n ati v e t o t h e  m aj o rit y si g n al.  T h e  m e di a n t r e e s f or cl u st er s 1 0 a n d 1 6, ri g ht,  m at c h e d t h e n u cl e ar t o p ol o g y ( Fi g. 3).
B e st,  M e di a n, a n d F a rt h e st  T r e e  Di st a n c e s  w er e c al c ul at e d f or all 6 1 3 6 t r e e s v s. t h e S T A G s p e ci e s t r e e a n d t h e  M c D a d e et al. ( 2 0 0 8) c p 1 nr-I T S t r e e.
T w e nt y-t hr e e of t h e 6 1 3 6 g e n e t r e e s h a d t h e s a m e t o p ol o g y a s t h e S T A G s p e ci e s t r e e.
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pl a c e m e nt of Cr a b be a o wi n g t o i nt r o g r e s si o n b et w e e n t h e
a n c e st o r s of t hi s g e n u s a n d ot h er  B a rl e ri e a e li n e a g e s ( r e pr e-
s e nt e d h e r e b y B arleri a , Le pi d a g at his ) a n d o u r  A B B A- B A B A
t e st f o u n d f e w ali g n m e nt  p o siti o n s s u p p o rti n g C . vel uti n a a s
si st er t o B arleri a (T a bl e S 1 ). It i s al s o  p o s si bl e t h at Cr a b be a i s
n ot  m o n o p h yl eti c: o n e o r  m o r e Cr a b be a s p e ci e s  m a y b e si st e r
t o B arleri a ,  w h er e a s ot h er s a r e si st er t o all  B a rl e ri e a e.  T h e
r e s ult s of  D e  G o u v ei a et al. ( 2 0 1 7) s u g g e st ot h e r wi s e, b ut
t h ei r s a m pli n g o ut si d e of C r a b b e a w a s li mit e d a n d  m o n o-
p h yl y of t h e g e n u s  w a s n ot t e st e d.  P h yl o g e n eti c r e s ol uti o n
of Cr a b be a will r e q ui r e i n cr e a s e d s a m pli n g of Cr a b be a a n d
Le pi d a g at his s.l., a n d of  M al a g a s y g e n er a of  B arl eri e a e ( B o ut o ni a,
L asi ocl a d us,  Peric al y pt a,  P o d or u n gi a,  Pse u d o dic pliter a ) t o  d et er-
mi n e t h e li mit s of Cr a b be a a n d c o n si d er it s r el ati o n s hi p s t o ot h er
B arl eri e a e.

I n o ur st u d y, l o w t a x o n s a m pli n g  m a y h a v e aff e ct e d r e s ul-
t a nt t o p ol o gi e s. I n c r e a s e d t a x o n s a m pli n g h a s n ot n e c e s s aril y
pr o vi d e d hi g h b o ot st r a p s u p p o rt i n  pr e vi o u s st u di e s of t hi s
g r o u p  u si n g c hl or o pl a st 1 n r-I T S S a n g er s e q u e n c e s, b ut
i n c r e a s e d s a m pli n g  m a y  pr o vi d e a st a bl e  p h yl o g e n y  wit h
l ar g e r n u cl e ar  d at a s et s.  W e li mit e d t a x o n s a m pli n g i n t hi s
st u d y t o f o c u s o n g e n e r ati n g  m or e l o ci a n d t o t ri al t h e
a p p r o a c h of c o m bi ni n g t r a n s c ri pt o m e a n d g e n o m e s ki m  d at a.
N o w t h at t h e s e g e n o mi c s e q u e n c e s ar e a v ail a bl e, t h e y c a n b e
u s e d f or f ut ur e st u di e s i n v ol vi n g  m or e s p e ci e s i n e a c h of t h e s e
li n e a g e s t o f urt h e r r efi n e t h e  p h yl o g e n y of  A c a nt h a c e a e.

A hi g hl y r e s ol v e d a n d st r o n gl y s u p p o rt e d  p h yl o g e n y of
A c a nt h a c e a e  will h el p g ui d e r e cl a s si fi c ati o n of t h e f a mil y
( T ri p p et al. 2 0 2 2), i d e ntif y  p ot e nti al s y n a p o m or p hi e s f o r
cl a d e s, a n d b ett e r  u n d e r st a n d  m o r p h ol o gi c al e v ol uti o n ( e. g.
e x pl o si v e s e e d c a p s ul e s, h y g r o s c o pi c t ri c h o m e s o n s e e d s,
c o r oll a  m or p h ol o g y).  O u r r e s ult s s u g g e st t h at t h e  pl a c e m e nt
of Cr a b be a w a rr a nt s f urt h e r c o n si d er ati o n a n d f ut ur e st u di e s
s h o ul d i n cr e a s e t a x o n s a m pli n g a c r o s s t h e  B A W N li n e a g e s of
B a rl e ri e a e,  A n d r o g r a p hi d e a e,  W hit fi el d e a e, a n d Ne ur a c a n-
t h us, a s t h e s e g r o u p s h a v e n ot y et b e e n  w ell s a m pl e d i n a n y
m ol e c ul ar  p h yl o g e n eti c st u d y.

A C K N O W L E D G M E N T S

T hi s  w o r k  w a s  d o n e i n  p a rti al f ul fi ll m e nt of J o s h u a  A ri a s’ M. S.
d e g r e e at  C alif o r ni a St at e  U ni v e r sit y,  L o n g  B e a c h ( C S U L B); hi s c o m-
mitt e e  m e m b e r s, J u d y  B r u s sl a n a n d  R e n a u d  B e rl e m o nt, g a v e i n si g htf ul
f e e d b a c k o n hi s t h e si s. F u n di n g f o r t hi s  w o r k c a m e f r o m t h e  C S U L B
RI S E  p r o g r a m ( NI H- RI S E  A w a r d 2 R 2 5 G M 0 7 1 6 3 8), t h e St at e of  C alif o r-
ni a, a n d  A. Fi s h e r ’s  N S F  A w a r d # 1 7 5 4 7 9 2.  T h e c o nt e nt i s s ol el y t h e
r e s p o n si bilit y of t h e a ut h o r s a n d  d o e s n ot n e c e s s a ril y r e p r e s e nt t h e
of fi ci al vi e w s of t h e  N ati o n al S ci e n c e F o u n d ati o n n o r t h e  N ati o n al
I n stit ut e s of  H e alt h.  E M T a c k n o wl e d g e s s u p p o rt f r o m  N S F ( A w a r d # s
1 3 5 4 9 6 3  & 1 7 5 4 4 9 3).  T hi s r e s e a r c h  w a s n ot  p r e r e gi st e r e d i n a n y i n stit u-
ti o n al r e gi st r y.  T h a n k y o u t o  C S U L B  B ot a n y t e c h ni ci a n  B ri a n  T h o r s o n
a n d  C S U L B st u d e nt s  N n e k a  A r o u m a,  L a y m o n  B all,  R o b e rt  C o mit o,
E mil y  D o,  K e y  K e y m a n e s h,  A m y  N g u y e n, a n d J e a n- P a ul  U r e n d a f o r
a s si st a n c e i n t h e l a b a n d g r e e n h o u s e. J u d y  B r u s sl a n s u g g e st e d t h e
B R a D- s e q  m et h o d of  R N A e xt r a cti o n.  M a r k  P o rt e r of  C alif o r ni a  B ot a ni c
G a r d e n s u g g e st e d t h e  A B B A- B A B A a n al y si s. S p e ci al t h a n k s g o t o  C a r-
ri e  G a n ot e of t h e I n di a n a  U ni v e r sit y  G al a x y  T ri nit y i n st a n c e,  R o g e r
B a rt h el s o n a n d  U p e n d r a  D e vi s s et y of  C y V e r s e, a n d  C h a rl e s F o r s yt h of
t h e  U C  Ri v e r si d e  H P C C f o r t h ei r g ui d a n c e  wit h a n al y s e s.

A U T H O R C O N T RI B U TI O N S

J A  di d t h e  m ol e c ul a r l a b  w o r k a n d a n al y s e s,  w r ot e t h e i niti al  d r aft of
t h e  m a n u s c ri pt a s a  M. S. t h e si s, a n d  d e si g n e d t h e fi g u r e s.  E M T  p r o vi d e d
t h e R uelli a t r a n s c ri pt o m e b ef or e  p u bli c r el e a s e a n d r e vi s e d t h e  m a n u-
s c ri pt.  L M c o nt ri b ut e d  p r e s e r v e d s p e ci m e n s.  E M T,  C K, a n d  L M c o nt ri b-
ut e d t o  w riti n g a n d e diti n g t h e  m a n u s c ri pt.  A F  d e si g n e d t h e  p r oj e ct,

s u p e r vi s e d  m ol e c ul a r l a b  w o r k a n d a n al y s e s,  p r o vi d e d f u n di n g, a n d
r e vi s e d a n d e dit e d t h e  m a n u s c ri pt.

All n e w s p e ci m e n s g at h e r e d f o r t hi s st u d y  w e r e c oll e ct e d l e g all y a n d
wit h  p e r mi s si o n.
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6 4 5 – 6 7 4.

Ki el,  C.  A.,  T. F.  D a ni el, a n d  L.  A.  M c D a d e. 2 0 1 8.  P h yl o g e n eti c s of  N e w
W orl d ‘J u sti ci oi d s’ (J u sti ci e a e:  A c a nt h a c e a e):  M aj o r li n e a g e s,  m or p h o-
l o gi c al  p att er n s, a n d  wi d e s pr e a d i n c o n g r u e n c e  wit h cl a s sifi c ati o n.
S yste m atic  B ot a n y 4 3: 4 5 9 – 4 8 4.

L ef ort,  V.,  R.  D e s p e r, a n d  O.  G a s c u el. 2 0 1 5. F a st M E 2. 0:  A c o m p r e h e n si v e,
a c c ur at e, a n d f a st  di st a n c e- b a s e d  p h yl o g e n y i nf er e n c e  p r o gr a m.
M olec ul ar  Bi ol o g y a n d  E v ol uti o n 3 2: 2 7 9 8 – 2 8 0 0.

L e m m o n,  A.  R., S.  A.  E m m e, a n d  E.  M.  L e m m o n. 2 0 1 2.  A n c h or e d h y b ri d
e n ri c h m e nt f or  m a s si v el y hi g h-t hr o u g h p ut  p h yl o g e n o mi c s. S yste m-
atic  Bi ol o g y 6 1: 7 2 7 – 7 4 4.

L o m a n,  N. J.,  C.  C o n st a nti ni d o u, J.  Z.  M.  C h a n,  M.  H al a c h e v,  M. S er g e a nt,
C.  W.  P e n n,  E.  R.  R o bi n s o n, a n d  M. J.  P all e n. 2 0 1 2.  Hi g h-t h r o u g h p ut
b a ct eri al g e n o m e s e q u e n ci n g:  A n e m b arr a s s m e nt of c h oi c e, a  w orl d
of o p p o rt u nit y. N at u re  Re vie ws.  Mi cr o bi ol o g y 1 0: 5 9 9 – 6 0 6.

L y u,  H.,  X.  Li,  Z.  G u o,  Z.  H e, a n d S. S hi. 2 0 1 8.  D e n o v o a s s e m bl y a n d
a n n ot ati o n of t h e A vice n ni a of fi ci n alis L. t r a n s c ri pt o m e. M ari ne  Ge n o-
mics 3 9: 3 – 6.

M c D a d e,  L.  A. a n d  M.  L.  M o o d y. 1 9 9 9.  P h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s a m o n g
A c a nt h a c e a e:  E vi d e n c e f r o m n o n c o di n g t r n L-t r n F c hl or o pl a st  D N A
s e q u e n c e s. A meric a n J o ur n al of  B ot a n y 8 6: 7 0 – 8 0.

M c D a d e,  L.  A. a n d J.  A.  W e e k s. 2 0 0 4.  N e ct a r i n h u m mi n g bi r d- p olli n at e d
n e otr o pi c al  pl a nt s II: I nt er a cti o n s  wit h fl o w er vi sit or s. Bi otr o pic a 3 6:
2 1 6.

M c D a d e,  L.  A.,  T. F.  D a ni el,  C.  A.  Ki el, a n d  K.  V oll e s e n. 2 0 0 5.  P h yl o g e-
n eti c  R el ati o n s hi p s a m o n g  A c a nt h e a e ( A c a nt h a c e a e):  M aj or li n e a g e s
pr e s e nt c o nt r a sti n g  p att er n s of  m ol e c ul a r e v ol uti o n a n d  m o r p h ol o gi-
c al  diff er e nti ati o n. S yste m atic  B ot a n y 3 0: 8 3 4 – 8 6 2.

M c D a d e,  L.  A.,  T. F.  D a ni el, a n d  C.  A.  Ki el. 2 0 0 8.  T o w ar d a c o m p r e h e n-
si v e  u n d er st a n di n g of  p h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s a m o n g li n e a g e s of
A c a nt h a c e a e s.l. ( L a mi al e s). A meric a n J o ur n al of  B ot a n y 9 5: 1 1 3 6 – 1 1 5 2.

M c D a d e,  L.  A.,  T. F.  D a ni el,  C.  A.  Ki el, a n d  A. J.  B or g. 2 0 1 2.  P h yl o g e n eti c
pl a c e m e nt,  d eli mit ati o n, a n d r el ati o n s hi p s a m o n g g e n er a of t h e e ni g-
m ati c  N el s o ni oi d e a e ( L a mi al e s:  A c a nt h a c e a e). T a x o n 6 1: 6 3 7 – 6 5 1.

M c D a d e,  L.  A.,  T. F.  D a ni el, a n d  C.  A.  Ki el. 2 0 1 8.  T h e  T et r a m eri u m li n e-
a g e ( A c a nt h a c e a e, J usti ci e a e) r e vi sit e d:  P h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s
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r e v e al  p ol y p h yl y of  m a n y  N e w  W orl d g e n er a a c c o m p a ni e d b y r a m-
p a nt e v ol uti o n of fl o r al  m o r p h ol o g y. S yste m atic  B ot a n y 4 3: 9 7 – 1 1 6.

M c K ai n,  M.  R.,  M.  G. J o h n s o n, S.  Uri b e- C o n v er s,  D.  E at o n, a n d  Y.  Y a n g.
2 0 1 8.  Pr a cti c al c o n si d er ati o n s f o r  pl a nt  p h yl o g e n o mi c s. A p plic ati o ns
i n  Pl a nt Scie nces 6: e 1 0 3 8.

M er c h a nt,  N.,  E.  L y o n s, S.  G off,  M.  V a u g h n,  D.  W ar e,  D.  Mi c kl o s, a n d  P.
A nti n. 2 0 1 6.  T h e i Pl a nt  C oll a b o r ati v e:  C y b e ri nfr a st r u ct ur e f or
e n a bli n g  d at a t o  di s c o v e r y f o r t h e lif e s ci e n c e s. P L o S  Bi ol o g y 1 4:
e 1 0 0 2 3 4 2.

Mill er,  M.  A.,  W.  Pf eiff er, a n d  T. S c h w a rt z. 2 0 1 0.  Cr e ati n g t h e  CI P R E S S ci-
e n c e  G at e w a y f or i nf er e n c e of l ar g e  p h yl o g e n eti c t r e e s.  P p. 1 – 8 i n
Pr ocee di n gs of t he  G ate w a y  C o m p uti n g  E n vir o n me nts  W or ks h o p ( G C E) .
N e w  O rl e a n s:  G at e w a y  C o m p uti n g.

M or ai s,  E.  B., J. S c h €o n e n b er g er,  E.  C o nti,  A.  A nt o n elli, a n d  P. S z €o v e n yi.
2 0 1 9.  O rt h ol o g o u s n u cl e a r  m ar k er s a n d n e w t r a n s cri pt o m e s t h at
b r o a dl y c o v er t h e  p h yl o g e n eti c  di v er sit y of  A c a nt h a c e a e. A p plic ati o ns
i n  Pl a nt Scie nces 7: e 1 1 2 9 0.

M u c h h al a,  N.,  A.  C ai z a, J.  C.  Vi z u et e, a n d J.  D.  T h o m s o n. 2 0 0 9.  A g e n er al-
i z e d  p olli n ati o n s y st e m i n t h e t r o pi c s:  B at s, bir d s a n d A p hel a n dr a
a c a nt h us.  A n n als of  B ot a n y 1 0 3: 1 4 8 1 – 1 4 8 7.

N a r e c h a ni a,  A.,  R.  H.  B a k er,  R. Sit, S.  O.  K ol o k otr o ni s,  R.  D e S all e, a n d
P. J.  Pl a n et. 2 0 1 2.  R a n d o m a d diti o n c o n c at e n ati o n a n al y si s:  A n o v el
a p pr o a c h t o t h e e x pl or ati o n of  p h yl o g e n o mi c si g n al r e v e al s str o n g
a gr e e m e nt b et w e e n c or e a n d s h ell g e n o mi c  p artiti o n s i n t h e c y a n o-
b a ct eri a. Ge n o me  Bi ol o g y a n d  E v ol uti o n 4: 3 0 – 4 3.

Ort e g o n- C a m p o s, I.,  V.  P a rr a- T a bl a,  L.  A b d al a- R o b ert s, a n d  C.  M.  H er-
r er a. 2 0 0 9.  L o c al a d a pt ati o n of R uelli a n u di fl or a ( A c a nt h a c e a e) t o
bi oti c c o u nt er p art s:  C o m pl e x s c e n a ri o s r e v e al e d  w h e n t w o h er bi v or e
g uil d s ar e c o n si d er e d. J o ur n al of  E v ol uti o n ar y  Bi ol o g y 2 2: 2 2 8 8 – 2 2 9 7.

P a g e,  R.  D.  M. a n d  E.  C.  H ol m e s. 1 9 9 8. M olec ul ar  E v ol uti o n:  A  P h yl o ge netic
A p pr o ac h. O xf or d:  Bl a c k w ell  P u bli s hi n g,  Lt d.

P a v e y, S.  A., J.  G a u di n,  E.  N or m a n d e a u,  M.  Di o n n e,  M.  C a st o n g u a y,  C.
A u d et, a n d  L.  B e r n at c h e z. 2 0 1 5.  R A D s e q u e n ci n g hi g hli g ht s  p ol y-
g e ni c  di s cri mi n ati o n of h a bit at e c ot y p e s i n t h e  p a n mi cti c  A m e ri c a n
E el. C urre nt  Bi ol o g y 2 5: 1 6 6 6 – 1 6 7 1.

P e n n y,  D. a n d  M.  D.  H e n d y. 1 9 8 6.  E sti m ati n g t h e r eli a bilit y of e v ol uti o n-
a r y t r e e s. M ole c ul ar  Bi ol o g y a n d  E v ol uti o n 3: 4 0 3 – 4 1 7.

Pri c e,  M.  N.,  P. S.  D e h al, a n d  A.  P.  A r ki n. 2 0 1 0. F a st Tr e e 2:  A p pr o xi-
m at el y  m a xi m u m-li k eli h o o d t r e e s f or l a r g e ali g n m e nt s. P L o S  O ne 5:
e 9 4 9 0.

Ri c ht er, S., F. S c h w a r z,  L.  H eri n g,  M.  B €o g g e m a n n, a n d  C. Bl ei d or n. 2 0 1 5.
T h e  utilit y of g e n o m e s ki m mi n g f or  p h yl o g e n o mi c a n al y s e s a s  d e m-
o n str at e d f or gl y c eri d r el ati o n s hi p s ( A n n eli d a,  Gl y c e ri d a e). Ge n o me
Bi ol o g y a n d  E v ol uti o n 7: 3 4 4 3 – 3 4 6 2.

Ri p m a,  L.  A.,  M.  G. Si m p s o n, a n d  K.  H a s e n st a b- L e h m a n. 2 0 1 4.  G e n ei o u s!
Si m pli fi e d g e n o m e s ki m mi n g  m et h o ds f or  p h yl o g e n eti c s y st e m ati c
st u di e s:  A c a s e st u d y i n Ore o c ar y a ( B or a gi n a c e a e). A p plic ati o ns i n
Pl a nt S cie n ces 2 : 1 40 0 0 6 2.

R o bi n s o n,  D. F. a n d  L.  R. F o ul d s. 1 9 8 1.  C o m p a ri s o n of  p h yl o g e n eti c t r e e s.
M at he m atic al  Bi oscie nces 5 3: 1 3 1 – 1 4 7.

R ot hf el s, C. J., A. L ar s s o n, F. W. Li, E. M. Si g el, L. H ui et, D. O. B u r g e, M.
R u h s a m, S.  W.  Gr a h a m,  D.  W. St e v e n s o n,  G.  K. S.  W o n g,  P.  K or all,
a n d  K.  M.  P r y er. 2 0 1 3.  Tr a n s cri pt o m e- mi ni n g f o r si n gl e- c o p y n u cl e a r
m a r k er s i n f er n s. P L o S  O ne 8: e 7 6 9 5 7.

S al e hi,  Z. a n d  M.  N aj a fi . 2 0 1 4.  R N A  p r e s er v ati o n a n d st a bili z ati o n. Bi o-
c he mistr y  &  P h ysi ol o g y 3: 1 2 6.

S c h mi c kl,  R.,  A.  Li st o n,  V.  Z ei s e k,  K.  O b erl a n d e r,  K.  W eit e mi er, S.  C.  K.
St r a u b,  R.  C.  C r o n n,  L.  L.  Dr e y er, a n d J. S u d a. 2 0 1 6.  P h yl o g e n eti c
m a r k er  d e v el o p m e nt f or t ar g et e n ri c h m e nt f r o m t r a n s c ri pt o m e a n d
g e n o m e s ki m  d at a:  T h e  pi p eli n e a n d it s a p pli c ati o n i n s o ut h er n  Af ri-
c a n O x alis ( O x ali d a c e a e). M ole c ul ar  Ec ol o g y  Res o ur ces 1 6: 1 1 2 4 – 1 1 3 5.

S c h mi e d er,  R. a n d  R.  E d w ar d s. 2 0 1 1.  Q u alit y c o ntr ol a n d  pr e pr o c e s si n g
of  m et a g e n o mi c  d at a s et s. Bi oi nf or m atics 2 7: 8 6 3 – 8 6 4.

S e o,  T.  K. 2 0 0 8.  C al c ul ati n g b o ot str a p  pr o b a biliti e s of  p h yl o g e n y  u si n g
m ultil o c u s s e q u e n c e  d at a. M ole c ul ar  Bi ol o g y a n d  E v ol uti o n 2 5: 9 6 0 – 9 7 1.

S hi m o d air a,  H. 2 0 0 2.  A n a p p r o xi m at el y  u n bi a s e d t e st of  p h yl o g e n eti c t r e e
s el e cti o n. S yste m ati c Bi ol o g y 5 1: 4 9 2 – 5 0 8.

S hi m o d air a,  H. a n d  M.  H a s e g a w a. 1 9 9 9.  M ulti pl e c o m p a ri s o n s of
l o g-li k eli h o o d s  wit h a p pli c ati o n s t o  p h yl o g e n eti c i nf er e n c e. M olec ul ar
Bi ol o g y a n d  E v ol uti o n 1 6: 1 1 1 4 – 1 1 1 6.

Si m ~a o, F.  A.,  R.  M.  W at er h o u s e,  P. I o a n ni di s,  E.  V.  K ri v e nt s e v a, a n d  E.  M.
Z d o b n o v. 2 0 1 5.  B U S C O:  A s s e s si n g g e n o m e a s s e m bl y a n d a n n ot ati o n
c o m pl et e n e s s  wit h si n gl e- c o p y o rt h ol o g s. Bi oi nf or m atics 3 1: 3 2 1 0 –
3 2 1 2.

St a m at a ki s,  A. 2 0 1 4.  R A x M L v er si o n 8:  A t o ol f or  p h yl o g e n eti c a n al y si s
a n d  p o st- a n al y si s of l ar g e  p h yl o g e ni e s. Bi oi nf or m atics 3 0: 1 3 1 2 – 1 3 1 3.

St a n k e,  M. 2 0 0 7. g et A n n o F a st a. pl:  Cr e at e s F A S T A s e q u e n c e fi l e s f r o m
A U G U S T U S o ut p ut ( 3. 2. 1). htt p s: / / git h u b. c o m / n e xt g e n u sf s /
a u g u st u s / bl o b / m a st er / s cri pt s / g et A n n o F a st a. pl .

St a n k e,  M. a n d  B.  M or g e n st er n. 2 0 0 5.  A U G U S T U S:  A  w e b s er v er f or g e n e
pr e di cti o n i n e u k a r y ot e s t h at all o w s  u s er- d e fi n e d c o n st r ai nt s. N uclei c
Aci ds  Rese arc h 3 3:  W 4 6 5 – W 4 6 7.

S u s k o,  E. 2 0 1 5.  B a y e si a n l o n g b r a n c h attr a cti o n bi a s a n d c o rr e cti o n s. S ys-
te m atic  Bi ol o g y 6 4: 2 4 3 – 2 5 5.

S w off o r d, D. L. 1 9 9 8. P A U P P h yl o g e n eti c a n al y si s  u si n g  p ar si m o n y
( a n d ot h er  m et h o d s), v. 4. S u n d erl a n d,  M a s s a c h u s ett s: Si n a u er
A ss o ci at e s.

T h uli n,  M. 2 0 0 4.  E x p a n si o n of Cr a b be a ( A c a nt h a c e a e) a n d t h e  d e s cri pti o n of
t w o n e w s p e ci e s fr o m S o m ali a. N or dic J o ur n al of  B ot a n y 2 4: 5 0 1 – 5 0 6.

T o w n sl e y,  B.  T.,  M. F.  C o vi n gt o n,  Y. I c hi h a s hi,  K.  Z u m st ei n, a n d  N.  R.
Si n h a. 2 0 1 5.  B r e at h  A d a pt er  Di r e cti o n al s e q u e n ci n g ( B R a D- s e q):  A
str e a mli n e d,  ult r a- si m pl e a n d f a st li b r a r y  pr e p a r ati o n  pr ot o c ol f or
str a n d s p e ci fi c  m R N A li br ar y c o n str u cti o n. Fr o ntiers i n  Pl a nt Scie nce
6: 3 6 6.

T ri p p,  E.  A. 2 0 0 7.  E v ol uti o n ar y r el ati o n s hi p s  wit hi n t h e s p e ci e s-ri c h g e n u s
R uelli a ( A c a nt h a c e a e). S yste m atic  B ot a n y 3 2: 6 2 8 – 6 4 9.

T ri p p,  E.  A. 2 0 0 8. S yste m atics a n d  P olli n ati o n S yste m  E v ol uti o n i n R u elli a
( Ac a nt h ace ae). P h. D.  di s s ert ati o n.  D ur h a m,  N o rt h  C ar oli n a:  D u k e
U ni v er sit y.

T ri p p,  E.  A. a n d I.  D a r b y s hir e. 2 0 1 7.  P h yl o g e n eti c r el ati o n s hi p s a m o n g
Ol d  W orl d R uelli a L.:  A n e w cl a s si fi c ati o n a n d r ei n st at e m e nt of t h e
g e n u s Di nter a c a nt h us S c hi n z. S yste m ati c  B ot a n y 4 2: 4 7 0 – 4 8 3.

T ri p p,  E.  A. a n d I.  D a r b y s hir e. 2 0 2 0.  M c d a d e a:  A n e w g e n u s of  A c a nt h a-
c e a e e n d e mi c t o t h e  N a mi b  D e s ert of s o ut h w e st er n  A n g ol a. S yste m-
atic  B ot a n y 4 5: 2 0 0 – 2 1 1.

T ri p p,  E.  A. a n d  P. S.  M a n o s. 2 0 0 8. I s fl o r al s p e ci ali z ati o n a n e v ol uti o n a r y
d e a d- e n d ?  P olli n ati o n s y st e m t r a n siti o n s i n R uelli a ( A c a nt h a c e a e).
E v ol uti o n 6 2: 1 7 1 2 – 1 7 3 7.

T ri p p,  E.  A. a n d  L.  A.  M c D a d e. 2 0 1 4.  A ri c h f o s sil r e c o r d yi el d s c ali br at e d
p h yl o g e n y f or  A c a nt h a c e a e ( L a mi al e s) a n d e vi d e n c e f or  m a r k e d
bi a s e s i n ti mi n g a n d  dir e cti o n alit y of i nt er c o nti n e nt al  di sj u n cti o n s.
S yste m atic  Bi ol o g y 6 3: 6 6 0 – 6 8 4.

T ri p p,  E.  A. a n d  Y.  H.  E.  T s ai. 2 0 1 7.  Di s e nt a n gli n g g e o gr a p hi c al, bi oti c,
a n d a bi oti c  dri v er s of  pl a nt  di v er sit y i n n e otr o pi c al R uelli a ( A c a nt h a-
c e a e). P L o S  O ne 1 2: e 0 1 7 6 0 2 1.

T ri p p,  E.  A.,  T. F.  D a ni el, S. F ati m a h, a n d  L.  A.  M c D a d e. 2 0 1 3.  P h yl o g e-
n eti c r el ati o n s hi p s  wit hi n  R u elli e a e ( A c a nt h a c e a e) a n d a r e vi s e d cl a s-
si fi c ati o n. I nter n ati o n al J o ur n al of  Pl a nt Scie nces 1 7 4: 9 7 – 1 3 7.

T ri p p,  E.  A., I.  D a r b y s hir e,  T. F.  D a ni el,  C.  A.  Ki el, a n d  L.  A.  M c D a d e.
2 0 2 2.  R e vi s e d  Cl a s si fi c ati o n of  A c a nt h a c e a e a n d  w orl d wi d e  di c h ot o-
m o u s k e y s. T a x o n 7 1: 1 0 3 – 1 5 3.

T ri p p,  E.  A.,  Y.  H.  E.  T s ai,  Y.  Z h u a n g, a n d  K.  G.  D e xt er. 2 0 1 7.  R A D s e q
d at a s et  wit h 9 0 %  mi s si n g  d at a f ull y r e s ol v e s r e c e nt r a di ati o n of Pet-
ali di u m ( A c a nt h a c e a e) i n t h e  ultr a- a ri d  d e s ert s of  N a mi bi a. E c ol o g y
a n d  E v ol uti o n 7: 7 9 2 0 – 7 9 3 6.

U n g a r o,  A.,  N.  P e c h, J. F.  M arti n,  R. J. S.  M c C air n s, J.  P.  M e v y,  R.  C h a p-
p a z, a n d  A.  Gill e s. 2 0 1 7.  C h all e n g e s a n d a d v a n c e s f or t r a n s c ri pt o m e
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