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ONTOGENIA E GENETICA DE FLORES CASMOGAMAS E CLEISTOGAMAS DE
Utricularia triloba Benj. (LENTIBULARIACEAE)

RESUMO - O género Utricularia é o maior dentro da familia Lentibulariaceae,
e apresenta grande diversidade morfolégica, tanto de estruturas vegetativas quanto
reprodutivas. Esta diversidade pode estar relacionada a capacidade de conquista e
adaptacdo a novos habitats, incluindo variagbes nas estratégias de reproducdo. A
plasticidade floral também pode ser encontrada em algumas espécies de Utricularia,
abrangendo o dimorfismo floral, com a producéo de dois tipos de flores distintas,
casmogamas (CA) e cleistogamas (CL). Flores CA estéo relacionadas a atracédo de
polinizadores e a polinizagdo cruzada, enquanto flores CL apresentam estruturas
préximas e isoladas do exterior, favorecendo, assim, a autopolinizacdo. Em Utricularia
séo relatadas ao menos 12 espécies com flores CL, incluindo U. triloba, porém,
apenas dois trabalhos de morfologia comparativa tratam da descricdo deste tipo de
flor. Considerando a abordagem genética, ndo ha relatos de estudos de identificacdo
e evolucdo de genes relacionados a ontogénese floral na familia Lentibulariaceae.
Sendo assim, no presente trabalho buscamos descrever e comparar a
micromorfologia de flores CA e CL de U. triloba, assim como identificar e analisar as
familias génicas ARF e MADS-box, que tem membros com funcdes relacionadas a
formacdo das principais estruturas florais afetados pela cleistogamia, como pétalas,
pistilos e estames. As analises de histologia e microscopia revelaram caracteristicas
consistentes ao relatado para flores CA, e mostraram diferencas importantes nas
flores CL, como auséncia de tricomas glandulares e diferencas nas células
epidérmicas da corola de flores CL. A identificacdo e as analises evolutivas para as
familias génicas mostraram expansdes e contracdes de subfamilias dos genes ARF e
MADS-box que podem estar relacionados a adaptacdo de U. triloba a diferentes
pressfes ambientais, relacionados a ontogénese floral, assim como aos mecanismos
gue definem o sistema misto de reproducao encontrado em populac¢des naturais desta
espécie.

Palavras-chave: Cleistogamia, genes florais, micromorfologia, ontogenia floral,
plantas carnivoras



ONTOGENY AND GENETICS OF CHASMOGAMOUS AND CLEISTOGAMOUS
FLOWERS OF Utricularia triloba Benj. (LENTIBULARIACEAE)

ABSTRACT - The Utricularia genus is the largest within the Lentibulariaceae
family, presenting high morphological diversity, both for vegetative and reproductive
structures. This diversity may be related to the ability to conquer and adapt to new
habitats, including variations in reproduction strategies. Floral plasticity can also be
found in some Utricularia species, including floral dimorphism, with the production of
two distinct types of flowers, chasmogamous (CH) and cleistogamous (CL). CH flowers
are related to the pollinators’ attraction and consequently to cross-pollination, while CL
flowers present floral organs close and isolated from the external environment, favoring
self-pollination. In Utricularia, there are reported at least 12 species with cleistogamous
flowers, including U. triloba, however, only two comparative morphologic studies
covered this type of flower. Regarding the genetic approach there are no reports of
studies about identification and evolution of floral ontogenesis genes in the
Lentibulariaceae family. In this sense, herein we described and compared the CH and
CL flowers micromorphology of U. triloba, as well as identified and analyzed the ARF
and MADS-box gene families, which have members with related functions to the
formation of the main floral organs affected by cleistogamy, such as petals, pistils and
stamens. The histologic and microscopic analyses revealed consistent characters that
have been reported for CA flowers, and showed important differences in CL Flowers,
including the absence of glandular trichomes and differences on corolla epidermis of
CL flowers. The identification and evolutionary analyses for the gene families showed
subfamilies expansions and contractions of the ARF and MADS-box genes that may
be related to the U. triloba adaptation to different environmental pressures, as well as
to the flower development and formation, and to the mechanisms that define the mixed
mating system found in natural populations of this species.

Keywords: Cleistogamy, floral genes, floral ontogeny, micromorphology, carnivorous
plants



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. INTRODUCAO

As plantas carnivoras constituem o grupo de espécies capazes de capturar,
digerir e absorver nutrientes de presas (Juniper et al., 1989; Ellison e Adamec, 2018).
Estas espécies apresentam grande diversidade de formas de vida e tipos de
armadilhas, ocorrendo em micro-habitats geralmente pobres em nutrientes (Adamec,
1997; Ellison e Adamec, 2018; Hedrich e Fukushima, 2021). Nesse sentido, a
sindrome da carnivoria favorece a supressao de alguns macronutrientes como N, P,
K, Mg e Ca, que estejam disponiveis em concentracdes ndo ideais para as plantas
(Juniper et al., 1989). Além disso, a diversificacdo a estes tipos de ambientes é
resultado de uma histdria evolutiva favoravel ao desenvolvimento de formas de vida e
estratégias reprodutivas adaptadas a condicbes adversas (Hobbhahn et al., 2006;
Clivati et al., 2014; Chaudhary et al., 2018).

A familia Lentibulariaceae, pertencente a ordem Lamiales, € constituida por trés
géneros, tendo Pinguicula como um grupo irmao do clado formado pelos géneros
Genlisea e Utricularia (Muller et al., 2004, 2006; Silva et al., 2018). Pinguicula é
composto por espécies que apresentam 6rgaos corporais bem delimitados, tipicos das
plantas vasculares, como raiz, caule e folha (Rutishauser e Isler, 2001; Rutishauser,
2020), e neste modelo classico possuem como armadilhas para a carnivoria folhas
que secretam mucilagem adesiva (Fleischmann e Roccia, 2018). Por outro lado,
Genlisea e Utricularia ndo apresentam raizes, assim como apresentam estruturas
vegetativas, como caules e folhas, sem limites bem definidos (Jobson et al., 2018;
Miranda et al., 2021). Em Genlisea e Utricularia as armadilhas séo folhas
subterraneas, sendo em Genlisea armadilhas tubulares, enquanto em Utricularia as
armadilhas sédo vesiculas chamadas utriculos (Lloyd, 1942; Juniper et al., 1989;
Reifenrath et al., 2006; Fleischmann et al., 2014; Poppinga et al., 2017).

A familia € cosmopolita, e a grande diversidade morfolégica e formas de vida
(terricolas, aquaticas, redfitas, litofitas, epifitas) encontradas nas espécies de
Lentibulariaceae esta diretamente relacionada aos diversos ambientes terrestres e

aguaticos onde ocorrem estas espécies (Fleischmann e Roccia, 2018; Jobson et al.,



2018; Ptachno et al., 2020; Reut et al., 2021). O Brasil € um dos maiores centros de
diversidade, com 90 espécies encontradas no territorio nacional, o que representa
cerca de um quarto das espécies da familia (Miranda et al., 2015; Guedes et al., 2020).

Utricularia apresenta espécies com reproducao sexual (xenogamia, autogamia)
e vegetativa, seja por meio de brotamento e fragmentacao de folhas e estoldes ou
mesmo por 6rgaos especializados como tubérculos (Rodrigues et al., 2017; Ptachno
et al., 2020) e turides (Adamec, 1999, 2013, 2018; Adamec et al., 2020). Para algumas
espécies, como as da sect. Utricularia e Setiscapella, ocorre dimorfismo floral, além
de hercogamia de aproximacédo (Webb e Lloyd, 1986; Raynal-Roques e Jérémie,
2005), e de estruturas glandulares responsaveis pela producéo de atrativos e recursos
florais (Clivati et al., 2014; Lustofin et al., 2020b, 2020a; Ptachno et al., 2017a, 2017b,
2018b). Contudo, pouco se conhece a respeito da biologia da reproducéo das
espécies de Utricularia, assim como dos outros géneros de Lentibulariaceae
(Aranguren et al., 2018; Ptachno et al., 2017a, 2017b, 2018a, 2018b; Chaudhary et al.,
2018; Molano-Flores et al., 2018).

O dimorfismo floral, como um tipo de plasticidade em popula¢des naturais, diz
respeito a producédo de flores com diferentes padrées morfolégicos sob um mesmo
background genético, em resposta a sensibilidade ambiental, durante a ontogenia
(Plitmann, 1995; Joly e Schoen, 2021). A cleistogamia € um dos casos de plasticidade
estrutural relacionada ao sistema reprodutivo (Cox, 1988; Plitmann, 1995), que
permite a espécie a producdo de descendentes por reproducdo sexuada, mesmo que
por autogamia (Jérémie, 1989; Culley e Klooster, 2007; Koontz et al., 2017; Sauquet,
2021). Em populacbes com o sistema misto de reproducdo (casmogamia e
cleistogamia) a heterose gerada pela xenogamia favorece a adaptacdo a ambientes
heterogéneos, enquanto a autogamia possibilita a fixacdo de alelos favoraveis as
condicBes ambientais frequentes, e favorece a continuacao da populacdo mesmo em
condicdes de reducdo ou auséncia de polinizadores da espécie (Jérémie, 1989; Culley
e Klooster, 2007; Guisande et al., 2007; Thomann et al., 2013). De qualquer forma, a
cleistogamia é mais frequente em espécies com corolas zigomorfas, como as
espécies de Lentibulariaceae, e deve ser um mecanismo que pode favorecer a
autogamia mesmo em espécies com baixa autocompatibilidade e/ou polinizadores

muito especificos (Joly e Schoen, 2021).



Do ambito genético, varios genes vém sendo identificados nas angiospermas,
no intuito de descrever os mecanismos envolvidos na determinacdo do dimorfismo
floral e da cleistogamia (Li et al., 2016; Luo et al., 2016; Wu et al., 2018; Zhang et al.,
2020; Wang et al., 2021; Zhao et al. 2021). A busca por estes genes leva em conta,
principalmente, as redes génicas e funcdes relacionadas ao Sistema ABCE de
especificacao e desenvolvimento das estruturas florais (Bowman et al., 1991; Causier
e Schwarz-Sommer; Davies, 2010; Irish, 2017). Considerando que as espécies de
Lentibulariaceae que j& apresentam seus genomas sequenciados correspondem aos
menores genomas entre as angiospermas (lbarra-Laclette et al., 2013; Fleischmann
et al., 2014; Veleba et al., 2014), este grupo se torna potencial modelo para estudos
de identificacdo de familias génicas envolvidas tanto do desenvolvimento vegetativo
qguanto reprodutivo. Isto possibilita que maiores esclarecimentos sejam feitos sobre
padrées evolutivos na familia e também para caracteristicas especificas, como o
dimorfismo floral. Espécies com genomas reduzidos sao altamente informativas para
investigagcbes de repertorios génicos minimos necessarios ao crescimento e
reproducdo das plantas (Ibarra-Laclette et al., 2013; Hepler et al., 2020; Silva et al.,
2020). Além disso, a expanséao e/ou contracdo de genes pode refletir diretamente em
padrées evolutivos distintos e especificos das espécies para adaptacdo e
diversificacao (Leebens-Mack et al., 2019).

Nesse contexto, o presente estudo visa contribuir para a compreensdo dos
processos que norteiam a biologia da reproducédo em Utricularia, tendo como espécie
modelo U. triloba, que até o momento sdo escassas as informacdes sobre a
micromorfologia e o dimorfismo floral nesta espécie. Além disso, a abordagem
genética do presente trabalho objetiva contribuir para o conhecimento evolutivo de
Lentibulariaceae ao identificar, pela primeira vez em U. triloba, familias génicas que
possam estar relacionadas e ser investigadas posteriormente sobre a expressao
génica diferencial entre as flores casmogamas e cleistbgamas, e sobre repertorios
génicos especificos da espécie ou do género indispensaveis para a conquista e
adaptacdo de ambientes com condi¢cbes peculiares. Os genes aqui considerados
candidatos as investigagbes em trabalhos futuros podem ser cruciais para
entendermos melhor os mecanismos florais no género Utricularia e na familia

Lentibulariaceae.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho, nds identificamos e analisamos os genes da familia
MADS-box pela primeira vez em Utricularia triloba. Nossos resultados mostraram
subfamilias candidatas dos genes MADS-box para serem investigadas futuramente
quanto a sua funcdo no género Utricularia, por apresentarem padrbes de expansao
génica no genoma de U. triloba. Estas subfamilias incluem os genes SOC1, que
apresentaram expansao no numero de ortélogos, e que vem sendo relatado com
expansdes em outras espécies de Utricularia, como U. gibba e U. reniformis. Além de
SCO1, quatro das cinco subfamilias pertencentes ao Sistema ABCE foram
identificadas com expanséo génica (B, C, D e E), tendo a subfamilia B com expansao
apenas em U. triloba. A perda dos genes da subfamilia AGL17 também é significativa
para o género, ja que resultados semelhantes foram relatados em outras espécies de
Utricularia, como U. gibba e U. vulgaris. Nesse sentido, a auséncia destes genes em
U. triloba pode ser sugerida pelo fato das espécies do género Utricularia nao
apresentarem raizes. Além disso, nossos resultados estiveram em concordancia com
outros trabalhos recentemente publicados sobre a familia MADS-box, e nesse sentido,
forneceu informacdes importantes para analises comparativas e funcionais destes

genes nas angiospermas.
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