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FILOGENIA MOLECULAR DE Utricularia sect. Utricularia
(LENTIBULARIACEAE) BASEADA EM DOIS loci NUCLEARES E
UM ESPACADOR CLOROPLASTIDIAL

RESUMO

Utricularia sect. Utricularia € uma das mais ricas do género Utricularia, com 35
espécies. A secao Utricularia possui distribuicdo cosmopolita, ocorrendo desde
os tropicos até altas latitudes. Tratam-se de macrofitas aquéticas de padrédo
vegetativo muito semelhante. U. sect. Utricularia € um dos grupos mais derivados
dentro do género Utricularia, o maior de Lentibulariaceae. A familia comporta
trés géneros de plantas carnivoras, com Pinguicula compondo um grupo irmao
a Genlisea e Utricularia. As armadilhas de Pinguicula sé@o as proéprias folhas, que
possuem uma mucilagem adesiva que captura principalmente insetos. As
armadilhas de Genlisea e Utricularia sdo modificacdes foliares que possuem
mecanismos bastante complexos para a captura de presas, destacando-se 0s
utriculos, que possuem um mecanismo ativo de succao de pequenos
organismos e dao o nome ao género Utricularia. O presente estudo empregou
dados moleculares para a reconstrucéo filogenética de 21 espécies de U. sect.
Utricularia, utilizando-se como grupo externo outras onze espécies do mesmo
género e trés de Genlisea. Foram construidas matrizes a partir do alinhamento
de sequéncias homologas de dois genes nucleares, RBP2 e LEAFY, bem como
de um espacador do DNA plastidial, rpl20-rps12. Os resultados convergem
quanto a parafilia de U. sect. Utricularia, com U. olivacea alocando-se como
grupo irmao de Utricularia sect. Vesiculina, evidenciando a necessidade de
modificacdes taxondmicas e criacdo de uma nova secdo. Os dados sugerem
também a ocorréncia de sucessivos eventos de hibridacdo entre alguns taxons
da secdao Utricularia. Determinados caracteres morfol6gicos suportam grupos de
espécies, como as caracteristicas florais, o padrdo de deiscéncia das capsulas,
a estrutura morfolégica das sementes, a ocorréncia de dimorfismo acentuado
nos ramos e a presenca de flutuadores na base da inflorescéncia, e convergem
com os resultados do presente estudo, que se basearam no DNA.

Palavras chave: Utricularia sect. Utricularia, Lentibulariaceae, plantas
carnivoras, hibridacéo, filogenia.



MOLECULAR PHYLOGENY OF Utricularia sect. Utricularia
(LENTIBULARIACEAE) BASED ON TWO NUCLEAR loci AND ONE
CHLOROPLASTIDIAL SPACER

ABSTRACT

Utricularia sect. Utricularia is one of the richest in the genus Utricularia, with 35
species. The section Utricularia has worldwide distribution, occurring from the
tropics to high latitudes. It is a group of aquatic plants with very similar vegetative
patterns. U. sect. Utricularia is one of the most derivative group of the genus
Utricularia, the biggest of Lentibulariaceae. The family comprises three genera of
carnivorous plants, with Pinguicula as a sister group to Genlisea and Utricularia
clade. The traps of Pinguicula are mucilaginous leaves, adapted to capture
mainly insects. The traps of Genlisea and Utricularia are leaf modifications that
have very complex mechanisms to capture prey, standing out the utricles, that
have an active mechanism to suction small organisms and gave the origin of the
name of genus Utricularia.This study used molecular data for phylogenetic
reconstruction of 21 species of U. sect. Utricularia, using eleven other species of
the same genus and three of Genlisea as outgroup. We constructed matrices
from the alignment of homologous sequences of two nuclear genes, RBP2 and
LEAFY, and a spacer of cpDNA, rpl20-rpsl12. The results converge as the
paraphyly of U. sect. Utricularia, with U. olivacea allocating up as a sister group
of Utricularia sect. Vesiculina, highlighting the need for taxonomic modifications
and the creation of a new section. The data also suggests the occurrence of
successives hybridization events between some species of the section
Utricularia. Some groups are also supported by the morphological pattern, with
the same floral characteristics, the same pattern of dehiscence of the capsules,
the same morphological structure of seeds, the occurrence of dimorphism
pronounced in branches and the presence of floats at the base of inflorescences,
and it converges with the results of this study, based on DNA.

Keywords: Utricularia sect. Utricularia, Lentibulariaceae, carnivorous plants,
hybridization, phylogeny.



Introducéo

A familia Lentibulariaceae tem chamado a atencédo de alguns grupos de
pesquisa ao redor do mundo, devido a um conjunto de caracteristicas genéticas,
bioguimicas, ecologicas e estruturais. Os trés géneros que compde a familia,
Pinguicula, Genlisea e Utricularia, tratam-se de plantas carnivoras com
mecanismos distintos adaptados a captura de presas (JUNIPER et al., 1989;
LLOYD, 1942). A familia € monofilética e Pinguicula € um grupo irméo ao clado
composto por Genlisea e Utricularia (fig. 1) (CIESLACK et al., 2005; JOBSON et
al., 2003; MULLER; BORSCH, 2005; MULLER et al., 2000, 2004). Pinguicula
possui armadilhas mais simples, compostas por folhas adesivas que capturam
principalmente insetos (CASPER, 1966; HESLOP-HARRISON, 2004). Genlisea
compreende pequenas plantas munidas de armadilhas subterraneas, que
formam forquilhas e sé&o espiraladas ao longo da maior parte de sua extenséo
(FLEISCHMANN, 2012a). Essas estruturas possuem fendas onde
microrganismos do solo se inserem, e acabam sendo digeridos (BARTHLOTT et
al., 1998; FLEISCHMANN, 2012a). Genlisea destaca-se por possuir espécies
nas quais sdo encontrados 0os menores genomas conhecidos em plantas
(FLEISCHMANN et al., 2014). Utricularia é o género com a maior rigueza de
espécies da familia, bem como possui grande variacdo de configuracdes
morfologicas, muitas vezes dentro da mesma espécie (GUISANDE et al., 2007,
TAYLOR, 1989). Suas armadilhas sdo pequenas vesiculas denominadas
utriculos, que possuem um mecanismo ativo de succao, acionado quando
tricomas proximos a sua entrada sdo estimulados por pequenos organismos
(POPPINGA et al., 2016). Os géneros Genlisea e Utricularia possuem altas taxas
de substituicdo de nucleotideos em seus genomas, fendmeno que pode estar
relacionado a diversificacdo e a plasticidade morfologica, com énfase em
Utricularia (JOBSON; ALBERT, 2002). O fato desses dois géneros apresentarem
espécies com 0s menores genomas conhecidos em plantas os tornam modelos
interessantes para que mecanismos de contracdo gendmica em vegetais sejam
estudados (IBARRA-LACLETTE et al., 2011; IBARRA-LACLETTE et al., 2013,
LEUSHKIN et al., 2013).



Genlisea

Pinguicula

Fig. 1. Relagdes filogenéticas entre os géneros da familia Lentibulariaceae. Extraido e adaptado
de Miiller et al. (2006).

O género Utricularia, assim como as demais Lentibulariaceae, possui um
histérico taxonémico controverso (BARNHART, 1916; DE CANDOLLE, 1844;
KAMIENSKY, 1895; TAYLOR, 1989; VAHL, 1805), porém dados moleculares
vém corroborando a divisdo seccional do género proposta por Taylor (1989), com
algumas modificagdes (MULLER; BORSCH, 2005; JOBSON et al., 2003).
Utricularia sect. Utricularia trata-se de uma das se¢des mais derivadas do género
(MULLER; BORSCH, 2005; JOBSON et al., 2003), composta por plantas
aguaticas com padrédo morfolégico dos 6rgaos vegetativos muito similar, e ampla
distribuicdo pelo mundo (TAYLOR, 1989). Algumas caracteristicas ocorrem com
frequéncia nas espécies da secdo Utricularia, como o dimorfismo dos ramos
(ADAMEC, 2007), a ocorréncia de turibes (ADAMEC, 2008), a presenca de
flutuadores na base da inflorescéncia (RUTISHAUSER, 1993; TAYLOR, 1989),
a ocorréncia de corola amarelada, folhas divididas em segmentos capilares ou

ausentes, presenca de estoldes bem desenvolvidos e ocorréncia de utriculos



dimorficos. Algumas espécies da secao Utricularia jamais frutificam, apesar de
entrarem em florescimento (TAYLOR, 1989). A identificacdo taxonémica em U.
sect. Utricularia através da morfologia dos 6rgaos vegetativos € muitas vezes
dificultosa (ASTUTI, 2016). Foram constatadas irregularidades cromossémicas
em algumas espécies estéreis da secdo Utricularia, como no caso de U.
ochroleuca (CASPER; MANITZ, 1975). Além das evidéncias morfolégicas e
citogenéticas, o emprego de marcadores moleculares confirmou a origem hibrida
de alguns tdxons de U. sect. Utricularia, em popula¢@es estéreis de U. australis
(KAMEYAMA et al., 2005).

Os problemas referentes a delimitagdo taxonémica em Utricularia sect.
Utricularia, assim como o desconhecimento das relacfes filogenéticas entre
suas espécies, gera a necessidade de obtencdo de dados moleculares para que
a hipétese de monofilia do grupo seja testada, visto que Jobson et al. (2003),
analisando marcadores do cpDNA, constataram que a secao Utricularia é

parafilética.

O presente estudo teve como objetivo testar a monofilia de Utricularia sect.
Utricularia e investigar as relacdes filogenéticas entre suas espécies, levando em
conta as evidéncias que apontam a ocorréncia de reticulacdo ao longo de sua
evolucao, com a possivel origem hibridogénica de alguns taxons (ASTUTI, 2016;
KAMEYAMA et al., 2005; PLACHNO; ADAMEC, 2007). Nesse contexto, o
confronto de dados oriundos de diferentes compartimentos genémicos, de
heranga uniparental (copDNA e mtDNA) e biparental (nDNA), se torna ideal
(SOLTIS; SOLTIS, 1998). Genes nucleares de uma ou poucas cépias no genoma
sdo pouco utilizados para a reconstrucéo filogenética em plantas quando em
relacdo as sequéncias do DNA plastidial e do DNA nuclear ribossomal, devido a
desvantagens relativas a dindmica do genoma nuclear, passivel de
rocombinacado e duplicacdes que originam copias paralogas. Além disso, esses
marcadores possuem menos copias por célula quando comparados as
sequéncias plastidiais e do nrDNA, o que diminui o rendimento das rea¢cdes de
amplificagdo. No entanto, a ocorréncia de maiores taxas mutacionais e o fato de
genes nucleares possuirem heranca biparental, resgatando a ancestralidade
completa das linhagens, sdo vantagens quanto a sua utilizacdo em estudos
filogenéticos (SMALL et al., 2004), principalmente no caso de grupos onde a
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ocorréncia de hibridizacdo gera um padréo reticulado nas relacdes filogenéticas
das espécies envolvidas (LINDER; RIESEBERG, 2004). Portanto, foram
empregados dois genes nucleares e um espacador cloroplastidial para que fosse
realizada a reconstrucao filogenética de Utricularia sect. Utricularia.

Revisao de Literatura

Lentibulariaceae

As Lentibulariaceae (fig. 2) compreendem cerca de 340 espécies de
plantas carnivoras, distribuidas em trés géneros: Pinguicula, Genlisea e
Utricularia (FISHER et al., 2004; FLEISCHMANN, 2012a; FLEISCHMANN,
2012b; GUISANDE et al., 2007; HESLOP-HARRISON, 2004; LEGENDRE, 2000;
TAYLOR, 1989).

Pinguicula conta com aproximadamente 85 espécies de herbaceas de
distribuicdo mundial, porém bastante descontinua. Possuem folhas com tricomas
glandulares, secretando uma mucilagem adesiva que captura suas presas,
geralmente artropodes (fig. 2B) (CASPER, 1966; HESLOP-HARRISON, 2004;
LEGENDRE, 2000).

Genlisea compreende 29 espécies de plantas com folhas dispostas em
pequenas rosetas (fig. 2D), distribuidas pela regido neotropical e pela Africa
(FLEISCHMANN, 2012a). N&o possuem raizes, e suas armadilhas se inserem
no substrato, fixando a planta. Tratam-se de modificacGes foliares que formam
forquilhas, espiraladas ao longo da maior parte de sua extensao e com fendas
onde as presas se inserem (fig. 2G). Genlisea possui um amplo espectro de
presas, desde nematoides até protozoarios, as quais ficam retidas em suas
armadilhas devido a ocorréncia de tricomas que se voltam contra a saida (fig

2F). Assim, as presas sao conduzidas até uma estrutura chamada ampola, rica



em enzimas digestivas (BARTHLOTT et al.,, 1998; PLACHNO et al., 2007b,
2008).

Utricularia € o maior género dentre as Lentibulariaceae, contando com
aproximadamente 230 espécies descritas até a atualidade, amplamente
distribuidas pelo mundo com excecdo de areas desérticas, ilhas oceanicas e a
Antartida (FLEISCHMANN, 2012b; GUISANDE et al., 2007; TAYLOR, 1989).
Assim como em Genlisea, as raizes sdo ausentes, e suas armadilhas, ou
utriculos, sdo consideradas por alguns autores os 6rgdos mais complexos
encontrados no Reino Vegetal (JUNIPER et al.,, 1989; LLOYD, 1942),
despertando o interesse de pesquisadores a séculos (DARWIN, 1888). Tratam-
se de pequenas vesiculas funcionais em meio aquoso, que possuem uma
entrada rodeada por tricomas. Estes funcionam como gatilhos quando
estimulados por pequenos organismos, desencadeando um rapido processo de
expansao do utriculo, que gera uma diferenca de presséo entre seu meio interno
e externo e forca a entrada de agua. Assim, a presa € succionada, sendo entdo
digerida no interior do utriculo (fig. 2J) (POPPINGA et al., 2016; REIFENRATH
et al., 2006). Uma série de glandulas internas, bifidas e quadrifidas, participam
da secrecdo de enzimas digestivas, como proteases, fosfatases acidas e
esterases (PLACHNO et al., 2006; SIROVA et al., 2003; VINTEJOUX, 1976). O
interior dos utriculos conta com uma rica comunidade microbiana, a qual nédo é
digerida pelas plantas. Estes microrganismos, principalmente bactérias, auxiliam
na digestdo das presas via secrecdo enzimatica (CARAVIERI et al., 2014;
SIROVA et al., 2009).

Genlisea e Utricularia sdo géneros irmdos, mais derivados e com
mecanismos mais sofisticados de carnivoria quando em relacdo a Pinguicula.
Possuem um ancestral comum onde ocorreu a perda do sistema radicular, ao
passo que modificacdes foliares desenvolveram geotropismo positivo, inserindo-
se no substrato para realizar a captura de presas e afixar as plantas (MULLER
et al., 2006). Ambos os géneros apresentam altos indices de substituicdo de
nucleotideos em seus genomas (JOBSON; ALBERT, 2002). Mdller et al. (2006)
mencionam ensaios comparando sequéncias do intron trnK (cpDNA) em 375
espécies de angiospermas, onde foram encontradas altas taxas evolutivas em
Genlisea e Utricularia, sendo os dois géneros superados apenas por plantas
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aguaticas de morfologia muito incomum, da familia Podostemaceae. Existe uma
correlacdo positiva entre altas taxas mutacionais e a ocorréncia de especiacao
em angiospermas (BARRACLOUGH; SAVOLAINEN, 2001), o que pode explicar
a diversificagdo ocorrida principalmente em Utricularia, bem como as
peculiaridades de ordem morfolégica que ocorrem no género (JOBSON;
ALBERT, 2002).

Fig. 2. Lentibulariaceae. A — Pinguicula albida. B — Diptero aderido a uma folha de Pinguicula cubensis. C — Flor de
Pinguicula filifolia. D — Roseta e armadilhas de Genlisea filiformis. E — Flor de Genlisea violacea (Créditos: LSV). F —
Tricomas que voltam-se contra a saida no interior das armadilhas de Genlisea (Créditos: W. Barthlott). G — Armadilhas
helicoidais de Genlisea (Créditos: B. Rice). H — Flor de Utricularia amethystina. | — Flor de Utricularia cucullata. J —
Utriculo com presa em Utricularia reniformis (Créditos: LSV).



Durante décadas acreditou-se que o menor genoma encontrado em
vegetais era o de Arabidopsis thaliana, com aproximadamente 115 Mpb
(BENNETT; LEITCH, 2012). A espécie foi a primeira planta a ter seu genoma
sequenciado, em 2000, fazendo com que fosse amplamente utilizada como
organismo modelo em estudos na area de genética (MICHAEL; JACKSON,
2013). No entanto, diversas espécies da familia Lentibulariaceae possuem
genomas menores, como Utricularia gibba e Genlisea aurea, com
aproximadamente 88,3 Mpb e 63,6 Mpb, respectivamente (GREILHUBER et al.,
2006; IBARRA-LACLETTE et al., 2011; IBARRA-LACLETTE et al.,, 2013,
LEUSHKIN et al.,, 2013). Destaca-se Genlisea tuberosa, espécie na qual
registrou-se um genoma de 61 Mpb, o menor conhecido em plantas atualmente
(FLEISCHMANN et al., 2014).

De acordo com Miiller et al. (2006), o modo alternativo com o qual
Genlisea e Utricularia adquirem nutrientes pode ter diminuido a pressao de
selecdo pela estabilidade de certos trechos do genoma. Como exemplo, a
absorcdo de aminodacidos oriundos da digestédo de presas pode ter diminuido a
importancia de genes relacionados a assimilacdo do nitrogénio. Esses loci
podem ter acumulado mutacdes, se pseudogenizado e finalmente podem ter
sido perdidos, o que vai de acordo com a natureza do genoma de algumas
espécies do grupo (LEUSHKIN et al.,, 2013). Em alguns grupos de plantas
parasitas, a aquisicdo de fotoassimilados oriundos dos hospedeiros levou a
contracdo do genoma plastidial, devido a perda de importancia de genes que
codificam produtos relacionados a fotossintese (WICKE et al., 2013).

As peculiaridades quanto a aquisicdo de nutrientes vao além da carnivoria
em Lentibulariaceae. Sirova et al. (2010) demonstraram que parte consideravel
do carbono fixado por algumas espécies de Utricularia € liberado no interior das
armadilhas, possivelmente para nutrir a comunidade microbiana que se
desenvolve no lumen dos utriculos. Esses microrganismos participariam
ativamente na transformacédo de diversos compostos quimicos presentes nos
utriculos, disponibilizando nutrientes para as plantas, o que configuraria uma
relacdo mutualistica (SIROVA et al., 2009; 2010). O processo seria analogo ao
gue ocorre na rizosfera de inumeras plantas, que liberam exudatos que séao logo
aproveitados por microrganismos associados (WALKER et al.,, 2003). Por

7



possuirem mecanismos que permitem a reciclagem de nutrientes no interior dos
utriculos, um sistema relativamente fechado, algumas espécies aquaticas do
género (principalmente Utricularia sect. Utricularia) podem desenvolver-se
livremente no ambiente aquatico sem a necessidade de afixar-se, possuindo a
vantagem de deixar de competir com macréfitas aquaticas dotadas de raizes
(SIROVA et al., 2009).

Adamec (2006) constatou que as taxas respiratorias dos utriculos sao de
75% a 200% mais elevadas do que nas estruturas tipicamente foliares em
Utricularia, bem como observou uma baixa eficiéncia fotossintética nos utriculos.
A grande demanda por energia das armadilhas relaciona-se ao restabelecimento
destes 6rgaos, que envolve um mecanismo ativo de transporte de ions Cl-,
seguido pelo fluxo de agua de seu meio interno para o ambiente externo, o que
cria uma pressao negativa que 0S prepara para acionar seu mecanismo de
succdo (SYDENHAM; FINDLAY, 1973). As taxas de movimentagdo idnica
durante o restabelecimento dos utriculos séo cerca de quatro vezes maiores do
gue em animais ou em outras plantas (SYDENHAM; FINDLAY, 1973). Cada
utriculo pode ser acionado e restabelecido varias vezes ao longo do
desenvolvimento da planta (ADAMEC, 2011).

As altas taxas respiratérias encontradas em Utricularia (ADAMEC, 2006)
vém sendo relacionadas a uma mutacao encontrada no gene mitocondrial coxl,
gue codifica a subunidade principal da enzima citocromo c oxidase (JOBSON et
al., 2004; LAAKKONEN et al., 2006). A citocromo c oxidase se trata de um
complexo enzimético transmembranar crucial durante o processo de respiracao.
Recebe um elétron de cada molécula de citocromo c, e o transfere para uma
molécula de oxigénio (O2), o convertendo assim em duas moléculas de agua.
Nesse processo, quatro protons sao transportados, o que gera um gradiente
eletroquimico que é utilizado na producdo de ATP (WIKSTROM, 1977). Em
Utricularia, bem como em uma espécie de Genlisea, encontra-se dois residuos
contiguos de cisteina, ausentes em 99,9% das sequéncias de coxl disponiveis
nos bancos de dados, e selecionados positivamente na linhagem que originou
Utricularia (JOBSON et al., 2004). Esse motif coincide com a regidao de
acoplagem com a citocromo c, e provavelmente esta relacionado as altas taxas

respiratérias encontradas em Utricularia. Essa modificacdo em um gene
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essencial teria ampliado a poténcia da respiracdo em um ancestral comum de
Genlisea e Utricularia, a despeito de uma diminui¢cdo na eficiéncia respiratoria,
permitindo assim a evolugdo de um mecanismo ativo de succ¢do de presas, que
possui alta demanda energética (JOBSON et al., 2004; LAAKKONEN et al.,
2006). No entanto, esse acréscimo nas taxas respiratérias possuem
consequéncias a nivel celular, gerando um aumento expressivo na producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que possuem potencial mutagénico e
podem estar relacionados as altas taxas de substituicdo nucleotidica
encontradas em Genlisea e em Utricularia (ALBERT et al.,, 2010). Esse
fenbmeno também pode estar relacionado com a contracdo gendmica que
ocorreu ao longo da evolucédo de Genlisea e Utricularia (FLEISCHMANN et al.,
2014; GREILHUBER et al., 2006; IBARRA-LACLETTE et al., 2011; IBARRA-
LACLETTE et al., 2013, LEUSHKIN et al., 2013), com a diversificacdo ocorrida
na linhagem que originou esses dois géneros e com a disparidade existente entre
a conformacao morfologica do grupo quando em relacdo a maior parte das
angiospermas (JOBSON; ALBERT, 2002).

Utricularia

Desde os primordios da taxonomia, o género Utricularia € conhecido pelos
botanicos. Linnaeus (1753) tratou sete espécies do género em seu Species
Plantarum. Vahl (1805) descreveu 34 espécies, e propds uma divisdo seccional
para o género. De Candolle (1844) prop6s a divisdo do género em cinco secoes,
convergindo em grande parte com Vahl (1805). Kamiénsky (1895) adotou a
divisdo de Utricularia em dois géneros, Polyphompholyx e Utricularia, com o
altimo subdividido em dez sec¢Bes. J& Benhart (1916) dividiu Utricularia em 13
géneros. O histdrico taxondmico controverso € um reflexo da grande diversidade
de conformacBes morfolégicas encontradas em Utricularia, assim como a
discrepancia do género em relacéo ao padrao morfolégico encontrado na maioria
das angiospermas. Os 0rgdos nao apresentam delimitacdo clara, apresentando-
se com uma certa ambiguidade (fig. 3J), em um contexto conhecido como
abordagem FAM (Fuzzy Arberian Morphology) (RUTISHAUSER; ISLER, 2001).
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Além disso, as espécies do género ndo possuem raizes (TAYLOR, 1989) e
algumas apresentam Orgdos muito especializados, como turides (ADAMEC,
2008) e flutuadores (RUTISHAUSER, 1993; TAYLOR, 1989) no caso de algumas
espécies aquaticas (Utricularia sect. Utricularia), apressorios que se prendem a
rochas submersas em espécies reofiticas (fig. 3E), como no caso de U.

neottioides (fig. 3D) (TAYLOR, 1989), dentre outras peculiaridades, como o0s
proprios utriculos (POPPINGA et al., 2016; REIFENRATH et al., 2006).

\ SN

Fig. 3. Utricularia. A — Utricularia longifolia, uma espécie terrestre. B — Utricularia foliosa, de habito aquatico (Créditos:
LSV). C — Utricularia campbelliana, uma espécie epifita (Créditos: M. Machacek). D — Utricularia neottioides, uma
espécie reofitica, e D — seus apressorios, com 0s quais fixam-se em rochas submersas. F — Utriculo de U. gibba
(Créditos: LSV). G — Utricularia multifida, da se¢cao Polyphompholyx (Créditos: B. Rice). H — Racemos de Utricularia
nigrescens (Créditos: LSV). | — Flor de Utricularia reniformis sendo visitada por um coledptero (Créditos: L. D. Lobo). J
— Exemplo de morfologia FAM, com estoldes repletos de utriculos desenvolvendo-se a partir da extremidade de uma
folha em U. reniformis (Créditos: LSV).
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Pouco se sabe sobre os mecanismos de atracdo de presas até a entrada
dos utriculos. Cohn (1874) foi o primeiro autor a defender um mecanismo
quimico de sinalizacédo. Darwin (1888) notou a semelhanca entre a conformacao
dos utriculos em espécies aquaticas, cheios de reentrancias e apéndices (fig.
3F), ao padrao morfologico de alguns microcrustaceos. Nesse caso, as plantas
poderiam estar se utilizando de mimetismo para atrair presas, fato corroborado
por ensaios que comprovaram a importancia dos apéndices encontrados nos
utriculos para a captura de presas, podendo sua atuacdo estar restrita a
canalizacdo das presas até a abertura das armadilhas (MEYERS, D. G,
STRICKLER, 1979).

A plasticidade morfolégica de Utricularia coincide com o fato do género ser
cosmopolita e apresentar uma grande diversidade de habitos, possuindo
espécies aquaticas livres, aquéticas afixadas, reofiticas, terrestres e epifitas
(TAYLOR, 1989). A maior riqueza para o género ocorre nos Neotropicos, e
estudos empregando dados morfolégicos e moleculares apontam a regido como
seu provavel centro de origem (GUISANDE et al., 2007; JOBSON et al., 2003;
MULLER; BORSCH, 2005). A regido é seguida pela Australia quanto ao nimero
espécies (GUISANDE et al., 2007). Das cerca de 230 espécies conhecidas de
Utricularia, 65 ocorrem no Brasil, e 16 sdo endémicas (MIRANDA et al., 2016).

O mais amplo estudo taxonémico j& proposto para Utricularia se trata da
monografia de Taylor (1989), que baseando-se em dados morfolégicos agrupou
0 género em 35 secles, distribuidas em dois subgéneros, Polypompholyx com
duas sec¢des, e Utricularia com as 33 restantes. Estudos que empregaram dados
moleculares para resgatar a filogenia do grupo (JOBSON et al., 2003; MULLER,;
BORSCH, 2005) corroboraram em grande parte a divisdo seccional de Taylor
(1989). Muller e Borsch (2005) propuseram algumas alteracdes taxondmicas,
com algumas sec¢fes sendo englobadas por outras devido a ocorréncia de
parafilia, e a inclusdo do subgénero Bivalvaria, alocado como grupo irmao do
subgénero Utricularia. Muller e Borsch (2005) recomendam a inclusdo da sec¢éo
Pleiochasia no subgénero Polypompholyx, que passaria a contar com trés

secOes, a alocacdo de 11 se¢bes em Bivalvaria, a maioria composta por
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espéecies terrestres, e a manutencao de oito se¢cdes no subgénero Utricularia,

compostas em sua maioria por espécies aquaticas e epifitas.

Utricularia sect. Utricularia

A secédo Utricularia (fig. 4, 5 e 6) € uma das mais ricas do género, com 34
espécies consideradas por Taylor (1989). U sect. Utricularia aloca-se como uma
das mais derivadas, estando inclusa no subgénero Utricularia (MULLER,;
BORSCH, 2005). Todas as espécies possuem habito aquatico, podendo estar
livres ou afixadas. A distribuicdo de U. sect. Utricularia € mundial, destacando-
se sua ocorréncia em regidoes de altas latitudes no Hemisfério Norte, de clima
temperado ou polar, o que é incomum no género. Contudo, mais da metade das

espécies ocorrem nos tropicos (TAYLOR, 1989).

Existe uma grande semelhanca no aspecto dos 6rgaos vegetativos entre
as espécies de Utricularia sect. Utricularia, sendo a delimitacao taxonémica uma
tarefa dificil, problema agravado pelo fato de que algumas espécies raramente
entram em florescimento (ASTUTI, 2016). Algumas caracteristicas morfoldgicas
Sdo muito comuns entre as espécies da secao Utricularia, como o aspecto das
folhas, divididas em segmentos capilares, algumas vezes muito reduzidas, e
ausentes em algumas espécies (TAYLOR, 1989). E comum a ocorréncia de
dimorfismo nos ramos, sendo U. intermedia um exemplo dessa caracteristica
(fig. 6B) (ADAMEC, 2007). Nessa espécie, alguns estol6es produzem folhas em
abundancia, dedicando-se a fotossintese (fig. 5B), enquanto outros séao
aclorofilados e se inserem no lodo, afixando a planta e produzindo utriculos para
a captura de presas (TAYLOR, 1989). A producdo de turibes é comum
principalmente nas espécies de climas temperados e polares (fig. 4N e 6E),
tratando-se de propagulos que resistem ao congelamento do ambiente aquéatico
no inverno, para que as plantas sejam regeneradas na primavera (ADAMEC,
2008).
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Fig. 4. Utricularia sect. Utricularia. A — U. australis (Créditos: V. Bordin). B — U. benjaminiana (Créditos: B. Zimer). C — U.
punctata (Créditos: H. Wakabayashi). D — U. olivacea (Créditos: LSV). E — U. bremii (Créditos: V. Grulich). F — U. cymbantha
(Créditos: B. Zimer). G — U. hydrocarpa (Créditos: Carnivorus Plants ltalia; http://www.cpitalia.net/). H — U. poconensis
(Créditos: F. Ridavavia). | — U. warmingii (Créditos: M. Ferramosca). J — U. inflexa (Créditos: M. Schmidt). K — U. vulgaris
(Créditos: S. Matson). L — U. foliosa (Créditos: LSV). M — U. muelleri (Créditos: G. Bourke). N — Turido de U. macrorhiza

(Créditos: B. Rice).
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Fig. 5. Utricularia sect. Utricularia. A — U. inflata. B — U. intermedia. C — U. minor. D —U. radiata. E —
U. macrorhiza. F — U. ochroleuca (Créditos: B. Rice). G — U. aurea (Créditos: B. Zimer). H — U. gibba
(Créditos: LSV). | — U. reflexa (Créditos: F. Ridavavia) J — U. stellaris (Créditos: B. Zimer).
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Fig. 6. A — Posicionamento de Utricularia sect. Utricularia em relagdo as demais secdes do género, distribuidas em trés
subgéneros, tomando como base o0s resultados obtidos por Jobson et al. (2003) e Miller et al. (2004). O cladograma foi
extraido de Miller et al. (2006). B — Dimorfismo de ramos, evidente em Utricularia intermedia, C — 6rgdos vegetativos e
inflorescéncia sustentada por flutuadores em Utricularia breviscapa, D — folhas com utriculos, e E — turido de Utricularia
minor. As ilustra¢des encontradas em B, C, D e E foram extraidas e adaptadas de Taylor (1989).

Algumas espécies de Utricularia sect. Utricularia produzem flutuadores na
base da inflorescéncia que irradiam-se para todas as direcdes, sustentando-a
fora da agua (fig. 4J, 4M, 5A, 5D, 5J e 6C) e permitindo que as flores entrem em
contato com os polinizadores (RUTISHAUSER, 1993; TAYLOR, 1989). A maioria
das espécies possuem flores com corola amarela, porém ocorrem flores brancas
e em diferentes tonalidades de roxo e rosa. Os utriculos sédo relativamente
homogéneos entre as espécies da secdo Utricularia, sendo marcante a presenca
de duas antenas ramificadas proximas a entrada (fig. 6D) (TAYLOR, 1989). Em
algumas espécies ocorrem utriculos dimorficos (fig. 51), o que pode ampliar o
espectro de presas (REIFENRATH et al.,, 2006; TAYLOR, 1989). Outras
caracteristicas comuns ao grupo sdo a presenca de bracteas basifixas, a
auséncia de bractéolas e o padrédo de deiscéncia equatorial das capsulas, que
ocorre na maioria das espécies (TAYLOR, 1989).

Assim como na maioria das macrofitas aquaticas, ocorre uma grande

importancia da reproducado clonal nas espécies de Utricularia sect. Utricularia
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(PHILBRICK; LES, 1996). Algumas populacdes estéreis de U. australis (fig. 4A),
de reproducdo estritamente clonal, tiveram sua origem hibrida elucidada por
Kameyama et al. (2005), através do uso marcadores AFLP e do cpDNA. Tais
populacdes possuem dominancia F1 e sédo originarias do cruzamento desigual
entre U. australis, majoritariamente como parental feminino, e U. macrorhiza (fig.
5E), majoritariamente como parental masculino. As populacdes F1 estéreis sao
mais bem distribuidas que ambos os parentais, evidenciando as vantagens da
heterose quanto a colonizacéo de novos ambientes. Utilizando-se novamente de
marcadores AFLP, Kameyama e Ohara (2006) também constataram que a maior
parte da variabilidade genética existente em populacdes férteis de U. australis é
oriunda de eventuais recombinacdes sexuais, a despeito de mutacOes

somaticas.

Algumas espécies possuem cleistogamia de flores submersas, e algumas
jamais produzem sementes ou frutificam, como no caso de Utricularia bremii (fig.
4E), U. ochroleuca (fig. 5F) e U. stygia, que se reproduzem apenas
vegetativamente (TAYLOR, 1989; THOR, 1988). Esse fato soma-se a
constatacéo de que tais espécies possuem altos indices de méa formacao polinica
(BERETTA et al., 2014; TAYLOR, 1989), e de que U. bremii e U. ochroleuca
apresentam desarranjos cromossomicos (CASPER; MANITZ, 1975), dando

suporte a hipétese de que esses taxons possuem origem hibrida.

As relacgdes filogenéticas em Utricularia sect. Utricularia permanecem
incertas, e dados moleculares oriundos do intron rps16 e do espacador trnL-F,
ambos do cpDNA, sugerem a parafilia do grupo, devido ao fato de que U.
olivacea (fig. 4D) agrupa-se com Utricularia sect. Vesiculina (fig. 6A) (JOBSON
et al., 2003). As evidéncias morfoldgicas, citogenéticas e moleculares que
apontam um padrao reticulado ao longo da evolucdo do grupo (ASTUTI, 2016;
KAMEYAMA et al., 2005; PLACHNO; ADAMEC, 2007a; TAYLOR, 1989)
demandam o emprego de marcadores moleculares oriundos de diferentes
compartimentos gendmicos, de heranca uniparental (cpDNA e mtDNA) e
biparental (nNDNA), para que os dados sejam confrontados e possiveis
incongruéncias possam indicar uma origem hibridogénica para algumas
espécies (BAUMEL et al., 2002, SOLTIS; SOLTIS, 1998). Tradicionalmente, a
reconstrucao filogenética de plantas emprega marcadores do DNA plastidial e
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do DNA nuclear ribossomal, sendo genes nucleares de poucas copias menos
utilizados (SMALL et al., 2004). O DNA nuclear conta com a vantagem de possuir
taxas de evolugcdo molecular mais aceleradas quando comparado ao cpDNA e
ao mtDNA (WOLFE et al.,, 1987), o que pode aumentar o sinal e o poder
discriminatorio das analises filogenéticas (SMALL et al., 2004; ZIMMER; WEN,
2012). No entanto, marcadores nucleares de poucas cOpias no genoma sao
amplificados com maior dificuldade, devido ao niumero reduzido de cépias por
célula, o que demanda um emprego de maiores quantidades de DNA template
por PCR (SMALL et al., 2004). Além disso, a dinamica dos genomas nucleares
faz com que esses marcadores contem com a possibilidade de sofrer
recombinacdo, além de existir o risco de amplificacdo de coépias paralogas,
problema comum principalmente em andlises baseadas no DNA nuclear
ribossomal, como a regido ITS. O nrDNA possui varias cépias em tandem
espalhadas pelo genoma de eucariotos, e € amplamente utilizado em estudos
filogenéticos e de genética populacional (SMALL et al., 2004; ZIMMER; WEN,
2012). Os problemas referentes a amplificacdo das diferentes copias paralogas
do DNA ribossomal seriam teoricamente atenuados pela homogeneizacao
dessas sequéncias, fendmeno conhecido como evolugdo em conserto (LINDER;
RIESEBERG, 2004; MARULANDA, dados nao publicados; SMALL et al., 2004).

Um dos principais problemas referentes a utilizacdo de genes nucleares
de uma ou poucas cOpias no genoma de angiospermas decorre da frequente
ocorréncia de individuos poliploides em plantas, principalmente quando ocorrem
altos indices de loci heterozigotos. Isso gera a possibilidade de sequenciamento
de diferentes alelos de um mesmo gene, e nesse contexto os marcadores do
DNA plastidial levam vantagem, por serem menos polimérficos (SMALL et al.,
2004; ZIMMER; WEN, 2012). Apesar das desvantagens do ponto de vista
metodoldgico, o fato de marcadores nucleares de uma ou poucas cépias
possuirem indices de substituicdo nucleotidica relativamente maiores (WOLFE
et al., 1987), possuirem heranca biparental e de ndo contarem com problemas
referentes ao grande nuamero de copias paralogas espalhadas pelo genoma,
tornam a sua utilizacao essencial para a reconstrucao de padrdes de evolugéo
reticulada, muito comum em plantas (LINDER; RIESEBERG, 2004).
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Material e Métodos

Obtencéo de material vegetal e extracoes de DNA

Das 35 espécies descritas de Utricularia sect. Utricularia, 21 se encontram
representadas no trabalho em questdo. Como grupo externo, foram utilizadas
mais onze espécies de Utricularia, das sec¢fes Iperua, Vesiculina, Setiscapella,
Avesicaria, Oligocista, Aranella, Calpidisca e Lecticula, bem como trés espécies
de Genlisea. Foram adquiridas amostras de tecido das espécies que ocorrem no
Brasil através de viagens de coleta em diversas localidades (Autorizacdo
Sisbio/MMA numeros 26938, 43985 e 48516), e foram recebidas amostras de
espécies que ndo ocorrem no pais por intermédio do pesquisador Lubomir
Adamec, da Academia de Ciéncias da Republica Checa (tab. 1). Amostrou-se
espécies que ocorrem em todos 0s continentes com excec¢do da Antartida, bem
como os principais grupos morfologicos de U. sect. Utricularia caracterizados por
Taylor (1989) foram representados. O DNA das amostras foi extraido através do
método CTAB (Doyle e Doyle, 1987), com modificacdes descritas por Lodhi et
al. (1994).

Prospeccéao de genes nucleares e desenvolvimento de primers

Foi realizada a prospeccao de marcadores nucleares que geralmente
ocorrem em uma ou poucas cOpias no genoma de angiospermas (ZIMMER,;
WEN, 2012). Foram selecionadas sequéncias anotadas de dez genes da base
nt no NCBI (National Center for Biotechnolology Information), tomando-se o
cuidado de escolher espécies 0 mais proximo possivel de Lentibulariaceae (tab.
2).
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Tab. 1. Espécies e individuos amostrados (géneros Genlisea e Utricularia), classificacao infragenérica, origem das amostras e
marcadores para 0s quais a amostra teve sequéncias produzidas. Os individuos coletados a campo contam com o local onde foi
realizada a amostragem, a despeito dos obtidos em parceria com o professor Lubomir Adamec. “X” indica o sequenciamento do
referido marcador para a amostra.

Spp. e individuos Classificacao Orig_;em da amostra rpl20-rps1l2 RPB2 LEAFY
G. aurea A.St.-Hil. G. subgen. Sequéncia obtida no CoGe - X X
Genlisea (M569_08783)
G. filiformis A.St.-Hil. G. subgen. Brasil. GO. Pq. Nac. da Chapada dos X - -
Genlisea Veadeiros
G. violacea A.St.-Hil. G. subgen. Tayloria Brasil. MG. Capitdlio X - -
U. reniformis A.St.-Hil. U. sect. Iperua Brasil. SP. Salesépolis X - -
U. geminiloba Ben;. U. sect. Iperua Brasil. RJ. Petropolis X -
U. cucullata A.St.-Hil. &  U. sect. Vesiculina Brasil. GO. Pg. Nac. da Chapada dos X - X
Girard Veadeiros
U. purpurea Walter U. sect. Vesiculina Colegéo viva — Lubomir Adamec X - -
U. subulata L. U. sect. Brasil. SP. Mogi das Cruzes X - X
Setiscapella
U. neottioides Luetzelb.  U. sect. Avesicaria Brasil. GO. Pg. Nac. da Chapada dos X - -
Veadeiros
U. laciniata St.-Hil & U. sect. Aranella Brasil. MG. Capitdlio X - -
Girard
U. arenaria A.DC. U. sect. Calpidisca Colegéo viva — Lubomir Adamec X - -
U. uliginosa Vahl U. sect. Oligocista Colegéo viva — Lubomir Adamec X - -
U. resupinata U. sect. Lecticula Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
B.D.Greene ex Bigelow
U. gibba L. 1 U. sect. Utricularia Brasil. SP. Mogi das Cruzes X X -
U. gibba L. 2 U. sect. Utricularia Brasil. SP. Sertaozinho X X X
U. gibba L. 3 U. sect. Utricularia Brasil. SP. Sertaozinho X X X
U. striata Leconte ex U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
Torr.
U. floridana Nash U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
U. vulgaris L. U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
U. macrorhiza Leconte 1 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
U. macrorhiza Leconte 2 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec - X -
U. australis R.Br. 1 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
U. australis R.Br. 2 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
U. intermedia Hayne U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
U. ochroleuca U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
R.W.Hartm.
U. bremii Heer U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
U. minor L. U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
U. dimorphanta Makino  U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X X
U. aurea Lour. U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
U. inflexa Forssk. U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X - X
U. reflexa Oliv. 1 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
U. reflexa Oliv. 2 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X - -
U. hydrocarpa Vahl 1 U. sect. Utricularia Brasil. RN. Rio do Fogo X X X
U. hydrocarpa Vahl 2 U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec - X X
U. radiata Small U. sect. Utricularia Colegéo viva — Lubomir Adamec X X -
U. breviscapa Wright ex  U. sect. Utricularia Brasil. SP. Mogi das Cruzes X X X
Griseb.
U. benjaminiana Oliv. U. sect. Utricularia Brasil. RN. Nisia Floresta X X -
U. foliosa L. U. sect. Utricularia Brasil. SP. Mogi das Cruzes X X X
U. olivacea C.Wright ex  U. sect. Utricularia Brasil. SP. Cajuru X X X
Griseb. 1
U. olivacea C.Wright ex  U. sect. Utricularia Brasil. BA. Pg. Nac. da Chapada X - -
Griseb. 2 Diamantina
U. styg_]ia G.Thor U. sect. Utricularia Colec¢éo viva — Lubomir Adamec X X X
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Os genes nucleares selecionados para serem empregados como
marcadores no trabalho em questdo foram utilizados com éxito para a
reconstrucdo filogenética de varios grupos de angiospermas (BENNETT;
MATHEWS, 2006; CLARKSON et al., 2010; FORD et al., 2006; FUKUDA et al.,
2005; HOWARTH; BAUM, 2002; KIM et al., 2010; MATHEWS et al., 2002;
OXELMAN et al., 2004; RONSTED et al., 2008; SMITH et al., 2004). Utilizando-
se 0 BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990) na base CoGe (LYONS et al., 2008), foi
localizada a sequéncia de maior identidade com 0s genes previamente
selecionados, no genoma disponibilizado de Utricularia gibba (IBARRA-
LACLETTE et al., 2013), espécie pertencente a Utricularia sect. Utricularia. Em
seguida, foram desenvolvidos de dois a oito pares de primers por gene
selecionado (tab. 3), utilizando-se o aplicativo Primer3 (UNTERGASSER et al.,
2012). Foram empregados também os primers rpl20 e rpsl2, objetivando a
amplificacdo do do espacador cloroplastidial rpl20-rps12, conforme a descricédo
de Hamilton (1999).

Tabela 2. Genes nucleares prospectados, espécies utilizadas como modelo e cédigo de acesso das sequéncias

anotadas no GenBank.

Gene Espécie modelo Cédig_jo de acesso
Cycloidea gene (CYC) Antirrhinum molle AF146844.1
Chloroplast-expressed glutamine synthetase (ncpGS) Sinningia gerdtiana AJ459607.1
GAPDH/G3PDH Plectranthus amboinicus KC347565.1
LEAFY (LFY) Arabidopsis thaliana EF598404.1
Nitrate reductase (NIA) Olea paniculata EF177404.1
PgiC Helianthus annuus DQ504033.1
Phytochrome gene (PHYA) Mannagettaea hummelii KC542190.1
Phytochrome gene (PHYB) Aeginetia indica KC542196.1
RPB2 Mimulus guttatus AJ565937.1
Alcohol dehydrogenase (ADH) Plastemon laetus KF429092.1

Reacgdes de PCR e sequenciamento

Foram realizados testes referentes a amplificacdo de cada marcador
nuclear prospectado, aplicando-se um gradiente de possiveis temperaturas e

tempos de desnaturacao, anelamento e extencéo. Os reagentes das reacdes de
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amplificacdo foram testados em varias concentracdes, bem como foram
realizadas diluicbes fracionadas no DNA template até que fosse atingida uma
concentracdo Otima. Foi testada também a adicdo dos adjuvantes dimetil
sulfoxido (DMSO) e albumina de soro bovino (BSA), em concentracbes que
variaram de 1% a 5% (MIRANDA et al., 2010).

Tabela 3. Pares de primers desenvolvidos ao longo do trabalho em questdo, constando o gene alvo, as sequéncias forward
e reverse, a temperatura de Melting (Tm) de cada primer e o tamanho esperado dos amplicons.
_

Tamanho dos
amplicons em

Gene (Primers) Forward primer 5’ - 3’ (Tm) Reverse primer 5’ - 3’ (Tm)

pb

Cycloidea (1) AGGGAAGAAGGAGGGGTCTG (60,05°C) CTTGTCCTCTCCCTAGCCCT (60,03°C) 590
Cycloidea (2) AAGGGAAGAAGGAGGGGTCT (59,50°C) TCCCTTGTCCTCTCCCTAGC (60,03°C) 594
Cycloidea (3) GTGAGGCTCTCCATTGGCAT (60,11°C) CGTTCGATTGAGGGTTGCTG (59,56°C) 559
ncpGSs (1) AGAATCTCCAAGAACGCGGG (60,11°C) AGCAGCTCGGAACCTTTTGT (60,18°C) 471
ncpGsSs (2) CGCCGTTCAATCTGAAAGCA (60,81°C) CGCTCTTTTGGAGCAAGGTG (59.75°C) 440
ncpGsS (3) GCGGGAGATGCGAATCTGTT (60,81°C) TGTTAGTCGGGATTGGCAGG (59.75°C) 439
ncpGS (4) CCAATGGTGAGGTGATGCCT (60,03°C) TTCAGTATCACGGCCCACAC (60,04°C) 401
ncpGsS (5) GGAATCGAAGCTGGGGATCA (59,53°C) TTCTGCAAGCAATCCGGTCA (60.25°C) 429
ncpGsS (6) TACAGAACAAGCTGGCGTGG (60,60°C) AGCTTCCAGTGTTGGTTCCC (60,18°C) 429
PHYA (1) CCGGCACAGTGCAAGAATAC (59,55°C) GCAAGGATTGCAAGCGAGAG (59,90°C) 596
PHYA (2) TCTCAACCAGCTCACTCGAC (59,40°C) ACTACCTGTGACCCGATGGA (59.96 °C) 519
PHYA (3) TGAGTGCCTATCTGCACCAG (59,46°C) AGCAGGATAATGCAAGCCCA (59.74 °C) 614
PHYA (4) TGAACTGACGTTGTGTGGCT (60,11°C) CCGCCTCTTGACAACTTCCA (60,25°C) 763
PHYA (5) ATGGGGTCTAGTTGTGTGCC (59,67°C) AGACTCCGCCTCTTGACAAC (59,68°C) 603
PHYA (6) GAACTGACGTTGTGTGGCTC (59,42°C) CCAAAGCCCCAGGATAACCA (59.67 °C) 568
PHYA (7) CAGCAGGCACTTCACCTTCA (60,54°C) CAGGCTAATCCCATCCTCCG (59.68°C) 621
PHYA (8) ATGGATGGGGAAGAGGCTGT (60,63°C) TTGGCCGATACCGAAACCTG (60,39°C) 539
GAPDH (1) TGGAGCTTGTCGCTGTCAAT (50°C) AATGAGGCAGCTCTTCCACC (55°C) 535
GAPDH (2) CGTCTGGTTGCTAGGGTTGC (61,30°C) TCCACCTCTCCAGTCCTTCAT (59.92°C) 558
PgiC (1) ATGCTGAATGCACGGACTCT (59.75°C) ATCCGGCTGTGCAAAGAAGT (60,25°C) 657
PgiC (2) GAGTTTCCTTGGCCCTCTGT (59,60°C) GTTGCTGACTCTGCACAACC (59,69°C) 779
RPB2 (1) CTCCTGAAGACGTGCAAGGT (59.97°C) CCACGGGAGTGGATCTTGTC (60,11°C) 568
RPB2 (2) CGGGATCACAGCACAAGTCT (60,04°C) ACGTGATCGTCCTTCAGCAG (60.11°C) 570
NIA (1) CCACCTCCAAGCTCCAGAAG (60,04°C) CTGCTCAGACTGCGTACTCC (60,18°C) 253
NIA (2) TTCTCCGGCTGCGTATTGAG (60,18°C) GGGCTACGCCTATTCTGGTG (60,25°C) 304
LEAFY (1) GGCGAGAGATACGGCATCAA (59.97°C) TGGTGGGACATTTTTCGCCT (60,18°C) 511
LEAFY (2) AATTGCAGAGCTTGGCTTCAC (59.73°C) GAGCTACTTCACCAGGCTCG (60,18°C) 509
ADH (1) CCGCTGGTGATTGAAGAGGT (60.04°C) AAAGTCAGTGACGCCGAACT (59,90°C) 669
ADH (2) ACCGGAGAGTGCAAGGAATG (60,04°C) TGCGTCGTCTTTGTTGGGTA (59.90°C) 624
PHYB (1) GGGATGCCTGGGGAAGTAAC (60,11°C) TAAGCCGACAACAACTGCCA (60,18°C) 672
PHYB (2) GCATATGCATCCCCGTTCCT (60,25°C) AATTTGTCAGTGCATCGGGC (59.47°C) 821

ApoOs a bateria de testes, as reacdes de amplificacdo dos marcadores

nucleares foram padronizadas em 25 pL, empregando-se 20 mM de MgCl,, 100

mM de dNTPs (100mM), 10 mM de cada primer, 1 U de Dream Taqg polymerase
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(Fermentas), e em média 50 ng de gDNA. O perfil térmico das reacdes de
amplificagéo dos genes nucleares foi 1’ a 94°C; trinta ciclos de 40” a 94°C, 40”
a48°Ce40” a72°C; e 5 de extensao final a 72°C. Para a amplificacéo de rps20-
rps12, foram utilizados os mesmos volumes e concentragdes de reagentes
citados anteriormente, sem a necessidade de adicdo de adjuvantes e com o DNA
template menos concentrado (de 5 a 50 ng por reacado). O perfil térmico foi 3’ a
94°C,; trinta ciclos de 40” a 92°C, 50” a 50°C e 1’ a 72°C; e uma extensao final
de 10’ a 72°C. As reagbes nas quais o produto apresentou banda unica
compativel ao tamanho da regido alvo apds eletroforese em gel de agarose
(0,8%) tiveram seus amplicons precipitados com isopropanol (100%) e
purificados com etanol (70%), tendo sua fitas forward e reverse sequenciadas
pelo método de Sanger em um sequenciador automatico modelo 3730x| ABI
(Applied Biosystems). Os eletroferogramas de ambas as fitas de cada amostra
foram verificados quanto a sua qualidade e editados manualmente, para que
erros de sequenciamento fossem corrigidos e mascaras fossem adicionadas aos
sitios ambiguos, utilizando-se o programa BioEdit 7.5.0.2 (Hall, 1999). A
identidade com a regido alvo foi verificada através do aplicativo BLASTN
(ALTSCHUL et al., 1990).

Analises moleculares

Dos dez marcadores nucleares testados, dois foram sequenciados com
sucesso para um grande numero de espécies, sendo eles RPB2 e LEAFY. O
espacador rpl20-rps12 foi sequenciado com relativa facilidade. As sequéncias
homélogas foram alinhadas através do aplicativo MAFT version 7 (KATOH et al.,
2002). Os alinhamentos tiveram as extremidades cortadas, com a posterior
adicdo de missing data (“?”). Espécies nas quais o sequenciamento de algum
dos loci ndo obteve éxito foram adicionadas a matriz com missing data para o
marcador em questdo (tab. 1) (WIENS, 2006). Foram realizadas analises
filogenéticas de maxima parciménia no software PAUP* 4b10 (SWOFFORD,

2003), através de busca heuristica de 3.000 réplicas e adicdo aleatéria de
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sequéncias, com o algoritmo TBR (tree bisection and reconnection). Os valores
de bootstrap foram obtidos através do empego e 2.000 réplicas, com adicao
aleatoria e busca heuristica de 100 réplicas. O melhor modelo de substituicdo
nucleotidica para cada marcador foi obtido no programa jModelTest versao 2.1.1
(DARRIBA et al., 2012), seguindo o critério de informacdo de Akaike corrigido,
ou AlCc (AKAIKE, 1973; SUGIURA, 1978). Para rpl20-rps12 o melhor modelo de
substituicdo nucleotidica foi TVM+G, para RPB2 foi TIM1+G, para LEAFY foi
GTR+G e para a concatenacdo dos dados o melhor modelo foi TIM1+I1+G. As
andlises de maxima verossimilhanca foram conduzidas no software RAXML
(STAMATAKIS et al., 2008), que disponibiliza os valores de bootstrap dos clados.
Foram conduzidas também andlises bayesianas com o aplicativo MrBayes
verséo 3.2.2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001). Foram produzidas 3 x 10’ de
geracoes, e as probabilidades posteriores foram calculadas através do algoritmo
MCMC (Markov Chain Monte Carlo), com o emprego de quatro cadeias quentes.
Foram amostradas arvores a cada 100 geracBes, com descarte de 25% das
arvores iniciais (burnin). Além das andlises individuais, baseadas nos
alinhamentos de cada marcador, foram realizadas analises de matriz

concatenada.

Realizou-se a construcdo de redes haplotipicas para cada marcador, com
0 emprego do algoritmo Mendian Joining (BANDELT et al., 1999) nos softwares
DnaSP v. 5 (LIBRADO; ROZAS, 2009) e NETWORK 5.0.0.0 (POLZIN;
DANESHMAND, 2004), para que fossem verificados grupos de espécies
compartilhando o mesmo haplétipo, devido a coalescéncia (TEMPLETON et al.,
1992) ou a reticulacdo ocasionada pela possivel origem hibridogénica de
algumas espécies de Utricularia sect. Utricularia. Foi construida também uma
rede filogenética utilizando-se uma matriz concatenada dos marcadores
empregados, utilizando-se o software SplitsTree4 (HUSON; BRYANT, 2006).
Essa andlise evidencia as incongruéncias existente entre os diferentes conjuntos
de dados, o que pode trazer informacdes referentes a reticulacdo que ocorreu
ao longo da evolugédo de Utricularia sect. Utricularia. Foi utilizado o método
Neighbour-Net (BRYANT; MOULTON, 2002), com emprego do modelo de
substituicdo nucleotidica GTR, e utilizacdo do algoritmo “RECOMB2007”
(HUSON; KLOPPER, 2007).
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Resultados e discussao

Dos dez marcadores nucleares para os quais foram desenvolvidos primers,

trés apresentaram amplificacdo inespecifica ou nédo exibiram sinais de

amplificacdo apds eletroforese em gel de agarose, sendo eles ncpGS (fig. 7),
PHYA e PHYB (fig. 8).

Fig. 7. Gel de agarose (0,8%) com amplicons de ncpGS, de varias espécies de Lentibulariaceae.
Os primers utilizados foram ncpGS (1), e ocorreu grande incidéncia de amplificacao inespecifica.
1 — Ladder. *1650 pb. 2 — U. geminiloba 1. 3 — U. geminiloba 2. 4 — U. geminiloba 3. 5 — U.
geminiloba 4. 6 — U. gibba 1. 7 — U. foliosa. 8 — U. gibba 2. 9 — G. violacea. 10 — U. breviscapa.
11 — U. olivacea. 12 — U. benjaminiana. 13 — U. hydrocarpa. 14 — Controle negativo.

Fig. 8. Gel de agarose (0,8%) apos eletroforese do produto de PCR de algumas espécies de
Utricularia. Os primers utilizados foram PHYB (2), e nada foi amplificado. 1 — Ladder. *600 pb 2
— U. gibba. 3 — U. foliosa. 4 — U. breviscapa. 5 — U. olivacea. 6 — U. benjaminiana. 7 — Controle
negativo.
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O produto das reacdes referentes a amplificacdo dos genes GAPDH (fig.
9) e PgiC (fig. 10A) apresentaram banda Unica compativel as dimensdes das
sequéncias alvo. Apds a precipitacdo, purificagdo e sequenciamento de
amplicons desses loci para que sua viabilidade fosse testada, observou-se uma
grande sobreposicdo de picos nos eletroferogramas, provavelmente devido a
amplificacdo de coOpias paralogas desses genes (fig. 11). Para a amostra de
Utricularia bremii referente a amplificacdo do gene GAPDH, notou-se a presenca
de duas bandas muito proximas na fotografia do gel apos eletroforese,
compativeis as dimensdes da sequéncia alvo do marcador em questdo. Essas
bandas quase sobrepostas possivelmente sdo correspondentes a coépias
paralogas desse locus, ou apontam um individuo heterozigoto (fig. 9). U. bremii
€ uma espécie estéril, apresentando desarranjos cromossdmicos (CASPER;
MANITZ, 1975) e podlen inviavel (BERETTA et al., 2014; TAYLOR, 1989), e essa
sobreposicao de bandas de um mesmo marcador pode estar relacionada a
origem hibrida desse taxon, caso tenham sido amplificadas as sequéncias de
ambos os possiveis parentais. O sequenciamento de GAPDH obteve éxito para
Utricularia inflexa e U. reflexa. Foram produzidas sequéncias de PgiC para U.
reflexa, U. hydrocarpa e U. foliosa. As reacdes que visaram a amplificacdo do
gene ADH (fig. 10B) produziram amplicons de peso molecular maior do que o
esperado. Foi realizado o sequenciamento de algumas amostras, e em alguns
casos observou-se eletroferogramas com picos bem definidos, porém as
sequéncias nao apresentaram similaridade com nenhum organismo no banco de
dados do NCBI.
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Fig 9. Gel de agarose (0,8%) com amplicons de GAPDH, de varias espécies de Utricularia. Os
primers utilizados foram GAPDH (2). 1 — Ladder. *500 pb. 2 — U. gibba 1. 3 - U. gibba 2. 4 — U.
foliosa. 5 — U. breviscapa. 6 — U. olivacea. 7 — U. benjaminiana. 8 — U. hydrocarpa 1. 9 — U.
hydrocarpa 2. 10 — U. intermedia. 11 — U. striata. 12 — U. inflexa. 13 — U. geminiscapa. 14 — U.
reflexa. 15 — U. bremii. 16 — U. floridana. 17 — U. stygia. 18 — U. radiata. 19 — U. vulgaris. 20 — U.
australis. 21 — U. dimorphanta. 22 — Controle negativo. Note a sobreposicdo de bandas que
ocorre na amostra 15, referente a U. bremii, sugerindo a ocorréncia de diferentes amplicons do
gene GAPDH.

Fig. 10. Bandas fotografadas apos eletroforese em gel de agarose (0,8%). A — Amplicons de diversas
espécies de Uricularia, tendo sido empregado os primers PgiC (1). *500 pb. 1 — U. gibba 1. 2 — U. gibba 2. 3
— U. foliosa. 4 — U. benjamminiana. 5 — U. hydrocarpa. 6 — U. striata. 7 — U. reflexa. 8 - U. bremmii. 9 — U.
radiata. 10 — Controle negativo. B — Amplicons de diversas espécies de Utricularia, tendo sido utilizados os
primers ADH (2). * 1650 pb. 1 -U. gibba 1. 2 — U. gibba 2. 3 — U. foliosa. 4 — U. breviscapa. 5 — U. benjaminiana.
6 — U. radiata. 7 — U. dimorphanta. 8 — Controle negativo.
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CATGG AAGCACCATGATGTAAAGGTGAAGGAT GAG AAGAGCCTTCTCTTCGGT
o

st ey

I
ﬂ‘
A
| N
gl MW
Fig. 11. Eletroferograma gerado a partir de amplicons oriundos do primer GAPDH (2), com DNA template de Utricularia
foliosa. A sobreposicéo de picos pode ser um indicio da amplificacdo de copias parélogas do gene em questao.
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O gene NIA aparentemente foi amplificado em Utricularia gibba e U.
floridana (fig. 12), espécies muito proximas filogeneticamente como ficou
constatado no trabalho em questdo (fig. 18). Como os primers foram
desenvolvidos a partir do genoma de U. gibba, é possivel que mutacdes nas
regides de anelamento tenham impedido a amplificacdo nas demais espécies

empregadas no presente estudo.

3456 8510

Fig. 12. Gel de agarose (0,8%) ap6s eletroforese dos produtos de PCR de varias espécies de
Utricularia. Os primers utilizados foram NIA (1). *300 pb. 1 — U. gibba 1. 2 — U. gibba 2. 3 — U.
foliosa. 4 — U. breviscapa. 5 — U. benjamininana. 6 — U. hydrocarpa. 7 — U. floridana. 8 — U.
radiata. 9 — U. dimorphanta. 10 — Controle negativo.

O gene Cycloydea, que relaciona-se a simetria floral em plantas
(ALMEIDA et al., 1997) e geralmente se encontra em cOpia Gnica no genoma de
angiospermas (ZIMMER; WEN, 2012) foi amplificado e sequenciado com
facilidade apenas no clado composto por Utricularia gibba, U. floridana e U.
striata. Nas demais espécies, 0s primers se mostraram pouco especificos. Foram
produzidas sequéncias de U. foliosa e U. benjaminiana, com eletroferogramas
bem definidos, porém constatou-se que ndo se tratava do gene alvo apés a
verificacdo da identidade no BLASTN (ALTSCHUL et al., 1990). Foi aplicado um
teste filogenético com as sequéncias produzidas (fig. 13), condizente com a
reconstrucao filogenética baseada nos demais marcadores (figs. 15, 16, 17 e
18).
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Fig 13. Cladograma de analise bayesiana baseada no gene CYC do nDNA. As probabilidades
posteriores de cada clado sédo indicadas junto aos nés.

Os genes nucleares RPB2 e LEAFY apresentaram os resultados mais
promissores quanto ao seu emprego como marcadores para a sistematica
molecular de Utricularia. RPB2 codifica uma das subunidades da enzima RNA
Polimerase Il em eucariotos, responsavel pela transcricdo do mRNA e estando
diretamente ligada a expressdo génica. O gene ocorre geralmente em coépia
Gnica nas plantas, porém pode estar duplicado em algumas linhagens (LUO et
al., 2007). JA LEAFY codifica um fator de transcricdo que relaciona-se ao
desenvolvimento de meristemas florais (WEIGEL et al., 1992) nas
angiospermas, bem como relaciona-se as primeiras divisées mitéticas do zigoto
apos a fertilizacdo em musgos, evidenciando uma neofuncionalizacdo do gene
em questdo ao longo da evolucdo das embriéfitas (TANAHASHI et al., 2005).
Ambos os loci foram amplificados e sequenciados com relativa facilidade. O
sucesso ha amplificacdo de RPB2 representou 40,6% dos ensaios, enquanto
que essa proporcéao foi de 17,8% no caso de LEAFY. Utilizaram-se diferentes
combinacgfes de primers para a amplificacdo de RPB2, tanto o par RPB2 (1)
guanto uma combinacdo entre o RPB2 (2)F com o RPB2 (1)R. Para LEAFY,
tanto o par LEAFY (1) quanto o LEAFY (2) foram efetivos para sua amplificacéo.
Devido ao menor niumero de coOpias por célula, genes nucleares de poucas
copias no genoma tendem a ser amplificados com mais dificuldade do que
marcadores plastidiais por exemplo, os quais ocorrem em centenas de cépias
por célula. Devido a isso, Small et al. (2004) recomendam o uso de DNA
templates com concentracdes superiores a 20 ng/uL. Os marcadores nucleares
utilizados no trabalho em questao apresentaram um rendimento de amplificacao

muito menor quando comparados a marcadores plastidiais (fig. 14).
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Fig. 14. Comparacgédo entre o rendimento de amplificagdo de um marcador nuclear de poucas copias no genoma (A) e
marcadores cloroplastidiais (B). A - Amplicons de diversas espécies de Uricularia, tendo sido empregado os primers RPB2
(). *600 pb. 1 — U. gibba 1. 2 — U. gibba 2. 3 — U. foliosa. 4 — U. benjaminiana. 5 — U. striata. 6 — U. bremii. 7 — U. radiata.
8 — U. vulgaris. 9 — U. australis. 10 — U. dimorphanta. 11 — Controle negativo. B - Amplicons de diversas espécies de
Lentibulariaceae, referentes ao gene rbcL (do 2 ao 12) e ao espagador rpl20-rpsl12 (do 15 ao 23). *1650 pb. 1 — U.
geminiloba 1. 2 — U. geminiloba 2. 3 — U. geminiloba 3. 4 — U. geminiloba 4. 5 — U. gibba 1. 6 — U. foliosa. 7 — U. gibba 2.
8 — G. violacea. 9 — U. breviscapa. 10 — U. olivacea. 11 — U. benjaminiana. 12 — Controle negativo. 13 — U. geminiloba 1.
14 — U. geminiloba 2. 15 — U. geminiloba 3. 16 — U. geminiloba 4. 17 — U. gibba 1. 18 — U. foliosa. 19 — U. gibba 2. 20 - G.
violacea. 21 — U. olivacea.

Dos trés marcadores utilizados, 0 que se mostrou mais conservado foi
RPB2, possivelmente devido a importancia da maquinaria transcricional para as
células, sendo um gene de grande importancia metabdlica. O espagador rpl20-
rps12, do cpDNA, revelou-se intermediario, enquanto o gene nuclear LEAFY
apresentou uma porcentagem maior de sitios varidveis (tab. 4). O gene em
questdo possui dominios altamente conservados em angiospermas (MAIZEL et
al. 2005), devido a sua importancia central na transicdo entre a fase vegetativa
e reprodutiva (WEIGEL et al., 1992). No entanto, o gene possui trechos menos
conservados (MAIZEL et al. 2005), além de introns que tém sido utilizados com
éxito na reconstrucdo filogenética de plantas (GROB et al., 2004; HOOT;
TAYLOR; 2001). Todos os marcadores resultaram em altos indices de
consisténcia e retencao (>70%; tab. 4), sendo o espagador rpl20-rps12 o que
apresenta maior indice de retencado, indicando uma alta concentracdo de

transformacdes sinapomorficas.
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Tab. 4. Informagdes referentes as andlises filogenéticas de cada marcador, bem como da anélise concatenada. IC = indice

de consisténcia, e IR = indice de retencao, pp = probabilidades posteriores (anélise bayesiana).

Matriz N° de Total de Sitios Caracteres Clados com IC IR
terminais  caracteres variaveis em parcimoniosamente suporte (pp)
do pb (%) informativos superior a 75%
alinhamento em n° (%)

rpl20-rps12 39 1047 435 (41,54%) 240 30 (90%) 0,7358 0,7940

RPB2 27 576 192 (33,68%) 107 22 (100%) 0,7032 10,7618

LEAFY 19 843 374 (44,36%) 186 15 (80 %) 0,7702 0,7079
rpl20-rps12+ 41 2452 929 (37,88%) 507 38 (92,10%) 0,7381 0,7695

RPB2+ LEAFY

As reconstrucdes filogenéticas baseadas nos diferentes marcadores
convergem de maneira geral em relacdo aos agrupamentos da maioria das
espécies (fig. 15, 16 e 17), e a analise de evidéncia total apresentou indices de

suporte geralmente altos (fig. 18, 19 e 20).
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Fig. 15. Cladograma de analise bayesiana baseada no gene LEAFY do nDNA. As probabilidades
posteriores de cada clado sdo indicadas junto aos nés, e a classificacdo infragenérica (sensu
TAYLOR, 1989) ¢é exibida a direita.
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Fig. 16. Cladograma de andlise bayesiana baseada no espacgador rpl20-rps12 do cpDNA. As
probabilidades posteriores de cada clado sdo indicadas junto aos nés, e a classificagao
infragenérica (sensu TAYLOR, 1989) é exibida a direita.
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Fig. 17. Cladograma de andlise bayesiana baseada no gene RPB2 do nDNA. As probabilidades
posteriores de cada clado sdo indicadas junto aos nds, e a classificacdo infragenérica (sensu
TAYLOR, 1989) é exibida a direita.
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Fig. 18. Cladograma de andlise bayesiana baseado em uma matriz concatenada dos marcadores rpl20-rps12 (cpDNA),
RPB2 e LEAFY (nDNA). As probabilidades posteriores de cada clado séo indicadas junto aos nés, e a classificacdo
infragenérica (sensu TAYLOR, 1989) é exibida a direita. Espécies alocadas inconsistentemente em filogenias baseadas
em diferentes marcadores estdo indicadas com um asterisco. Os numeros em vermelho indicam contagens
cromossémicas na fase esporofitica, disponiveis na literatura cientifica para algumas das espécies.
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Fig. 19. Cladograma de maxima verossimilhanga baseado em uma matriz concatenada dos
marcadores rpl20-rps12 (cpDNA), RPB2 e LEAFY (nDNA). Os valores de bootstrap de cada
clado séo indicados junto aos nés, e a classificacao infragenérica (sensu TAYLOR, 1989) é
exibida a direita.
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Fig. 20. Cladograma de consenso das 50 reconstrucdes filogenéticas mais parcimoniosas,
baseado em uma matriz concatenada dos marcadores rpl20-rps12 (cpDNA), RPB2 e LEAFY
(nDNA). Os valores de bootstrap de cada clado séo indicados junto aos nés, e a classificagao
infragenérica (sensu TAYLOR, 1989) é exibida a direita.
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Espécies alocadas muito inconsistentemente em analises filogenéticas
baseadas em diferentes marcadores, principalmente os de heranga biparental,
possivelmente passaram por processos preteéritos de hibridacdo (BAUMEL et al.,
2002), como no esquema exemplificado na figura 21. Os dados de cariotipo
disponiveis na literatura para Utricularia sect. Utricularia indicam a ocorréncia de
desbalanco cromossémico, como no caso de U. australis, e poliploidizacéo,
como em U. aurea e em U. intermedia (tab. 5). Algumas espécies alocaram-se
inconsistentemente nas filogenias baseadas nos diferentes marcadores, como
U. australis, U. bremii, U. dimorphanta, U. machrorhiza, U. ochroleuca e U.
vulgaris. Nesse contexto, o fato de U. australis, U. bremii e U. ochroleuca
possuirem desarranjos nos cromossomos (CASPER; MANITZ) bem como a
esterilidade apresentada por U. bremii, U. ochroleuca e U. stygia e a grande
semelhanca morfolégica apresentada por algumas espécies da secao Utricularia

(TAYLOR, 1989), sugerem um padréo de evolucéo reticulada para o grupo.

A reconstrucdo filogenética, principalmente em plantas, nem sempre
assume o perfil topoldgico tradicionalmente empregado em estudos evolutivos,
com um padrao de cladogéneses dicotdmico a partir de um ancestral comum. A
evolucao das plantas conta com diversos eventos de reticulagdo, como no caso
de alopoliploides ou grupos nos quais ocorreu introgressdo pés hibridacéo
(LINDER; RIESEBERG, 2004). Portanto, pode-se considerar que nem toda
espécie é um grupo monofilético, e que a histéria evolutiva dos organismos pode
assemelhar-se mais a uma rede do que a uma arvore filogenética (DOOLITTLE,
1999). A importancia da hibridacdo no processo de especiacdo vem se tornando
cada vez mais evidente na atualidade, e acredita-se que tais eventos tenham
originado entre 2 e 7% das espécies de plantas vasculares (MALLET, 2007),
inclusive com grande influéncia das atividades antropogénicas, devido a
introducio de espécies em novos ambientes (VALLEJO-MARIN; HISCOCK;
2016).
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Duplicagao génica
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D E

Fig. 21. Esquematizacdo de uma filogenia de genes x espécies. As linhas negras representam
a filogenia de um grupo hipotético de espécies (A, B, C, D e E), sendo que a espécie B originou-
se da hibridacdo entre grupos ancestrais de A e C. Ocorreu a duplicacdo de um gene em um
ancestral comum de todas as espécies envolvidas, originando duas copias paralogas. As linhas
azuis representam a filogenia da cépia 1, e as linhas vermelhas a filogenia da cépia 2. As copias
1 desse gene presentes em todas as espécies sdo ortélogas entre si, 0 mesmo valendo para as
copias 2. No caso da espécie B, a reconstrucdo filogenética ird agrupa-la junto a A, caso os
ortélogos da cépia 2 sejam sequenciados, ou ira agrupa-la junto a C, caso os ortélogos da copia
1 sejam sequenciados. Os dados dos dois marcadores sao incongruentes, e a filogenia gerada
nao iria resgatar a real histéria evolutiva das espécies envolvidas, pois ocorreu um evento de

reticulacé@o devido a especiagéo hibridogénica.

Tab. 5. Espécies de Utricularia sect. Utricularia para as quais existem registros de contagem de cromossomos na
literatura cientifica.

Espécie Contagem(s) de Contagem(s) de Referéncia
Cromossomos na Ccromossomos na
fase gametofitica fase esporofitica
U. aurea TANAKA, R.; UCHIYAMA, H. Chromosomes of four species of
80 Utricularia in Japan. J. Jap. Bot. 63: 219-223, 1988.
U. aurea SIDDIQUI. Sci. & Cult. 25:319 — CPDatabase, 1959.
42,44, 80
U. australis 22,18,19, 20 CASPER, S. J.; MANITZ, H. Beitrage zur Taxonomie und
Chorologie  der  mitteleuropaischen  Utricularia-Arten. 2.
Androsporogenese, Chromosomenzahlen und Pollenmorphologie.
Feddes Repert. 86: 211-232, 1975.
U. australis 36, 38, 40 CASPER, S. J.; MANITZ, H. Ber.Dt.Bot.Ges. 64:250, Feddes
Repert.86:218 (1975) — CPDatabase, 1952.
U. bremii 36 RAHMAN, M. O.; ADAMEC, L.; KONDO, K. Chromosome numbers
of Utricularia bremii and Utricularia dimorphanta (Lentibulariaceae).
Chromosome Sci. 5: 105-108, 2001.
U. dimorphanta 44 RAHMAN, M. O.; ADAMEC, L.; KONDO, K. Chromosome numbers
of Utricularia bremii and Utricularia dimorphanta (Lentibulariaceae).
Chromosome Sci. 5: 105-108, 2001.
U. foliosa 42 KONDO, K. Chromos.Inform.Serv.15:33 (1973) - CPDatabase
U. gibba 28 KONDO, K. Phyton (Buenos Aires) 30:47 (1972) - CPDatabase
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As analises concatenadas de consenso das 50 a&rvores mais
parcimoniosas (fig. 20), a de maxima verossimilhanca (fig. 19) e a de inferéncia
bayesiana (fig. 18) produziram 23, 38 e 38 clados respectivamente. No consenso
das 50 arvores mais parcimoniosas, 78,26% dos clados apresentaram bootstrap
superior a 75%, sendo que no cladograma de maxima verossimilhanca esse
valor foi de 68,42%. A andlise bayesiana apresentou os melhores indices de
suporte, com 92,10% dos clados apresentando probabilidades posteriores

superiores a 75%.

Tanto as andlises baseadas nos marcadores individuais quanto a
concatenacdo dos dados sustentam a parafilia de Utricularia sect. Utricularia,
com U. olivacea agrupando-se como grupo irmdo de U. sect. Vesiculina,
corroborando a hipotese de Jobson et al. (2003). Nesse contexto, uma nova
secao € proposta, englobando U. olivacea e U. biovularioides. A Ultima espécie
ndo foi amostrada no trabalho em questédo, contudo € morfologicamente muito
similar a U. olivacea, sendo a delimitacdo taxondmica entre ambas suportada
por um pequeno conjunto de caracteristicas. Os principais clados formados e
suas sinapomorfias sdo discutidos na sequéncia, baseando-se principalmente
em Taylor (1989).

Clados bem suportados em Utricularia sect. Utricularia

Clado A: U. floridana, U. gibba e U. striata

O clado composto por Utricularia floridana, U. gibba (fig. 5H) e U. striata
se manteve em todas as analises realizadas, alocando-se como um grupo irmao
as demais espécies de Utricularia sect. Utricularia. U. floridana e U. striata sé&o
grupos irmaos, compartilhando caracteristicas como dimorfismo pronunciado

dos ramos e o padrao enrugado das sementes. U. gibba aloca-se como um grupo
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irméo de U. floridana e U. striata. De acordo com Taylor (1989), o padréo
morfolégico das flores é similar nas trés espécies, com corola amarela e uma
protuberancia no labio inferior que apresenta nervuras avermelhadas. O labio
superior da corola € maior do que o inferior, e as capsulas séao lateralmente
bivalvadas. U. gibba possui distribuicdo pantropical, porém U. floridana e U.
striata possuem distribuico restrita @ América do Norte. Taylor (1989) relata uma
grande diversidade de morfotipos em U. gibba nos Estados Unidos, sugerindo

uma origem norte americana para o grupo.

Clado B: U. breviscapa e U. radiata

As reconstrucdes filogenéticas baseadas em rpl20-rps12 (fig. 16) e em
RPB2 (fig. 17), assim como a concatenacdo de todos os dados (fig. 18),
convergem em relacdo ao posicionamento dessas duas espécies como grupos
irmaos com altos indices de suporte. A caracteristica mais marcante do grupo é
a presenca de frutuadores na base da inflorescéncia que se irradiam para todas
as direcOes (fig. 5A e 6C). Os lobos do célice sao ligeiramente arredondados, e
a corola é amarelada em ambas as espécies, ocorrendo manchas marrons na
base do labio inferior em Utricularia radiata e marrom avermelhado em U.
breviscapa. As duas espécies possuem o labio superior da corola ligeiramente
arredondado, sendo o labio inferior trilobado (TAYLOR, 1989). A ocorréncia de
U. breviscapa engloba as Antilhas e as Américas Central e do Sul, enquanto U.
radiata ocorre na América do Norte. U. platensis, U. inflata e U. incisa, espécies
nao amostradas no trabalho em questao, sdo apontadas por Taylor (1989) como
préximas ao grupo, todas possuindo flutuadores na base da inflorescéncia e com
ocorréncia restrita as Américas, sugerindo uma origem americana para o grupo.
Taylor (1989) cita a semelhanca entre U. breviscapa e formas reduzidas de U.
radiata, dando énfase ao fato de que a cleistogamia € comum apenas na primeira

espécie.
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Clado C: U. aurea, U. inflexa e U. reflexa

As espécies em questao possuem como sinapomorfias o habito aquatico
suspenso e livre, folhas numerosas e dicotomicamente divididas, utriculos
dimérficos, presenca de uma protuberancia bilobada no labio inferior da corola e
sementes prismaticas e aladas. Uma caracteristica marcante, comum as trés
espécies, € o fato de que a flor se mantem ereta durante a antese, curvando-se
para baixo apos a fecundacédo e o desenvolvimento do fruto. Em U. aurea (fig.
5G) e U. inflexa (fig. 4J), o calice desenvolve-se apos a poliniza¢édo, envolvendo
a capsula. U. aurea distribui-se pelo sudeste asiatico e a Oceania, U. inflexa
ocorre na Africa e na india e U. reflexa (fig. 51) é restrita & Africa (TAYLOR, 1989).
O fato de uma das populacdes de U. reflexa ter se agrupado com U. inflexa, a
despeito da outra que se alocou como um grupo irmao desse clado (fig. 18), pode
se tratar de um indicio de hibridizacdo, dada a area de ocorréncia comum entre
as duas espécies. Taylor (1989) trata da grande heterogeneidade morfolégica
encontrada em populacdes de U. reflexa, inclusive citando a possibilidade desse

taxon se tratar de um complexo interespecifico.

Clado D: U. foliosa e U. hydrocarpa

Ambas as espécies possuem folhas numerosas e divididas
dicotomicamente, sendo os Ultimos segmentos capilares. As armadilhas sdo
numerosas e dimorficas nos dois tdxons, porém em U. foliosa (fig. 3B e 4L)
ocorre dimorfismo de ramos, sendo alguns munidos de armadilhas e outros
repletos de folhas, sem utriculos. As duas espécies possuem os lobos do calice
desiguais, sendo o inferior levemente maior que o superior. Apesar da corola de
U. hydrocarpa (fig. 4G) ser roxa, esta possui uma mancha amarelada na base
do labio inferior, sendo que em U. foliosa a corola é amarela e em alguns
individuos ocorrem nervuras arroxeadas (TAYLOR, 1989). O estado

plesiomérfico para a cor da corola em Utricularia sect. Utricularia é
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desconhecido, bem como os mecanismos genéticos que os controla. As duas
espécies possuem o labio inferior da corola bilobado. A distribuicdo de U.
hydrocarpa restringe-se a América tropical, enquanto U. foliosa € encontrada

tanto em regibes tropicais da América quanto da Africa (TAYLOR, 1989).

Clado E: U. australis, U. bremii, U. dimorphanta, U. intermedia, U.
machrorhiza, U. minor, U. ochroleuca, U. stygia e U. vulgaris

Este grupo engloba espécies distribuidas principalmente pela Eurésia,
ocorrendo inclusive em regides de altas latitudes, de climas temperados e
polares (TAYLOR, 1989; THOR, 1988). A discussdo dessas espécies em
conjunto justifica-se devido a fortes indicios que apontam para a ocorréncia
frequente de fluxo génico entre esses tédxons. Kameyama et al. (2005)
demonstrou através de ferramentas moleculares que U. australis (fig. 4A) se
hibridizou naturalmente com U. macrorhiza (fig. 4N e 5E), originando populacdes
F1 estéreis de U. australis que se reproduzem vegetativamente com grande
vigor. Dentre as espécies do grupo, U. bremii (fig. 4E), U. stygia e U. ochroleuca
(fig. 5F) n&o frutificam e possuem ma formacéo polinica (BERETTA et al., 2014;
TAYLOR, 1989; THOR, 1988), bem como ocorrem irregularidades
cromossOmicas em U. australis, U. ochroleuca e U. bremii, como aneuploidia e
disploidia (CASPER; MANITZ, 1975). S&o sinapomorfias do grupo a presenca
de turides, a ocorréncia de sementes prismaticas e aladas, a corola amarelada
com uma protuberancia dotada de manchas avermelhadas na base do labio
inferior e a ocorréncia de curvatura do pedunculo floral apds a polinizacdo, com
os frutos voltando-se para baixo ao longo de seu desenvolvimento, nas espécies
férteis. Outra caracteristica comum a todas as espécies desse clado é a
presenca de folhas denticuladas nas margens (TAYLOR, 1989). Astuti (2016) e
Thor (1988) utilizaram esses dentes e as glandulas internas dos utriculos como
um instrumento de diferenciacdo taxonémica entre U. intermedia (fig. 5B e 6B),

U. ochroleuca e U. stygia, espécies morfologicamente muito parecidas.
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A delimitacdo taxondmica baseada na morfologia dos érgdos vegetativos
de alguns grupos interespecificos contidos no clado em questdo, como U.
australis e U. vulgaris; U. minor e U. bremii ou U. intermedia, U. ochroleuca e U.
stygia é dificultosa mesmo para especialistas. Além disso, a abordagem
molecular baseada em DNA Barcoding mostrou-se falha para Astuti (2016)
nesses trés grupos, dando énfase ao provavel intercambio genético que
provavelmente ocorreu ao longo da evolucdo dessas espécies. Nesse contexto,
a propria delimitacdo especifica se torna vaga (MALLET, 2007). De acordo com
0 conceito biologico de espécie, o qual enfatiza o isolamento reprodutivo, assim
como o conceito filogenético de espécie, onde a monofilia é uma premissa (DE
QUEIROZ, 2007), as espécies contidas no clado E se comportariam como uma
excecdo, configurando um complexo interespecifico onde a hibridizacédo e a
introgressdo poderia aumentar a variabilidade genética das populacdes,
aumentando as chances de adaptacdo a novos nichos e ambientes
(RIESEBERG; WENDEL, 1993). O fato de algumas espécies do clado E serem
adaptadas a condicfes climaticas rigorosas, uma exclusividade para o género
(TAYLOR, 1989), pode estar relacionado a maior capacidade adaptativa

proporcionada pela reticulagéo.

Para dar énfase a discussao sobre a hibridizacdo recorrente dentro desse
clado, foram desenvolvidas redes haplotipicas para cada marcador, apesar do
fato de que esse tipo de abordagem € mais comum em genética populacional.
Observou-se o compartilhamento de um mesmo haplétipo de rpl20-rps12 em U.
gibba e U. striata; U. australis, U. vulgaris e U. macrorhiza; U. intermedia e U.
ochroleuca; e entre U. minor e U. bremii (fig. 22). U. bremii, U. australis 2, U.
dimorphanta, U. ochroleuca, U. intermedia, U. stygia e U. minor compartilharam
um mesmo haplétipo de RPB2 (fig. 23). Para LEAFY, U. bremii, U. dimorphanta
e U. stygia compartilharam um mesmo haplétipo, assim como U. floridana, U.
striata e U. hydrocarpa 2 (fig. 24). Esses haplétipos compartilhados por diversas
espécies, principalmente nas analises baseadas em RPB2 e LEAFY podem ser
explicados pela teoria da coalescéncia (TEMPLETON et al., 1992),
apresentando caracteristicas ancestrais como posicionamento central na rede,
no entanto podem somar-se aos demais indicios que apontam para o fluxo

génico frequente entre algumas espécies de Utricularia sect. Utricularia. A rede
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filogenética desenvolvida a partir de uma matriz dos trés marcadores
concatenados (fig. 25) aponta diversos eventos de reticulagdo ao longo da

evolucdo da secao Utricularia, principalmente entre as espécies que compde o

clado E.
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Fig. 22. Rede de haplétipos do espagador cloroplastidial rpl20-rps12, construida a partir do algoritmo Mendian Joining.
Os pequenos circulos avermelhados se tratam de haplétipos ndo amostrados ou extintos, e os nimeros entre os
haplétipos representa a quantidade de passos mutacionais entre eles. Haplo6tipos separados por um passo mutacional

Genlisea violacea

2 ‘OU stygla‘OU hydrocarpa

U. ochroleuca U. intermedia

nao possuem numero entre si. N° de amostras = 39. N° de haplétipos = 31. Diversidade haplotipica = 0,9838.
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Fig. 23. Rede de haplétipos do gene RPB2, construida a partir do algoritmo Mendian Joining. Os pequenos circulos
avermelhados se tratam de haplétipos ndo amostrados ou extintos, e os nimeros entre os haplotipos representa a
quantidade de passos mutacionais entre eles. Haplétipos separados por um passo mutacional ndo possuem ndmero
entre si. N° de amostras = 27. N° de haplétipos = 18. Diversidade haplotipica = 0,9288.
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Fig. 24. Rede de haplétipos do gene LEAFY, construida a partir do algoritmo Mendian Joining. Os pequenos circulos
avermelhados se tratam de haplétipos ndo amostrados ou extintos, e os nimeros entre os haplétipos representa a
quantidade de passos mutacionais entre eles. Hapl6tipos separados por um passo mutacional ndo possuem nimero

entre si. N° de amostras = 19. N° de haplétipos = 14. Diversidade haplotipica = 0,9591.
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Fig. 25. Rede filogenética construida a partir de uma matriz mista de dados moleculares (rpl20-rpsl12 + RPB2 +
LEAFY). As linhas negras representam 0s ancestrais das espécies envolvidas, e as linhas azuladas representam
eventos de reticulacdo que ocorreram entre as linhagens ancestrais, sugerindo a ocorréncia frequente de especiacdo
hibridogénica em Utricularia sect. Utricularia.
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Posicionamento de Utricularia olivacea

Kamiénsky (1890) propds a criacdo do género Biovularia, enumerando
algumas caracteristicas que o tornaria distinto de Utricularia, como a presenca
de apenas dois 6vulos nos ovarios, e a ocorréncia de frutos indeiscentes, onde
apenas uma semente se desenvolve. O género comportaria apenas uma
espécie, Biovularia olivacea. Benhart (1916) manteve o género criado por
Kamiénsky (1890), juntamente com o0s outros 12 géneros nos quais dividiu
Utricularia. Taylor (1989) rejeitou essa delimitacdo, adotando uma divisdo
seccional do género Utricularia, mantendo inclusive o nome de varios géneros
propostos por Benhart (1916) em suas sec¢fes. Utricularia olivacea (fig. 4D)
(anteriormente descrita como Biovularia olivacea por Kamiénsky) foi alocada em
Utricularia sect. Utricularia, juntamente com Utricularia biovularioides, taxon
morfologicamente préximo, como o nome sugere. Jobson et al. (2003), no
entanto, constataram que U. olivacea aloca-se como grupo irmdo de U. sect.
Vesiculina, baseando-se em marcadores moleculares do cpDNA. Esse resultado
€ convergente com o presente estudo, que se baseou em dados oriundos dos
DNAs plastidial e nuclear. U. olivacea e U. biovularioides possuem habito
aquatico suspenso, e dimensGes muito reduzidas, uma das menores
encontradas em angiospermas (BEAL, 1968). Algumas caracteristicas comuns
ao grupo sdo a auséncia de folhas, ocorréncia de estoldes capilares bem
ramificados, a presenc¢a de armadilhas abundantes e munidas de dois apéndices
longos e ramificados, a presenca de pequenas flores solitarias com corola
branca, lobos do calice arredondados e a ocorréncia de sementes elipsoides ndo
aladas (TAYLOR, 1989). Caracteristicas distintivas entre as duas espécies séo

encontradas da tabela 6.

U. olivacea ocorre desde a costa leste dos Estados Unidos até o Sul do
Brasil, tendo sido observada pela primeira vez em Cuba no ano de 1860, por
Wright (BEAL, 1968; TREVISAN; MOCO, 2011). Sua ocorréncia esta associada
a costa do Oceano Atlantico nas Américas, sendo sua disperséo relacionada a
passaros migratérios (BEAL, 1968). U. biovularioides trata-se de uma espécie

bastante rara, existindo poucos registros de sua ocorréncia que se restringem ao
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Brasil (MIRANDA et al., 2016). Poucos estudos foram empregados sobre as
espécies em questdo. O posicionamento taxondmico controverso dessas
espécies é um reflexo dessa auséncia de conhecimento. Nesse contexto,
baseando-se em dados moleculares oriundos de dois loci nucleares e um
plastidial, bem como em dados de estudos prévios (JOBSON et al., 2003) a
segregacao de U. olivacea e U. biovularioides em uma secdo propria é
recomendada a luz dos resultados oriundos do presente trabalho, resolvendo a

parafilia de Utricularia sect. Utricularia.

Tab. 6. Caracteristicas distintivas entre Utricularia olivacea e U. biovularioides, de acordo com Taylor (1989).

U. olivacea C.Wright ex Griseb. U. biovularioides (Kuhlm.) P.Taylor
Presenca de apenas dois 6vulos por ovario Presenca de um a 10 évulos por ovério
RamificacBes irregulares RamificacBes sempre alternadas nos estoldes
Durante o desenvolvimento do fruto, o calice se torna N&o ocorrem modifica¢cdes no célice

denticulado, envolvendo-o
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Conclusdes

A delimitacdo de Utricularia sect. Utricularia baseada na obra de Taylor
(1989) torna o grupo parafilético devido a incorporagédo de U. olivacea, espécie
gue aloca-se como grupo irméo de U. sect. Vesiculina. Devido a isso, o0 presente
estudo propde a criagcdo de uma nova secao, que englobaria essa espécie e U.

biovularioides, morfologicamente relacionada.

A reconstrucdo filogenética de Utricularia sect. Utricularia baseada em
dois genes nucleares e um espacador cloroplastidial pdde detectar clados
majoritarios dentro do grupo, sendo eles: U. floridana, U. gibba e U. striata; U.
breviscapa e U. radiata; U. aurea, U. inflexa e U. reflexa; U. foliosa e U.
hydrocarpa; e finalmente U. australis, U. bremii, U. minor, U. stygia, U.
intermedia, U. dimorphanta, U. ochroleuca, U. vulgaris e U. machrorhiza, com o
altimo clado sendo composto por espécies que provavelmente se hibridizaram

frequentemente ao longo da sua histdria evolutiva.

Finalmente, o emprego dos genes nucleares de poucas copias no genoma
de angiospermas, RPB2 e LEAFY, se mostrou metodologicamente viavel,

podendo ser utilizados como bons marcadores em estudos subsequentes.
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