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ORIGEM E INFLUENCIA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM
LINHAGENS DE LENTIBULARIACEAE (LAMIALES) COM IMPLICACOES
EVOLUTIVAS

RESUMO - Lentibulariaceae € uma familia de plantas carnivoras composta por
trés géneros, Pinguicula, Genlisea e Utricularia. Pinguicula € um grupo irméo do
clado composto por Genlisea e Utricularia, possuindo caracteristicas
plesiomorficas como as armadilhas relativamente simples, sendo suas folhas
cobertas por uma mucilagem adesiva que captura presas. Genlisea possui
armadilhas subterraneas, em formato de forquilha e helicoidais em suas por¢des
terminais, com fendas por onde pequenos organismos do solo se inserem. Ja
Utricularia possui armadilhas em formato de vesicula, denominadas utriculos,
funcionais em meio aquoso via succao. Na literatura, € proposta uma possivel
relacdo entre a carnivoria e altas taxas de substituicdo nucleotidica que ocorrem
no clado Genlisea-Utricularia, pois 0 mecanismo ativo de captura de presas
encontrado nos utriculos demanda muita energia, fazendo com que esses
orgaos tenham altas taxas respiratorias. Um metabolismo respiratério maior
pode resultar em uma superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
moléculas sabidamente mutagénicas que podem estar relacionadas as altas
taxas de mutacBes encontradas nos genomas do clado Genlisea-Utricularia.
Além disso, esse clado possui as espécies com 0S menores genomas
encontrados em angiospermas, fendmeno que esta relacionado a ocorréncia de
uma acelerada evolugdo molecular. Foi mensurado o conteudo de H202, uma
das principais ERO, em varios 6rgdos de seis espécies de Lentibulariaceae:
Pinguicula gigantea, P. agnata, Genlisea violacea, G. repens, Utricularia
reniformis e U. foliosa. Foram realizadas analises filogenéticas com oito
sequéncias, oriundas de dois compartimentos genémicos (cloroplasto e ndcleo),
em 114 espécies de Lentibulariaceae, inclusive as empregadas no estudo em
guestao. Testou-se a possivel correlacdo entre o conteudo de H20:2 nas folhas e
o comprimento de ramos das espécies analisadas, baseando-se nas analises
moleculares. Constatou-se a existéncia de correlacdo positiva entre o
comprimento de ramos nas filogenias e o conteddo de H202 nas folhas das
espécies. Foi discutida também a origem dessa ERO nos 6érgaos das espécies
de Lentibulariaceae, e U. foliosa foi empregada em um ensaio com essa
finalidade. A influéncia do habito no contetdo de H202 dos 6rgaos também foi
analisada, empregando-se U. graminifolia como modelo. Nesse caso,
evidenciou-se que espécies terrestres tendem a acumular mais H202 em seus
orgaos do que as aquaticas, que podem perder essa substancia por difusdo no
ambiente aquatico, havendo possiveis implicacdes evolutivas nesse fenémeno.

Palavras chave: ERO, Pinguicula, Genlisea, Utricularia, plantas carnivoras,
substituicdo nucleotidica
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ORIGIN AND IFLUENCE OF REACTIVE OXYGEN SPECIES IN LINEAGES
OF LENTIBULARIACEAE (LAMIALES) WITH EVOLUTIONARY
IMPLICATIONS

ABSTRACT - Lentibulariaceae is a family of carnivorous plants composed by
three genera, Pinguicula, Genlisea and Utricularia. Pinguicula is a sister group of
the clade composed by Genlisea and Utricularia, possessing plesiomorphic
characteristics such as the relatively simple traps, being its leaves covered by an
adhesive mucilage that capture prey. Genlisea has underground, fork-shaped
and helical traps, with slits where small soil organisms fit in. Utricularia, on the
other hand, has vesicle-shaped traps, the utricles, which are functional in
aqueous medium by suction. A possible relationship between carnivory and high
rates of nucleotide substitution that occur in the Genlisea-Utricularia clade is
discussed, because the active prey capture mechanism found in the utricles
requires high energy, causing high respiratory rates in these organs. A higher
respiratory metabolism can result in an overproduction of reactive oxygen
species (ROS), molecules that are known to be mutagenic, and could be related
with the high mutation rates found in the genomes of Genlisea-Utricularia clade.
In addition, this clade has the species with the smallest genomes found in
angiosperms, a phenomenon that is related with high molecular rates. The
content of H202, one of the main ROS, was measured in several organs of six
species of Lentibulariaceae: Pinguicula gigantea, P. agnata, Genlisea violacea,
G. repens, Utricularia reniformis and U. foliosa. Phylogenetic analyzes were
carried out with eight sequences, from two genomic compartments (chloroplast
and nucleus), in 114 species of Lentibulariaceae, including those used in this
study. The possible relationship between the content of H202 in leaves and the
branch length of the analyzed species was tested, based on molecular estimates.
It was found positive correlation between the trees branch lengths in phylogenies
and the content of H202 in leaves. The origin of this ROS in the organs of
Lentibulariaceae species was also discussed, and U. foliosa was used in an
assay for this purpose. The influence of the habit in the accumulation of H202 in
the organs was also analyzed, using U. graminifolia as a model. In this case, we
demonstrate that terrestrial species accumulate more H20: in their organs than
the aquatic ones, because they can lose this substance by diffusion in the aquatic
environment, with possible evolutionary implications.

Keywords: ROS, Genlisea, Pinguicula, Utricularia, carnivorous plants,
nucleotide substitution



1. INTRODUCAO

A familia Lentibulariacae Rich. (Lamiales) ¢é composta por
aproximadamente 350 espécies de plantas carnivoras distribuidas em trés
géneros, sendo eles Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e Utricularia L.
(MCPHERSON, 2010; ELLISON; ADAMEC, 2018; fig. 1). A familia é
monofilética, com Pinguicula compondo um grupo irméo ao clado composto por
Genlisea e Utricularia (JOBSON et al.,, 2003; fig. 1). Cada género possui
mecanismos especificos para capturar, matar e digerir presas, além absorver
seus nutrientes (JUNIPER et al., 1989; LLOYD, 1942). A familia vem chamando
a atencédo de varios grupos de pesquisa ao redor do mundo ndo apenas devido
a carnivoria, mas por uma série de peculiaridades dos pontos de vista
morfolégico  (PLACHNO; SWIATEK, 2010; RUTISHAUSER, 1993;
RUTISHAUSER; ISLER, 2001), fisiol6gico (ADAMEC, 2006; ADAMEC, 2008;
SYDENHAM; FINDLAY, 1973), bioquimico (JOBSON et al., 2004; LAAKKONEN
etal., 2006), ecologico (CARAVIERI et al., 2014; PLACHNO et al., 2008; SIROVA
et al., 2010), evolutivo (JOBSON et al., 2002; SILVA et al., 2018) e genémico
(IBARRA-LACLETTE et al., 2011b; IBARRA-LACLETTE et al., 2013; SILVA et
al. 2020). As espécies da familia sdo herbaceas que ocorrem geralmente em
solos distréficos e Umidos, apresentando como sinapomorfias a propria
carnivoria (MCPHERSON, 2010), a ocorréncia de flores zigomorfas, geralmente
vistosas, munidas de dois estames e calcar nectarifero (JUDD et al., 2002;
CLIVATI et al., 2014; LUSTOFIN et al., 2020). No entanto, ocorreu uma grande
diversificacdo quanto ao habito principalmente no género Utricularia, no qual
ocorrem espécies terrestres, que € o estado de carater ancestral da familia
(MULLER et al., 2006), além de espécies aquaticas, epifitas e rupicolas
(TAYLOR, 1989).

Pinguicula possui algumas caracteristicas plesiomorficas da familia, como
armadilhas simples quando em relacdo aos demais géneros, constituidas pelas
proprias folhas que produzem mucilagem adesiva (HESLOP-HARRISON, 2004;
LEGENDRE, 2000; fig. 1G), e sdo munidas de raizes, as quais foram perdidas

ao longo da evolugédo pelo ancestral de Genlisea e Utricularia (MULLER et al.,



2006). Além disso, Pinguicula apresenta embrides tipicos de uma angiosperma,
possuindo radicula, hipocétilo, um ou dois cotilédines e um meristema apical, ao
passo que em Genlisea e Utricularia os embrides sdo extremamente
simplificados, sendo um conjunto de células indiferenciadas em algumas
espécies de Utricularia (PLACHNO; SWIATEK, 2010).

Utricularia

Pinguicula §

Fig. 1. Distribuicdo dos géneros de Lentibulariaceae em uma perspectiva filogenética. A — Armadilha, ou utriculo, de
Utricularia reniformis A.St.-Hil. B — Padrdo vegetativo de U. hydrocarpa Vahl, uma espécie aquatica. Créditos: L. Adamec. C —
Inflorescéncia de U. praelonga A.St.-Hil. & Girard. D — Armadilhas de Genlisea violacea A.St.-Hil. em evidéncia, apds serem
desenterradas. E — Rosetas de G. violacea. F — Flores de G. violacea. G — Inseto capturado por folha adesiva de Pinguicula
cubensis Urquiola & Casper. Créditos: Y. Dominguez. H — Roseta de P. albida C. Wright ex Griseb. entrando em florescimento.

Créditos: Y. Dominguez. | — Flor de P. filifolia C.Wright ex Griseb. Créditos: Y. Dominguez.

Outra caracteristica plesiomoérfica da familia é o desenvolvimento rosetado
associado ao habito terrestre, que esta presente na grande maioria das espécies
de Pingicula (LEGENDRE, 2000; fig. 1H). O desenvolvimento estolonifero surgiu
em Genlisea, no caso de G. repens Benj. (FLEISCHMANN, 2012), e em varias



linhagens dentro do género Utricularia, 0 que permite uma rapida colonizacéo
clonal de alguns ambientes, inclusive nas espécies aquaticas (KAMEYAMA,
OHARA, 2006; TAYLOR, 1989; fig. 1B). As armadilhas presentes no clado
Genlisea-Utricularia s@o mais complexas do que em relagdo as de Pinguicula,
sendo subterréneas e tubulares no caso de Genlisea (FLEISCHMANN, 2012; fig.
1D) e vesiculas funcionais por suc¢do em meio aquoso no caso de Utricularia
(POPPINGA et al., 2016; fig. 1A). As armadilhas de Utricularia sdo consideradas
0s 6rgdos mais complexos do reino vegetal por alguns autores (JUNIPER et al.,
1989; LLOYD, 1942).

O clado composto por Genlisea e Utricularia possui as espécies com 0s
menores genomas conhecidos dentre as angiospermas (FLEISCHMANN et al.,
2014; GREILHUBER et al., 2006; IBARRA-LACLETTE et al., 2011b; IBARRA-
LACLETTE et al., 2013; LEUSHKIN et al., 2013; SILVA et al., 2020; VELEBA et
al., 2014), e suas linhagens possuem taxas de substituicdo nucleotidica muito
elevadas quando em relag&o a Pinguicula ou as demais angiospermas (IBARRA-
LACLETTE et al., 2011b; MULLER et al., 2004). Isso pode ter relagdo com a
diversificacdo de linhagens e habitos que aconteceu principalmente em
Utricularia (JOBSON et al., 2002). As altas taxas de substituicdo nucleotidica
podem estar associadas a contracdo genémica que ocorreu durante a evolucéo
de algumas linhagens de Lentibulariaceae (ALBERT et al., 2010), sendo possivel

que haja uma correlacgéo entre os dois fendmenos (e.g. DUFRESNE et al., 2005).

O aumento nas taxas mutacionais vem sendo associado a carnivoria na
linhagem Genlisea-Utricularia, pois as taxas respiratorias nas armadilhas de
Utricularia sdo muito superiores as que ocorrem nos 6rgaos fotossintetizantes
(ADAMEC, 2006). Discute-se a influéncia de uma mutagéo no gene mitocondrial
coxl, relacionado a cadeia respiratoria, com esse fendbmeno, pois ocorreu
selecdo positiva desse polimorfismo na linhagem que originou Genlisea e
Utricularia (JOBSON et al.,, 2004; LAAKKONEN et al., 2006). O aumento da
demanda energética ocasionado pela carnivoria poderia ter causado uma
pressdo de selecdo no sentido de um acréscimo nas taxas respiratorias,
fenbmeno que pode resultar na superproducéo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), compostos mutagénicos que estariam relacionados as altas taxas de

substituicdo nucleotidicas encontradas no clado Genlisea-Utricularia (ALBERT



et al., 2010; JOBSON et al., 2004). Nesse sentido, as modificagcbes gendmicas
do grupo estariam sendo moduladas por alteracoes fisioldgicas, relacionadas a
alta demanda energética da carnivoria, que estariam causando a superproducao
de ERO (ALBERT at al., 2010; IBARRA-LACLETTE et al.,, 2011a; IBARRA-
LACLETTE et al., 2011b).

Assim, para testar a hipétese de que as ERO sdo um agente importante
causador de acréscimo nas taxas mutacionais em linhagens de Lentibulariaceae,
foi mensurado o contetdo de peroxido de hidrogénio (H202), uma das principais
ERO (SMIRNOFF et al., 2019), nos 6rgéos de seis espécies dos trés géneros de
Lentibulariaceae (Utricularia reniformis A.St-Hil., U. foliosa L., Genlisea violacea
A.St.-Hil., G. repens, Pinguicula gigantea Luhrs e P. agnata Casper), e foram
realizadas analises moleculares referentes a oito sequéncias de DNA nucleares
e plastidiais (rbcL, matK, rpsl6, rps12-rpl20, trnL-F, ITS, LEAFY e RPB2) para
que fosse testada a possivel correlacdo entre o contetdo de H202 em 6rgaos
homologos e o comprimento de ramos has arvores filogenéticas, relacionados a
ocorréncia de mutacdes nucleotidicas. Foi mensurado o contetdo de H202 em
diferentes o6rgdos (folhas fotossintetizantes, estoldes e armadilhas em
Utricularia, folhas fotossintetizantes e armadilhas em Genlisea e folhas
fotossintetizantes em Pinguicula [nesse género as folhas fotossintetizantes sé&o
as proprias armadilhas]) para que se testar a hipétese de que as armadilhas sdo
as principais fontes de ERO, pois em Utricularia esses 0rgaos apresentam taxas

respiratérias muito elevadas quando em relacédo aos demais (ADAMEC, 2006).

Para testar se a respiracdo € de fato a principal fonte de ERO em
Utricularia, a despeito da fotossintese que é tida como uma fonte importante
desses compostos em plantas (ASADA, 2006; DELPRATO et al., 2015), foram
realizados ensaios submetendo Utricularia foliosa a 12 horas de luz e 12 horas
de escuro, tendo o contetdo de H202 mensurado nos 6rgéos ao final de cada

um desses tratamentos.

No presente estudo, discutiu-se também a influéncia do habito no acimulo
de ERO nos 6rgéos, pois Utricularia comporta espécies terrestres, aquaticas,
epifitas e rupicolas (TAYLOR, 1989). Para que fosse testado se essas plantas
podem perder esses compostos potencialmente danosos via difusdo no

ambiente aquatico, uma espécie “anfibia” - terrestre ou subaquatica (TAYLOR,



1989) - foi empregada. Individuos de U. graminifolia Vahl foram cultivados em
substrato Umido, como uma planta terrestre, e em submersdo, como uma

aquética, e o contetdo de H20:foliar foi mensurado apds ambos os tratamentos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Carnivoria em Lentibulariaceae

Lentibulariaceae esta inclusa na ordem Lamiales, na qual evoluiram
independentemente ao menos outras trés linhagens de plantas carnivoras ou
protocarnivoras (MULLER et al., 2004; PEREIRA et al., 2012). Os trés géneros
gue compde a familia sdo compostos por herbaceas carnivoras, existindo grande
diferenca entre os mecanismos utilizados por cada género para a obtencéo de
presas (JUNIPER et al., 1989; LLOYD, 1942). Em Pinguicula as armadilhas sdo
as proprias folhas, que secretam uma mucilagem adesiva na qual as presas,
geralmente insetos, aderem-se e sao subsequentemente digeridas (HESLOP-
HARRISON, 2004; LEGENDRE, 2000; fig. 1G). As armadilhas encontradas em
Genlisea possuem origem foliar e sé&o longas, tubulares e subterraneas,
possuindo formato de forquilha (fig. 2J) e fendas em sua extenséo terminal (fig.
2K) nas quais as presas se inserem, principalmente nematoides, pequenos
artropodes, protozoarios, dentre outros pequenos organismos do solo
(FLEISCHMANN, 2012). Também ocorrem inseridas nas armadilhas de
Genlisea algas unicelulares comensais (PLACHNO; WOLOWSKI, 2008). Tais
armadilhas tubulares conduzem as presas até um 6rgdo denominado ampola
(fig. 2L), dotado de glandulas secretoras de enzimas digestivas. Toda a extenséo
interna das armadilhas é coberta por tricomas que se voltam contra a saida,
direcionando as presas até a ampola (FLEISCHMANN, 2012). Ja no caso de
Utricularia, as armadilhas possuem um mecanismo ativo de captura das presas,
e sdo denominadas utriculos (fig. 2F). S&o vesiculas de origem foliar funcionais
em meio aquoso (WHITEWOODS et al., 2020), que possuem uma entrada
rodeada por tricomas gatilho (FRIDAY et al., 1991; REIFENRATH et al., 2006;



ADAMEC, 2011). Ao serem acionados por alguma presa que se aproximou
demais, promovem uma rapida expansao do utriculo, o que acaba por ocasionar
a entrada de agua por diferenca de pressao e a succao da presa (POPPINGA et
al., 2016; BERG et al., 2020). A superficie interna dos utriculos é coberta por
uma série de glandulas bifidas e quadrifidas, as quais participam da secrecéo de
enzimas digestivas tais como proteases, fosfatases acidas e esterases
(ADAMEC et al.,, 2010; PLACHNO et al., 2006; SIROVA et al., 2003;
VINTEJOUX, 1976). As presas incluem cladéceros, copépodes, rotiferos,
ciliados, larvas de insetos, além de algas unicelulares que possuem grande
importancia no espectro de presas de Utricularia, ocasionando uma discussao
acerca da possibilidade dessas plantas serem mais “vegetarianas” do que
“carnivoras” (ALKHALAF et al., 2009; PEROUTKA et al., 2008). Existe também
uma rica comunidade microbiana no interior dos utriculos que nao € digerida,
principalmente bactérias, que inclusive auxiliam na digestdo das presas via
secrecdo enzimatica (CARAVIERI et al., 2014; SIROVA et al., 2009). Sirova et
al. (2010) constataram que parte do carbono fixado através da fotossintese em
algumas espécies de Utricularia é liberado no interior dos utriculos,
provavelmente com a funcdo de nutrir a comunidade microbiana que se
desenvolve sem ser digerida em seu interior. Esses microrganismos participam
da transformacdo de diversos compostos quimicos no interior dos utriculos,
tornando-os disponiveis para as plantas, existindo assim uma relacdo
mutualistica com o hospedeiro, que forneceria abrigo e carbono para os
microrganismos, ao passo que estes participariam da ciclagem de nutrientes no
interior dos utriculos, disponibilizando-os (SIROVA et al., 2009; 2010; 2018).
Essa relacdo seria analoga a que ocorre na rizosfera das plantas, que liberam
exudatos que sdo rapidamente aproveitados pela comunidade microbiana
associada as raizes, ao passo que esta torna os nutrientes labeis para as plantas
(WALKER et al.,, 2003). Algumas espécies de Utricularia aquaticas livres
(principalmente Utricularia sect. Utricularia) poderiam se beneficiar da ciclagem
de nutrientes no interior dos utriculos, ndo possuindo a necessidade de se afixar
em algum substrato e, portanto, ndo competindo com as macrofitas dotadas de
raizes (SIROVA et al, 2009). Nesse contexto, pode-se dizer que as
peculiaridades quanto a aquisi¢cdo de nutrientes vao muito além da carnivoria no
caso de Utricularia (SIROVA et al., 2010).



2.2. Evolucéo e sisteméatica de Lentibulariaceae

Pinguicula se posiciona como um grupo irméo ao clado Genlisea-
Utricularia (JOBSON et al., 2003; fig. 1). Utilizando-se da abordagem do rel6gio
molecular, Silva et al. (2018) dataram a origem do género Pinguicula ha 16,39
milhdes de anos, do clado Genlisea-Utricularia ha 39,01 milhées de anos, e do
género Utricularia ha 30,35 milh6es de anos. O estudo utilizou o gene rbcL nas
analises moleculares com trés pontos de calibrac&o distintos, e ndo divergiram
muito quando em comparagao com os resultados de Ibarra-Laclette et al. (2013),
com excecado da idade do género Pinguicula, que neste estudo foi datado em

9,87 milhdes de anos.

Pinguicula apresenta uma série de plesiomorfias da familia, notoriamente
a presenca de raizes, a disposicao das folhas em rosetas e o habito terrestre na
grande maioria de suas espécies (MULLER et al., 2006). As armadilhas s&o
relativamente simples, do tipo “papel pega mosca”, assim como as que ocorrem
em outros géneros de plantas carnivoras como Drosera (JUNIPER et al., 1989;
LLOYD, 1942). Algumas espécies de Pinguicula possuem dois tipos de roseta,
as de verdo que produzem folhas maiores, fotossintéticas e que capturam
presas, e as de inverno, mais densas, ndo carnivoras e adaptadas para
sobreviver & aridez do inverno de certas regides (LEGENDRE, 2000). A linhagem
que originou o clado Genlisea-Utricularia perdeu as raizes, ao passo que
desenvolveu tropismo negativo dos 6rgdos dedicados a carnivoria: as
armadilhas tubulares e helicoidais de Genlisea (figs. 1D, 2J e 2K) e os estoldes
repletos de utriculos de Utricularia (fig. 1B), que se inserem no substrato para
capturar presas (MULLER et al., 2006).






Fig. 2. Adaptacdes presentes em espécies de Lentibulariaceae. A — Fuzzy Arberian
Morphology, em Utricularia reniformis A.St.-Hil. Nota-se o crescimento de estolfes a partir da
extremidade de uma folha, nos quais séo visiveis o desenvolvimento de utriculos (seta). B —
Turides de U. macrorhiza Leconte. Créditos: L. Adamec. C — Flutuadores de U. inflata Walter,
sustentando a inflorescéncia fora da agua. Créditos: L. Adamec. D — Inflorescéncias de U.
neottioides A.St.-Hil. & Girard, uma espécie reofitica, ou seja, que se prende a rochas em cursos
de agua de grande correnteza. E — Folhas de U. flaccida A.DC. se desenvolvendo em ambiente
Umido. F — Utriculo de U. gibba L. G — Flores de U. sandersonii Oliv. H — U. geminiloba Benj. e
seus tubérculos (seta). | — Flor de U. menziesii R.Br., espécie provavelmente polinizada por aves.
Créditos: B. Rice. J — Roseta com folhas fotossintetizantes de Genlisea violacea A.St.-Hil., bem
como as armadilhas aclorofiladas, que séo subterraneas. K — Detalhe das fendas em armadilha
de Genlisea sp., nas quais microrganismos se inserem. Créditos: B. Rice. L — Ampola das
armadilhas de Genlisea sp., para a qual as presas séo direcionadas e digeridas. Créditos: B.

Rice.

Casper (1966) dividiu o género Pinguicula em doze sec¢des distribuidas em
trés subgéneros, sendo eles Isoloba, Temnoceras e Pinguicula. A classificacao
proposta por Casper (1966) considerava 48 espécies, porém esse numero
atualmente quase que dobrou, com cerca de 85 espécies descritas (FISHER et
al., 2004; HESLOP-HARRISON, 2004; FLEISCHMANN; ROCCIA, 2018). Dados
moleculares apontam que a maior parte das se¢des propostas por Casper (1966)
€ parafilética ou polifilética, com alguns clados formados que claramente refletem
a distribuicdo geografica das espécies (CIESLACK et al., 2005). O género possui
ampla distribuicdo principalmente em regides temperadas e polares do
Hemisfério Norte, ocorrendo também na Florida, Caribe, México, Andes e
Himalaia (LEGENDRE, 2000).

O género Genlisea possui aproximadamente 22 espécies e esta dividido
em dois subgéneros com claras distingdes morfologicas (FISCHER et al., 2000;
FLEISCHMANN et al., 2010). O subgénero Tayloria possui deiscéncia das
capsulas em um corte longitudinal, dividindo-as em duas, e o0 subgénero
Genlisea possui uma deiscéncia espiralada das capsulas (FLEISCHMANN et al.,
2010). Caracteristicas polinicas também sustentam a separacdo dos dois
subgéneros, com as o subgénero Genlisea possuindo grédos de pélen tri ou
tetracolpados com sincolpismo, e as do subgénero Tayloria possuindo os gréos

de polen tetracolpados com um anel equatorial estreito (FROMM-TRINTA, 1981;
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TAYLOR, 1989). O subgénero Genlisea se originou de uma linhagem que se
dispersou do centro de origem do género, a América do Sul, para a Africa,
ocorrendo vérias espécies neste continente, inclusive em Madagascar. Uma
segunda dispers&o no sentido inverso, da Africa para a América do Sul, originou
uma linhagem com varias espécies sul-americanas do subgénero Genlisea. O
subgénero Tayloria restringe-se a América do Sul (FLEISCHMANN et al., 2010).

Utricularia foi dividido por Taylor (1989) em 35 sec¢des distribuidas em dois
subgéneros, Polypompholyx com duas sec¢fes e Utricularia com as restantes.
Baseados em dados moleculares, Miller e Borsch (2005) propuseram algumas
alteracOes na classificacdo seccional proposta por Taylor (1989), com algumas
secdes sendo englobadas por outras devido a ocorréncia de parafilia, e com a
criagdo de mais um subgénero, Bivalvaria. No entanto, a grande maioria das
secdes propostas por Taylor (1989), baseando-se em dados morfoldgicos, se
mostrou monofilética a luz de dados moleculares (MULLER; BORSCH, 2005;
SILVA et al., 2018). Utricularia é o género mais rico dentre as Lentibulariaceae,
possuindo cerca de 240 espécies (FLEISCHMANN, 2015), o que corresponde a
aproximadamente 30% das espécies de plantas carnivoras conhecidas, sendo o
maior género de plantas carnivoras conhecido (KROL et al., 2011). Possui
distribuicdo mundial, com excec¢éo da Antartida e algumas ilhas oceanicas muito
isoladas, além de possuir uma grande diversidade de habitos, ocorrendo
espécies terrestres, aquaticas, epifitas e rupicolas (SILVA et al., 2018; TAYLOR,
1989).

Essa grande diversidade de habitos em Utricularia coincide com uma
grande plasticidade morfolégica. O desenvolvimento € geralmente estolonifero,
com folhas fotossintetizantes que variam muito quanto a forma e ao tamanho,
podendo ser ausentes em algumas espécies. A delimitacdo entre os 6rgaos é
confusa em Utricularia, ndo ficando muito claro onde termina um 6rgao e comeca
0 outro, principalmente quando em relacdo as folhas e caules. Esse padréo
morfologico peculiar guarda semelhancas com Podostemaceae, um grupo de
herbaceas aquéaticas (TAYLOR, 1989). Rutishauser e Isler (2001) discutem esse
padrao morfolégico ambiguo, utilizando uma abordagem conhecida com Fuzzy
Arberian Morphology (FAM,; fig. 2A).
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Algumas espécies de Utricularia possuem Orgdos bastante
especializados, como os tubérculos presentes principalmente nas espécies
epifitas da secao Orchidioides (RODRIGUES et al., 2018; fig. 2H), os apressorios
presentes em U. neottioides A.St.-Hil. & Girard, espécie reofitica que se prende
a rochas no fundo de riachos de grande correnteza (fig. 2D), ou como as
adaptacdes presentes em algumas espécies aquaticas da secao Utricularia.
Algumas possuem turides (fig. 2B) que resistem ao congelamento do ambiente
aguatico no inverno, regenerando-se em novas plantas na primavera, e
flutuadores que se irradiam para todas as dire¢des, sustentando a inflorescéncia
fora da agua (TAYLOR, 1989; fig. 2C).

2.3. Taxas de substituicdo nucleotidica e contracdo genémica

O clado Genlisea-Utricularia possui espécies com 0s menores genomas
encontrados entre as angiospermas (FLEISCHMANN et al., 2014;
GREILHUBER et al.,, 2006; IBARRA-LACLETTE et al., 2011b; IBARRA-
LACLETTE et al., 2013; LEUSHKIN et al., 2013; SILVA et al. 2020; VELEBA et
al., 2014), especialmente no caso de Genlisea. O género possui uma grande
variacdo quanto ao tamanho dos genomas, ocorrendo espécies com genomas
que ndo fogem muito da média de uma angiosperma, como no caso de G. lobata
Fromm (G. subg. Tayloria — =1722 Mpb), que possui 0 maior genoma no género.
Ocorrem também espécies com genomas minimos, como no caso de G. aurea
A.St.-Hil. (G. subg. Genlisea — = 67 Mpb) e G. tuberosa Rivadavia, Gonella &
A.Fleischm. (G. subg. Genlisea — = 61 Mpb), esta ultima possuindo o menor
genoma conhecido dentre as angiospermas (FLEISCHMANN et al., 2014). Ao
longo da evolugéo, ocorreu uma tendéncia a contragdo genémica apenas em
algumas linhagens dentro do subgénero Genlisea, enquanto em algumas
linhagens dentro desse subgénero e no subgénero Tayloria ocorreu uma
tendéncia ao aumento dos genomas. Em Utricularia, existe também uma grande
heterogeneidade quanto ao tamanho dos genomas e as tendéncias que as

diferentes linhagens sofreram ao longo da evolucao (VELEBA et al., 2014).
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A tendéncia a contracdo gendmica que ocorreu em algumas linhagens do
clado Genlisea-Utricularia coincide com a ocorréncia de taxas de substituicdo
nucleotidicas muito aceleradas no mesmo, muito superiores quando em relagcéo
a Pinguicula ou as demais angiospermas (IBARRA-LACLETTE et al., 2011b;
MULLER et al., 2004). Essa acelerada evolugdo molecular vem sendo associada
a altas taxas respiratérias encontradas em Utricularia (ADAMEC, 2006; ALBERT
et al., 2010; JOBSON et al., 2004).

As taxas respiratérias encontradas nos utriculos de algumas espécies
aguaticas de Utricularia sdo entre 75% e 200% superiores as das folhas
fotossintetizantes, e isso se explica devido a alta demanda energética desses
orgaos (ADAMEC, 2006). Os utriculos podem ser acionados e restabelecidos
varias vezes ao longo do ciclo de vida da planta, permitindo assim uma grande
eficiéncia quanto a captura de presas (ADAMEC, 2011). Para serem
restabelecidos, os utriculos dependem de um mecanismo ativo de transporte de
ions CI, que é seguido do transporte de agua de seu interior para 0 ambiente
externo. As taxas de transporte i6nico nos utriculos sédo cerca de quatro vezes
superiores as que ocorrem em animais ou em outras plantas (SYDENHAM,;
FINDLAY, 1973). E preciso que ocorra esse “esvaziamento” dos utriculos para
qgue se crie a diferenca de pressdo necessaria para que ocorra a succao das
presas, assim que estas acionam os tricomas gatilho préximos a entrada
(POPPINGA et al., 2016). A alta demanda energética dos utriculos vem sendo
relacionada a uma mutacao no gene mitocondrial coxl, que codifica a subunidade
principal da enzima citocromo c¢ oxidase, ou complexo IV da cadeia respiratoria
(JOBSON et al., 2004; LAAKKONEN et al., 2006). Esse complexo enzimatico
esta inserido na membrana interna das mitocondrias e participa das reacdes de
transporte de elétrons da cadeia respiratoria. O complexo IV recebe um elétron
de cada molécula de citocromo c, transferindo-o em seguida para uma molécula
de gas oxigénio (O2) para que esta seja transformada em duas moléculas de
agua (H20). Ao longo desse processo, quatro prétons (H*) sdo bombeados da
matriz mitocondrial para o espaco intermembranas, criando o gradiente
eletroquimico necessario para a producgéo de ATP, com o retorno desses protons
para a matriz mitocondrial através da ATP sintase, ou complexo V da cadeia
respiratoria (WIKSTROM, 1977).



13

Modificagbes em enzimas da cadeia respiratéria podem estar
relacionadas aos mecanismos que permitiram uma alta demanda energética nos
utriculos. Em Utricularia e em uma espécie de Genlisea ocorrem dois residuos
contiguos de cisteina nas posicoes 113 e 114 da cadeia de aminoacidos da
subunidade | do complexo VI, ausentes em 99,9% das sequéncias dessa enzima
presentes nos bancos de dados. Esse motif sofreu selecéo positiva na linhagem
que originou Utricularia e coincide exatamente com a regido de acoplagem do
complexo VI com seu substrato, a citocromo c. Assim, essa mutacédo pode ter
permitido um aumento na capacidade respiratoria e possibilitado a evolucédo do
mecanismo de transporte ibnico necessario ao restabelecimento dos utriculos,
resultando no mecanismo de carnivoria extremamente complexo encontrado em
Utricularia (JOBSON et al., 2004; LAAKKONEN et al., 2006).

As reacdes de transporte de elétrons que ocorrem na cadeia respiratoria
e na fotossintese, nas mitocondrias e nos cloroplastos respectivamente,
ocasionam a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), compostos
altamente reativos que podem danificar proteinas, membranas celulares e o
DNA, causando muta¢gfes (FAROOQ et al.,, 2019; FOYER; NOCTOR, 2003;
SHU-HSIEN et al., 2005). As ERO podem reagir com residuos de guanina,
gerando 8-oxoguaninas (8-oxodG) que frequentemente catalisam a incorporacéo
errbnea da adenina ao invés da citosina na cadeia complementar pela DNA
polimerase, ocasionando muta¢fes especificas no DNA (G:C — T:A). Esse € o
principal agente causador de mutagdes nos genomas devido ao dano oxidativo,
porém as ERO também podem causar mutacdes de outras maneiras (HSU et
al., 2004; LINDAHL, 1993; SAKAI et al. 2007). Além de muta¢cBes pontuais,
podem ocorrer quebras cromossémicas (KARANJAWALA et al., 2002).

As ERO séo naturalmente produzidas, inclusive possuindo um importante
papel como moléculas sinalizadoras de mecanismos fisiolégicos de resposta a
estresses bioticos e abiodticos (FAROOQ et al., 2019; PITZSCHKE et al., 2006;
ZURBRIGGEN et al, 2010). Seu efeito deletério ocorre em situagbes
especificas, nas quais sua superproducdo é modulada (GARG; MANCHANDA,
2009). Existe uma série de mecanismos enzimaticos e ndo enzimaticos, em
plantas e em animais, dedicados ao controle dos niveis de ERO nas células
(FOYER; NOCTOR, 2003; GARG; MANCHANDA, 2009; HUANG et al., 2019). A
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maioria das ERO é convertida rapidamente em peroxido de hidrogénio (H202)
apos sua formacdo em plantas, como um mecanismo para evitar maiores danos
as células. O H202 é uma ERO mais estavel e de menor toxicidade do que as
demais, sendo uma molécula sinalizadora de grande importancia (SHU-HSIEN
et al., 2005; SMIRNOFF; ARNAUD, 2019).

Como as reacdes de transporte de elétrons da cadeia respiratéria podem
resultar na producdo de ERO, que sdo compostos mutagénicos, as altas taxas
respiratorias encontradas em Utricularia vém sendo associadas as altas taxas
de substituicdo nucleotidica que ocorrem no grupo (ALBERT et al., 2006). Ibarra-
Laclette et al. (2011) sugerem uma relacdo entre a possivel superproducéo de
ERO em Utricularia, resultante da alta demanda energética dos utriculos, a
dindmica evolutiva peculiar que ocorre nos genomas dessas espécies. Uma
maior ocorréncia de mutagbes nos genomas dessas linhagens poderia estar
sendo modulada pelas ERO (ALBERT et al, 2010), explicando a contrag&o
gendmica que ocorreu ao longo da evolucgédo do clado Genlisea-Utricularia, visto
gue existe uma correlacdo entre altas taxas de substituicdo necleotidica e
contracao gendmica (DUFRESNE et al., 2005).

Nesse contexto, a investigacdo da possivel relacdo entre as taxas de
substituicdo nucleotidica, através da analise de dados oriundos de sequéncias
nucleotidicas, e o conteido de ERO nos érgaos de um conjunto representativo
de linhagens de Lentibulariaceae se faz necesséria para uma melhor
compreensdao dos mecanismos fisiolégicos e evolutivos que levam a
miniaturizacdo de genomas. Além disso, a origem desses compostos deve ser
melhor elucidada, visto que na maioria das plantas as ERO sé&o majoritariamente
produzidas pela fotossintese, fotorrespiracao e reacdes redox que ocorrem no
espaco apoplastico (ASADA et al.,, 2006; DELPRATO et al., 2015; FOYER;
NOCTOR, 2003; MILLER et al., 2010). Ademais, h& estudos que propdem a
possivel superproducdo desses compostos por decorréncia das altas taxas
respiratorias encontradas nos utriculos (ADAMEC, 2006; ALBERT et al, 2006).
Outra questdo pertinente é a influéncia do habito no acimulo de ERO nos
orgaos, pois Utricularia conta com espécies terrestres e aquaticas (TAYLOR,

1989), e 0 ambiente aquatico pode auxiliar as plantas a perder esses compostos
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potencialmente toxicos por difusdo (COLLEN; PEDERSEN, 1996), com

possiveis implicacdes evolutivas.

3. OBJETIVOS

O trabalho teve como objetivo investigar a possivel influéncia de ERO nos
processos evolutivos em Lentibulariaceae. Para isso, testou-se a existéncia de
correlacdo positiva entre o comprimento de ramos na filogenia, relacionado a
ocorréncia de mutac¢des, com o contetdo de H202 nos 6rgdos em um conjunto

representativo de espécies da familia.

Com o objetivo de se discutir a importancia da fotossintese na producéo
do H202 mensurado nos oOrgdos das plantas, realizou-se um ensaio com U.
foliosa, sob dois tratamentos: exposicdo a luz para inducdo a fotossintese e

eXposicao ao escuro, para que esta ndo ocorresse.

Objetivou-se também testar a hip6tese de que o habito aquético auxilia as
plantas na perda de H20:2 por difusdo, empregando-se U. graminifolia como
modelo. Cultivou-se individuos em submerséo e sob substrato umido e depois

mensurou-se o H202 nas folhas.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Mensuracdo de H202 nos orgdos de espécies de

Lentibulariaceae

4.1.1. Material vegetal

Foram empregadas seis espécies de Lentibulariaceae nos ensaios de

mensuragao de H202 (Tabela 1). Apos a coleta dos individuos em seu habitat
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natural, os 6rgdos a serem analisados foram separados e acondicionados a -
80°C. As espécies de Utricularia tiveram o conteudo de H202 mensurado em
folhas fotossintetizantes, estoldes e armadilhas, enquanto as de Genlisea
tiveram mensuracdes apenas das folhas fotossintetizantes e das armadilhas, por
ndo possuirem desenvolvimento estolonifero vigoroso (G. repens possui
estoldes muito pequenos para que a mensuragdo do conteudo de H20: fosse
viavel), e as de Pinguicula tiveram mensuracbes apenas das folhas
fotossintetizantes, que nesse género tém a funcdo de armadilhas, sem que
ocorra desenvolvimento estolonifero. As duas espécies ndo nativas do Brasil
(Pinguicua gigantea e P. agnata) foram adquiridas comercialmente, sendo
posteriormente cultivadas em casa de vegetacao climatizada a 28°C durante seis
meses. Todas as coletas, tanto em ambiente natural quanto na casa de

vegetacao, ocorreram entre 12 h e 15 h.

Tab. 1. Espécies empregadas no estudo, classificagdo intragenérica (se¢cao ou subgénero), n amostral, dados da
coleta e érgdos empregados para cada espécie. *Data da amostragem de material vegetal das espécies que foram

cultivadas em casa de vegetacgéo.

Espécies Classificagao n Local de coleta Data da coleta/ Folhas Estolées Armadilhas
intragenérica amostragem fotossintetizantes
U. reniformis U. sect. Iperua 15 Salesé6polis — SP 07/06/2017 0,29 0,84g 0,849
A.St-Hil.
U. foliosa L.  U. sect. Utricularia 10 Ubarana — SP 18/11/2017 0,89 0,89 0,89
G. violacea G. subg. Tayloria 13 Capitélio — MG 17/05/2018 0,89 0,89
A.St.-Hil.
G. repens G. subg. Genlisea 16 Delfin6polis — MG 14/12/2019 0,449 0,84¢
Ben;.
P. gigantea P. sect. Agnhata 14 Plantas sob cultivo *05/11/2019 1,89
Luhrs
P. agnata P. sect. Agnata 15 Plantas sob cultivo *05/11/2019 129

Casper
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4.1.2. Mensuracdes de H202

Foi quantificado o conteddo de H202 em pmol/g de tecido fresco, com a
metodologia de Alexieva et al. (2001). A quantidade de material vegetal utilizada
para cada espécie (tab. 1) foi definida apds varios testes, para que se obtivesse
um intervalo de leitura 6timo no espectrofotdmetro, ocorrendo em seguida a
corregcdo das distorgcbes em uma curva padrao que considera os valores de
leitura e quantidade de tecido. O material vegetal foi homogeneizado apds a
aplicacao de nitrogénio liquido com 2 mL de acido tricloracético (TCA — 0,1 %) e
0,1 g de polivinilpolipirrolidona (PVPP), sendo em seguida transferido para
microtubos e centrifugado a 10.000 rpm por 15 min. a 4° C. Foi pipetado 200 uL
do sobrenadante, que foi misturado com 200 pL de tampéo fosfato de potassio
(100 mM — pH 7,5) e 800 uL de solugcéo a 1 M de iodeto de potassio (KI). Foi
obtido um branco por meio da mistura de 200 uL de TCA, 200 pyL do tampéo
fosfato de potassio e 800 pL da solucdo de KI. Os microtubos foram
acondicionados no gelo e deixados por uma hora em repouso. As leituras foram
realizadas em espectrofotdmetro Perkin Elmer — Lambda 40 a 390 nm. Todas as

amostras foram lidas em triplicatas.

4.1.3. Andlises estatisticas

Foi realizada uma andlise fatorial (2 x 3) para as espécies do género
Utricularia, sendo o fator A as espécies empregadas (U. foliosa e U. reniformis)
e o fator B os 6rgdos que tiveram o contetdo de H202 mensurado (folhas
fotossintetizantes, estoldes e armadilhas). Para as espécies do género Genlisea,
foi realizada uma analise fatorial (2 x 2) na qual o fator A foram as espécies (G.
violacea e G. repens) e o fator B os o6rgdos (folhas fotossintetizantes e
armadilhas). Para as espécies do género Pinguicula, foi comparado o contetudo
de H202 nas folhas fotossintetizantes das duas espécies empregadas (P.
gigantea e P. agnata). Nesse género, as folhas sdo as proprias armadilhas. Foi

realizada também uma analise comparando o conteudo de H202 nas folhas
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fotossintetizantes das seis espécies empregadas, Vvisto que esse € o Unico 6rgao
para o qual se obteve dados de todas as espécies. ApOs a avaliagdo dos
pressupostos de normalidade e homocedasticidade em todos os conjuntos de
dados, foi realizada a transformacao destes através da aplicacdo do logaritmo
natural (Ln) para que fossem conduzidas as analises de variancia. Realizou-se
a comparacédo de médias pelo teste de Tukey. Todos os delineamentos utilizados
foram inteiramente casualizados (DIC), pois as espécies para as quais 0S
individuos foram obtidos em seu habitat (U. foliosa, U. reniformis, G. violacea e
G. repens) foram coletados aleatoriamente, e as espécies ndo nativas foram
cultivadas em casas de vegetacdo, com vasos dispostos ao acaso. Utilizou-se o
pacote Stats v3.6.2 inserido na plataforma R (R CORE TEAM, 2013) para a

realizacdo das analises.
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Fig. 3. Espécies utilizadas no estudo. A — Pinguicula agnata Casper. Créditos: B. Rice. B — P.

gigantea Luhrs. Créditos: Y. Dominguez. C — Genlisea violacea A.St.-Hil. D — G. repens Benj. E

— Utricularia foliosa L. F — U. reniformis A.St.-Hil.
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4.2. Analises filogenéticas

Foram realizadas andlises filogenéticas com dados referentes a oito
sequéncias de DNA de dois compartimentos gendmicos, sendo elas: rbcL, matK,
rpsl6, rps12-rpl20 e trnL-F (cpDNA); ITS, LEAFY e RPB2 (nDNA). Os nameros
de acesso no GenBank das sequéncias utilizadas e as 114 espécies de
Lentibulariaceae empregadas estdo disponiveis na tabela 2. Como grupo
externo, utilizaram-se trés espécies do género Solanum (Solanaceae): S.
melongena L., S. lycopersicum L. e S. tuberosum L. Os dados referentes ao
grupo externo também foram obtidos no GenBank (matK [EF439076.1,
EF438886.1 e KX258752.1]; rbcL [MH722375.1, MH722385.1 e MH722378.1];
rpsl6 [FN641751.1, KC495039.1 e KC495047.1]; trnL-F [AY099703.1]; ITS
[KC213749.1, KF022370.1 e MH283747.1]; LEAFY [AF197936.1 e EO371047.1]
e RPB2 [AJ565936.1]). Foram realizadas oito andlises individuais, a partir de
matrizes de cada sequéncia, duas andlises referentes a cada compartimento
gendmico, com uma concatenacdo das sequéncias do cpDNA (rbcL, matK,
rpsl6, rps12-rpl20 e trnL-F) e uma das do nDNA (ITS, LEAFY e RPB2), e uma
analise concatenada de todos os marcadores. O alinhamento das sequéncias foi
obtido utilizando-se o MAFFT versdo 7 (KATOH et al, 2002), tendo
posteriormente as extremidades néo informativas cortadas, com adicao de
missing data (“?”) manualmente, utilizando-se o BioEdit 7.5.0.2 (Hall, 1999).
Dados referentes a cada alinhamento de sequéncias foram obtidos utilizando-se
o programa PAUP* 4b10 (SWOFFORD, 2003). O melhor modelo evolutivo (best-
of-fit) para cada alinhamento foi obtido utilizando-se o0 MEGA versao 10.1.8
(KUMAR et al., 2018), seguindo o critério de informacao de Akaike corrigido, o
AICc (AKAIKE, 1973; SUGIURA, 1978). As analises de maxima verossimilhanca
de cada matriz foram realizadas utilizando-se o programa RAXML (STAMATAKIS
et al., 2008).
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Tab. 2. Espécies de Lentibulariaceae empregadas nas analises e sequéncias de DNA utilizadas. Os nimeros de

acesso no GenBank de cada sequéncia encontra-se disponivel para cada espécie. As espécies que nao possuiam dados

de determinada sequéncia foram incluidas nas analises concatenadas com missing data, sendo a auséncia dos dados

representada por um “=“. O “X” se refere a sequéncia do gene rbcL de U. biovularioides (Kuhim.) P. Taylor, disponivel no

banco de dados do Laboratério de Sistematica Vegetal (LSV — FCAV/UNESP), mas néo disponibilizada no GenBank.

Espécies Sequéncias
rbcL matK rps16 rpsl2- trnL-F ITS LEAFY RPB2
rpl20
G. aurea A.St.-Hil. AUSU01000124.1  AF531814.1 FN641746.1 NC_037078.1 AF482614.1 - - -
G. filiformis A.St.-Hil. MF991463 FN641690.1 FN641749.1 MGO027787 - - — -
G. guianensis N.E.Br. AY128631.1 - AF482541.1 - AF482615.1 - - -
G. lobata Fromm - FN641711.1 - - - - - -
G. repens Ben;. - FN641689.1 FN641751.1 - - AB212115.1 - —
G. violacea A.St.-Hil. MF991467 FN641716.1 AF482542.1 MG027788 AF482616.1 MGO027712 — -
P. agnata Casper AY128627.1 AF531782.1 AF482543.1 - AF482617.1 MG310267.1 - -
P. antarctica Vahl - DQ010653.1 - - - - - -
P. caerulea Walter L01942.2 - AF482545.1 - AF482619.1 - — —
P. ehlersiae Speta & AF482523.1 - AF482547.1 - AF482621.1 - - -
F.Fuchs
P. filifolia C.Wright ex MF991471 AF531786.1 - MG027784 - MGO027708 - -
Griseb.
P. gigantea Luhrs - AF531789.1 - - - AB199761.1 - -
P. gracilis Zamudio AF482524.1 - AF482548.1 - AF482622.1 - - -
P. grandiflora Lam. AF482525.1 - AF482549.1 - AF482623.1 - - -
P. gypsicola AF482526.1 - AF482550.1 - AF482624.1 - - -
Brandegee
P. lusitanica L. JN893189.1 DQ010661.1 AF482551.1 - AF482625.1 - — -
P. moranensis Kunth - - AF482552.1 - AF482626.1 - - -
P. primuliflora - DQ010666.1 - - - AB212110.1 - -
C.E.Wood &
R.K.Godfrey
P. villosa L. JIN965726 - - - GQ245257.1 - — -
P. vulgaris L. KC483448.1 - - - GQ245258.1 - - -
U. adpressa Salzm. AF482527.1 - AF482555.1 - AF482628.1 - - -
ex A.St.-Hil. & Girard
U. alpina Jacq. AF482528.1 AF531822.1 AF482556.1 - AF482629.1 - — —
U. amethystina MF991574 - AF482557.1 MG027791 AF482630.1 MGO027717 — —
Salzm. ex A.St.-Hil. &
Girard
U. arenaria A.DC. MF991476 KX604173 - MG027794 - MGO027729 - -
U. asplundii P.Taylor - - AF482558.1 - AF482631.1 - - -
U. aurea Lour. MF991481 KX604176 AF482559.1 MG027807 AF482632.1 MG027742 MH937530
U. australis R.Br. JN893443.1 AF531823.1 AF482560.1 MG027808 AF482633.1 - MH937517 MH937531
U. benjaminiana Oliv. - - - - - - MH937533
U. bifida L. MF991483 - - MG027855 - MG027739 - -
U

. biflora Lam.

L13190.2
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U. biloba R.Br. - FN773562.1 AF482561.1 - AF482634.1 - - —

U. biovularioides X - - - - - - -
(Kuhlm.) P.Taylor

U. bisquamata - - AF482562.1 - AF482635.1 - - -
Schrank

U. blanchetii A.DC. - AF531841.1 - - - - - -

U. bremii Heer MF991484 KX604177 - MG027809 - MGO027744 MH937518 MH937534
U. breviscapa MF991485 KX604191 - MG027821 - MG027755 MK089585 MK089590
C.Wright ex Griseb.

U. caerulea L. - - AF482563.1 - AF482636.1 - - -

U. calycifida Benj. MF991489 AF531824.1 - - - MG027740 - -

U. chrysantha R.Br. - - - - AF482637.1 - - -

U. cornuta Michx. - - AF482564.1 - AF482638.1 - - -

U. costata P.Taylor AY128628.1 - AF482565.1 - AF482639.1 - - —

U. cucullata A.St.-Hil. MF991491 - AF482566.1 MG027829 AF482640.1 MG027768 MK089586 -

& Girard

U. delicalatula - - - - AF488530.1 - - -
Cheeseman

U. dichothoma Labill. AY128632 AF531826.1 AF482567.2 MG027800 AF482641.1 MG027737 - -

U. dimorphantha MF991495 KX604186 - MG027812 - MGO027749 MH937519 MH937535
Makino

U. endresii Rchb.f. - - - - AF482642.1 - - -

U. erectiflora A.St.- - - AF482568.1 - AF482643.1 - - —

Hil. & Girard

U. flaccida A.DC. - AF531830.1 AF482569.1 - AF482644.1 - - -

U. floridana Nash MF991496 KX604192 - MG027804 - - MH937520 MH937536
U. foliosa L. MF991497 KX604188 MG027706 MG027825 MF765564.1 MG027750 MK089587 MK089591
U. foveolata Edgew. - AF531850.1 AF482570.1 - AF482645.1 - - -

U. geminiloba Ben;. - - - - AF482646.1 MGO027775 - -

U. geminiscapa Ben;. MF991501.1 - AF482571.1 MG027813 AF482647.1 EF526399.1 - -

U. gibba L. L13190.2 NC_021449.1  AF482572.1 NC_021449.1 AF482648.1 - MH937521 MH937537
U. graminifolia Vahl - - AF482573.1 - AF482649.1 - — —

U. hispida Lam. MF991503 AF531829.1 - - - MGO027780 — -

U. humboldtii - AF531836.1 - - - - - -
R.H.Schomb.

U. huntii P.Taylor - - AF482574.1 - AF482650.1 - - -

U. hydrocarpa Vahl MF991508 KX604190 - MG027827 - MG027758 MK089588 MK089592
U. inflata Walter - - AF488525.1 - AF488531.1 - - -

U. inflexa Forssk. MF991509 - - MG027819 - MGO027743 MH937524 -

U. intermedia Hayne JN966055.1 AF531839.1 AF482575.1 - AF482651.1 - — MH937540
U. juncea Vahl AY128630.1 AF531832.1 AF482576.1 - AF482652.1 - — —

U. laciniata A.St.-Hil. MF991511 - AF482577.1 MG027802 AF482653.1 - - —

& Girard

U. laterifolia R.Br. MF991514 KX604175 AF482578.1 MG027799 AF482654.1 - - —

U. laxa A.St.-Hil. & MF991568 - - - - - - -
Girard

U. leptoplecta - - AF488526.1 - AF488532.1 - - -
F.Muell.

U. livida E.Mey. MF991569 AF531833.1 AF482579.1 MGO027797 AF482655.1 - - —
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U. longifélia Gardner MF991515 AF531834.1 AF482580.1 - AF482656.1 MG027773 - —

U. macrorhiza MF991501 AF531835.1  AF482581.1 MG027814 AF482657.1 MGO027747 MH937525 MH937541
Leconte ex Torr.

U. menziesii R.Br. MF991573 - - - - - - -

U. meyeri Pilg. MF991570 KX604231 AF482582.1 MG027856 AF482658.1 - — -

U. minor L. KC484305.1 JN894028.1 - MG027811 GU169706.1 MGO027745 - MH937543
U. monanthos Hook.f. MF991519 - - - - - - -

1

U. monanthos Hook.f. - - GQ478686.1 - - - - -

2

U. multifida R.Br. MF991571 AF531848.1  AF482583.1 MG027801 AF482659.1 - - -

U. myriocista A.St.- - - AF482584.1 - AF482660.1 - — -

Hil. & Girard

U. nana A.St.-Hil. & MF991520 AF531837.1 AF482585.1 MG027857 AF482661.1 - - —
Girard

U. nelumbifolia MF991521 KX604217 AF482586.1 MG027850 AF482662.1 - - -
Fromm

U. neottioides A.St.- MF991522 KX604193 - MG027833 AF482663.1 MGO027737 - -

Hil. & Girard

U. nephrophylla Benj. - AF531827.1 AF482588.1 - AF482664.1 - - —

U. nervosa Weber ex MF991524 KX604199 - MG027837 - MG027760 - -
Ben;.

U. ochroleuca MF991528 - - MG027818 - MGO027746 - MH937544
R.W.Hartm.

U. olivacea C.Wright MF991567 AF531840.1  AF482589.1 - AF482665.1 - MK089589  MK089593
ex Griseb.

U. oliveriana - - AF482590.1 - AF482666.1 - - -
Steyerm.

U. parthenopipes - AF531842.1 - - - - - -
P.Taylor

U. praelonga A.St.- MF991572 AF531843.1 AF482591.1 - AF482667.1 - - —

Hil. & Girard

U. prehensilis E.Mey. - - AF482592.1 - AF482668.1 - - —

U. pubescens Sm. AY128629.1 AF531844.1 AF482593.1 - AF482669.1 - - —

U. purpurea Walter MF991530 AF531845.1 - MG027830 - - - -

U. purpureocaerulea - - AF482594.1 - AF482670.1 - — —
A.St.-Hil. & Girard

U. pusilla Vahl MF991532 - - - - - - -

U. quelchii N.E.Br. - AF531846.1 - - - - - -

U. radiata Small MF991533 KX604185 - MG027824 - - - MH937545
U. reflexa Oliv. MF991534 KX604189 - MG027817 - - - MH937546
U. reniformis A.St.- MF991536 AF531828.1 AF482595.1 MG027851 AF482671.1 MGO027776 — —

Hil.

U. resupinata MF991540 - AF488527.1 MG027828 AF488533.1 MGO027767 — MH937547
B.D.Greene ex

Bigelow

U. rigida Benj. - AF531838.1 - - - - - -

U. sandersonii Oliv. MF991541 AF531847.1 AF482596.1 MGO027798 AF482672.1 MGO027734 — —

U. simulans Pilg. MF991543 - AF482597.1 - AF482674.1 - - -
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U. simplex R.Br. - - - - AF482673.1 - - -
U. spiralis Sm. - AF531851.1 - - - - - -
U. stellaris L.f. MF991545 KX604182 - MG027815 - - — -
U. striata ex Torr. MF991546 - - MG027806 - - MH937526  MK095917
U. striatula Sm. - - AF482598.1 - AF482675.1 - — -
U. stygia G.Thor JN890776.1 JN894027.1 - MG027816 - - - MH937548
U. subulata L. MF991548 AF531821.1  AF482599.1 MG027842 AF482676.1 MG027763 MH937528 -
U. tricolor A.St.-Hil. MF991554 KX604209 AF482600.1 - AF482677.1 MG027724 — -
U. tridentata Sylvén MF991566 AF531825.1 - - - - - -
U. triloba Ben. AF482530.1 KX604204 AF482601.1 MG027846 AF482678.1 MG027765 — -
U. uliginosa Vahl MF991562 AF531849.1  AF482602.1 MG027858 AF482679.1 - - -
U. uniflora R.Br. MF991563 - GQ478698.1 - - - — -
U. violacea R.Br. - - AF482603.1 - AF482680.1 - - -
U. volubilis R.Br. MF991564 - - - - MG027738 - -
U. vulgaris L. JN890555.1 AF531831.1 - MG027810 JQ728994.1 EF526385.1 MH937529  MH937549

4.2.1. Andlise referente a possivel relacao entre o contetdo de H;0,

e o comprimento de ramos das linhagens

A partir das andlises filogenéticas de maxima verossimilhanca, foi
calculado o valor de comprimento de ramos de cada uma das espécies alvo do
estudo (Utricularia reniformis, U. foliosa, Genlisea violacea, G. repens,
Pinguicula gigantea e P. agnata) no filograma baseado na matriz de todos os
dados concatenados, no filograma baseado na matriz dos dados do cpDNA e no
filograma baseado na matriz dos dados do nDNA. O comprimento de ramos em
uma filogenia nos indica a quantidade de transformacfes nucleotidicas que
ocorreram ao longo da evolucdo em determinado terminal, ou espécie
empregada (MATIOLI; FERNANDES, 2012). A partir dai, utilizando regresséo
linear simples, foi feita uma modelagem do comprimento de ramos (eixo Y) dos
trés filogramas utilizados (dados concatenados, cpDNA e nDNA) baseada no
contetdo de H202 das folhas fotossintetizantes de todos os individuos

amostrados de cada uma das seis espécies (eixo X). O modelo foi do tipo:

Y Compr.Ram. = 80 + Xit.cpDNASt.cpDNA + Xit. n(DNASt.nDNA + XiH2028H202
+ Xit.cpDNAXiH2020t.cpDNA:H202 + Xit. ADNAXiH2023t.nDNA:H20>
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Onde YCompr.Ram. é um vetor numérico que indica os valores de todos os
comprimentos de ramos, o XiH202 indica a quantidade de H202 nas folhas
daquele individuo e os outros Xij indicam variaveis dummies que nos contam
qual foi a forma de medi¢éo do comprimento de ramos daquele individuo. Os ]

indicam o efeito de determinado Xij no modelo. E importante ressaltar que esse

modelo é completo com interacdo. A regressao linear foi realizada utilizando-se
0 pacote Stats v3.6.2 inserido na plataforma R (R CORE TEAM, 2013).

4.3. Ensaio relativo a deteccdo da origem do H202 nos 6rgéos de

Utricularia foliosa

4.3.1. Material vegetal

Foram coletados 15 individuos de Utricularia foliosa, uma espécie
aquatica, no dia 18/02/2020, no Municipio de Ubarana (SP). Os individuos foram
acondicionados em bandejas (35cm X 50cm X 10 cm) preenchidas com &agua.
Os cinco individuos maiores foram acondicionados em uma bandeja cada,
enquanto que dez individuos menores foram dispostos, dois a dois, em uma
mesma bandeja, a fim de que fossem utilizadas dez bandejas e fosse possivel a
instalacao do ensaio devido as dimensdes do espaco disponivel (fig. 4).

4.3.2. Instalacdo do experimento, coleta de dados e anédlises

estatisticas

As bandejas foram mantidas em ambiente controlado, a 23 °C, sob a
iluminacdo de lampadas LED tubulares de luz branca, a 102 pmol.m.2-1 de
irradiacdo, medida por espectroradiometro modelo Spectra Pen (Photon System
Instruments). As plantas foram mantidas nessas condi¢des por 12 horas, tendo

posteriormente amostras de trés 6rgaos de cada um dos 15 individuos coletadas:



26

folhas fotossintetizantes (fig. 5A), estoldes (fig. 5C) e armadilhas, ou utriculos
(fig. 5B). As amostras foram armazenadas em freezer a -80 °C. Apds essa
primeira amostragem, os individuos foram mantidos em ambiente controlado, a
23 °C, em escuro absoluto durante 12 horas. Passado esse tempo, ocorreu nova
coleta de amostras dos mesmos 6rgéaos citados anteriormente, de cada um dos
15 individuos, sendo as amostras posteriormente armazenadas em freezer a -
80°C. Essa ultima coleta de amostras foi realizada sob luz verde para evitar a
ocorréncia da fotossintese. Ocorreu posteriormente a mensurac¢ao do contetdo
de H20:2 de todas as amostras, segundo o protocolo de Alexieva et al. (2001).
Foi utilizado 0,8 g de tecido de cada um dos 6rgéos coletados para que fosse
seguido o protocolo. Comparou-se, portanto, o contetdo de H202 nos érgaos de
Utricularia foliosa apés 12 horas de atividade fotossintética, e apds 12 horas de
escuro, para que se investigasse a influéncia da fotossintese na producéo desse
composto. Foi realizada a transformacdo dos dados em Ln para garantir 0s
pressupostos de normalidade e homocedasticidade. Realizou-se uma ANOVA
(DIC) para comparar o conteudo de H202 nos trés diferentes orgéos, sob os dois
tratamentos, com n = 15 para cada um deles. Houve comparacao de médias por
teste de Tukey. As analises foram realizadas utilizando-se o pacote Stats v3.6.2
inserido na plataforma R (R CORE TEAM, 2013).
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Fig. 4. Ambiente controlado no qual os individuos foram mantidos para que houvesse

inducéo a fotossintese.

Fig. 5. Orgdos amostrados de Utricularia foliosa. A — Folhas fotossintetizantes. B — Ramos

com armadilhas, ou utriculos. C — Estol6es.
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4.4. Ensaio relativo a averiguacdo da influéncia do ambiente
aquatico no conteado de H202 em folhas de Utricularia

graminifolia

4.4.1. Material vegetal

Foi adquirida comercialmente uma amostra inicial de Utricularia
graminifolia, uma espécie exotica que ocorre em varios paises da Asia (TAYLOR,
1989). Esse individuo inicial foi dividido em duas porcdes e cultivado em duas
bandejas de plastico (35 cm X 50 cm X 10 cm). As bandejas foram furadas,
preenchidas com uma camada de 2 mm de areia lavada ao fundo e com uma
camada superficial de 3 cm de Sphagnum, para que as plantas pudessem ser
acondicionadas. Ambas as bandejas foram transportadas para uma casa e
vegetacao, sendo as plantas cultivadas a 28° C ao longo de 120 dias, o suficiente
para que ambas as bandejas ficassem repletas de plantas, pois o
desenvolvimento vegetativo de U. graminifolia é bastante acelerado. U.
graminifolia € uma espécie terrestre ou subaquéatica (TAYLOR, 1989), ou seja,
pode ser cultivada tanto sobre algum substrato imido, quanto em submersao,

como uma planta aquatica.

4.4.2. Instalagdo do experimento, coleta de dados e anédlises

estatisticas

Assim que se obteve material vegetal suficiente, cada uma das duas
bandejas teve seu conteudo dividido em 5 partes iguais, que foram dispostas em
frascos de vidro arredondados, com 20 cm de diametro e 40 cm de altura. Antes
da transferéncia das plantas para os frascos, estes tiveram uma camada de 5
mm de areia lavada depositada no fundo, sobre a qual foi depositada uma

camada de 5 cm de Sphagnum. Foram preparados, portanto, 10 frascos de vidro,
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que foram cultivados em casa de vegetacdo a 28° C por 30 dias. ApOs esse
periodo, cinco dos 10 frascos tiveram seu conteudo vazio preenchido com agua
destilada, para que as plantas fossem cultivadas como sendo aquaticas,
engquanto as restantes foram cultivadas como plantas terrestres. Conduziu-se
esse ensaio por mais 30 dias, com os frascos dispostos aleatoriamente (fig. 6).
Apos esse periodo, foram coletadas 3 amostras das folhas de Utricularia
graminifolia por frasco, sendo 15 amostras oriundas das plantas cultivadas em
submersao (fig. 7B), e 15 oriundas das plantas cultivadas sobre o substrato (fig.
7A). As amostras foram armazenadas em freezer a -80°C, para que tivessem
seu conteudo de H202 mensurado posteriormente, segundo o protocolo de
Alexieva et al. (2001). Utilizou-se 0,8 g de tecido por amostra para a realizacéo
do protocolo. Investigou-se, portanto, a influéncia da submersdo no acimulo de
H20:2 nas folhas de U. graminifolia, com implicacdes sobre a influéncia do habito
na presenca dessa substancia. O delineamento foi inteiramente casualizado
(DIC), com cinco repeticdes por tratamento (5 frascos de vidro; n = 5), tendo sido
coletadas trés amostras por vidro, totalizando 15 amostras de cada tratamento.
Foi realizada uma ANOVA comparando o conteudo de H202 nas folhas sob os
dois diferentes tratamentos. A comparacdo de médias ocorreu por teste de
Tukey. As andlises foram realizadas utilizando-se o pacote Stats v3.6.2 inserido
na plataforma R (R CORE TEAM, 2013).

Fig. 6. Ensaios com Utricularia graminifolia sendo cultivada em submerséo e sobre um

substrato umido, em recipientes aleatorizados.
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Fig. 7. Folhas amostradas de Utricularia graminifolia. A — Cultivadas sobre o substrato imido.

B — Cultivadas em submerséao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Conteudo de H202 nos 6rgaos de espécies de Lentibulariaceae

5.1.1. Utricularia reniformis e U. foliosa

Rejeitou-se Ho em favor de Hs (teste F significativo; nivel de significancia
a = 0,01%), indicando diferencas entre os tratamentos. As folhas
fotossintetizantes de Utricularia reniformis acumularam mais H202 do que os
mesmos 6rgaos em U. foliosa, porém houve um acamulo maior dessa substancia
nos utriculos e nos estoldes de U. foliosa quando em relagéo a U. reniformis (tab.
3). Quando a comparacgéo é feita entre os 6rgdos dentro da mesma espécie,
constata-se que em ambas as folhas fotossintetizantes acumulam mais H202,
sendo seguidas pelos utriculos, que possuem um acumulo intermediério, e 0s
estoldes acumulam quantidades menores dessa substancia (tab. 3). O

coeficiente de variacao foi de 8,29%.
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Tab. 3. Acimulo de H;O, de duas espécies de Utricularia, em trés orgaos distintos. Médias
seguidas de mesmas letras (mindsculas na vertical e mailsculas na horizontal) ndo diferiram entre si,
com nivel de significancia a = 0,05. Médias comparadas por teste de Tukey. U. foliosa — n = 10 / U.

reniformis — n = 15.

Fator B: Orgéos

Fator A: B1: Folhas B2: Estoldes B3: Utriculos
Espécies fotossintetizantes
Al: U. foliosa 5,57PA 4,323¢ 4,80%8
A2: U. reniformis 7,512A 3,690C 4,038

A constatacdo de que em ambas as espécies ocorre um acumulo maior
de H202 nas folhas fotossintetizantes est4 de acordo com o fato de que as
reacoes de transporte de elétrons nos cloroplastos, durante a fotossintese, sao
uma das principais fontes de ERO nas células vegetais (ASADA et al., 2006;
DELPRATO et al., 2015). No entanto, esses resultados ndo corroboram a
hipétese que relaciona as altas taxas de substituicdo nucleotidicas encontradas
em Utricularia com uma possivel superproducdo de ERO nos utriculos (ALBERT
at al., 2010; IBARRA-LACLETTE et al.,, 2011a; IBARRA-LACLETTE et al.,
2011b), resultante da alta demanda energética destes e das altas taxas
respiratérias que possuem (ADAMEC, 2006; SYDENHAM, FINDLAY, 1973). Os
presentes resultados sugerem que a origem dessas ERO em Utricularia spp. é
majoritariamente fotossintética. Outra evidéncia nesse sentido € o fato de que os
estoldes e utriculos de U. foliosa acumulam mais H202 do que 0s mesmos 6rgaos
de U. reniformis. U. foliosa é uma espécie aquatica livre, que flutua préximo ao
leito de rios e lagos (TAYLOR, 1989), possuindo estoldes e utriculos clorofilados,
gue contribuem do ponto de vista fotossintético (figs. 5B e 5C). Ja no caso de U.
reniformis, uma espécie terrestre (TAYLOR, 1989), esses dois 0rgados sao
subterraneos e nao pigmentados. U. reniformis acumula mais H202 nas folhas
fotossintetizantes quando em relacdo a U. foliosa, e esse resultado pode estar
relacionado ao habito. Sabe-se que macrdfitas e algas podem perder H20:2 via
difusdo no ambiente aquatico, protegendo-se da potencial toxicidade dessa
substancia (COLLEN; PEDERSEN, 1996).
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5.1.2. Genliseaviolacea e G. repens

Foi rejeitada Ho em favor de H: (teste F significativo; nivel de significancia
a = 0,01%), indicando diferencas entre os tratamentos. Em ambas as espécies
de Genlisea, as folhas fotossintetizantes acumulam mais H202 do que as
armadilhas. Além disso, os acumulos dessa substancia nas folhas
fotossintetizantes nado diferiram entre as duas espécies (tab. 4). G. repens
acumula mais H202 em suas armadilhas do que G. violacea (tab 4). O coeficiente

de variacéo foi de 6,86%.

Tab. 4. Acimulo de H;O; de duas espécies de Genlisea, em dois 6rgados distintos.
Médias seguidas de mesmas letras (minasculas na vertical e mailsculas na horizontal) nao
diferiram entre si, com nivel de significancia a = 0,05. Médias comparadas por teste de Tukey.

G.repens—n =16/ G. violacea— n = 13.

Fator B: Orgéos

Fator A: Espécies B1: Folhas B2: Armadilhas
fotossintetizantes
Al: G. repens 6,061134 5,43082%8
A2: G. violacea 5,8693 4,97665

Assim como ocorreu com as espécies de Utricularia (tab. 3), em ambas as
espécies de Genlisea empregadas o acumulo de H202 nas folhas
fotossintetizantes foi maior quando em relacdo as armadilhas. Tais resultados
sugerem uma maior importancia da fotossintese na producdo de H202 nos
orgaos de Genlisea, assim como ocorre nos demais grupos de plantas (ASADA
et al., 2006; DELPRATO et al., 2015).
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5.1.3. Pinguicula gigantea e P. agnata

N&o houve diferenca significativa entre o acimulo de H20:2 nas folhas
fotossintetizantes das espécies de Pinguicula, unico 6rgao que teve o conteudo
dessa substancia mensurado no género (teste F néo significativo; nivel de

significancia a = 0,5%; tab. 5). O coeficiente de variagéo foi de 9,61%.

Tab. 5. Acumulo de H20; nas folhas de duas espécies de Pinguicula. Médias seguidas
de mesmas letras nado diferiram entre si, com nivel de significancia a = 0,05. Médias

comparadas por teste de Tukey. P. gigantea — n =14/ P. agnhata — n = 15.

Espécies Médias Grupos
P. gigantea 4,0654 a
P. agnata 3,9192 a

5.1.4. Comparacdao entre as espécies e importancia do H202

O Unico 6rgdo passivel de comparacdo entre as seis espécies de
Lentibulariaceae empregadas, seguindo o critério de homologia, sao as folhas
fotossintetizantes. Foi constatada uma superioridade na concentracdo de H20:2
nas folhas de Utricularia reniformis quando em comparac¢ao as demais espécies,
com Genlisea repens, G. violacea e U foliosa possuindo valores intermediarios,
e Pinguicula gigantea e P. agnata possuindo uma inferioridade no acumulo dessa
substancia nas folhas (teste F significativo; nivel de significancia a = 0,01%; tab.

6). O coeficiente de variagéo foi de 7,32%.
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Tab. 6. Aciimulo de H>O; nas folhas de seis espécies de Lentibulariaceae. Médias seguidas
de mesmas letras nao diferiram entre si, com nivel de significaAncia a = 0,05. Médias comparadas
por teste de Tukey. U. foliosa —n =10/ U. reniformis —n =15/ G. repens —n = 16 / G. violacea

—n=13/P. gigantea—n =14/ P. agnata —n = 15.

Espécies Médias Grupos
U. reniformis 7,5089 a
G. repens 6,0611 b
G. violacea 5,8693 bc
U. foliosa 5,5737 c
P. gigantea 4,0654 d
P. agnata 3,9192 d

Foi possivel constatar uma superioridade no acumulo de H20:2 nas folhas
do clado Genlisea-Utricularia quando em relacdo a Pinguicula, género que
compde um grupo irmao ao clado em questdo (JOBSON et al., 2003). As taxas
de substituicdo nucleotidica que ocorrem no clado Genlisea-Utricularia sdo muito
superiores quando comparadas a Pinguicula ou as demais angiospermas
(IBARRA-LACLETTE et al., 2011b; MULLER et al., 2004), podendo existir uma
relagdo entre a superioridade no acimulo de H202 nas folhas e a ocorréncia de
mais mutacfes nos genomas, pois as ERO sdo mutagénicas (FOYER;
NOCTOR, 2003; SHU-HSIEN et al., 2005; STAVREVA, GICHNER, 2002). O
H202 pode ser considerado um parametro para que se tenha uma ideia da
producéo das demais ERO, pois as células possuem um aparato enzimatico que
rapidamente as converte H202, uma ERO relativamente menos toxica (SHU-
HSIEN et al., 2005). Existem varios tipos de ERO resultantes das reac¢des redox
que ocorrem durante o metabolismo celular, em plantas e animais. Essas
moléculas podem se formar devido a excitacdo da molécula estavel de 302
tripleto, gerando o 'O:2 singleto reativo, ou devido a sucessivas adicdes de
elétrons ao Oz molecular, gerando o radical superéxido (O27), o radical
hidroperoxido (HO2') ou peroxido de hidrogénio (H2032), e o radical hidroxila (OH")
(BARBOSA et al., 2014).

Os organismos vivos dependem da ocorréncia de reagdes redox, redutivas

e anabdlicas quando € necessario 0 armazenamento de energia, oxidativas e
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catabdlicas quando a energia precisa ser utilizada. Sinais redox sdo a forma mais
usual de sinalizacdo em organismos fotossintéticos, controlando o crescimento
ou a eventual morte (FOYER; NOCTOR, 2003). O estresse oxidativo € um
mecanismo importante para que ocorra a reacao de hipersensibilidade (RH) em
plantas, quando ocorre o contato com um patdégeno e as moléculas elicitoras
relacionadas a este, por exemplo. Nesses casos, ocorre 0 acimulo de ERO nas
células infectadas, com o objetivo de isolamento do sitio de infeccao através de
morte celular programada (MCP) (ZURBRIGGEN et al., 2010). A MCP também
€ importante para que ocorra o isolamento e remocéao de tecidos danificados por
estresses abibticos, causados por falta de agua, luz excessiva, temperaturas
extremas, excesso de radiacdo UV, exposicao a herbicidas, alta salinidade, além
de outras condicdes estressantes as quais as plantas estdo expostas devido a
forma de vida séssil (PETROV et al., 2015).

Devido a toxicidade das ERO, as células possuem um complexo sistema
antioxidante capaz de prevenir a oxidacdo descontrolada, aos quais se incluem
enzimas como a superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1), que € a primeira
linha de defesa, dismutando Oz, gerando H202 e Oz2; glutationa redutase (GR,
EC 1.6.4.2), catalase (CAT, 1.11.1.6), glutationa peroxidase (GSH-Px, EC
1.11.1.9), ascorbato peroxidase (APX, EC 1.11.1.11) e outras peroxidades, que
agem contra o H202 produzido pela SOD e/ou por outros processos do
metabolismo. Mecanismos ndo enzimaticos também podem operar nesta
defesa, incluindo antioxidantes como o ascorbato (AsA) e a glutationa (GSH),
assim como vitaminas e carotenoides (JALEEL et al.,, 2009; KAPOOR et al.,
2019).

Os cloroplastos e as mitocondrias sdo importantes sitios produtores de
ERO, devido ao intenso transporte de elétrons que ocorre entre suas membranas
internas, e a geracao de H202 ocorre principalmente por meio da dismutacao do
radical superoxido (O27) nessas organelas. O peroxido de hidrogénio (H202) &
uma molécula de grande importancia para o desenvolvimento e sinalizacdo em
plantas, estando envolvido com o fechamento dos estébmatos (CHEN; GALLIE,
2004), com o alongamento celular, autofagia de organelas, resposta a estresses
bidticos e abidticos, sendo seu acumulo importante para a ocorréncia de MCP,
além de outros processos (PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012; SMIRNOFF;



36

ARNAUD, 2019). Um sitio bastante importante de producdo de H202 sdo os
peroxissomos, como resposta a fotorrespiracdo e a oxidagédo de acidos graxos
durante a germinagéao, por exemplo (QUEVAL et al., 2007; SCHRADER; FAHIMI,
2006). A fotorrespiracdo € uma resposta a fixagdo do 2-fosfoglicolato, uma
molécula com dois carbonos que nao é fisiologicamente assimilada pelas
plantas, ao invés da fixacdo do 3-fosfoglicerato, que € uma molécula com trés
carbonos e € utilizada pelas plantas de ciclo fotossintético C3 para a fixagdo do
carbono oriundo do CO2. A fixacdo desfavoravel do 2-fosfoglicolato ocorre
gquando a enzima ribulose-1,5-biofosfato carboxilase oxidase (RuBisCO) se
associa com o Oz ao invés de se associar ao COz, devido a ocorréncia de certas
condicbes como altas temperaturas ou niveis muito baixos de CO:
(EHLERINGER; CERLING, 2002). Além de fotorrespiracdo, esse fendbmeno
pode ser chamado de ciclo fotossintético C2, e tem como finalidade recuperar
uma molécula de 3-fosfoglicerato a partir de duas moléculas de 2-fosfoglicolato,
com a perda fotorrespiratéria de um carbono dos quatro presentes nas duas
moléculas de 2-fosfoglicolato iniciais (BAUWE et al., 2010). A reciclagem do 2-
fosfoglicolato em 3-fosfoglicerato acontece através da converséo de glicolato em
glioxilato, por meio de enzimas glicolato oxidases (GOXs, E.C. 1.1.3.4), reacao
gue ocorre nos peroxissomos e possui H202 como subproduto (FOYER;
NOCTOR, 2003; HOFMANN, 2011). Por causa disso, 0S peroxissomos possuem
uma alta atividade da CAT, que neutraliza os efeitos toxicos do H20:2
convertendo-o em H20 e Oz (WILLEKENS et al., 1997). Essa resposta a
fotorrespiracdo com o objetivo de recuperar carbonos possui um alto custo
energético para as plantas, e envolve principalmente peroxissomos e
cloroplastos (FOYER; NOCTOR, 2003). Sabe-se que a presenca de
peroxissomos em ceélulas vegetais esta associada a presenca de cloroplastos
(TOLBERT, 1971), portanto os tecidos fotossintéticos tendem a possuir uma
incidéncia maior dessas organelas. Além da producdo de H20:2 oriunda da
fotorrespiracdo, que ocorre nos peroxissomos, existe produgéo dessa substancia
nos cloroplastos (SMIRNOFF; ARNAUD, 2019), e o maior acumulo de H20:2
constatado nos orgaos fotossintetizantes das espécies estudadas neste trabalho

(tab. 3 e tab. 4) estdo de acordo com esses dados da literatura.
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Nos cloroplastos ocorre a formacédo do radical superoxido (O2°) devido a
transferéncia direta de elétrons a moléculas de O2, entdo essa ERO é
transformado em H202 por acdo da SOD (GARG; MANCHANDA, 2009). A
producgéo de H202 nos peroxissomos € mais expressiva quando ocorre resposta
a fixacdo do 2-fosfoglicolato em condicbes ambientais estressantes, como
temperaturas muito altas, secas e niveis muito baixos de CO:2. As reagfes de
transporte de elétrons que ocorrem nos cloroplastos e mitocondrias sdo mais
importantes como fonte de H202 apenas em condigbes especificas, como
temperaturas muito baixas (FOYER; NOCTOR, 2003). A producéo ativa de H202
acontece majoritariamente no espac¢o apoplastico, e é importante para que
ocorra a resposta oxidativa que compfe a reacdo de hipersensibilidade a
patdgenos por exemplo, porém é também um pré-requisito para que ocorra o
desenvolvimento normal da planta, com crescimento, desenvolvimento e morte
celular (MILLER et al., 2010). Nesse sitio, a principal fonte de H202 € uma classe
de enzimas oxidase dependentes de NADPH da membrana celular, homélogas
a oxidase de exploséao respiratéria (Rboh), que sdo reguladas por um grupo de
proteinas Rho, conhecidas como ROPs (Rho-related GTPases from plants)
(AGRAWAL et al., 2003), além de enzimas peroxidases associadas a parede
celular (BOLWELL et al., 2002). Nesse sitio, a producéo de H20:2 é dependente
do pH, sendo maior quando o pH é levemente basico (PEDRENO et al., 1989).
Outro sitio de producdo de H202 nas células é reticulo endoplasmatico
(SMIRNOFF; ARNAUD, 2019).

O conteudo de H202 nos 6rgaos em plantas € dependente principalmente
das condicBes ambientais, e esse tema carece de estudos mais aprofundados,
principalmente no ambiente natural (CHEESEMAN, 2006; JANA; CHOUDHURI,
1982). Existe uma grande quantidade de métodos disponiveis para detecc¢ao do
H20:2 através de corantes que sédo oxidados, e métodos de quantificagdo do H20:2
nos 6rgaos de plantas (ALEXIEVA et al., 2001; BARCELO et al., 1998; GAY et
al., 1999; KRISTIANSEN et al., 2009; LIU et al., 2014; OROZCO-CARDENAS et
al.,1999; SNYRYCHOVA et al., 2009; THORDAL-CHRISTENSEN et al., 1997;
WEI et al., 2002; WINTERBOURN, 2014). Por ser mais estavel que as demais
ERO, possuir menor toxicidade e se difundir facilmente entre os tecidos, é uma

molécula sinalizadora de grande importancia e é utilizada por pesquisadores



38

como um parametro para que se determine o nivel de estresse oxidativo
(PETROV; VAN BREUSEGEM, 2012; SMIRNOFF; ARNAUD, 2019).

5.1.5. As folhas fotossintetizantes sdo os 6rgédos que mais acumulam
H20:2

Albert et al. (2010) hipotetizaram que ocorre uma superproducdo de ERO
principalmente nos utriculos em Utricularia, como resultado das altas taxas
respiratérias que esses o6rgaos apresentam (ADAMEC, 2006), estando a
producdo dessas substancias, portanto, relacionada principalmente as
mitocondrias. Diversos autores discutem a possivel relacdo entre a alta demanda
energética dos utriculos com a ocorréncia de selecdo positiva em trechos do
DNA (JOBSON et al., 2004; LAAKKONEN et al., 2006), producéo de ERO e
ocorréncia de altas taxas de substituicdo nucleotidica nos genomas do clado
Genlisea-Utricularia (ALBERT et al., 2010; IBARRA-LACLETTE et al., 2011a;
IBARRA-LACLETTE et al., 2011b), o que explicaria a tendéncia a miniaturizacao
dos genomas que ocorreu ao longo da evolucdo de algumas linhagens de
Lentibulariaceae (FLEISCHMANN et al.,, 2014; GREILHUBER et al., 2006;
IBARRA-LACLETTE et al., 2011b; IBARRA-LACLETTE et al., 2013; LEUSHKIN
et al.,, 2013; SILVA et al. 2020; VELEBA et al., 2014). De fato, existe uma
associagao entre maiores taxas de evolugado molecular e diminuigdo de genomas
(DRAKE, 1991; DRAKE et al., 1998; DUFRESNE et al., 2005; LYNCH et al.,
2006).

Os resultados obtidos no presente estudo nédo corroboram a hipotese de
que ocorre uma superproducdo de ERO um Utricularia devido as altas taxas
respiratorias dos utriculos, pois os 6rgdos que mostraram maior acumulo de
H202, tanto em duas espécies de Utricularia (tab. 3) quanto em duas de Genlisea
(tab. 4) foram as folhas fotossintetizantes, a despeito dos utriculos e estoldes em
Utricularia e das longas armadilhas helicoidais de Genlisea. Portanto, se

descarta a importancia da carnivoria quanto ao acumulo de ERO.
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Como o aparato enzimatico celular logo converte outras ERO em H20:2
apos sua formacdo (SHU-HSIEN et al., 2005), pode-se dizer que existe
proporcionalidade entre o conteddo de H202 nos 6rgédos e a producdo total de
ERO nestes. Diversos estudos relacionam o conteudo de H202 nos 6rgaos ao
estresse oxidativo em plantas, associado a fatores biéticos ou abioéticos (ALVES
etal., 2020a; ALVES et al., 2020b; DESMOND et al., 2008; SHETTY et al., 2007).
Segundo os resultados do presente trabalho, os 6rgéos fotossintetizantes sao os

gue mais acumulam ERO nas espécies de Lentibulariaceae.

5.2.  Analises filogenéticas

Foram realizadas 11 analises de maxima verossimilhanca, uma para cada
sequéncia isolada (rbcL, matK, rpsl6, rpsl2-rpl20 e trnL-F do cpDNA; ITS,
LEAFY e RPB2 do nDNA), uma de matriz concatenada de todas as sequéncias
plastidiais, uma de matriz concatenada de todas as sequéncias nucleares e uma
de matriz concatenada das oito sequéncias. Os dados referentes a cada
alinhamento encontram-se na tabela 7. As figuras 9 a 19 exibem os resultados
das analises filogenéticas, com énfase nas seis espécies de Lentibulariaceae
empregadas nas andlises relativas ao contetdo de H202 nos 6rgdos (Utricularia
reniformis, U. foliosa, Genlisea violacea, G. repens, Pinguicula gigantea e P.

agnata).
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Tab. 7. InformacOes referentes as andlises filogenéticas de cada sequéncia, bem como das trés matrizes
concatenadas. AlCc = Melhor modelo de substituicdo nucleotidica, segundo critério de informacgéo de Akaike corrigido. IC =
indice de consisténcia. IR = indice de retenc&o.

Matriz N° de Total de Sitios Caracteres AlCc IC IR
terminais caracteres do variaveis (%) parcimoniosamente
alinhamento informativos
Dados 118 8765 4318 (49,26%) 3010 GTR+G+l 0,5056 0,6425
concatenados

cpDNA 117 5222 2748 (52,62%) 1921 GTR+G+I 0,5256 0,7056
nDNA 51 3543 1570 (44,31%) 1089 GTR+GHI 0,4815 0,5155
matK 71 943 602 (63,83%) 469 GTR+G+I 0,5521 0,7930
rbcL 81 608 139 (22,86%) 105 T92+G+l 0,5463 0,8431
rps12-rpl20 45 1086 458 (42,17%) 284 GTR+G 0,6959 0,8109
rps16 71 1273 781 (61,35%) 550 GTR+G 0,4767 0,6156
trnL-F 74 1312 770 (58,68%) 513 GTR+G+I 0,5170 0,6561
ITS 40 1136 825 (72,62%) 642 GTR+GHI 0,4030 0,4856
LEAFY 19 1307 525 (40,15%) 319 GTR+G 0,7597 0,6870
RPB2 24 1100 221 (20,09%) 128 T92+G 0,6836 0,6478

Os genes rbcL e RPB2 apresentaram as menores porcentagens de sitios
variaveis (22,86% e 20,09%, respectivamente; tab. 7), pois codificam proteinas
de grande importancia metabdlica, logo, acumulam menos muta¢des devido ao
efeito deletério destas quando ocorrem em uma sequéncia codificante (MATIOLI;
FERNANDES, 2012). O gene nuclear RPB2 codifica uma das subunidades da
enzima RNA Polimerase Il em eucariotos, responsavel pela sintese do RNA
mensageiro, estando, portanto, diretamente relacionada a expressdo génica
(KHURANA et al., 2014). J& o gene plastidial rbcL codifica a enzima ribulose-1,5-
biofosfato carboxilase oxidase (RuBisCO), de grande importancia fotossintética,
com o gene rbcL tendendo a ser bastante conservado em plantas, com excecéo
de algumas linhagens de plantas parasitas nas quais ocorreu acumulo de
mutacOes e pseudogenizacdo (e.g. WOLFE; PAMPHILIS, 1998). Os genes
plastidiais matK e rps1l6, bem como o nuclear LEAFY, apresentaram uma
porcentagem elevada de sitios variaveis (63,83%, 61,35% e 40,15%,
respectivamente; tab. 7). O gene matK codifica uma maturase de introns do tipo

I, e apesar da codificagédo de proteinas, possui taxas de substituicdo nucleotidica
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bastante aceleradas, o que levanta uma discussdo acerca da funcdo de seu
produto (BARTHET; HILU, 2007). A alta porcentagem de sitios variaveis deve
estar relacionada a essas caracteristicas da sequéncia em questdo. J4 o gene
rps16 codifica a proteina S16, uma das que compde a subunidade menor dos
ribossomos, e pode acumular mutagdes e se pseudogenizar nos cloroplastos de
plantas devido a existéncia de cdpias desse mesmo gene no genoma nuclear
(KELLER et al., 2017). Dessa maneira, a copia nuclear se mantém integra para
gue sua funcéo essencial seja assegurada, enquanto a copia plastidial pode ser
mais polimorfica, como observamos no caso de Lentibulariaceae. O gene
nuclear LEAFY codifica um fator de transcricdo que esta relacionado ao
surgimento de meristemas florais em plantas (WEIGEL et al., 1992). Sua
sequéncia possui trechos pouco conservados e introns que vém sendo bastante
usuais para a reconstrucao filogenética de plantas (GROB et al., 2004; LI et al.,
2020; MAIZEL et al., 2005), dai a alta porcentagem de sitios variaveis encontrada
na sequéncia utilizada neste trabalho. As demais sequéncias utilizadas (rpsl12-
rpl20 e trnL-F do cpDNA; ITS do nDNA), que nao codificam proteinas,
demonstraram um grande acumulo de mutacfes, possuindo sempre uma

porcentagem de sitios variaveis maior do que 40% (tab. 7).
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Fig. 9. Filograma de maxima verossimilhanca baseado em uma matriz concatenada dos oito marcadores empregados
(rbcL, matK, rpsi16, rps12-rpl20, trnL-F, ITS, LEAFY e RPB2). Os comprimentos dos ramos correspondem ao numero de
substituicdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugéo de cada terminal. As espécies empregadas nos ensaios relativos

a mensurac¢éo do contetdo de H202 nos érgéos estao destacadas em azul.
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Fig. 10. Filograma de méaxima verossimilhanca baseado nos dados do cpDNA (rbcL, matK, rps16, rps12-rpl20 e trnL-
F). Os comprimentos dos ramos correspondem ao nimero de substituicdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugdo
de cada terminal. As espécies empregadas nos ensaios relativos a mensuracdo do contetdo de H202 nos érgéos estédo

destacadas em azul.
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Fig. 11. Filograma de méaxima verossimilhanca baseado nos dados do nDNA (ITS, LEAFY e RPB2). Os comprimentos

dos ramos correspondem ao nimero de substituicdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugédo de cada terminal. As

espécies empregadas nos ensaios relativos a mensuracao do contetdo de H202 nos 6rgdos estdo destacadas em azul.
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Fig. 12. Filograma de méaxima verossimilhan¢ca baseado no gene plastidial matK. Os comprimentos dos ramos

correspondem ao ndmero de substituicdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugdo de cada terminal. As espécies

empregadas nos ensaios relativos a mensuragdo do contetdo de H202 nos érgéos estao destacadas em azul
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Fig. 13. Filograma de maxima verossimilhan¢ca baseado no gene plastidial rbcL. Os comprimentos dos ramos
correspondem ao ndmero de substituigcdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugdo de cada terminal. As espécies
empregadas nos ensaios relativos a mensuragdo do contetdo de H202 nos érgéos estao destacadas em azul.
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Fig. 14. Filograma de méxima verossimilhanca baseado no espacador plastidial rpl12-rpl20. Os comprimentos dos

ramos correspondem ao nimero de substituicbes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolu¢éo de cada terminal. As

espécies empregadas nos ensaios relativos a mensuracao do conteudo de H202 nos 6rgdos estdo destacadas em azul.
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Fig. 15. Filograma de maxima verossimilhan¢ca baseado no intron plastidial rps16. Os comprimentos dos ramos

correspondem ao numero de substituicées nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolucdo de cada terminal. As espécies

empregadas nos ensaios relativos a mensuragdo do contetdo de H202 nos érgéos estao destacadas em azul.
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Fig. 16. Filograma de maxima verossimilhanca baseado no espacador plastidial trnL-F. Os comprimentos dos ramos

correspondem ao ndmero de substituicdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugdo de cada terminal. As espécies

empregadas nos ensaios relativos a mensuragdo do contetdo de H202 nos érgéos estao destacadas em azul.
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Fig. 17. Filograma de méxima verossimilhanca baseado na regido ITS do nDNA. Os comprimentos dos ramos
correspondem ao numero de substituicdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolucdo de cada terminal. As espécies

empregadas nos ensaios relativos a mensuragéo do contetdo de H202 nos 6rgéos estdo destacadas em azul.
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Fig. 18. Filograma de méaxima verossimilhanca baseado no gene nuclear LEAFY. Os comprimentos dos ramos

correspondem ao ndmero de substituigcdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugéo de cada terminal. As espécies

empregadas nos ensaios relativos a mensuragéo do contetido de H202 nos 6rgéos estdo destacadas em azul.
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Fig. 19. Filograma de maxima verossimilhanca baseado no gene nuclear RPB2. Os comprimentos dos ramos
correspondem ao ndmero de substituigdes nucleotidicas que ocorreu ao longo da evolugdo de cada terminal. As espécies

empregadas nos ensaios relativos a mensuragéo do contetdo de H202 nos 6rgéos estdo destacadas em azul.

5.3. Correlacdo entre o conteudo de H202 nas folhas e o

comprimento de ramos

Foi produzido um grafico que representa o conjunto de dados, apos
modelagem utilizando regresséao linear (fig. 20). Obteve-se um R2; = 0,766,

indicando que o modelo consegue explicar 76,6% dos dados.
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Fig. 20. Conteudo de H0- (eixo X) por comprimento de ramos (eixo Y) de cada analise filogenética empregada (Conc.
[todos os dados concatenados], cpDNA e nDNA) separados por cor e com retas de regresséo linear. Foram utilizados
os valores de contetdo de H20: de todos os individuos de cada espécie para o desenvolvimento das retas (sinais

representando cada espécie no grafico), considerando assim as variancias.

Pdde-se observar esse conjunto de dados de forma separada e calcular
as correlagcbes para cada tipo de medicdo do comprimento de ramos (tab. 8).
Observou-se que a filogenia cujos valores de comprimento de ramos ficam
melhores ajustados numa reta foi a baseada em dados do nDNA. O fato de a
reta baseada nos valores do cpDNA estar quase na horizontal € um indicativo de
baixa correlagdo. Os valores de correlacdo (R) das analises baseadas no
conjunto de todos os dados concatenados e no nDNA s&o maiores que 0,5 (tab.
8), indicando que existe correlacao positiva entre o contetudo de H20:2 nas folhas
das seis espécies estudadas e o comprimento de ramos nessas analises
filogenéticas.
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Tabela 8. Correlagdo para o comprimento de ramos de cada analise filogenética e o
contetdo de H20; nas folhas.

Andlises filogenéticas R-quadrado R ou Correlacao
Dados concatenados 0,28 0,53
CpDNA 0,12 0,35
NDNA 0,71 0,84

Existem poucos trabalhos que fazem correlacdes entre o0 comprimento de
ramos em uma filogenia e outras variaveis. Balandraud et al. (2005) encontraram
correlacéo entre o comprimento de ramos na filogenia de uma familia génica e o
nivel de expresséo de cada locus. Omland (1997) encontrou correlacéo entre a
taxa de transformacdes morfoldgicas e a taxa de evolugdo molecular no DNA em
sete dos oito grupos que estudou, porém essa correlacdo é questionada por
Bromham et al. (2002). Analisando dados de 81 genes de 64 genomas plastidiais
de angiospermas, Jansen et al. (2007) encontraram correlacdo entre o
comprimento de ramos e o numero de delecbes de genes e introns, modificacbes
no posicionamento de genes e ocorréncia de indels. Yu et al. (2019) encontraram
correlacdo positiva entre maiores taxas de evolugcdo molecular e rearranjos
gendmicos no cpDNA de um grupo de algas, porém nédo foi encontrada essa

correlagdo com o tamanho desses plastomas.

E conhecida a relacdo entre a ocorréncia de maiores taxas de
substituicdes nucleotidica e a diminuicdo de genomas (DRAKE, 1991; DRAKE
et al., 1998; DUFRESNE et al., 2005; LYNCH et al., 2006), existindo inclusive a
discusséo acerca das altas taxas de substituicdo encontradas em linhagens de
Lentibulariaceae e a contracdo genémica que ocorreu no grupo, com a hipotese
de modulacao por ERO (ALBERT et al., 2010; IBARRA-LACLETTE et al., 2011a;
IBARRA-LACLETTE et al.,, 2011b; VELEBA et al.,, 2014). Nossos resultados
mostram correlacdo positiva entre o comprimento de ramos e o contetudo de
H202 nas folhas de seis espécies de Lentibulariaceae (tab. 8), porém foram
encontradas evidéncias de que a origem dessas ERO é mais relacionada a
fotossintese do que a alta demanda energética dos utriculos em Utricularia, que
possuem altas taxas respiratorias (ADAMEC, 2006; ALBERT et al., 2010). Nesse

sentido, considera-se valida a hipétese de modulacdo das transformacgdes
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gendmicas em linhagens de Lentibulariaceae por ERO, porém a origem desses
compostos nos o6rgdos das espécies € majoritariamente relacionada a

fotossintese, e ndo a carnivoria.

5.4. Origem do H202 nos 6rgéos de Utricularia foliosa

Os resultados que compararam o conteudo de H202 nos diferentes 6rgaos
de Utricularia (tab. 3) e de Genlisea (tab. 4) sugerem uma maior importancia da
fotossintese no acumulo dessa substancia. Observou-se um maior acumulo
dessa ERO nos estoldes e nos utriculos de U. foliosa, uma espécie aquética,
quando em relacdo aos mesmos 6rgaos de U. reniformis, que é terrestre. Por se
tratar de uma espécie aquatica livre, que vive proxima a superficie de rios e
lagos, U. foliosa possui esses oOrgaos clorofilados, contribuindo com a
fotossintese, a despeito dos mesmos o6rgdos em U. reniformis, que sao
subterraneos e apigmentados. Portanto, o maior acumulo de H202 nos estoldes
e utriculos de U. foliosa € mais um indicativo de que a fotossintese esta
relacionada a producdo de parte consideravel dessa ERO. Para que fosse
testada essa hipétese, foi realizado um ensaio utilizando U. foliosa como modelo.
Um n de 15 individuos dessa espécie aquatica foi mantido em bandejas com
agua, e submetido a uma exposicao de 12 horas a luz branca (fig. 4), tendo trés
tipos de 6rgdos amostrados em seguida (fig. 5). Imediatamente ap6s esse
procedimento, os mesmos individuos foram expostos ao escuro absoluto por 12
horas, ocorrendo amostragem dos mesmos 6rgédos em seguida. O contetudo de
H202 nos érgao foi mensurado, nos dois tratamentos, e as andlises estatisticas
nao encontraram diferenca significativa entre os valores das plantas quando
submetidas a luz e quando submetidas ao escuro (teste F ndo significativo; nivel
de significancia a = 0,05%; tabs. 9, 10 e 11). O coeficiente de variacdo da anélise
foi de 17%.
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Tab. 9. Acimulo de H;0; nas folhas fotossintetizantes de Utricularia foliosa sob dois
tratamentos. Médias seguidas de mesmas letras nao diferiram entre si, com nivel de

significancia a = 0,05. Médias comparadas por teste de Tukey. n = 15 por tratamento

Tratamentos Médias Grupos
Folhas — 12 h de luz 5,22 a
Folhas — 12 h de escuro 5,17 a

Tab. 10. Acimulo de H»O- nos utriculos de Utricularia foliosa sob dois tratamentos. Médias
seguidas de mesmas letras ndo diferiram entre si, com nivel de significancia a = 0,05. Médias

comparadas por teste de Tukey. n = 15 por tratamento

Tratamentos Médias Grupos
Utriculos — 12 h de luz 4,56 a
Utriculos — 12 h de escuro 424 a

Tab. 11. Acumulo de H2O; nos estoldes de Utricularia foliosa sob dois tratamentos. Médias
seguidas de mesmas letras ndo diferiram entre si, com nivel de significancia a = 0,05. Médias

comparadas por teste de Tukey. n = 15 por tratamento

Tratamentos Médias Grupos
Estoldes — 12 h de luz 3,83 a
Estoloes — 12 h de escuro 3,78 a

As reacdes redox que ocorrem nos cloroplastos durante a fotossintese séo
uma fonte conhecida e bastante estudada de ERO, existindo um sistema
complexo para manter 0s niveis dessas substancias em patamares
homeostaticos, através de enzimas e moléculas antioxidantes (KHOROBRYKH
et al., 2020). Esse equilibrio é importante inclusive para manter altas taxas
fotossintéticas. Varios estudos que observaram a producdo fotossintética de
ERO concentraram-se principalmente na discussao acerca dos efeitos deletérios
dessas moléculas, como sua toxicidade e sua capacidade de ocasionar danos
celulares, e devido a essa o6tica € comum o uso dos termos “estresse oxidativo”
ou “dano oxidativo”. Os estudos mais atuais tendem a interpretar a producao

fotossintética de ERO como um mecanismo de sinalizacdo essencial, pois essas
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moléculas possuem um importante papel regulatorio durante os processos de
captacdo e utilizacdo da energia em plantas (FOYER; SHIGEOKA, 2011). A
funcéo sinalizadora das ERO vem sendo discutida em diversos organismos
(MITTLER et al., 2011).

As reacgfes que captam a energia solar nos seres autotrofos durante a
fotossintese séo responsaveis pela manutencéo de toda cadeia de transferéncia
energética que sustenta a vida na Terra. A energia luminosa promove a
excitacao das clorofilas nos fotossistemas | e Il, levando-as a um nivel de energia
que resulta na transferéncia de elétrons destas para as enzimas da cadeia
transportadora de elétrons da fotossintese (CTEF). Os elétrons perdidos pelas
clorofilas do fotossistema Il séo repostos pelos oriundos da fotdlise da agua, que
além de elétrons produz Oz e protons (H*), utilizados para a producdo do
gradiente eletroquimico necessério a producao de ATP. Isso ocorre por meio da
transferéncia desses protons dos tilacéides, onde a hidrdlise ocorre, para o
estroma, através da ATP sintase. Ja os elétrons perdidos pelas clorofilas do
fotossistema | séo repostos por aqueles oriundos do fotossistema Il pela CTEF,
e sua energia é utilizada para a producédo de NADPH. Nesse processo a energia
luminosa é transportada por uma série de reacdes redox a fim de que se produza
energia quimica, armazenada nas moléculas de ATP e NADPH (ALLEN, 2002).
Tanto o ATP quanto o NADPH que séo produzidos durante a fase dependente
da luz na fotossintese, sdo utilizados durante o ciclo de Calvin para que o
carbono oriundo do CO: seja fixado, produzindo agucares (GEIGER,;
SERVAITES, 1994). Existem mecanismos celulares que regulam a CTEF, para
gue se minimize a producéo de ERO resultantes desta, principalmente o oxigénio
singleto (102) durante o fotossistema Il e o radical superéxido (O2°) e H202
durante o fotossistema | (FOYER; SHIGEOKA, 2011). Além disso, quando estes
sdo produzidos, existem 0s mecanismos antioxidantes enzimaticos e néao
enzimaticos de controle dos niveis desses compostos nas células (JALEEL et
al., 2009; KHOROBRYKH et al., 2020). No caso do H202, as plantas evoluiram
diversos mecanismos para ter um controle bastante eficiente dos niveis dessa
substancia, sendo muito mais tolerantes a esta do que os animais. Existem
diversas origens desse composto nas células vegetais, com forte influéncia
ambiental em cada uma dessas fontes (FOYER; NOCTOR, 2003). Devido a
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complexidade desse sistema, € extremamente dificil inferir a origem do H202 em

orgaos vegetais.

Apesar de os ensaios com Utricularia foliosa ndo demonstrarem diferenga
estatistica no conteudo de H202 nos 6rgaos entre um grupo de individuos
induzidos a fotossintese e depois submetidos ao escuro absoluto (tabs. 9, 10 e
11), os resultados comparando o contetudo de H20:2 entre 6rgaos em Genlisea e
Utricularia apontam para uma maior importancia da fotossintese (tabs. 3 e 4).
Uma possivel explicacdo para a falta de significancia estatistica pode ser a
incapacidade dos sistemas antioxidantes reduzirem os niveis de H202 nos

orgdos sob as condi¢fes do ensaio.

5.5. Influéncia do habito no acimulo de H202 nas folhas

Os resultados relativos ao acumulo de H202 em trés tipos de oOrgaos
(folhas fotossintetizantes, estolGes e utriculos) de duas espécies de Utricularia
(U. foliosa e U. reniformis — tab. 3) demonstraram que este foi maior nas folhas
fotossintetizantes de ambas as espécies. U. reniformis, que € uma espécie
terrestre, possui um acumulo maior dessa substancia nas folhas
fotossintetizantes quando em relacao a U. foliosa, que é aquatica, e isso pode
ter relacdo com o habito. Macroéfitas e algas podem perder o H202, substancia
potencialmente toxica, por difusdo no ambiente aquatico (COLLEN; PEDERSEN,
1996). Por conta disso, realizou-se um ensaio utilizando uma espécie de planta
“anfibia”, ou seja, que pode ser cultivada tanto em submerséo, como se fosse
uma planta aquatica, quanto sobre um substrato umido. U. graminifolia € um

modelo ideal para esse caso, e foi cultivada sob as duas condiges (fig. 6).

Os resultados claramente indicam que, quando cultivada sob um substrato
Uumido, U. graminifolia acumula mais H202 nas folhas do que quando os
individuos séo cultivados submersos (teste F significativo; nivel de significancia
a = 0,05%; tab. 12), corroborando a hipotese de que o ambiente aquatico ajuda
as plantas a perderem essa ERO por difusdo. O coeficiente de variacéo foi de
88%.
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Tab. 12. Acumulo de H20- nas folhas de Utricularia graminifolia sob dois tipos de cultivo.
Médias seguidas de mesmas letras ndo diferiram entre si, com nivel de significancia a = 0,05.
Médias comparadas por teste de Tukey. n = 5 por tratamento

Tratamentos Médias Grupos

Cultivo como planta terrestre 329,7787 a
(sobre substrato umido)

Cultivo como planta aquética 69,6462 b

(em submerséo)

O H202 é uma substancia mutagénica (STAVREVA; GICHNER et al.,
2002), portanto seu acumulo nos 6rgaos pode ser um fator de inducédo a
variabilidade genética, tornando-se assim benéfico no sentido de aumentar a
capacidade adaptativa de uma populacdo, como ocorre em microrganismos
(CAP et al., 2012). A possivel superproducdo de ERO vem sendo associada as
altas taxas mutacionais que ocorrem nos genomas de espécies do clado
Genlisea-Utricularia (ALBERT et al., 2010), e esse acumulo de mutacdes no DNA
pode estar associado a contracdo genémica que ocorreu em espécies do grupo
(FLEISCHMANN et al., 2014; GREILHUBER et al., 2006; IBARRA-LACLETTE et
al., 2011b; IBARRA-LACLETTE et al., 2013; LEUSHKIN et al., 2013; SILVA et
al. 2020; VELEBA et al., 2014) e a diversificacdo de linhagens e irradiacédo
adaptativa ocorrida neste (JOBSON; ALBERT, 2002). Nesse sentido, o fato de
gue o ambiente terrestre leva a um maior acumulo de ERO nos 6rgaos de plantas
nos leva a supor que linhagens terrestres de um mesmo clado tendem a possuir
maior variabilidade genética do que linhagens relacionadas que se tornaram
aguaticas, inclusive sofrendo mais cladogéneses, porém essa hipotese deve ser

testada por estudos subsequentes.
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6. CONCLUSOES

Existe correlacdo positiva entre o acumulo de H202 nas folhas de espécies
de Lentibulariaceae e o comprimento de ramos na filogenia do grupo, que esta
associado a taxa de substituicdo nucleotidica. Essa associacdo provavelmente
se relaciona ao efeito mutagénico dessa ERO, portanto a hipétese de que as
ERO estariam fazendo com que essas espécies possuam altas taxas de
substituicdo nucleotidica e sofram contragdo gendmica é fortalecida. Contudo,
nao existe associacdo entre a producdo de ERO e a alta demanda energética
ocasionada pela carnivoria. As folhas fotossintetizantes sdo os 6rgaos que mais

acumulam H202 em Genlisea e em Utricularia, e ndo as armadilhas.

O ambiente aquatico diminui o acimulo de H202 nos 6rgaos de plantas,
provavelmente devido a difusdo. Esse resultado € enfatizado pelo maior acamulo
dessa ERO nas folhas de uma espécie terrestre de Utricularia quando
comparada a uma espécie aquatica. Devido ao efeito mutagénico das ERO,
supde-se que linhagens de plantas terrestres tendem possuir maior variabilidade
genética do que grupos filogeneticamente relacionados que se tornaram
aquaticos. Portanto, o habito pode ter grande importancia na adaptabilidade e
diversificacao de plantas.
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