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SISTEMATICA, EVOLUCAO E BIOLOGIA REPRODUTIVA DE Utricularia

COM ENFASE PARA Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard
(LENTIBULARIACEAE)

RESUMO - Utricularia L. € um género cosmopolita, ausente apenas nos desertos e
regides polares, rico em espécies e altamente polimérfico em hébitos, morfologia
polinica, seminal e das armadilhas. Muitas espécies do género possuem genomas
miniaturizados, resultado de uma drastica reducdo de regibes nao-codificadoras,
dentre outras caracteristicas moleculares peculiares. Utricularia amethystina é
descrita como uma das mais polimérficas espécies do género, possui um histérico
taxonémico complexo (mais de 30 sinonimias) e distribuicAo ampla entre as
Américas. Seu polimorfismo se reflete no tamanho da planta, tamanho e forma da
corola, e também na pigmentacéo floral — U. amethystina pode apresentar flores
purpuras (em diferentes tonalidades), amarelas e brancas — dentre outras
caracteristicas. O polimorfismo da pigmentacao floral pode afetar a interacdo com o
polinizador e o fluxo génico entre os morfotipos, sendo por este motivo alvo de
nosso interesse. Exploramos se o polimorfismo em caracteres seminais estaria
relacionado aos morfotipos florais e buscamos caracteristicas Uteis para a taxonomia
U. amethystina e espécies préoximas. Também descrevemos as estratégias
reprodutivas de Utricularia, com énfase nos polinizadores e estratégia de polinizacédo
de U. amethystina. Além disso, investigamos o fluxo génico entre os morfotipos
florais utilizando diferentes regides do DNA cloroplastidial previamente reportados
como “barcodes”. E exploramos a evolucdo das transices de cor de flores na
familia Lentibulariaceae e dos genes relacionados a via de sintese das antocianinas,
a principal classe de pigmentos presentes em flores e frutos. ldentificamos
caracteres seminais Uteis para a taxonomia de Utricularia e observamos alto
polimorfismo intraespecifico em U. amethystina. Utricularia amethystina, é na
verdade um complexo de espécies, dentre as quais € possivel encontrar fluxo génico
entre morfotipos branco e purpura de apenas duas populacbes proximas. A
caracterizagdo dos morfotipos através da cor mostrou-se artificial e nossos
resultados sugerem distintas linhagens sob Utricularia amethystina, separadas umas
das outras com altos valores de probabilidade posterior e indicios de selecao
positiva no gene matK. A evolucdo da pigmentagdo, contudo, sugere que o estado
plesiomérfico para as flores de Lentibulariaceae € o purpura, e as transi¢cdes de cor
partem sempre de uma condicdo pigmentada (amarelo ou puarpura) para a
despigmentada (branco). Este padrdo sugere delecédo ou subregulacdo dos genes
“core” da via dos flavonoides. Dentre estes genes apenas aquele responséavel pela
enzima dihidroflavonol 4-redutase mostrou-se, ao contrario dos demais, sob forte
pressdo negativa. Esta enzima atua no metabolismo secundario para producdo de
catequinas, taninos e metabdlitos de defesa a radiacdo UV, patdgenos e herbivoros.
A forte pressdo a que 0 gene estd submetido, sugere a importancia destes
metabolitos para a adaptabilidade da planta aos ambientes extremos que ocupa.

Palavras-chave: Polimorfismo floral, pigmentacdo floral, polinizacdo, sementes,
genética de populagfes, antocianinas.



SYSTEMATIC, EVOLUTION AND REPRODUCTIVE BIOLOGY OF Utricularia
WITH FOCUS ON Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard
(LENTIBULARIACEAE)

ABSTRACT - Utricularia L. is a cosmopolitan genus from Lentibulariaceae and the
richest genus in species among the carnivorous plants. Its species are highly
polymorphic in many traits such as habit, pollen, seed and trap morphology. Many
species has a compact genome resulted from the deletion of non-coding regions, and
other peculiar molecular features. Utricularia amethystina is described as one of the
most polymorphic species in the genus, it has a complex taxonomic history and is
found across the American continents. Its polymorphism is reflected on plant height,
corolla’s size and shape, and floral pigmentation — U. amethystina might show many
shades of purple, yellow and white flowers. However, the most remarkable trait is the
polymorphism on pigmentation of flowers, because it might undermine the pollinator
attraction, and by this way interrupt the gene flow among its morphotypes. With this
in mind, we have surveyed the seed traits, looking for characters useful for taxonomic
purposes for U. amethystina and related species. The reproductive strategies found
on the genus are also described, focusing on U. amethystina and describing its
pollinator. We also have investigated the gene flow among the U. amethystina
morphotypes based on barcodes regions from cpDNA. Besides this, were evaluated
the evolution of genes related with the transitions on pigmentation of flowers of the
Lentibulariaceae. We identified useful seed characters for the genus' taxonomy. U.
amethystina is a complex with distinct lineages related one each other with high
support from molecular survey with cpDNA, from which only two populations from
different floral phenotypes (purple and white) were clustered in all analyses. Some
lineages also showed evidences for positive selection on matK gene. The
pigmentation evolution showed the expected pattern with purple flowers as the
ancestral state from which the transitions occurred. We also observed that the
transitions are more frequent from pigmented flowers to non-pigmented. Such pattern
might suggest deletion or downregulation from some of the core genes from
flavonoid biosynthetic pathway. Among the studied genes, that encoding the
dihydroflavonol 4-reductase enzyme showed strong negative selection, different from
the others. Such enzyme is related with the production of tannin, catequin and other
secondary metabolites that play an important role on defense against UV radiation,
pathogens and herbivores. The strong pressure observed on this gene suggest its
importance for plant fitness in extreme environmental conditions, such high UV
radiation, poor and moist soils, where the carnivorous plants are frequently found.

Keywords: Floral polymorphism, flower pigmentation, pollination, seeds, population
genetics, anthocyanin.



CAPITULO 1 - Considerag6es gerais

Introducéo

Pinguicula, Utricularia e Genlisea constituem a familia Lentibulariaceae
(Lamiales sensu APG III; APG-III, 2009; CHASE; REVEAL, 2009) e juntos somam
mais de 380 espécies de angiospermas carnivoras. Utricularia € o género mais
derivado (JOBSON; ALBERT, 2002; MULLER et al., 2004, 2006), cosmopolita e
compreende aproximadamente 250 espécies (FLEISCHMANN, 2012), e mais de
35% das angiospermas carnivoras (GUISANDE et al., 2007). No Brasil ocorrem 65
espécies de Utricularia, dentre as quais 16 sdo endémicas (MIRANDA et al., 2014).

Utricularia amethystina € a espécie-tipo da secdo Foliosa que agrupa trés
espécies atualmente aceitas (Utricularia amethystina Salzm. ex A. St.-Hil. & Girard,
U. tricolor A. St-Hil. e U. tridentata Sylven). No entanto, devido a ampla variacéo
morfoldgica presente na sec¢do, o numero de espécies pode variar entre duas a mais
de seis espécies, de acordo com o sistema de classificacdo adotado (TAYLOR,
1989a). Taylor (1989) definiu a secdo Foliosa como um grupo natural, restrito as
zonas quentes da regido Neotropical, e com formas Unicas dos utriculos e
deiscéncia das capsulas entre as demais Utricularia. Contudo, Muller & Borsh (2005)
sugeriram que a se¢do Foliosa ndo € monofilética e que as sec¢des Foliosa e
Psyllosperma sejam grupos-irmaos. Esta hipétese é suportada pelas caracteristicas
polinicas compartilhadas entre ambas as secdes (TAYLOR, 1989).

Utricularia amethystina é uma erva terrestre, com folhas pecioladas dispostas
em roseta na base da inflorescéncia racemosa com 6-30 cm de comprimento. A
corola é frequentemente violeta ou lilds, no entanto ocorrem também corolas
amarelas ou brancas (TAYLOR, 1989). Como as demais espécies da secdo Foliosa,
Utricularia amethystina distribui-se amplamente pela regido Neotropical, com registro
em 18 paises dos continentes americanos, desde os Estados Unidos (Flérida) ao
Brasil (Sdo Paulo; TAYLOR, 1989) e em diferentes altitudes (desde os tepuis
venezuelanos a costa da Guiana Francesa). No Brasil U. amethystina distribui-se em

praticamente todas as regides, exceto a Sul (MIRANDA et al., 2014).



A variacdo morfolégica ampla de Utricularia amethystina, principalmente nos
caracteres reprodutivos, tem sido motivo de recorrentes rearranjos para este téaxon.
Taylor (1989) sinonimizou 31 tdxons sob o binémio Utricularia amethystina porque
foi incapaz de encontrar descontinuidades para suportar os taxons anteriormente
descritos, apesar do alto polimorfismo observado. A classificagcdo proposta por
Taylor (1989) baseou-se largamente em caracteres vegetativos como a morfologia
das armadilhas. Mas também incluiu caracteres polinicos (HUYNH, 1968; SOHMA,
1975; THANIKAIMONI, 1966), além de forma e densidade de glandulas sobre o
calice, comprimento do pedicelo floral, tamanho das flores e o padréo de divisdo em
lobos do labio inferior da corola.

A cor das flores facilita a identificacdo de pelo menos trés morfotipos de
Utricularia amethystina (Figura 1), mas pode estar associada a outras caracteristicas
como o tamanho das flores e o tamanho do labio inferior da corola em relacdo ao
comprimento do célcar. O polimorfismo intraespecifico de cor das flores ocorre em
outras espécies de Utricularia (e.g. U. blanchetii A.DC., U. hispida Lam. e U.
parthenopipes P.Taylor), além de estar distribuido entre as angiospermas de modo
geral, como em Brassicaceae (MAJETIC et al., 2007), Convolvulaceae (WEBSTER
et al., 2000), Orchidaceae (GIGORD; MACNAIR; SMITHSON, 2001), Plantaginaceae
(LANKINEN, 2009), entre outras.

Figura 1. Trés fenotipos florais (purpuro, branco e amarelo, respectivamente) de
Utricularia amethystina para exemplificar o polimorfismo intraespecifico
em Lentibulariaceae. Créditos das imagens A e B: equipe LSVP; C:
cedida por Marcos Ferramosca (2009).

Variacdes da coloracgéo floral permitem uma primeira percepcdo da variacao
genética em uma populacdo (WARREN; MACKENZIE, 2001). Apesar disso, esta



variacdo depende da interacdo genética e ambiental, respondendo tanto as
condi¢des climaticas (luz, radiagdo, umidade) quanto as condi¢des celulares (pH,
localizag&o intracelular, associagdo com proteinas ou copigmentos). Além disso, a
atratividade dos polinizadores por morfotipos florais especificos tem sido invocada
para explicar a transicdo de cores das flores, levando-se a reconhecer “sindromes
de polinizagdo” que incluem, além da cor, outros tragos florais (FENSTER et al.,
2004; HOBALLAH et al.,, 2007; HOPKINS; RAUSHER, 2012; STUURMAN et al.,
2006). Nao ha evidéncias definitivas para assumir esta hipétese (RAUSHER, 2008),
contudo a assumindo, uma mudanca na cor da flor redundaria na alteracdo do
polinizador ou menor sucesso reprodutivo do novo fenétipo.

Tanto na natureza, quanto em espécies ornamentais melhoradas, o
polimorfismo em flores € muito mais frequente entre as cores produzidas pelas
antocianinas do que em flores amarelas (WARREN; MACKENZIE, 2001). As causas
deste polimorfismo de antocianinas e sua manutencdo na natureza podem estar
relacionadas a vantagens adaptativas dos diferentes fendtipos (FINEBLUM;
RAUSHER, 1997; HARBORNE, 1977; LOWRY et al., 2012), ou ao tamanho da via
de sintese, que por ser muito longa dispde de muitos sitios de regulacdo que alteram
o fenétipo expresso (RICHARDS, 1986). Contudo a expressao do fenétipo amarelo
também pode estar associada ao bloqueio da via de antocianinas, com consequente
redirecionamento do substrato para a producdo de chalconas e auronas, ou
flavonoides incolores, como quercetina, rutina e kaempferol, que em condic6es
especiais podem conferir a cor amarela ao tecido (MARKHAM; GOULD; RYAN,
2001; ONO et al., 20086).

As antocianinas séo glicosideos flavonoides produzidos ao final de uma longa
via de sintese (Figura 2) de compostos secundarios relacionados a defesa da planta
contra radiacéo UV, herbivoros, patdgenos, além de influenciar no fluxo de auxinas e
também na fertilidade masculina (ANDERSEN; JORDHEIM, 2010; HARBORNE,
1977; RAUSHER, 2006). As antocianinas podem ser derivadas de trés classes
principais de moléculas precursoras (antocianidinas): pelargonidinas, cianidinas ou
delfinidinas (Figura 2). De modo geral, as antocianidinas diferem umas das outras
quanto ao grau de hidroxilagdo. A antocianina produzida ird diferir quanto a cor de
acordo com o deslocamento da absorcdo de luz devido aos substituintes ligados a



molécula: grupos hidroxila absorvem comprimentos de ondas maiores conferindo a
cor azul; grupos metila tém o comportamento oposto, conferindo a cor vermelha
(ANDERSEN; JORDHEIM, 2010).
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Figura 2. Representacdo das enzimas e genes da via dos flavonoides que participam
da producéo de pigmentos florais. Fonte: Adaptado de Rausher (2008).

As pelargonidinas, cianidinas e delfinidinas sédo responsaveis pelos fenétipos
laranja a vermelho, ciano, e purpura a azul escuro, respectivamente. Embora outras
tonalidades sejam obtidas pela quantidade de pigmento produzido a partir de cada
antocianidina (Figura 2), sua interacdo com moléculas de copigmentos, localizacao
na célula, pH celular e quantidade acumulada nos tecidos.

A evolucdo da transicdo de cor das flores ainda ndo estiq totalmente
compreendida, porém, segundo Rausher (2008), dois mecanismos sao
frequentemente sugeridos: a transicdo ocorre devido a mutacdes envolvendo perda
de funcdo de algum dos genes estruturais — por exemplo, pela insercdo de
transposons deslocando ou inativando o frame de leitura — ou mutacdes em genes
codificadores de fatores de transcricdo. NoO primeiro caso a transicao é irreversivel,
uma vez que 0s genes estruturais estao distribuidos em poucas copias no genoma e
sdo expressos em muitos tecidos, portanto ha efeitos negativos devido a pleiotropia.

No segundo caso, nao ha efeitos pleiotrépicos negativos, porque a copia que sofreu



mutacdo tem acédo tecido-especifica (RAUSHER, 2006, 2008; SMITH; RAUSHER,
2011).

Mudancas nos fatores de transcricdo ndo fixam o fendtipo no processo
evolutivo, portanto podem ocorrer reversdes a cor ancestral. O mesmo ndo acontece
guando ocorrem alteracfes nos genes core da via, que sado rapidamente fixados
(COBERLY; RAUSHER, 2008; STREISFELD; RAUSHER, 2009). Rausher (2008)
observou que as transi¢des de cor das flores sdo assimétricas em muitas familias, o
gue significa que as linhagens com flores despigmentadas (ou brancas) se originam
sempre a partir de ancestrais pigmentados e, uma vez perdido o pigmento, sdo raras
as reversoes para a condicdo plesiomorfica pigmentada.

O polimorfismo floral intraespecifico tem intrigado muitos pesquisadores
desde Darwin (1899). No entanto, restam muitas duvidas sobre os mecanismos
evolutivos que mantém na natureza fenotipos polimérficos em uma mesma espécie.
Em alguns casos, fenotipos divergentes diferem na capacidade de atracdo de uma
ou mais classes de polinizadores (artropodes, passeriformes, etc) (MAJETIC et al.,
2007; WARREN; MACKENZIE, 2001), ou apresentam maior sobrevivéncia de
plantulas e resisténcia a condicdes ambientais estressantes (excesso ou falta de
umidade; LANKINEN, 2009; RAUSHER, 2008).

De modo geral, plantas carnivoras e espécies de Lentibulariaceae crescem
em ambientes com alta umidade e radiacdo UV (ELLISON; GOTELLI, 2001), e
sujeitos a variagdes sazonais (HOBBHANN; KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006).
Utricularia apresenta um amplo espectro de ambientes colonizados por suas
espécies (TAYLOR, 1989), em alguns casos a mesma espécie pode ocorrer em
mais de um ambiente (GUISANDE et al.,, 2007). Além disso, em campo nao se
observa predacdo nas plantas, apesar de se tratar de plantas herbaceas de tecido
geralmente fragil. Portanto, € possivel supor que a producdo de flavonois,
flavanonas e taninos — substancias de defesa contra patégenos, herbivoros e
radiacdo UV, produzidas pela via dos flavonoides — sejam tdo importantes quanto o
desenvolvimento da “sindrome da carnivoria” (ELLISON et al., 2003) para o

estabelecimento nestes ambientes.



Portanto, seria plausivel supor alteracdes na via dos flavonoides possa estar

relacionado ao polimorfismo floral e a manutengcdo das diferentes formas

intraespecificas em Utricularia.

Objetivos

Avaliar o polimorfismo intraespecifico no género Utricularia, sob diferentes aspectos,

tendo U. amethystina como modelo. Assim os objetivos especificos foram:

Avaliar morfologia das sementes a procura de caracteres Uteis a

taxonomia do género, e especialmente, a Utricularia amethystina;

Descrever polinizadores e estratégia reprodutiva de Utricularia

amethystina;

Testar se ha fluxo génico entre os diferentes morfotipos de Utricularia

amethystina;

Avaliar se os caracteres morfoldégicos e moleculares levantados

suportam a circunscri¢cao de Utricularia amethystina;

Estudar a transicdo da pigmentacdo floral em Lentibulariaceae e
evolucéo de genes da via dos flavonoides relacionados a expressao de

antocianinas.

Revisao da literatura

Apesar de plantas como Dionaea muscipula, Drosera, Utricularia e outras

serem conhecidas desde antes de Linnaeu, o reconhecimento da carnivoria neste e

em outros taxons tardou séculos (DARWIN, 1899). A publicacdo de Insectivorous



plants (DARWIN, 1899) despertou grande interesse por parte de botanicos e leigos
por tais plantas “bizarras”, e alimentou o imaginario popular sobre plantas
assassinas, produzindo muitas obras de fic¢ao (vide revisdo de CHASE et al., 2009).
Duas hipdteses divergentes inicialmente tentavam explicar o surgimento da
carnivoria: (1) teria surgido uma Unica vez e seria uma caracteristica plesiomorfica
dentre as angiospermas (CRONQUIST, 1981); e em oposic¢do a esta, (2) a carnivoria
teria surgido mais de uma vez na histéria filogenética das angiospermas (DARWIN,
1899). Posteriormente, uma filogenia ampla entre linhagens de plantas carnivoras
(ALBERT et al., 1992) corroborou a hipotese de multiplas origens da carnivoria,
suportada também por estudos recentes (MULLER et al., 2004, 2006; RENNER;
SPECHT, 2011). Atualmente sdo reconhecidos, no minimo, 6 eventos
independentes de surgimento da carnivoria distribuidos em quatro das maiores
linhagens de angiospermas — monocotiledéneas, eudicotiledbneas “core”, rosideas
e asterideas (CHASE et al., 2009; ELLISON; GOTELLI, 2009).

As armadilhas dentre as diferentes linhagens de plantas carnivoras podem
ser artificialmente divididas entre “ativas” e “passivas” (Figura 3). Pertencem ao
primeiro grupo as armadilhas “fly-trap” encontradas em Dionaea muscipula J.Ellis ex
L. e Aldrovanda vesiculosa L. (Caryophyllales: Droseraceae), além dos utriculos
tipicos de Utricularia (Lamiales: Lentibulariaceae). As armadilhas passivas sdo as
mais comuns dentre as linhagens de plantas carnivoras (CHASE et al.,, 2009),
caracterizam-se por armadilhas do tipo “pitfall” em que as folhas formam tanques ou
estruturas semelhantes a jarros, “eel-trap” com folhas modificadas em tubos ou
adesivas caracterizadas por folhas cobertas por tricomas glandulares. De modo
geral, secretam um fluido responsavel por aderir (nas armadilhas adesivas) e digerir
as presas de modo constitutivo, contudo a producdo de secrecdes tende a aumentar
na presenca de presas (KROL et al., 2012).

Armadilhas em forma de tanque sao tipicas de Bromeliaceae (Poales); as
armadilhas em forma de jarros (“pitfall’) sdo caracteristicas de Sarraceniaceae
(Ericales), Cephalotaceae (Oxalidales) e Nepenthaceae (Caryophyllales); “eel-trap”
sao exclusivas de Genlisea (Lamiales: Lentibulariaceae). As armadilhas adesivas,
entretanto, sdo mais comuns e podem ser encontradas em: Drosera (Droseraceae),

Drosophyllaceae e Dioncophyllaceae (Caryophyllales); Roridulaceae (Ericales);



Byblidaceae (Lamiales), Pinguicula (Lamiales: Lentibulariaceae) e Phylcoxia
(Lamiales: Plantaginaceae) (ELLISON; GOTELLI, 2009; KROL et al., 2012). A
distingdo entre plantas carnivoras e nao-carnivoras, assim como entre armadilhas
passivas e ativas, ndo € sempre Obvia porque existem muitas condi¢cdes
intermediarias, especialmente para armadilhas adesivas (CHASE et al., 2009).

A definicdo de plantas carnivoras tampouco € livre de divergéncias, porém o0s
requisitos mais aceitos séo: ter a capacidade de atrair, capturar, digerir e absorver
nutrientes obtidos da presa (CHASE et al., 2009; JUNNIPER et al., 1989). Modelos
de custo-beneficio da carnivoria tém sido propostos no sentido de explicar sua
associacdo a ambientes com alta radiacdo UV e pobres em nutrientes (GIVNISH et
al.,, 1984; LAAKKONEN; JOBSON; ALBERT, 2006). Givnish et al. (1984)
propuseram um modelo em que 0os macronutrientes obtidos pela digestao de presas
conferem beneficios energéticos as plantas carnivoras, por trés vias: (1) aumento da
fotossintese devido ao aumento de folhas fotossintetizantes, em resposta ao
incremento nutricional obtido pela carnivoria; (2) a quantidade de presas e a
producdo de sementes, e/ou o0 conteudo nutritivo das sementes, seriam
positivamente correlacionados; (3) producao de acucares a partir do carbono obtido
da digestdo das presas, compensaria as perdas decorrentes da diminuicdo da
fotossintese (ELLISON; GOTELLI, 2009; KROL et al., 2012).



Figura 3. Armadilhas “passivas” e “ativas” encontradas em plantas carnivoras. A.
“Fly-trap” tipica de Dionaea muscipula (Droseraceae); B e E: Armadilhas
adesivas em Drosera spp. (Droseraceae); C: “Eel-trap” em Genlisea
(Lentibulariaceae); D: “Pitfall” em Nepenthes sp. (Nepenthaceae); F:
Utriculos de Utricularia foliosa (Lentibulariaceae). Fotos A, D e E obtidas no
WikiCommons; B, C e F do acervo pessoal de Vitor F. O. de Miranda.
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No entanto, ao avaliar simultaneamente o0 custo para construcdo das
armadilhas e a taxa fotossintética das armadilhas foi observado um baixo custo
energético associado a baixa taxa fotossintética das armadilhas (ADAMEC, 2010;
KARAGATZIDES; ELLISON, 2009; PAVLOVIC et al., 2014). Neste contexto, o
modelo proposto com base em Lentibulariaceae (JOBSON et al., 2004;
LAAKKONEN; JOBSON; ALBERT, 2006) explicaria melhor o custo-beneficio da
carnivoria nesta linhagem. O modelo propfe que uma alteragdo enziméatica na via
respiratoria seja potencialmente capaz de aumentar a eficiéncia da producdo de

ATP, ainda que a taxa fotossintética ndo seja alterada.

Evolucéo da carnivoria em Lentibulariaceae (Lamiales)

A carnivoria em Lamiales (sensu APG lll, 2009) evoluiu independentemente
pelo menos trés vezes — em Plantaginaceae, Byblidaceae e Lentibulariaceae —
(MULLER et al., 2004; PEREIRA et al., 2012; SCHAEFERHOFF et al., 2010). A
monofilia de Lentibulariaceae é altamente suportada, mas a relacdo com as demais
familias da ordem é ainda controversa (MULLER et al., 2004; SCHAEFERHOFF et
al., 2010). Trata-se da maior familia de angiospermas carnivoras, com cerca de 380
espécies distribuidas em trés géneros: Pinguicula L. (=100 spp.; RODONDI;
BERETTA,; ANDREIS, 2010), Genlisea A.St.-Hil. (=30 spp.; FLEISCHMANN et al.,
2010) e Utricularia L. (=250 spp.; FLEISCHMANN, 2012), todos monofiléticos
(JOBSON; ALBERT, 2002).

Genlisea e Utricularia formam um clado bem suportado (JOBSON; ALBERT,
2002; JOBSON et al., 2003; MULLER; BORSCH, 2005; MULLER et al., 2004) e
compartiiham a auséncia de raizes (JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al.,
2003a; TAYLOR, 1989) e cotilédones (KONDO; SEGAWA; NEHIRA, 1978;
PLACHNO; SWIATEK, 2010). Além disso, nesta linhagem também foram
identificadas altas taxas mutacionais em muitos loci dos trés compartimentos
gendmicos (IBARRA-LACLETTE et al., 2011a; JOBSON; ALBERT, 2002; MULLER
et al., 2004; WICKE et al., 2013) e 0 menor genoma dentre as angiospermas —
Genlisea aurea A.St.-Hil. (GREILHUBER et al., 2006; VELEBA et al., 2014).
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A miniaturizacdo do genoma € uma tendéncia compartilhada entre ambos
géneros (GREILHUBER et al., 2006; IBARRA-LACLETTE et al., 2013; LEUSHKIN et
al., 2013; VELEBA et al., 2014) associada ao baixo conteudo GC e dréastica reducéo
das regibes intergénicas (GREILHUBER et al.,, 2006; IBARRA-LACLETTE et al.,
2011b; VELEBA et al., 2014), mas com reducdo de apenas 3% das regibes
codificadoras (IBARRA-LACLETTE et al., 2013).

Jobson et al. (2004) identificaram a alteragdo de um residuo de aminoé&cido
na enzima citocromo ¢ oxidase, na linhagem Genlisea+Utricularia. A COX é uma
enzima altamente conservada desde procariotos a eucariotos, que cataliza a reacao
de conversdo do oxigénio derivado da respiracdo em agua, evitando o acumulo de
espécies reativas ao oxigénio (ROS — “reactive oxygen species”) no ambiente
intracelular, que podem causar danos irreversiveis a célula e ao DNA. A alteracao
identificada na citocromo c¢ oxidase (JOBSON et al., 2004) pode estar envolvida com
o incremento na producédo energética da célula (LAAKKONEN; JOBSON; ALBERT,
2006), porém, como efeito colateral, permite o acimulo de ROS devido ao mau
funcionamento da enzima. Por este motivo tem-se especulado a relevancia desta
alteracdo para a miniaturizacdo do genoma no clado Genlisea+Utricularia (ALBERT
et al.,, 2010; IBARRA-LACLETTE et al.,, 2011b) e aumento da taxa respiratoria
(LAAKKONEN; JOBSON; ALBERT, 2006) — especialmente nas armadilhas de
Utricularia, que tém alto consumo energético (ADAMEC, 2013).

Pinguicula é o género basal, caracteriza-se por possuir folhas dispostas em
rosetas e armadilhas adesivas, além de outros caracteres plesiomérficos como
sementes com um ou dois cotilédones (DEGTJAREVA et al., 2004, 2006) e raizes,
ainda que temporarias (ADLASSNIG et al., 2005). Ao contrario do observado para o
clado Genlisea+Utricularia, Pinguicula ndo apresenta drastica redugdo do genoma

ou aceleracéo das taxas de mutacao.

Biogeografia de Lentibulariaceae

A familia € cosmopolita, ausente apenas em desertos e regides polares, mas
0os géneros diferem quanto a historia biogeografica. Pinguicula distribui-se

amplamente na Europa, América Central, Caribe e México, e de forma mais restrita
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na América do Sul e Asia (CIESLAK et al., 2005; LEGENDRE, 2000). A distribui¢&o
biogeografica é congruente com a filogenia, que sugere maior proximidade entre o
clado da Eurasia com o clado do América Central, Caribe e México, onde tem sido
proposto ser o centro de diversidade do género. Entretanto, o clado mais basal € de
origem tropical, ainda que pouco suportado (CIESLAK et al., 2005).

Genlisea esta restrito & América do Sul e a Africa, com origem neotropical,
uma vez que o clado basal de Genlisea possui exclusivamente espécies endémicas
do Brasil. O clado intermediario agrupa espécies exclusivamente africanas, e o clado
mais derivado possui espécies atualmente distribuidas na Africa ou na América do
Sul — né&o ha espécies compartilhadas entre os dois continentes (FLEISCHMANN et
al., 2010). Este padrdo poderia sugerir uma origem durante a existéncia do
Gondwana, contudo, a auséncia de fésseis confiaveis para construcao de um reldgio
molecular confidente, aliado a idade minima estimada para origem de Lamiales ser
posterior a separacdo do supercontinente, ndo corroboram esta hipotese.
Fleischmann et al. (2010) propde dois eventos de radiacdo e expansao, primeiro da
América do Sul para Africa, e um segundo da Africa de volta & América do Sul,
mediados por dispersao por longa distancia.

Utricularia € o género mais derivado, com maior diversidade de habitos e
cosmopolita, ausente apenas em desertos e regides polares (TAYLOR, 1989). As
filogenias disponiveis sdo coerentes em apontar o habito terrestre como
plesiomérfico para o género (JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al.,, 2003;
MULLER; BORSCH, 2005; MULLER et al., 2004; REUT; JOBSON, 2010). A América
do Sul concentra a maior riqueza de espécies terrestres e tem sido sugerido que
seria 0 centro de origem e diversificacdo do género (GUISANDE et al., 2007).
Entretanto, as espécies basais pertencem a sec¢do Pleiochasia e se distribuem na
Australia. A distribuicdo geogréafica das espécies de Utricularia apontam alto indice
de endemismo e baixo compartilhamento de taxons entre regides vizinhas ou nao-
vizinhas. Apenas duas espécies destacam-se por possuir distribuicdo cosmopolita:
Utricularia gibba L. e U. subulata L. (GUISANDE et al., 2007; TAYLOR, 1989a).

Considerando ainda a baixa amostragem de espécies do género nas
flogenias atualmente disponiveis (somente cerca de 40% das espécies foram
abrangidas) € desafiador apontar hipéteses para historia biogeografica do género.
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Contudo, Jobson et al. (2003) sugeriram trés eventos de vicariancia e dispersao,
sendo que o primeiro deles teria ocorrido na base da filogenia, partindo da América
do Sul para a Australia, como forma de explicar o grupo basal ser atualmente restrito
a Australia. Contudo, uma filogenia mais ampla e melhor resolvida poderia contribuir

para a compreensao do padrao de distribuicdo do género.

Reproducdao e polinizagéo de Utricularia

Apesar da sua importancia para processos de especiacdo e manutencao das
populacdes, a biologia reprodutiva de plantas carnivoras tem recebido menos
atencao que caracteristicas relacionadas a carnivoria. Especialmente em Utricularia,
com seus utriculos de morfologia e funcionamento peculiares, as caracteristicas
reprodutivas tém sido pouco estudadas (CLIVATI et al., 2014; HOBBHANN;
KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006; JEREMIE, 1989; KAUSIK; RAJU, 1955;
KHOSLA; SHIVANNA; RAM, 1998; KONDO, 1972; YAMAMOTO; KADONO, 1990).

A reproducdo vegetativa € comum em Utricularia e pode ocorrer pela
fragmentacao do estoldo. Contudo, algumas espécies aquaticas da secéo Utricularia
desenvolvem estruturas chamadas “turions” capazes de resistir a baixas
temperaturas e dessecagdo durante o inverno. Os “turions” desenvolvem-se no
apice dos estoldes e caracterizam-se por um eixo caulinar congesto com folhas
modificadas (Figura 4) e forma globdide a piriforme (TAYLOR, 1989a). A
predominancia clonal em algumas populacdes de Utricularia australis R.Br. foi
parcialmente atribuida a maior chance de sobrevivéncia dos “turions” em relacdo as
sementes, dado seu tamanho e capacidade de reserva maiores (ARAKI; KADONO,
2003). Embora sementes e “turions” acumulem amiloplastos e lipideos, a principal
fonte energética dos “turions” sao proteinas acumuladas em vacuolos de estocagem
e em inclusdes cristalinas, e sdo importantes por fornecer carbono, nitrogénio e

enxofre para o desenvolvimento da plantula apés o inverno (PLACHNO et al., 2014).
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Figura 4. “Turion” no apice do estoldo de Utricularia vulgaris L. Crédito: WikiMedia
Commons.

Utricularia possui espécies com flores casmégamas (alégamas) e
cleistbgamas (autégamas) que podem ocorrem simpatricamente (KHOSLA,;
SHIVANNA; RAM, 1998; KONDO, 1972; YAMAMOTO; KADONO, 1990). Existem
poucos registros de anormalidades na formacédo dos gametdéfitos que ocasionaram
esterilidade ou reducdo da fertilidade (ARAKI; KADONO, 2003; ARAKI, 2000;
FAROOQ; SIDDIQUI; SIDDIQUI, 1966; SIDDIQUI; FAROOQ, 1965). Dependendo da
posicdo da superficie do estigma em relacdo as anteras, pode ocorrer autogamia
também em flores casmdégamas (JEREMIE, 1989; KHOSLA; SHIVANNA; RAM,
1998; KONDO, 1972), ainda que a autopolinizacdo espontanea seja incomum nestas
flores. A autopolinizacdo poderia também ser mediada pelo polinizador, como
sugerido previamente por Hobbhahn et al. (2006).

Insetos e, menos frequentemente, beija-flores foram descritos como
polinizadores de Utricularia (FISHER et al., 2004; TAYLOR, 1989a), de modo geral
baseado apenas em observagdes eventuais (FISHER et al., 2004; JEREMIE, 1989;
TAYLOR, 1989a). As Unicas excecfes sdo trés espécies indianas de Utricularia
(Utricularia albocaerulea Dalzell, Utricularia purpurascens J.Graham e Utricularia
reticulata Sm.) (HOBBHANN; KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006) e uma espécie
endémica do Brasil (Utricularia reniformis A.St.-Hil.) (CLIVATI et al.,, 2014), que

tiveram aspectos da biologia reprodutiva investigados e a descricdo de seus
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polinizadores. A escassez de registros de polinizadores é inconsistente com suas
caracteristicas florais atrativas, como a producdo de néctar (HOBBHANN;
KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006), simetria zigomorfa, corola em forma de
garganta, com cores vibrantes, guias de néctar e dividida em dois labios, superior e
inferior, que escondem os orgaos reprodutivos (FAEGRI; PIJL, 1976)

O tipo polinico basal para Utricularia possui 3 coélporos, semelhante ao
encontrado em Pinguicula e Genlisea (FROMM-TRINTA, 1979; JOBSON et al.,
2003; RODONDI; BERETTA; ANDREIS, 2010; SILVA et al., 2014). Porém, pode-se
encontrar espécies com até 28 aberturas (THANIKAIMONI, 1966). As aberturas sé&o
caracteristicas chave para Utricularia devido a variacdo encontrada em seu numero,
forma (colpo, poro ou célporo), padrdes de sincolpismo, presenca de endocingulo,
entre outros (HUYNH, 1968).

Dentre as espécies de Utricularia atualmente aceitas, cerca de 110
distribuidas em 29 sec6es, tiveram a morfologia polinica descrita (BERETTA et al.,
2014: HUYNH, 1968; LOBREAU-CALLEN; JEREMIE, 1999; SOHMA, 1975;
THANIKAIMONI, 1966). Dentre as espécies que ocorrem no Brasil (MIRANDA et al.,
2014), cerca de 43 — % do total — tiveram a morfologia polinica descrita, mas
somente 28 delas foram estudadas a partir de amostras do Brasil para pelo menos
uma de suas sinonimias. Avaliagdes regionais dos caracteres polinicos poderiam
beneficiar a compreensdo sobre a taxonomia e evolucdo de espécies com ampla
distribuicdo geogréfica e histérico taxonémico complexo. Além de permitir investigar
se o0 habito (terrestre, aquatico, epifitico ou outro) teria relevancia sobre a morfologia
polinica, uma vez que em Utricularia € possivel encontrar espécies que se adaptam
a mais de um habito através da sua area de distribuicdo (GUISANDE et al., 2007).

As sementes de Lentibulariaceae sdo diminutas e anatropas (CORNER, 1976;
FAROOQ, 1964; RAJAN; KUMAR, 1973; SHIVARAMIAH, 1967). Algumas linhagens
dentro da familia perderam os cotilédones (KONDO; SEGAWA; NEHIRA, 1978;
PLACHNO; SWIATEK, 2010), particularmente Genlisea e algumas espécies de
Utricularia, sugerindo que a auséncia de cotilédone seja um estado apomoérfico, uma
vez que o género mais basal da familia, Pinguicula (JOBSON; ALBERT, 2002;
JOBSON et al., 2003; MULLER et al., 2004), possui cotilédones, frequentemente
reduzidos a um unico (DEGTJAREVA et al., 2004, 2006). Em Pinguicula caracteres
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das sementes sao relevantes para a delimitacédo infragenérica (DEGTJAREVA et al.,
2004). Assim como para o0 gen. Genlisea, as caracteristicas de sementes também
sdo Uteis para a delimitacdo dos subgéneros: Genlisea subgen. Genlisea possui
sementes piramidais, 0 subgen. Tayloria apresenta sementes prismaticas, globosas
ou elipséides (FISCHER; POREMBSKI; BARTHLOTT, 2000; FLEISCHMANN et al.,
2010, 2011; FROMM-TRINTA, 1979). As sementes de Utricularia s&o
morfologicamente muito variaveis, quanto a ornamentacdo da testa e forma
(TAYLOR, 1989), com caracteres uteis para a taxonomia e identificacdo de algumas
espécies (MENEZES et al., 2014).
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CAPITULO 2 - Morfologia de sementes: uma avaliacdo em Utricularia (sect.
Foliosa e Psyllosperma: Lentibulariaceae) com implicagdes

taxondmicas

Resumo

Espécies de Utricularia das sect. Foliosa e Psyllosperma foram estudadas com base
em caracteristicas das sementes. Nossos objetivos foram buscar caracteres Uteis
para delimitacdo de espécies, especialmente para aquelas altamente polimorficas,
com U. amethystina, e também fornecer uma chave de identificacdo das espécies de
ambas as secdes. Os caracteres qualitativos das sementes foram mais Uteis que os
guantitativos para propostas taxondémicas. Apresentamos aqui uma chave de
identificagcdo, porém foi impossivel distinguir entre trés espécies (Utricularia huntii,U.
praelonga e U. tridentata). Nossos resultados ndo permitiram especular
profundamente sobre a delimitagdes das sect. Foliosa e Psyllosperma, contudo
discordam do sistema proposto por Taylor, uma vez que nao foi possivel separar as
espécies estudadas em dois grupos claramente distintos. Entretanto, a variabilidade
encontrada nos caracteres das sementes avaliados neste trabalho é também
brevemente discutida quanto as implicac6es ecoldgicas de algumas caracteristicas
das sementes.

Palavras-chave: dispersdo, sementes exalbuminosas, morfometria, taxonomia,
testa, Utricularia amethystina

Introducéao

Lentibulariaceae Richard in Poiteau & Turpin (1808: 23) é uma familia de
plantas carnivoras que possui sementes diminutas e anatropas (Farooq 1964,
Shivaramiah 1967, Rajan and Kumar 1973, Corner 1976). Algumas linhagens dentro
da familia perderam os cotilédones (Kondo et al. 1978, Plachno & Swigtek 2009),
particularmente Genlisea Saint-Hilaire (1833: 428) e algumas espécies de Utricularia
Linnaeus (1753: 18), sugerindo que a auséncia de cotilédone seja um estado
apomoérfico, uma vez que o género mais basal da familia, Pinguicula Linnaeus (1753:
17) (Jobson et al. 2003, Muller et al. 2004), possui cotilédones, frequentemente
reduzidos a um unico (Degtjareva et al. 2004). Em Pinguicula caracteres das
sementes sao relevantes para a delimitacdo infragenérica (Degtjareva et al. 2004).

Assim como em Genlisea as caracteristicas de sementes também séo Uteis para a

Artigo publicado na revista Phytotaxa, 167 (2): 173-182, 2014.
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delimitacdo dos subgéneros: Genlisea subgen. Genlisea possui sementes
piramidais, o subgen. Tayloria (Fromm 1977: 2) Fischer et al. (2000: 293) apresenta
sementes prismaticas, globosas ou elipséides (Fromm-Trinta 1979, Fleishmann et al.
2011, 2012, Fischer et al. 2000).

Utricularia € dentre as Lentibulariaceae o género mais rico em espécies e
mais amplamente disperso, o que também se reflete na alta diversidade morfologica
das armadilhas (Taylor 1989, Guisande et al. 2007, Reifenrath et al. 2006). Muitas
linhagens do género se dispersaram e adaptaram-se a diferentes habitos, como o
aquatico (livre-flutuante ou fixo), terrestre, litofitico, epifitico e reofitico. As sementes
de Utricularia possuem morfologia bastante variavel, assim como as armadilhas,
variando especialmente quanto a superficie do tegumento (testa), como previamente
reportado (e.g. Abraham & Subramanyan 1965, Taylor 1989). Portanto, se as
sementes apresentam caracteristicas tdo variaveis quanto as armadilhas, também
poderiam ser Uteis a taxonomia infragenérica.

De acordo com Taylor (1989), Utricularia sect. Foliosa inclui U. amethystina
Salzm. ex Saint-Hilaire & Girard (1838: 870), U. tridentata Sylvén (1909: 28) e U.
tricolor Saint-Hilaire (1833: 418). Ainda segundo o sistema proposto por Taylor,
Utricularia sect. Psyllosperma agrupa 10 espécies: U. calycifida Benjamin (1847:
493), U. hintonii Taylor (1986: 8), U. hispida Lamarck (1791: 50), U. huntii Taylor
(1986: 9), U. longifolia Gardner (1842: 545), U. panamensis Steyerm. ex Taylor
(1986: 9), U. petersoniae Taylor (1986: 9), U. praelonga Saint-Hilaire & Girard (1838:
870), U. regia Zamudio & Olvera (2009: 119) e U. schultesii Fernandez-Pérez (1964:
39). Ambas as sec¢des envolvem espécies exclusivamente neotropicais (Taylor 1989,
Miranda & Rivadavia, 2010, 2013). Dentre elas, U. amethystina € uma das espécies
mais polimérficas, levando em conta caracteres como forma, tamanho e cor da
corola, tamanho das inflorescéncias, presenca de papilas e tricomas, dentre outros,
que resultam em uma complexa taxonomia.

Visando contribuir com a taxonomia de Utricularia, & apresentada a descrigdo
das sementes de uma ampla amostragem dentro de U. sect. Foliosa e U. sect.
Psyllosperma, incluindo a caracterizacdo da superficie do tegumento (testa), da
ornamentacdo e o tamanho das sementes. A presente descricdo teve como

objetivos: (1) testar se as caracteristicas das sementes suportam a circunscricdo de
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ambas as sec0es; (2) avaliar o polimorfismo de Utricularia amethystina quanto aos
caracteres seminais e sua utilidade para taxonomia de espécies complexas, e (3)
fornecer uma chave dicotbmica de identificacdo das espécies de ambas as secdes a

partir dos caracteres das sementes.

Materiais e Métodos

Sementes obtidas de espécimes de Utricularia sect. Foliosa e U. sect.
Psyllosperma foram amostradas de espécimes de 20 localidades entre Brasil,
Colébmbia e Venezuela (vouchers depositados nos herbarios HB, INPA, IPA, SPF e
UB; vide Tabela 1). As sementes foram desidratadas em secador de ponto critico
(EMS 850), metalizadas (DDESK I, DETON VACUUM) e visualizadas e fotografadas
a partir de microscopia eletrénica (JEOL, Mod. JSM 5410).

As analises morfométricas basearam-se em 379 sementes, que foram
dispostas sobre laminas de vidro e mensuradas por observacdo direta em
microscopio Optico (Zeiss) sob aumento de 200x. O comprimento dos eixos
longitudinal e transversal das sementes foram medidos e, em seguida, analisados
por estatistica descritiva basica (média, desvio-padrdo e variancia) com emprego do

Systat 13 (Systat Software Inc.).

Resultados

No total foram medidas 379 sementes (Tabela 1), destas 243 sao de U.
amethystina. As médias obtidas de todas as espécies estudadas dos caracteres
mensurados estado descritas na Tabela 2. As medidas obtidas de amostras de U.
amethystina provenientes de diferentes localidades estdo apresentadas na Tabela
3.
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Tabela 1. Amostras de sementes de espécies de Utricularia (U. sect. Psyllosperma e
U. sect. Foliosa sensu Taylor [1989]) analisadas neste estudo. As amostras
empregadas para morfometria e MEV estao indicadas por “X".

Secdo Cor da 1 :
(spp. amostradas/ Espécies flor Origem e voucher n- Morfometria MEV'
total spp.)
Foliosa
(2/3)
Utricularia amethyst_ina Parpura Brasil, Amazonas 35
Salzm. ex A.St.-Hil. (IPA 15801)
Utricularia amethyst!na Branco Brasil, Amazonas 01
Salzm. ex A.St.-Hil (IPA 15801)
Utricularia amethyst_ina Parpura Brasil, Amazonas o5
Salzm. ex A.St.-Hil. (INPA 76278)
Utricularia amethyst_ina PUrpura Brasil, Goias 03
Salzm. ex A.St.-Hil. (UB 24985)
Utricularia amethyst_ina Parpura Brasil, Minas Gerais 07
Salzm. ex A.St.-Hil. (SPF 157212)
Utsngll; lr?]r_'aefzést?ﬁtira Purpura Brasil, Minas Gerais 10
Utricularia amethystina Amarelo Brasil, Minas Gerais 35
Salzm. ex A.St.-Hil. (UB 24955)
Utricularia amethyst_ina PGrpura Brasil, Minas Gerais 03
Salzm. ex A.St.-Hil. (SPF 22329)
Utricularia amethystina Parpura Brasil, Minas Gerais 21
Salzm. ex A.St.-Hil. (SPF 23302)
Utricularia amethyst.ina Parpura Brasil, Paraiba 07
Salzm. ex A.St.-Hil. (IPA 5474)
Utricularia am ethys_tina Parpura Brasil, Rondbnia 35
Salzm. ex A.St.-Hil. (INPA 218169)
Utricularia amethystina , Brasil, Roraima
Salzm. ox ASLHl | Purpura (INPA 20147) 01
Utricularia amethyst_ina Parpura Brasil, Roraima 33
Salzm. ex A.St.-Hil. (INPA 235618)
Utricularia amethystina , Colémbia, Vaupes
Salzm. ex A.St.)-lHiI. Parpura (INPA 76518‘; 21
Utricularia tridentata Sylvén (L?Krﬁselglgle'\rmzn??sss(la,ﬂig J) 03
Psyllosperma
(5/10)
Utricularia calycifida Ben. - Brasil, Para 30
(INPA 96497)
Utricularia huntii P.Taylor - (ggﬂ;lll,s%gggs) 40
Utricularia hispida Lam. - Ve(nseslliellzéggy;/ ar 11
Utricularia hispida Lam. - (ng?lflll’O%(;TZ) 12
Utricularia longifolia Gardner - Brasnéi_'Ig%gSesta)melro 12
Utricularia praelonga A.St.- Brasil, Minas Gerais 28
Hil. & Girard (UB 58701)
Total 379

'n = nimero de sementes medidas
2 MEV = microscopia eletronica de varredura
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Tabela 2. Caracteristicas morfométricas obtidas de species de Utricularia (U. sect.
Psyllosperma e U. sect. Foliosa sensu Taylor [1989]). DP= desvio-padrdo (um); CV=
coeficiente de variacdo (DP/Médiax100; %); Cp= comprimento médio (um); Lg=
largura média (um); Cp/Lg= razdo entre as medidas de comprimento e largura para
inferir sobre a forma das sementes.

©

% S‘C_% 9 9 o] g g o] g % o) %

2 2 g s & £ £ g £ = 5 =

0 2 2 g g 3 5 € 8 3 s 8 03 E 2

Q 5] o o < - - ] o o = > i 6 8

2 8 5 c o & I 2 3 o o 32 % 929

fod 73 a Q S 5 A S a 4 £35S sg o5 48553 B

N Ll O &) O | @] O O 0O 20 @2 0 O 20 2 0 0O
Foliosa

U. amethystina 282,0 +50,85 18,1 155,1 +38,67 25,0 108,5 +34,3 31,6 21,2 +6,9 32,5 1,82 5,3

U. tridentata  426,7 +136,08 31,9 165,3 +33,31 20,1 171,4 +62,3 36,3 30,5 +11,5 37,9 2,58 5,6

Psyllosperma
U. calycifida  370,7 +41,19 11,1 561,6 +68,32 12,2 61,7 7,7 12,5 22,2 +3,7 16,7 0,66 2,8

U. hispida 464,7 +93,48 20,1 178,1 %34,22 19,2 123,8 #43,6 35,3 19,0 8,7 458 2,61 6,5
U. huntii 319,6 +37,21 11,6 138,0 +22,83 16,5 196,2 +62,6 31,9 43,0 £9,3 21,7 2,32 4,6
U. longifolia  644,0 *108,33 16,8 258,7 +75,92 29,4 52,4 +£14,1 26,9 25,7 ¥+49 19,2 2,49 2,0
U. praelonga 456,6 +63,48 13,9 2474 52,16 21,1 117,1 #13,1 11,2 17,1 #2,9 16,7 1,85 6,8

Tabela 3. Caracteristicas morfométricas das sementes de Utricularia amethystina.
DP= desvio-padrdo (um); CV= coeficiente de variacdo (DP/Médiax100; %); Cp=
comprimento meédio (um); Lg= largura média (um); Cp/Lg= razdo entre as medidas
de comprimento e largura para inferir sobre a forma das sementes.

g s
Origem Q% 8-% 8% % 3% 9% ??35
OCg a5 5 8 a5 S5 o
2] D (7] O 2] j‘j D 7] o 7] | ©
Brasil, Amazonas 313,90 +37,20 11,9 134,10 +35,71 26,6 2,52
Brasil, Amazonas 270,55 +42,90 15,9 137,60 +17,28 12,6 1,93
Brasil, Amazonas 256,00 +0,00* 0,0 112,00 +0,00 0,0 2,29
Brasil, Goias 330,67 +64,66 19,6 181,33 +36,95 20,4 1,90
Brasil, Minas Gerais 246,10 +47,59 19,3 125,71 +33,29 26,5 2,13
Brasil, Minas Gerais 331,43 +41,02 12,4 194,29 +32,57 16,8 1,74
Brasil, Minas Gerais 264,00 +43,49 16,5 201,60 +37,10 18,4 1,33
Brasil, Minas Gerais 304,91 +42,14 13,8 189,26 +34,40 18,2 1,67
Brasil, Paraiba 317,71 +14,40 4.5 178,29 +40,72 22,8 1,80
Brasil, Ronddnia 271,09 +26,02 9,6 147,20 +24,87 16,9 1,89
Brasil, Roraima 298,67 +24,55 8,2 150,79 +34,42 22,8 2,07
Brasil, Roraima 320,00 +0,00* 0,0 192,00 40,00 0,0 1,67
Colémbia, Vaupes 295,70 +38,27 12,9 156,44 +24,44 15,6 1,93

* Uma Unica semente desta amostra pode ser medida (vide Tabela 1).

O emprego da razdo comprimento/ largura (Cp/Lg) combinado as

caracteristicas qualitativas permitiram a identificacdo de quase todas as espécies,
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com excecao de Utricularia huntii, U. tridentata e U. praelonga. Assim, apresentamos

as descri¢cdes das sementes de cada espécie.

Utricularia sect. Foliosa

Utricularia amethystina: sementes com 282,0 £ 50,85 ym de comprimento, e
155,1 + 38,67 um de largura, arredondadas a prismaticas ou fusiformes, embora
alongadas (Cp/Lg = 1,82), algumas vezes torcidas no eixo longitudinal. A superficie
da testa pode ser nua ou lisa a verrucosa nas paredes periclinais (Fig. 1D, 2).

Utricularia tridentata: sementes com 426,7 + 136,08 ym de comprimento, e
165,3 + 33,31 ym em largura, fusiforme e muito alongada (Cp/Lg = 2,58); testa lisa
(Fig. 1C).

Utricularia sect. Psyllosperma

Utricularia calycifida: sementes com 370,7 + 41,19 ym de comprimento e
561,6 + 68,32 ym de largura, ovadas a deltoides (Cp/Lg = 0.66), achatada. A
superficie da testa € papilosa e as células tém formato peculiar de estrela (Fig. 1G).

Utricularia hispida: sementes com 464,7 £ 93,48 ym de comprimento e 178,1
+ 34,22 ym de largura, prismaticas e bastante alongadas (Cp/Lg = 2,61), células
tetragonais com superficie granulada (Fig. 1E).

Utricularia huntii: sementes com 319,6 £ 37,21 ym de comprimento e 138,0 +
22,83 um de largura, fusiformes e bastante alongadas (Cp/Lg = 2,32). As células da
testa tem formato tetragonal e muito alongado — uma Unica célula pode extender-se
por todo eixo longitudinal. A superficie é lisa (Fig. 1B).

Utricularia longifolia: sementes com 644,0 + 108,33 ym de comprimento e
258,7 £ 75,92 um de largura, prismaticas e bastante alongadas (Cp/Lg = 2,49). As
células da testa, assim como U. calycifida, tém formato peculiar e menor em
comparacdo as demais espécies, mas neste caso assemelham-se ao formato de
colméias de abelha com superficie lisa (Fig.1A).

Utricularia praelonga: sementes com 456,6 + 63,48 ym de comprimento e
247,4 £ 52,16 ym de largura, prisméaticas e alongadas (Cp/Lg = 1,85). A superficie
da testa € lisa e as células apresentam formas irregulares (Fig. 1F).
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Foi encontrado um gradiente entre o tamanho das sementes de diferentes
espécies. Somente duas espécies divergiram quanto as dimensfes, sendo
facilmente identificaveis: U. calycifida e U. longifolia (Fig. 3—-4). As espécies de
Utricularia estudadas apresentaram sementes arredondadas, prismaticas, alongadas
ou fusiformes, com a razdo entre comprimento e largura (Cp/Lg) variando de 0,66
(U. calycifida) a 2,61 (U. hispida) (Tabela 2).

As sementes de U. amethystina apresentaram alto polimorfismo, em relacéo a
diferentes variaveis como comprimento e largura (Tabela 3; Fig. 5—6) assim como
dimensdo (Tabela 3) e ornamentacdo das células da testa (Fig. 2). As paredes
periclinais das células da testa exibem grande variacdo de padrbes, desde liso a
levemente rugoso (Fig. 2D) ao padrdo tubercular com projecdes elipséides e/ou

esféricas (Fig. 2F).

Discussao

O tamanho das sementes depende de muitos fatores ecoldgicos,
principalmente relacionados ao sucesso da germinacédo, viabilidade, predacédo e
também dispersdo. Dentro deste contexto, sementes pequenas chamam atencao
devido a miniaturizacdo ser acompanhada pela diminuicdo do estoque energético
para manutencdo do embrido — o que pode implicar em menor viabilidade — e uma
tendéncia a simplificacdo do embrido em uma massa de células indiferenciadas.
Estas sementes tém sido chamadas genericamente de “dust seeds” (Eriksson et al.
2011). As sementes de Lentibulariaceae sao exalbuminosas e diminutas, em geral
com comprimento entre 0,2-2,0 mm (Abraham & Subramanyam, 1965, Corner
1976). Porém, estudos recentes com Pinguicula reportaram uma variacdo menor do
tamanho da semente, entre 0,4-1,0 mm (Degtjareva et al. 2004, Conti & Peruzzi
2006). Nao foi possivel identificar as espécies estudadas baseado exclusivamente
nas caracteristicas morfométricas, principalmente devido a sobreposicdo do
tamanho das sementes de diferentes taxons, mesmo entre espécies das distintas
secdes de acordo com sistema de classificagcdo proposto por Taylor (1989). Os
tamanhos das sementes ndo permitiram a separagdo das espécies (Fig. 3-4).

Assim, nossos resultados mostram que o tamanho da semente ndo € uma



33

caracteristica util para fins taxonémicos em Utricularia, assim como foi observado em
Pinguicula (Conti & Peruzzi 2006).

Figura 1. Sementes de Utricularia. A. U. longifolia; B. U. huntii; C. U. tridentata; D. U.
amethystina; E. U. hispida; F. U. praelonga; G. U. calycifida. A barra
representa 50um.



Figura 2. Sementes de Utricularia amethystina e detalhes das caracteristicas
morfoldgicas: diferentes formatos (A, B e C) e superficie da testa (D, E e F). (A, B e
C: barra=50um; D, E e F: barra=10um).
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Figura 3. Comprimento das sementes de Utricularia representadas por box-plot. Os
nameros acima das barra indicam o numero de sementes medidas.
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Figura 4. Largura das sementes de Utricularia representadas por box-plot. O N de
sementes medidas para cada amostra esté indicado no grafico.

As sementes de Utricularia sdo muito variaveis quanto a forma (Taylor 1989),
mas ndo sao necessariamente tdo alongadas quanto proposto por Eriksson et al.
(2011). Apesar disso, o formato da semente e outras caracteristicas qualitativas
podem ser aplicadas para distinguir muitas espécies. Como exemplificado aqui, o
formato da semente, a ornamentacdo nas paredes periclinais e o formato das
células da testa sdo caracteres uteis para identificacdo, contudo ndo foram
suficientes para distinguir entre U. huntii, U. praelonga e U. tridentata. Estes
resultados corroboram o relacionamento proximo entre U. sect. Psyllosperma e U.
sect. Foliosa, possivelmente como um grupo monofilético como proposto por Miller
& Borsh (2005) baseado em dados moleculares.

Nao foram identificados caracteres das sementes que permitam delimitar as
secdes. Isto porque as sementes de ambas as secOes exibem caracteristicas

similares tanto entre os caracteres continuos (como tamanho da semente ou das
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células) quanto discretos (forma das sementes e células, ornamentacdo) com
grande variagdo (Tabela 2; Fig. 1-4). Portanto, baseado exclusivamente nas
caracteristicas de sementes de Utricularia, ndo ha suporte para a se¢des propostas
pelos sistema de classificagdo do Taylor (1989).

Contudo, o tamanho pequeno das sementes associado as grandes células da
testa com as paredes periclinais achatadas produzem uma superficie foveolada, que
€ muito favoravel para a agregacao de bolhas de ar e desse modo poderia facilitar a
flutuabilidade da semente. Espécies de Utricularia sdo geralmente encontradas em
ambientes brejosos e solos hidromérficos, em geral associados com corpos d’agua
sazonais, portanto um ambiente bastante propicio para a dispersdo de sementes por
meio da 4gua.

Quanto a Utricularia amethystina, uma ampla amostragem foi analisada com
representantes de todas as regides do Brasil onde a espécie pode ser encontrada
(Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste) e também Colémbia (Tabela 1, Fig. 5-6).
Apesar disso, encontrou-se alto polimorfismo e nenhuma correlagédo entre morfologia
da semente e distribuicdo geografica ou tipo floral (corola amarela, branca e
parpura). As sementes das plantas com flores brancas e amarelas distribuem-se em
gradiente com os espécimes com flores purpuras. O alto polimorfismo encontrado
neste taxon (hébito, forma e cor da corola, além de -caracteres polinicos)
historicamente foi responsavel pelo reconhecimento e descricdo de mais de 30
espécies. Contudo, Taylor (1989) nao foi capaz de reconhecer diferentes espécies
apesar do alto polimorfismo observado. Seu principal argumento para sinonimizar
tantos tdxons sob Utricularia amethystina foi a auséncia de descontinuidades entre
0s taxons propostos, devido a variacdo gradual em diferentes caracteristicas. E,
baseado nos caracteres de sementes dos morfotipos de U. amethystina estudados

nao foram encontradas evidéncias para dividi-la em diferentes taxons.
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Figura 5. Comprimento das sementes de Utricularia amethystina representadas por
box-plot. O N de sementes medidas para cada amostra esta indicado no gréfico.
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Figura 6. Largura das sementes de Utricularia amethystina representadas por box-
plot. O N de sementes medidas para cada amostra esta indicado no gréfico.

Chave de identificacdo para espécies de Utricularia sect. Foliosa Kamienski e U.
sect. Psyllosperma P.Taylor baseado em caracteres das sementes.
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1. Sementes  ovada-deltoides; células da testa com forma de
BSHrEIA. ... e U. calycifida
- Sementes ndo ovada-deltoides; células da testa com outra
1011 21 VTP 2
2. Sementes arredondas, alongadas ou fusiformes.............cccccuu.. U. amethystina
- Sementes PriSMALICAS. ......cooviiiiiii e e e 3
3. Paredes  periclinais das células da testa com  superficie
TUDEICUIOSA. ... U. hispida
- Paredes  periclinais das células da testa com  superficie
ST U RUPRPPPPPPPPRPRRIN 4
4, Células da testa com razao comprimento/largura < 2...........ccce...... U. longifolia
- Células da testa com razdo comprimento/largura maior que
2 ———————— U. huntii / U. praelonga / U. tridentata
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CAPITULO 3 - Estratégias reprodutivas em Utricularia: autopolinizagcdo

mediada pelo polinizador em Utricularia amethystina

Resumo

Justificativas: Polinizadores de Utricularia tém sido raramente observados, o que
motivou alguns autores a sugerir sua escassez no ambiente natural. Sabe-se que
algumas dentre as 250 espécies do género sdo autocompativeis, porém apenas
guatro espécies tiveram seus polinizadores registrados. De fato, a biologia
reprodutiva de Lentibulariaceae tem sido negligenciada em favor de caracteristicas
relacionadas a sindrome da carnivoria. Considerando que Utricularia € um género
cosmopolita, e que possui espécies com ampla distribuicdo — como U. amethystina
que se distribui em diferentes altitudes desde o Sul da América do Norte & América
do Sul — investigar aspectos da sua biologia reprodutiva podem auxiliar a
compreender sua dispersdo e manutencgdo através de longos gradientes ambientais.
Resultados: Foram observadas borboletas (Hesperiidae) e abelhas solitarias
(Halictidae) polinizando flores de Utricularia amethystina, confirmando a sindrome
melitéfila predita pelas caracteristicas da flor. Ambos polinizadores apresentaram
comportamento generalista e visitas curtas, concentradas no final da tarde. O
comportamento dos polinizadores associado a sua escassez e baixa frequéncia de
visitagdo poderiam afetar a manutencdo das populagbes. Paralelamente, a
receptividade estigmatica mostrou-se persistente durante toda a vida da flor; o pélen
atingiu a viabilidade maxima em 24h ap6s a antese, decaindo rapidamente em
seguida; a razdo polen:6vulo (P/O) é baixa (4), comparavel a espécies cleistbgamas
de Utricularia, contudo U. amethystina ¢é incapaz de autopolinizar-se
espontaneamente. Com base nestas caracteristicas, sugerimos que a
autopolinizacdo mediada pelo polinizador poderia explicar a baixa razdo P/O em
flores casmogamas.

Conclusdes: Utricularia amethystina € polinizada por abelhas do género
Augochloropis sp. (Halictidae) e borboletas (Hesperiidae), como esperado pela
sindrome de polinizagdo. Sugerimos que o0 comportamento generalista do
polinizador e os efeitos negativos da baixa visitacdo seja minimizado pela
autopolinizacdo mediada pelo polinizador. Estas caracteristicas podem ser comuns a
outras espécies do género e contribuir para adaptacdo a disponibilidade local de
polinizadores.

Palavras-chave: Halictidae, Hesperiidae, polinizacdo, viabilidade polinica,
receptividade estigmatica, plantas carnivoras.

Referéncias formatadas de acordo com as regras da revista BMC Plant Biology
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Introducao

Apesar da sua importancia para processos de especiacdo e manutencao das
populacbes, a biologia reprodutiva de plantas carnivoras tem recebido menos
atencdo que caracteristicas relacionadas com a carnivoria. Lentibulariaceae Rich. é
a maior familia de angiospermas carnivoras, cosmopolita, com aproximadamente
320 espécies [1] distribuidas em trés géneros: Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e
Utricularia L. O género Utricularia L. agrupa aproximadamente 250 espécies [2] e
representa cerca de 30% de todas as espécies das angiospermas carnivoras.
Cosmopolita, estd ausente apenas em regides desérticas e polares. Apesar de suas
caracteristicas atrativas e ampla area de distribuicdo, suas caracteristicas
reprodutivas tém sido parcamente estudadas [3-9].

Insetos e, menos frequentemente, beija-flores foram descritos como
polinizadores de Utricularia [1, 10], de modo geral baseado apenas em observacoes
eventuais [4, 5, 10]. As Unicas excecles sao trés espécies indianas de Utricularia
(Utricularia albocaerulea Dalzell, Utricularia purpurascens J.Graham e Utricularia
reticulata Sm.) [8] e uma espécie endémica do Brasil (Utricularia reniformis A.St.-Hil.)
[9], que tiveram aspectos da biologia reprodutiva investigados e a descricdo de seus
polinizadores. A escassez de registros de polinizadores é inconsistente com suas
caracteristicas florais atrativas, como a producdo de néctar [8], simetria zigomorfa,
corola em forma de garganta, com cores vibrantes, guias de néctar e dividida em
dois labios, superior e inferior, que escondem os érgados reprodutivos [11].

Se, de fato, seus polinizadores sdo escassos no ambiente natural como
sugerido por alguns autores [4, 5, 10], a variacao entre autopolinizacéo e polinizacéo
cruzada pode contribuir para que espécies de Utricularia se adaptem as condi¢cdes
naturais distintas em amplas areas de ocorréncia [4, 5, 6, 7, 8, 12, 13]. Além disso,
caracteristicas atrativas podem variar ao longo da area de distribuicdo auxiliando na
adaptacao da planta a oferta local de polinizadores, como tamanho do célcar [16, 17]
— porcao da corola adaptada para produzir e estocar néctar —, cor da corola e
forma das células da epiderme da flor [14, 18, 19].

Algumas espécies de Utricularia possuem flores casmdgamas (alégamas) e

cleistbgamas (autbgamas) que podem ocorrem simpatricamente [4, 6, 7].
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Dependendo da posicdo da superficie do estigma em relacdo as anteras, pode
ocorrer autogamia também em flores casmoégamas [4, 5, 7, 9], ainda que a
autopolinizacdo espontanea seja incomum nestas flores. Contudo, seria possivel a
autopolinizacdo ocorrer em flores casmogamas através de estimulo mecanico,
semelhante a “buzz pollination”. Apesar de incomum em flores com anteras com
deiscéncia longitudinal, jA houve um registro semelhante em Myrtaceae (Gomidesia
cerqueira Niedenzu) [20]. Outra possibilidade, seria a autopolinizacdo ser mediada
pelo polinizador, como sugerido previamente por Hobbhahn et al. [8].

Em campo foi observado que alguns insetos, inclusive os polinizadores de
Utricularia amethystina, pousavam sobre a flor e produziam uma vibragdo com o
corpo, e em seguida deixavam a flor sem tentar abri-la em busca de recompensas
(e.g. néctar). Baseado nesta observacao, foi hipotetizado que a autopolinizagcdo em
Utricularia amethystina poderia ser mediada por estimulo vibratério. Com isso,
revisamos a literatura sobre biologia reprodutiva disponivel para o género Utricularia,
descrevemos caracteristicas morfoanatbmicas da flor e outros aspectos da
reproducédo de Utricularia amethystina, e testamos se a autopolinizacdo poderia ser

mediada por estimulo mecanico.

Resultados

Anatomia e morfologia da flor de Utricularia

Utricularia amethystina possui somente flores casmdgamas, porém é
altamente polimorfica quanto a caracteristicas florais como numero de flores, altura
da inflorescéncia, assim como forma, tamanho e cor da corola. Por este motivo, faz-
se necessario registrar que a populacdo estudada apresentava 1-4 flores por eixo
floral, com altura em torno de 120,5 + 54,7 mm (n=135). A corola com margens
inteiras, labio inferior profundamente trilobado (Fig. 1A) e medindo 5,5 + 1,6 mm de
comprimento (n=98), labio superior inteiro com 3,5 £ 1,2 mm de comprimento (n=86).

Com excecdo de poucas espécies do género (e.g. Utricularia neottioides
A.St.-Hil & Girard) o labio inferior da corola de Utricularia possui uma projecdo que

esconde o0 acesso ao célcar e também aos 6rgdos reprodutivos, protegendo-os de
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visitantes nao-polinizadores (Fig. 1B). No interior do calcar sdo armazenadas
algumas poucas gotas de néctar. O posicionamento das anteras pode variar entre as
espécies de Utricularia, afetando diretamente a probabilidade de autopolinizagéo.
Em Utricularia amethystina, assim como em outras espécies do género com flores
casmobégamas, as anteras com deiscéncia longitudinal localizam-se abaixo da
superficie do estigma (Fig. 1B). O ovéario é supero, bicarpelar, sincarpico e unilocular,
com muitos 6vulos anatropos (Fig. 1C, 1D, 1E), com um tegumento e tenuinucelado,
preso a placenta por um pedestal (Fig. 1E). O estilete é curto e oco (Fig. 1C). O
estigma é dividido em dois l&bios de tamanhos desiguais (Fig. 1C, 1F); o labio maior
corresponde a superficie estigmatica, revestida por papilas onde os gréos de pdlen
se aderem (Fig. 1G). As papilas marginais alongam-se para baixo sem, contudo,
tocar as anteras. O estigma € classificado como umido do tipo Il [21], devido a
producao de secrecdo na superficie estigmatica.

Tanto a epiderme da corola quanto do ovario sdo cobertas por tricomas
curtos, unisseriados, capitados, glandulares, com cabeca formada por duas células
(Fig. 2A). A face interna do palato — a projecéo do labio inferior da corola — possui
papilas alongadas voltadas para a superficie do estigma (Fig. 2B). As células da
epiderme com forma conica (Fig. 2C e 2D) revestem toda corola, exceto o interior do
calcar, onde ocorrem papilas (Fig. 2D, 2E, 2F). Os nectéarios localizam-se apenas na
face adaxial do interior do célcar e diferem dos tricomas presentes na epiderme pelo
pedudnculo unicelular com base larga, uma célula semelhante a um anel mais

estreito, e a cabeca glandular que pode variar de uma a oito células (Fig. 2E, 2F).
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Figura 1. Caracteristicas morfolégicas e anatdmicas da flor de Utricularia

amethystina. A. Vista frontal da flor de U. amethystina; UL: Lé&bio
superior da corola, LL: Labio inferior da corola, PI: regido do palato, onde
estdo localizadas as guias de néctar, Sp: Calcar, *: indica as injarias
feitas pelos pés do polinizador ao pousar na flor. B: Vista lateral em
corte da flor de U. amethystina, observe a disposicdo das anteras em
relacdo a superficie do estigma; Ov: Ovario, An: Anteras, SS: Superficie
do estigma. C: Corte longitudinal do pistilo, observe o estilete oco (seta)
e 0 estigma bilabiado. D: Epiderme do ovario coberta por tricomas,
interior do ovario: placenta e 6vulos em MEV. E: Ovulos presos a
placenta pelo pedestal (Pd). F: Superficie estigmatica coberta com gréos
de pélen; SS: Superficie do estigma, UL: Labio superior, LL: Labio
inferior. G: Grédos de pdlen aléctones (*) sobre o estigma de U.
amethystina.
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Figura 2. Tricomas e glandulas das flores de U. amethystina. A. Tricoma glandular
presente na epiderme da corola. B: Tricomas localizados na face interna
da regido do palato, que provavelmente auxiliam na captura de gréos de
pélen do corpo do polinizador; a seta indica um grdo de poélen de
Utricularia. C: Células conicas da epiderme da corola. D: Superficie
interna e externa do célcar; as setas indicam nectarios entre papilas. E:
Vista em detalhe de nectéarios (N) e papilas (P) em MEV. F: Corte a fresco
do célcar, é possivel observer variacdo na quantidade de células da
cabeca glandular dos nectarios.
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Viabilidade polinica e receptividade estigmatica

A avaliacdo da viabilidade polinica a partir de corantes distintos (Alexander,
Lugol e cloreto de tetrazolio) apresentou resultados coerentes, contudo o uso de
corantes para graos de amido (Lugol) se mostrou pouco sensivel (Fig. 3). No total,
9.448 gréos de polen foram contabilizados. A viabilidade polinica no inicio da antese
foi de aproximadamente 60%, atingindo a viabilidade maxima apds 24h da antese,
decrescendo nas 24h seguintes.

Em contraste a variacdo da viabilidade do pdlen liberado durante a vida da
flor, 0 estigma permanece sempre receptivo desde o estadio de botdo. O estigma

somente torna-se ndo-receptivo com o inicio do desenvolvimento do fruto.
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Figura 3. Variacao temporal da viabilidade do pélen de U. amethystina. Descrito pelo
percentual de grdos de pdlen viaveis, de acordo com trés métodos de
avaliacdo: Alexander (linha pontilhada), lugol (linha tracejada) e TTC (linha
cheia). A quantidade total de grdos de pélen avaliados (N) para cada
método esta apresentada no grafico.
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Visitantes florais

Poucos visitantes foram observados durante 84h de observacdo e somente
uma abelha solitaria Augochloropsis sp.1 (Halictidae; Fig. 4A, 4B) e uma borboleta
(Hesperiidae; Fig. 4C) foram capazes de abrir a flor e alcancar o calcar. Durante a
observacdo, somente duas visitas da abelha e uma visita da borboleta foram
registradas, embora os polinizadores foram observados em alta atividade durante a
tarde, principalmente ao entardecer. Apesar da observacdo do comportamento de
visita da abelha e borboleta, ndo foram observados grdos de polen de Utricularia
amethystina aderidos ao corpo dos animais capturados. Contudo, graos de pélen de
Utricularia triloba Benj. — uma espécie simpatrica a U. amethystina — no corpo de
Augochloropsis sp.2 (Halictidae).

Além disso, considerando que o0 experimento com estimulo mecéanico nao
resultou em formacéo de frutos, pode-se concluir que U. amethystina ndo € capaz de
se autopolinizar espontaneamente, e que a vibragédo do diapasao néo foi suficiente

para mediar a autopolinizacao.

Figura 4. Polinizadores de U. amethystina. A and B: Augochloropsis sp.l
(Halictidae). C: Lepiddptero da familia Hesperiidae.
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Discussao

Anatomia e morfologia da flor

Corolas bilabiadas e bilateralmente simétricas com calcar sdo caracteristicas
compartilhadas entre as Lentibulariaceae [1]. Além disso o clado Genlisea-Utricularia
[22-24] — com poucas excec¢des — compartilham uma projecao do labio inferior da
corola chamada palato, que esconde os 6rgédos reprodutivos e o acesso ao célcar. E
comum existir manchas amarelas sobre o palato, funcionando como guias de néctar.
O néctar é produzido e estocado no interior do célcar, em pequenas quantidades e
com alta concentracdo de acUcar [8]. Flores zigomorfas com cores atrativas e
producdo de néctar sdo caracteristicas frequentemente associadas a sindrome
melitofila [11,14,25]. Apesar disso, visitantes ndo previstos pela sindrome floral
podem ser importantes [26], principalmente para espécies amplamente distribuidas.
Neste caso, podem favorecer a adaptacao das populacdes a condi¢des locais, como
foi observado em Pinguicula vulgaris L. [15] e Utricularia juncea Vahl [4].

O tamanho da corola em Utricularia é bastante variavel e pode estar
correlacionado com a forma de vida (e.g. epifita, terrestre ou aquatica) e com a
altura da inflorescéncia [27]. O labio superior €, em geral, menor que labio inferior,
contudo este é bastante variavel quanto a forma e tamanho. U. amethystina mostra
alta variacdo intraespecifica em caracteres florais, mas a populacdo estudada
apresentava labio inferior profundamente trilobado e maior que o labio superior. Esta
forma pode auxiliar os polinizadores a encontrar o acesso ao calcar, por restringir as
possibilidades de pouso. A posicdo de pouso pode ser percebida pelas injurias
deixadas nas pétalas (Fig. 1A).

As células conicas observadas na epiderme da corola (Fig. 2C) — registrada
pela primeira vez para a familia — podem contribuir para a adeséo do polinizador a
superficie da flor, assim como aumentar a atratividade da flor devido ao brilho
caracteristico. Abelhas sdo capazes de aprender a distinguir e escolher entre corolas
com superficies diferentes [19, 28, 29] e apresentar preferéncia por flores com
células conicas na epiderme [29].
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Além disso, superficies revestidas por células conicas sdo capazes de repelir
agua, sujeira e esporos de fungos [30-32], que poderiam acelerar a degradacdo da
corola e diminuir a atratividadade da flor para os polinizadores. Esta caracteristica
pode ser importante para o género, uma vez que sua floracdo em geral esta
associada aos periodos de chuva, ou logo apés eles [6, 8].

As células cbnicas, no entanto, revestem apenas a parte externa da corola,
inclusive do calcar; mas o interior dele é revestido por papilas e nectarios (Fig. 2D,
2E, 2F). E possivel que as papilas tenham um papel importante na agregacéo de
goticulas de néctar sobre a parede do calcar, uma vez que a pequena quantidade de
néctar produzida ndo se acumula no fundo do célcar. Agregar o néctar em gotas

maiores, poderia facilitar o acesso aos polinizadores.
A o B

ittt ),

Figura 5. Hip6tese para o mecanismo de agregacao das goticulas d néctar em flores
de U. amethystina. A: Vista lateral da flor; setas indicam algumas gotas de
néctar aderidas na parte interna do calcar. B e C: Representacao hipotética
de como as papilas poderiam agir para agregac¢ao de gotas de néctar.

As flores de U. amethystina possuem trés tipos de tricomas: (i) glandular,
peduncular e unisseriado com cabeca formada por 2 células — semelhante ao
descrito para Utricularia caerulea L. [7, 10, 33] — e dispersas por toda a face externa
da corola e superficie do ovario (Fig. 2A); (ii) papilas ndo-glandulares que localizam-
se na face interna do palato (Fig. 2B), proximo a entrada da cavidade do palato, e
inclinada para baixo pode ajudar a capturar graos de pdélen do corpo do polinizador;
e (iii) nectérios glandulares, pedunculares, e unisseriados, com a base ampla e a
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cabeca formada por 3-8 células, distribuidos apenas na face interna adaxial do
calcar (Fig. 2E, 2F).

Taylor [10] sugeriu que os tricomas nha corola seriam osmoforos, assim como
foi sugerido [34] que os tricomas cobrindo o ovario seriam nectarios. Todavia, Clivati
[9] concluiu que, em Utricularia reniformis A.St.-Hil., tanto os tricomas presentes na
corola quanto aqueles sobre o ovario ndo sao osmdéforos. Em U. amethystina os
tricomas da corola e ovario diferem morfologicamente dos nectarios (Fig 2A, 2E e
2F). E possivel que estes tricomas tenham sido herdados de ancestrais n&o-
carnivoros como protecdo contra herbivoros e atualmente ndo esta claro se
permanecem funcionais. Contudo, algumas espécies de Genlisea e Utricularia tém
seus pedunculos florais, pedicelos e sépalas cobertos por tricomas glandulares, e é
incomum observar flores destas espécies com injarias.

A anatomia do ovario observada para U. amethystina nao difere
substancialmente do padrdo para o género, contudo, este € apenas 0 terceiro
registro em Lentibulariaceae da presenca de pedestal (Fig. 1E) — uma estrutura que
conecta o Ovulo a placenta. Esta caracteristica, comum para Scrophulariaceae, foi
descrito anteriormente para U. reniformis [35] e Utricularia nelumbifolia Gardner [36],
como sinapomorfia para a sect. Orchidioides. A funcao do pedestal € incerta, talvez
auxilie o despreendimento das sementes da placenta no fruto maduro [37], contudo
sua observacdo em U. amethystina (sect. Foliosa) sugere que seja uma
caracteristica dispersa no género.

A superficie do estigma de U. amethystina é papilosa, com papilas marginais
estendendo-se para baixo, porém sem alcangar as anteras. . Em flores cleitbgamas
de Utricularia estas papilas capturam os grdos de pdlen diretamente das anteras,
muitas vezes antes mesmo da antese. Devido a secrecao produzida pelo estigma,
este pode ser classificado como estigma Uumido do tipo Il [21], que est& associado a
alta taxa de germinacdo polinica. Khosla et al. [7] encontraram na secrecdo do
estigma alta atividade de esterases néo-especificas e proteinas relacionadas com a
germinacdo polinica em Utricularia stellaris L. f. (no texto original chamado pelo

sindnimo Utricularia inflexa var. stellaris L.f.).
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Viabilidade polinica e receptividade estigmatica

As Lentibulariaceae, de modo geral, crescem em ambientes estressantes e
sob forte sazonalidade — como ambientes com disponibilidade de 4gua inconstante,
acidificados, pobre em nutrientes e com alta radiac&o solar [8, 38-40]. E fundamental
para a manutencdo das populacdes que a reproducdo esteja adaptada a estas
pressdes ambientais.

A receptividade precoce do estigma (desde o estadio de botédo) foi observada
em outras Utricularia [7], assim como a alta viabilidade polinica, com poucas
excegles [3, 6, 7]. Estas caracteristicas contribuem para aumentar a efetividade da
reproducdo sexuada, assim como a razao entre a quantidade de gréos de poélen e
ovulos (P/O) por flor permite estimar sistemas alogamicos e autogamicos [41].

U. amethystina possui cerca de 300 6vulos e 1.200 graos de pélen por flor,
portanto, sua razdo P/O é bastante baixa (P/O=4). Razées P/O menores que 100
sdo, de modo geral, associadas a espécies autogamicas [42], contudo, em
Utricularia mesmo espécies alogamicas estritas possuem valores inferiores a 100
(e.g. Utricularia tenuicaulis Miki, P/O=53,5 [6]), assim como espécies com flores
casmogamas como U. amethystina (e.g. Utricularia dimorphantha Makino P/O=
24,1, [6]). Considerando que ndo houve autopolinizacdo espontanea ou mediada por
estimulo vibratorio, é possivel que U. amethystina seja albgama, apesar da baixa
razéo P/O.

Tao importante quanto a razédo P/O € a distancia entre o estigma e o tecido de
transmissdo, no interior do estilete, que frequentemente produz secrecdes que
suportam ou regulam o crescimento do tubo polinico [41]. O estilete em Utricularia
pode ser curto ou longo [10], mas em U. amethystina é curto e oco (Fig. 1C).
Consequentemente o crescimento do tubo polinico dependera exclusivamente das
reservas energéticas (na forma de grdos de amido) presentes no gametofito. Por
outro lado, ndo existem mecanismos de selecdo, regulacdo ou resisténcia ao seu
desenvolvimento. Portanto, considerando o curto tempo de vida da flor de U.
amethystina e suas caracteristicas anatébmicas, o grao de pdlen deve germinar
rapidamente — auxiliado, exclusivamente, pelas secre¢fes do estigma — e em
seguida, o tubo polinico deverd crescer suportado apenas pelas reservas do

gametdfito até encontrar o 6vulo. H4 poucos casos de anormalidades em
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gametofitos masculinos registrados para Utricularia [6, 12, 13, 43] que afetaram o
crescimento do tubo.

A viabilidade polinica maxima (80%) em U. amethystina foi atingida entre 12h
e 24h apds a antese, decrescendo rapidamente em seguida (61% apos 48h da
antese) (Fig.4). Esta variacao na viabilidade do p6len em um periodo curto de tempo
(= 24h) deve se refletir na estrutura e diversidade genética das populagbes, pois

favorece o cruzamento maior entre plantas proximas.

Observacéao dos visitantes florais

Flores com simetria zigomorfa sdo associadas a altos niveis de
especializacdo na relacdo polinizador-planta, devido a padronizacdo do local de
contato entre a flor e o corpo do polinizador [14, 25]. Utricularia possui um conjunto
de caracteristicas da sindrome de polinizacdo melitofila, como a producédo e
armazenamento de néctar, em pequenas quantidades e com alta concentracdo de
acucares, o formato da corola e a presenca de guias de néctar [11].

Assim como previsto pela sindrome, foi observado a visitacdo de abelhas do
género Augochloropsis sp. (Halictidae, Fig. 3) em flores de U. amethystina, assim
como de lepidopteros da familia Hesperiidae. Dentre os visitantes observados
(Apéndice Fig. A3) estes foram os Unicos capazes de abrir a flor para alcancar o
acesso ao calcar. Para Utricularia purpurascens J.Graham [8] mais de 50 visitantes
foram observados, contudo apenas duas abelhas (Apis dorsata e A. cerana) e
lepidopteros das familias Hesperiidae, Noctuidae e Sphingidae foram polinizadores
efetivos. Também U. reniformis teve abelhas Xylocopa sp. e Bombus sp. registradas
como polinizadores [9]. Assim, os polinizadores observados estdo de acordo com o
esperado para o género, mas considerando também a ampla &rea de ocorréncia de
U. amethystina, podemos classificar seus polinizadores em um grupo funcional — de
acordo com as medidas da cabeca (3,7 £ 0,1mm, n = 4) e comprimento da lingua
(7,89 £ 3,74mm, n = 4) — no qual insetos locais que se encaixem nestas medidas,
poderiam ser potenciais polinizadores.

Contudo, os polinizadores observados, a despeito das caracteristicas

altamente especializadas para a polinizacao cruzada, apresentaram comportamento
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generalista e baixa visitacdo nas flores de U. amethystina. Evidéncias deste
comportamento sdo a presenca de graos de pdlen de outras plantas tanto no
estigma das flores de U. amethystina quanto no corpo e lingua dos polinizadores
(Apéndice Fig. A5). Possivelmente, esta seja uma caracteristica comum para o
género, ja que também foram encontrados grédos de pélen aléctone em Utricularia

calycifida Benj. e Utricularia tricolor A.St.-Hil. (C.G. Menezes, dados nao publicados).

Implicacfes para a manutencao das populacdes

Polinizadores com comportamento  generalista  poderiam  reduzir
drasticamente o sucesso da reproducdo cruzada, devido a maior probabilidade de
perda do polen em flores de outras espécies antes de visitar a proxima flor de
Utricularia. Portanto, nesta situacdo, a autopolinizacdo deveria aumentar a
estabilidade da populacéo porque garantiria a producéo de sementes, ainda que em
menor propor¢gdo que a reproducéo cruzada [4, 6]. Contudo, 0s experimentos em
casa de vegetacdo sugerem que a autopolinizacdo ndo € um evento comum, e nao
pode ocorrer espontaneamente — como em flores cleistbgamas de Utricularia —,
portanto, se ocorrer em U. amethystina, sugerimos que seja mediada pelo préprio
polinizador.

Considerando a escassez de visitas observada em campo e a receptividade
persistente do estigma, a autopolinizacdo mediada pelo polinizador exigiria menos
visitas para garantir a produgdo de sementes, permitiria a polinizagdo cruzada —
especialmente nos periodos em que a flor libera grdos de pdlen com baixa
viabilidade — e explicaria a reducdo da razdo P/O, uma vez que este processo
minimizaria as perdas de graos de pélen.

Assim, a reproducdo de U. amethystina é provavelmente resultado de um
balanco entre autopolinizacdo e polinizacdo cruzada. A variagdo temporal da
viabilidade polinica funciona como agente regulador deste balango entre os dois
tipos de reproducdo e deve se refletir sobre a estrutura genética e o fluxo génico

entre as populacées.
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Conclusodes

U. amethystina possui simetria zigomorfa, guias de néctar, producdo e
armazenamento de néctar no interior do célcar, portanto, um conjunto de
caracteristicas adaptadas para a polinizacdo por abelhas. Estas caracteristicas séo
compartilhadas entre outras espécies da familia, contudo pela primeira vez
descrevemos a presenca de células cbnicas na epiderme floral de Lentibulariaceae.
Estas células séo responsaveis pelo brilho caracteristico das pétalas, podem
aumentar a adesao do polinizador a flor no momento do pouso, e também podem ter
acdo repelente de agua, esporos e poeira. Além disso, também €& descrito para U.
amethystina a presenca do pedestal, estrutura que conecta o évulo a placenta e
inicialmente foi considerada como sinapomorfia da sect. Orchidioides. Sua presenca
em U. amethystina sugere que seja uma caracteristica mais dispersa no género do
gue inicialmente suposto.

Um ponto critico para a reproducdo de U. amethystina — e, provavelmente
para outras espécies do género — é 0 comportamento generalista dos seu
polinizadores. Esta caracteristica deveria fazer com que a razéo pélen/évulo (P/O)
por flor fosse maior para compensar a alta probabilidade de perda do gréo de polen
até chegar a proxima flor de Utricularia. Contudo, observou-se justamente o
contrario: uma razéo P/O baixa, semelhante ao encontrado em flores cleistdgamas.
Apesar disso, a autopolinizagdo espontanea nao foi observada. Para explicar esta
relacdo conflitante entre baixa P/O, auséncia de autopolinizacdo nas condi¢cbes
testadas, e todos os caracteres altamente adaptados para a polinizacdo cruzada e
atratividade de abelhas, sugerimos que poucas visitas dos polinizadores sejam
requeridas, desde que o polinizador realize tanto a autopolinizagcdo quanto a
polinizagdo cruzada, resultando em alta economia de grdos de pdlen, segurancga

qguanto a producédo de sementes, aumento do fluxo génico pela polinizagdo cruzada.
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Materiais e Métodos

Local de estudo

O estudo foi conduzido em fevereiro de 2012, na area do PARNA Serra da
Canastra (coordenadas: S20,25947° 046,54578°; coletores: V.F.O. de Miranda
(1644), E.C.Gasparino; C.G. Menezes; S. R. Silva; L.E. Mascaro; D.M. do Carmo;
1.394m de altitude) que esté situado ao sul do Estado de Minas Gerais, Brasil. O
clima local € classificado como temperado Uumido [44] e tem precipitacdo anual em
torno de 1.300-1.700 mm, sendo que o periodo chuvoso se concentra entre
dezembro e fevereiro (autorizacéo SisBio n. 26938-1).

A area do estudo é incluida no bioma Cerrado, com vegetacao herbacea
tipica de campo rupestre. A populagdo crescia em campo natural (formagdo Campo
Limpo) [45] em meio a espécies de Asteraceae, Cyperaceae, Gesneriaceae e
Poaceae. O solo é raso, umido e arenoso: condi¢des ideais para o crescimento e

florescimento de Utricularia ao final do periodo chuvoso.

Espécie estudada

Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard é uma angiosperma
carnivora distribuida desde a América do Norte (Flérida, EUA) & América do Sul. No
Brasil pode ser encontrada desde a regido Norte e Nordeste ao Estado de S&o
Paulo [46,47]. U. amethystina foi descrita como a espécie mais polimorfica dentre as
Utricularia [10], com variacdes morfologicas que podem ser observadas entre e
dentro das populacbes. Por exemplo, o pdlen mostra variagdo na forma,
ornamentacdo, e numero de aberturas nos dois casos (C.G.Menezes, dados nao
publicados). Além disso, também o tamanho e cor da flor podem variar em
diferentes locais — U. amethystina € uma das espécies do género que possuem
variacao na cor da corola, ela pode variar entre parpura, branco e amarelo [10]. A
populacdo estudada apresentava flores purpuras.
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Anatomia e morfologia dos 6rgaos reprodutivos

Flores de U. amethystina foram preservadas em glutaraldeido (3%, feito em
tampéo fosfato 0,1M, pH 7.4) por 48h, e em seguida preparadas para microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). A preparacéo envolveu desidratacao através de série
etilica (10 min por concentragcdo: 50%, 70%, 80%, 90% e 100%, sendo que a ultima
etapa foi repetida trés vezes). Em seguida, as amostras foram desidratas em
desidratador de ponto critico (SEM 850) e metalizadas (DDESK II, Deton Vaccum).
As amostras foram observadas e fotografadas sob microscépio eletrbnico de
varredura JEOL (Mod. JSM 5410). As fotografias obtidas dos ovarios foram
utilizadas para estimar a quantidade de 6vulos. Flores desidratadas foram também
metalizadas, seguindo o mesmo protocolo acima, e observadas em MEV para
observar graos de polen sobre o estigma. Os tricomas foram descritos de acordo
com a nomenclatura proposta por Theobald et al. [48].

Flores abertas, obtidas de espécimes mantidos em casa de vegetacdo, foram
preservados por 24h em solucdo de FAA5S0 [49] (mantendo a proporcdo de 1:10
entre o volume da amostra e o volume da solucdo). Apos, as amostras fora
transferidas para solucdo de etanol 50%, para remover residuos de FAA50. Em
seguida as amostras foram desidratadas em série etilica (70%, 85%, 95% e 100%,
trocando de solucdo a cada 2h). ApGs 24h foi trocada a solucédo de etanol 100%, e
depois as amostras foram mantidas em solucao de tert-butanol, trocando trés vezes.
Finalmente as amostras foram colocadas em solucéo tert-butanol e vaselina (ha
proporcao 1:1). As amostras foram incluidas em parafina, seccionadas em laminas
de 12,5 um de espessura e coradas com azul de toluidina. As laminas foram
observadas em microscopio de luz e fotografadas usando o sistema de captura de

imagem.
Viabilidade polinica e receptividade estigmatica
A viabilidade polinica foi medida de acordo com trés protocolos [50] usando

metodos corantes: (i) através da identificagcdo de gréos abortados (Alexander [51]);
(ii) identificacdo de grédos de amido usando lugol [52]; e (iii) medindo a atividade
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enzimética com emprego de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio (TTC 1%). Plantas com
flores nos estagios iniciais da antese foram coletadas em mantidas em vasos para
este experimento.

Cada tratamento empregado para a avaliacdo da viabilidade polinica
(Alexander, lugol e TTC) foi aplicada a uma antera obtida de trés flores diferentes.
Cada antera foi macerada e corada de acordo com o protocolo-padrao [50],
observada em microscopio de luz e todos os gréos de pélen foram contabilizados,
classificando-os entre corados e ndo-corados. Foi estabelecido como TO a primeira
lamina produzida, e a partir destas os procedimentos foram repetidos em 3, 12, 24 e
48h apoés a primeira avaliacdo e os resultados foram plotados em grafico. Baseado
nesta contagem foi estimada a quantidade de gréos de poélen por flor.

A avaliacdo da receptividade estigmatica foi testada em diferentes estadios
de desenvolvimento da flor (botdo, antese, flor madura, fruto), despejando algumas
gotas de peréxido de hidrogénio sobre a superficie do estigma e observando a
reatividade.

Visitantes florais e polinizadores efetivos

Visitantes florais foram observados em campo, durante dois dias entre 8 e
18h, foram totalizadas 84h de observacdo. Sempre que possivel os visitantes foram
capturados em mantidos em solucao de etanol 70%.

Para testar a efetividade do polinizador, o etanol utilizado na conservacéo dos
visitantes foi centrifugado, e o pellet formado foi acetolisado [53, 54]. Laminas com o
polen coletado do corpo dos visitantes foi observado em microscopio de luz
buscando identificar gréos de pdolen da espécie estudada.

Além disso, foram tomadas medidas da cabeca e lingua dos insetos
capturados utilizando o microscépio de luz, o sistema integrado de captura de
imagens, e o software de medicdo, buscando definir um grupo funcional de

polinizadores baseado no tamanho da cabeca e lingua.
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Teste de polinizacdo por estimulo mecénico

Em casa de vegetacao, nove flores de plantas distintas foram selecionadas e
isoladas para testar se a vibracao por estimulo mecanico — simulado pela vibragéo
de um diapasao — poderiam produzir autopolinizacdo. Dez flores foram isoladas
como grupo-controle. O estimulo mecanico foi feito tocando o diapasédo em vibragao
(Apéndice Fig. Al) na corola e pedunculo floral. O estimulo foi repetido 5 vezes
consecutivas, todos os dias até o final do florescimento (= 10 dias). Em seguida o

desenvolvimento do ovério foi observado.
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Apéndices

Figura Al. Teste de autopolinizacdo por estimulo vibratério com diapasao.

Figura A2. Tubo polinico de Utricularia amethystina Salzm. ex A. St-Hil. & Girard. A
germinacao iniciou-se apés poucos de entrar em contato com solucao
saturada de sacarose.
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5mm

Figure A3. Visitantes florais de Utricularia amethystina. A. Augochloropsis sp.2
(Halictidae); B: Synapte elana elana (PI6tz, 1882).

Figure A4. Grdos de polen presos ao corpo do polinizador de Utricularia
amethystina: Augochloropsis sp.1 (Halictidae). Provavelmente os
graos presos em diferentes posi¢cbes do corpo do polinizador s&o de
espécies distintas, considerando o comportamento generalista destas

abelhas.
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Figure A5. Graos de polen de diferentes espécies foram encontrados na lingua da
abelha capturada (Augochloropsis spl.).
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CAPITULO 4 — Evolugido molecular do complexo ‘Utricularia amethystina’

Resumo

Utricularia amethystina possui histérico taxonémico controverso e é altamente
polimorfica. Distribui-se da América do Norte a América do Sul e possui um
polimorfismo floral Unico para o género: podem ser produzidas flores amarelas,
brancas ou purpuras. Contudo, a cor da flor possui importante papel na sinalizacéo e
atracdo de polinizadores e, por consequéncia, pode afetar a reproducédo, estrutura
genética e fluxo de genes entre populacdes. Tendo isso em mente, Nnossos objetivos
foram: (1) testar se os morfotipos de U. amethystina sédo geneticamente isolados; (2)
neste caso, a diferenca genética entre os morfotipos seria suficiente para inferir
especiacdo? Empregamos dois espacadores cloroplastidiais e trés genes, um deles
bastante conservado entre as angiospermas — o rbcL. No total foram identificados
133 hapl6tipos entre todas as populagfes amostradas, que foram analisadas quanto
a estrutura genética, distribuicdo haplotipica e filogenia. Os resultados foram
congruentes em apontar que os morfotipos caracterizados pela cor da flor sao
artificiais. Adicionalmente, encontramos evidéncias de selecdo positiva, sobretudo
para o gene matK, entre algumas das linhagens identificadas. Finalmente, o status
taxondmico de Utricularia amethystina é questionado, uma vez que identificamos
linhagens independentes sob o taxon Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil &
Girard, sugerindo que este seja, na verdade, um complexo de espécies
filogeneticamente proximas que n&o podem ser facilmente distintas pela coloragdo
floral.

Palavras-chave: polimorfismo floral, estrutura genética, rede de hapldétipos,
pigmentacao floral

Introducéo

Utricularia amethystina é uma espécie controversa e altamente polimorfica
(Figura 1). Na ultima revisdo taxondémica para o género (TAYLOR, 1989b) foram
sinonimizados 31 taxons sob este bindmio, desta forma a espécie passou a
abranger uma distribuicdo geograficamente ampla — da América do Norte (Flérida,
Estados Unidos) a América do Sul (Sdo Paulo, Brasil) — além de alto polimorfismo
em caracteres usualmente constantes (e.g. quantidade de aberturas nos graos de

polen).
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Figura 1. Flores de Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard. A. Morfotipo
brando (Rio de Contas, BA); B: Morfotipo branco (S&o Roque de Minas,
MG); C: Morfotipo purpura (Sao Joao Batista do Gloéria, MG); D: Morfotipo
branco (Chapada dos Guimardes, MT); E: Morfotipo branco (Pedregulho,
SP); F: Morfotipo purpura (Sdo Roque de Minas, MG); G: Morfotipo purpura
(Chapada dos Guimardes, MT [crédito: M. Ferramosca, 2010]); H:
Morfotipo amarelo (Chapada Diamantina, BA [crédito: F. Rivadavia, 2005]);
I: Morfotipo amarelo (S&o Jodo del Rey, MG).
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Taylor (1989) registrou em sua monografia que por muito tempo reconheceu
as espécies Utricularia hirtella A.St.-Hil. & Girard, U. genliseoides Benj. e U.
adenantha Standl. ex Standl. & Record, distintas pelo tamanho do pedunculo floral,
tamanho do labio inferior da flor e presenca de tricomas cobrindo densamente
sépalas ou pétalas (Figura 1). Porém, posteriormente ele sinonimizou estas espécies
sob Utricularia amethystina por observar um gradiente entre estas formas. Além
disso, Taylor (1989) também observou que o0 espécime-tipo de Utricularia
amethystina Salzm. ex A.St.-Hil & Girard diferem das formas mais comuns
encontradas no Brasil, quanto ao tamanho da corola, contudo, também para esta
caracteristica ha um gradiente que dificultou uma circunscricdo mais restrita do
taxon. Outras caracteristicas morfoldégicas também sao variaveis, porém a cor da flor
pode ser relevante para a interacdo planta-polinizador e afetar o fluxo génico entre
populacdes, levando-as ao isolamento e, por fim, a especiacao.

Por este motivo avaliamos a estrutura genética de populacdes de Utricularia
amethystina Salzm. ex A.St.-Hil & Girard com flores amarelas, brancas e purpura. Os
objetivos foram: (1) testar se os morfotipos com distintas cores de flor séo
geneticamente isolados, portanto se seria natural dividi-los a partir do critério cor de
flor; (2) reponder se, no caso de isolamento, a diferenca genética entre os morfotipos

seria suficiente para inferir especiagao?

Materiais e Métodos

Coleta de espécimes

As expedicbes de campo foram realizadas durante o periodo de
fevereiro/2012 a maio/2014 para coleta nas localidades descritas na Tabela 1. Para
todas as plantas coletadas foram registradas as coordenadas geograficas por GPS.
Os materiais-testemunho ainda ndo receberam codigo de tombamento pelo herbario
JABU (FCAV/UNESP), por isso foi utilizado o niumero de coletor como voucher. As

coletas foram realizadas com autorizacao do SisBio n°® 26938 e 43985.
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Tabela 1. Amostras de Utricularia amethystina coletadas entre 2008 e 2014.

Ano Flor Localidade n2 Coletor’ Codigo da
amostra
20082
Branca Chapada dos Guimaraes (MT) CM101 WC3
2012
Pdrpura Sé&o Batista do Gloria/ MG VM1622 PA
Parpura Sao Roque de Minas (MG), a bglra da estrada para o VM1627 PB
alto da Casca D’Anta
Parpura Sao Roque de Minas (MG), a be’lra da estrada para o VM1644 PC
alto da Casca D’Anta
Amarela Sé&o Joao del Reil MG CM106 YA
Branco Sao Roque de Minas (Serra da Canastra)/ MG VM1647 WA
2014
Branca Rio de Contas/ BA VM1695 WB
Branca Pedregulho/ SP CM110 WD

! Acrénimos dos coletores: CM - Cristine Gobbo Menezes e colaboradores; VM — Vitor Fernandes Oliveira de Miranda e
colaboradores.
2 Amostra coletada durante o mestrado da autora.

Extracdo e quantificacdo de DNA gendmico total

Folhas, pedunculos florais, estoldes e flores — de acordo com a
disponibilidade de tecidos — foram utilizados para o isolamento de DNA, seguindo o
protocolo descrito por Lodhi et al. (1994) adaptado para “miniprep”.

Aproximadamente 100 mg de tecido foram congelados com nitrogénio liquido
e macerados com auxilio de um pistilo. Ao final da maceragéo, com o cadinho ainda
gelado, foi adicionado 1 mL do tamp&o de extracdo (conforme protocolo original) e
incubado a 60 °C por 30 min, invertendo os tubos a cada 10 min. Ao final da
incubacéo foi adicionado 1 mL de solucé&o de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1)
agitando os tubos por inversdo durante 5min. Os tubos foram centrifugados, em
seguida, a 10.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi transferido para tubos limpos
e em funcdo do volume recuperado (quando necessario o volume recuperado foi
dividido em dois tubos de 1,5 mL) foram adicionados 0,5 vol de NaCla 5 M e 2-2,5
vol de etanol 100% gelado. As amostras foram mantidas a -20 °C por 60min e em

seguida submetidas a duas centrifugacdes: a 6.000 rpm por 5 min e 10.000 rpm por
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5min, ambas a 4 °C. Todo o liquido foi descartado e o “pellet” lavado com 1mL de
etanol 70 % gelado, seguido de centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 min. Apés o
“pellet” secar foi adicionado de 50-70 pL de tampéo TE (Tris-HCI 20mM, EDTA 1mM,
pH 8.0) e adicionado 10 puL de RNAse bovina A (10 mg/ mL), seguido de incubacéao
a 37°C por 30 min ou mantido “overnight” a temperatura ambiente.

Ao final, as amostras foram quantificadas por espectrofometria (Nanodrop®) e

e armazenadas a -20 °C.

Amplificacdo e sequenciamento

Foram amplificadas cinco regides cloroplastidiais: rps16, trnL-F, rbcL, trnS-G
e matK. Os “primers” empregados, assim como a temperatura de anelamento
empregada para cada um, estédo descritos no apéndice 1.

As reacdoes de PCR foram otimizadas para empregar 0,1 vol. do tampéo
(10x), 0,2 uM de dNTP mix (cada dNTP a 25 uM), 0,1 puM de iniciadores “forward” e
‘reverse”, 0,04 U de Tag DNA polimerase, DNA “template” (concentracédo final
variavel entre 0,004 a 2 ng/ yL) e agua ultrapura para completar o volume desejado
(10 ou 25 pL). Para amplificacdo foi empregado termociclador PTC-100 (MJ
Research) com o programa aqui descrito: abertura a 95 °C por 5 min, seguido de 30
ciclos de 92 °C por 30 s, 52-53 °C por 30 s e 72 °C por 2min e, apés o ultimo ciclo,
uma extenséao final a 72 °C por 5min.

A purificacdo das amostras foi feita a partir de precipitacao “overnight” com
adicao de acetato de sodio (3 M, pH 5,2, 1/10 do volume da reacgéo) e etanol (100 %,
gelado, 2,5 vol.) seguida por lavagens (duas, no minimo) com 1 mL de etanol (70 %)
gelado para remover residuos do acetato. Para evitar erros de pipetagem e
minimizar a perda do produto de PCR as amostras amplificadas foram diluidas (5x) e
transferidas para tubos de 1,5 mL antes da precipitacdo. Apos, e entre as lavagens,
os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm. O “pellet” foi seco a temperatura
ambiente e em seguida eluido em agua estéril (=18 pL).

A reacéo de sequenciamento empregou 1uL de de “primer” (10pM), 3 pL de
tampéo (2,5x), 1 yL de “big dye” (v.3.1), 20-50 ng de “template” e agua ultrapura
para completar 10 pL de reagdo. Para amplificacdo foi empregado termociclador
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PTC-100 (MJ Research) com o programa aqui descrito: abertura a 96 °C por 1 min,
seguido de 40 ciclos de 96 °C por 15 s, 52-53 °C por 15 s e 60 °C por 4 min. Ao final,
as reacdes sdo precipitadas seguindo o protocolo anteriormente descrito. Apds o
‘pellet” secar, as amostras sdo ressuspendidas em 10 pL de formamida,
desnaturadas por 5 min a 95 °C e submetidas ao sequenciamento no sequenciador
automético ABI 3730 XL conforme recomendag¢fes sugeridas pelo fabricante do
equipamento (Applied Biosystems, Foster City, California (CA)).

Alinhamento das sequéncias

Para cada regidao amplificada foram sequenciadas as fitas senso e antisenso.
Os eletroferogramas foram checados para identificar falsos polimorfismos e as
produzir sequéncias-consenso com emprego do aplicativo BioEdit v. 7.0.9.0 (HALL,
1999) e ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). Para o alinhamento
multiplo das sequéncias foi empregado o aplicativo Geneious® v.5.4.6 (Biomatters
Ltd.), com suas configuracOes-padrédo (peso 12 para abertura de “gaps” e 3 para
extensdo). Ap6s o alinhamento, os sitios terminais contendo muitos “gaps” foram
excluidos e, no caso de amostras com sequéncias mais curtas, estes “gaps” foram
substituidos por “N” para evitar confundi-los com ‘“indels” verdadeiros. Este
procedimento foi adotado produzindo dois alinhamentos distintos para cada um das
regides amplificadas: (1) uma alinhamento exclusivamente entre as popula¢cdes de
Utricularia amethystina amostradas; (2) um alinhamento entre as as populacdes de
Utricularia amethystina amostradas e outras espécies de Lentibulariaceae. As

sequéncias utilizadas para o segundo alinhamento estdo descritas no apéndice 2.

Estrutura genética das populacdes de Utricularia amethystina

A estrutura genética das populacdes de Utricularia amethystina — e também
agrupadas por morfotipo: amarelo, branco e purpura — foi inferida para cada matriz
de sequéncias (rpsl6, trnL-F, rbcL, trnS-G e matK) separadamente pelo aplicativo
BAPS (“Bayesian Analysis of Population Structure”) (CORANDER; TANG, 2007;
CORANDER et al., 2008).
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Os individuos foram pré-agrupados utilizando a opg¢éao “clustering with linked
loci”, para aceitar alinhamentos de sequéncias como arquivos de entrada, além de
pré-definir quais sequéncias pertencem a cada populacdo ou morfotipo. Esta
primeira busca por “clusters” empregou multiplos numeros maximos de
agrupamentos (3, 5, 10, 15, 20, 25 e 30), com uma réplica para cada. Em seguida, o
resultado deste pré-agrupamento foi utilizado para uma nova busca por
agrupamentos de acordo com o modelo evolutivo “admixture” (CORANDER,;
MARTTINEN, 2006). Esta segunda busca considerou o tamanho minimo de uma
populacado igual ao menor numero de sequéncias obtidas para um morfotipo, com
5.000 iteragdes.

Além disso, matrizes de haplétipos para cada regido cloroplastidial
sequenciada foram criadas com emprego do aplicativo DNAsp (LIBRADO; ROZAS,
2009) e empregadas para testar a distribuicdo e compartilhamento de haplotipos.
Para isso foi estimada uma filogenia intraespecifica através do critério de “Median
Joining” (¢=0;Bandelt, Forster, & Rohl 1999) e construida redes de haplétipos,
ambos com o0 emprego do software NETWORK 4.5.1.0. (www.fluxus-
engineering.com). As filogenias produzidas ndo foram polarizadas por um grupo-

externo.

Andlise dos genes: substituicbes sinbnimas e ndo-sinébnimas

A razéo entre substituicdes ndo-sindnimas e sindnimas (dN/dS) permite inferir
se 0 gene estudado esta sob forte pressao seletiva, portanto se apresenta poucas
alteracdes ndo-sinbnimas como esperado para comparacoes intraespecificas.

As substituicbes sindnimas e nao sinbnimas entre 0s géneros de
Lentibulariaceae, e entre as populacdes de Utricularia amethystina, foram
investigadas para os genes matK, rbcL e rps16 com emprego do aplicativo DNAsp
(LIBRADO & ROZAS, 2009). Para isso foi utilizado um alinhamento contendo, além
das sequéncias obtidas para as populagdes de U. amethystina, sequéncias de
outras espécies de Lentibulariaceae (Apéndice 2). Foram calculadas a média
aritmética e desvio-padrao da razdo dN/dS entre todos os individuos de cada par de

popula¢gdes comparadas.
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Andlise filogenética e suporte dos cladogramas

As analises de maxima parcimoénia (MP) foram realizadas com o aplicativo
PAUP* versdao 4b10 (“Phylogenetic Analysis Using Parsimony”) (SWOFFORD,
2002). As arvores mais parcimoniosas foram encontradas por meio de buscas
heuristicas com adi¢éo aleatoria de terminais e 5.000 réplicas (“branching swapping”
com o algoritmo TBR — “Tree Bisection and Reconnection”). O suporte dos clados foi
avaliado por “bootstrap” (FELSENSTEIN, 1985) com 2.000 pseudorréplicas
(pseudomatrizes) com buscas heuristicas de 100 ou 200 réplicas (com adicédo
aleatoria de terminais com o algoritmo TBR — “Tree Bisection and Reconnection”
para “branching swapping”).

Para as analises probabilisticas, foram escolhidos os melhores modelos
evolutivos (“best-of-fit”) com o aplicativo jModelTest versdo 2.1.1 (DARRIBA et al.,
2012). Assim, o modelo “best-of-fit” de substituicbes de DNA foi avaliado para cada
sequéncia de DNA com o critério “Akaike information criterion” corrigido (AICc;
AKAIKE, 1973; BURNHAM & ANDERSON, 2002) para estimar os parametros.
Foram realizadas analises de maxima verossimilhanca (ML) e bayesiana (“posterior
probabilities”; PP) com o algoritmo “Metropolis-coupled Markov chain Monte Carlo”
(MCMCMC; GEYER, 1991) para estimar as hipoteses filogenéticas para cada matriz
de dados. Foram realizadas andlises de maxima verossimilhanca (ML) com o
programa RAxML BlackBox (STAMATAKIS et al., 2008). Para as buscas das
melhores arvores, foi empregado o modelo GTR+GAMMA+I e para o “bootstrapping”
foi aplicada a opg¢ao “halt automatically”. Os valores de “bootstrap” para ML foram
identificados com a analise da frequéncia de clados recuperados de todos os
cladogramas amostrados com o emprego do aplicativo PAUP versdo 4b10. As
andlises de MCMCMC foram realizadas com o emprego do MrBayes versao 3.2.2
(HUELSENBECK & RONQUIST, 2001) para cada matriz com 9 x 10° geracoes
amostradas a cada 100 geracdes, usando os parametros padrdo do aplicativo. Para
cada analise duas corridas (nruns=2) com quatro cadeias (nchains=4) foram
realizadas iniciando-se de arvores aleatdrias. Foram descartadas amostras iniciais

como “burn-in” apds o alcance da “stationary” (estimado em 25% das arvores
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amostradas). As probabilidades posteriores (PP) para cada clado foram obtidas por
meio da comparacdo e congruéncia das analises individuais com a analise de uma
arvore de consenso de maioria (>50%) realizada com o auxilio do programa PAUP
versdo 4b10. As analises com os aplicativos RAXML (ref) e MrBayes (ref) foram
realizadas nas nuvens com a plataforma CIPRES (MILLER et al., 2010). Os
cladogramas foram desenhados com o programa TreeGraph2 versdo 2.0.52-347
beta (STOVER & MULLER, 2010). Para o enraizamento dos cladogramas e
polarizacdo das transformacdes, foram empregadas como grupo-externo espécies

de Lentibulariaceae (Apéndice 2).

Resultados

Sequéncias de regides cloroplastidiais

As regifes cloroplastidiais empregadas variaram quanto a eficiéncia da
amplificacdo e qualidade do sequenciamento, o que resultou em amostragens
desiguais entre as populagdes de Utricularia amethystina. Para minimizar problemas
associados ao N amostral, populagbes de um mesmo morfotipo — caracterizado
pela cor da flor — foram agrupadas para as analises de estrutura genética com o
aplicativo BAPS. A quantidade de sequéncias obtidas por populacéo e por morfotipo,
assim como dos haplétipos identificados estdo descritos no quadro 1. A lista
completa de haplétipos e suas frequéncias para cada populacdo amostrada esta

descrita no apéndice 3.
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Quadro 1. Individuos amostrados de Utricularia amethystina (Nss) por populagéo e
quantidade de haplétipos (Nn,,.s) discriminados por regido cloroplastidial e
por morfotipo.

rbcL rpsl6é matK trnS-G trnF-L Total

Morfotipo Populacdes
N seqs N haps N segs N haps N segs N haps N seqs N haps N seqs N haps Tseqs Thaps

PA 11 5 10 5
Parpura PB 9
PC 8
WA 5
7
1
3

5 4 8 2

107 71

5
6
2

W ol OO O
w b~ O

WB
wC
WD

Branco 67 50

Wk, W h b~ O
1
1
W N © 01|00 N 0
W kR N0 o
W W N w oo
R N O W o1 ;g

Amarelo YA 10

»
w
w
N
1
\l
N
w
N
N
a1
-
(¢}

E1400
E2839
Plrpura E3094
(exsicatas) E4046
E4159
E26600

Total de sequéncias 60 31 27 51 38 207

N
o)
o)

Total de haplétipos 28 20 25 34 26 133

Estrutura genética do “complexo” Utricularia amethystina

Apesar da amostragem desigual entre as populagcdes e marcadores utilizados,
os resultados obtidos foram congruentes. ldentificamos grupos geneticamente
distintos e ndo correlacionados a distancia geografica. Estes resultados sé&o
corroborados pelas reconstrucbes filogenéticas, andlise da estrutura populacional
feita pelo BAPS, e redes de haplétipos. Foram identificadas entre 3 a 6 populacdes
geneticamente distintas. Dentre as regides amplificadas, trnS-G e rbcL tiveram
maior sucesso na amplificacdo e sequenciamento, resultando nos maiores N de
individuos. Estas duas regifes cloroplastidiais diferiram drasticamente quanto aos
resultados, uma vez que o gene rbcL € mais conservado que o espacador trnS-G.

As populagdes de U. amethystina sdo diversas (em média 15 haplétipos por

populacao, considerando todas as regides investigadas; Quadro 1) e geneticamente
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estruturadas, com poucos haplotipos compartilhados. Identificamos um dnico
haplotipo compartilhado (Apéndice 3) entre duas ou mais populacdes para as
regides matK (1 de 24 haplétipos identificados), rps16 (1 de 20 haplétipos) e trnS-G
(1 de 34); apenas rbcL apresentou 6 haplotipos compartilhados (6 de 28 haplotipos);
0os haplotipos identificados para trnF-L foram todos privativos. N&ao foram
identificados haplotipos ancestrais ou compartilhados entre todas as populacdes,
gue poderiam sugerir o ponto de diversificagdo do grupo no Brasil.

Dentre as populacdes que compartilham haplotipos destacam-se PB e PC,
ambas de flores puarpuras, e WA (flor branca) coletadas na Serra da Canastra (MG,
Tabela 1). Contudo, a populagcéo PB parece ser subdivida em dois grupos génicos,
suportados tanto pelas filogenias (maxima parcimdnia, maxima verossimilhanca e
probabilistica; dados n&o apresentados) quanto pelas redes de haplétipos
produzidas com base nas regiées matK, trnF-L e trnS-G (Figura 2, 3, 6 e 7). Apenas
um dentre estes subgrupos compartilha haplétipos ou forma clado com individuos de
flores brancas (WA) proveniente da Serra da Canastra. Outro agrupamento entre
populacdes de morfotipos florais branco e purpura (Figura 2, 3, 4, 5, 6) chama
atencao devido a distancia geogréfica entre as populacées PA, PB+WA (S&o Roque
de Minas, MG) e WB (Rio de Contas, BA). Por outro lado, as populacdes de flores
brancas WC (Chapada dos Guimarées, MT) e WD (Pedregulho, SP) e a populagéo
de flores amarelas YA (S&o Jodo del Rey, MG) distinguem-se geneticamente das
demais com haplotipos privativos (exceto para o gene rbcL, Figura 4) e com alto
suporte filogenético (Figura 3). Selecionamos apenas o filograma e analise de
estrutura genética baseados na regido trnS-G, devido ao N mais representativo

obtido para este marcador e a congruéncia dos resultados com as demais regides.
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Figura 2. Estrutura genética de Utricularia amethystina baseada no espacador
cloroplastidial trnS-G. A. Comparacgéao entre filograma bayesiano enraizado
(a probabilidade posterior esta indicada sobre os ramos) e o resultado da
estrutura genética populacional feita pelo BAPS. B. Resultado do BAPS
com os individuos agrupados em morfotipos de acordo com a cor da flor
(purpura, amarelo e branco).
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Figura 3. Rede de hapldtipos do gene matK em populacbes de Utricularia
amethystina. A quantidade de mutac¢des entre os haplotipos estd sobre os
ramos. Os nos intermediarios estimam haplétipos ndo-amostrados. As
cores identificam os haplétipos encontrados em cada morfotipo floral:

parpura, amarelo e branco.
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Figura 4. Rede de haplétipos do gene rbcL em populacdes de Utricularia
amethystina. A quantidade de mutacdes entre os haplotipos estd sobre os
ramos. Os nos intermediarios estimam haplétipos ndo-amostrados. As
cores identificam os haplétipos encontrados em cada morfotipo floral:

parpura, amarelo e branco.
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Figura 5. Rede de haplétipos do gene rpsl6é em populacdes de Utricularia
amethystina. A quantidade de mutacdes entre os haplétipos esta sobre os
ramos. Os nés intermediarios estimam hapl6tipos ndo-amostrados. As
cores identificam os haplétipos encontrados em cada morfotipo floral:
parpura, amarelo e branco.
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Figura 6. Rede de haplotipos do espacador trnF-L em populagbes de Utricularia
amethystina. A quantidade de mutacdes entre os haplétipos esta sobre os
ramos. Os nds intermediarios estimam haplétipos ndo-amostrados. As
cores identificam os haplétipos encontrados em cada morfotipo floral:
parpura, amarelo e branco.
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Figura 7. Rede de haplotipos do espacador trnS-G em populacdes de Utricularia
amethystina. A quantidade de mutacfes entre os haplétipos esta sobre os
ramos. Os nds intermediarios estimam haplétipos ndo-amostrados. As
cores identificam os hapl6tipos encontrados em cada morfotipo floral:
purpura, amarelo e branco.

A partir dos resultados com a filogenia e demais analises, optamos investigar
se 0s genes sequenciados (matK, rbcL e rps16) estariam sujeitos a selegéo positiva,
ou seja se estaria acumulando mutacfes nao-sinbnimas em sua sequéncia
(Apéndice 4). A selecéo positiva € inferida quando a razdo entre substituicdes nao-

sinbnimas e sinbnimas é maior que um (pressao seletiva positiva = dN/dS > 1).
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Os resultados sugerem que o gene matK esteja sob pressédo seletiva nas
populacdes YA e WD, com valores dN/dS muito superiores a 1 (Apéndice 4). No
sentido contrario, WA comparado a PA e PB comparado a PC apresentaram valores
muito proximos a zero, como esperado para comparacgdes intraespecificas (HARTL;
CLARK, 2010) e o mesmo padrao foi observado para estas populacbes com o0s
genes rbcL e rps16. Embora os valores de dN/dS dos genes rbcL e rpsl16, de modo
geral, ndo tenham sido tdo discrepantes quanto matK, tomando com base a média
encontrada em comparacoes interespecificas de Utricularia, ou mesmo entre 0s
géneros de Lentibulariaceae, fica claro que algumas populagdes estdo acumulando
mutagdes nas sequéncias codificadoras, ainda que a uma taxa reduzida (e.g.: para
rbcL PA versus YA = 0,54 £+ 0,51; para rpsl16 PA versus PC = 0,86 + 0,10; Apéndice
4).

Discussao

Taylor (1989) descreveu Utricularia amethystina como uma das espécies mais
polimorficas do género, mas foi incapaz de reconhecer caracteres morfolégicos Uteis
para a distingdo de taxons relacionados. Contudo, flores com cores distintas séo
facilmente identificadas e agrupadas, mais do que caracteristicas como presenca de
tricomas, tamanho de folhas ou a forma das minlsculas bracteas tipicas de
Utricularia. Por outro lado, o polimorfismo intraespecifico para cor das flores ocorre
naturalmente em familias botanicas (CLEGG; DURBIN, 2000; FRY; RAUSHER,
2012; QUATTROCCHIO et al., 1999; WARREN; MACKENZIE, 2001; WHIBLEY et
al., 2006), inclusive em Lentibulariaceae (vide capitulo 5), e tem sido explorado
especialmente para o melhoramento de espécies ornamentais. Entretanto, se
considerarmos que flores com cores distintas podem ndo compartilhar dos mesmos
polinizadores, devido a preferéncia do polinizador e adaptacdo as sindromes de
polinizacdo (FENSTER et al., 2004; KLAHRE et al.,, 2011; WESTERKAMP;
CLASSEN-BOCKHOFF, 2007), justifica-se investigar se os morfotipos florais de
Utricularia amethystina seriam geneticamente isolados.

Entretanto constatamos que a cor da flor € uma caracteristica homoplastica

para Utricularia amethystina, uma vez que foram observadas trés transicoes
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independentes do puarpura para o branco, assim como uma transicao da condi¢céo
purpura para o amarelo, todas com alto suporte (Figura 2A) entre as populacdes
amostradas.

De modo geral, as populacdes de Utricularia amethystina apresentaram alta
diversidade, tendo como base a quantidade de haplétipos identificado e comparado
tanto aos resultados obtidos para Pinguicula L. ser. Albidae Casper — a partir do
espacador cloroplastidial psbA-trnH (RODRIGUEZ; MIRANDA, 2014) — quanto para
populacdes ameacadas de Utricularia longifolia Gardner, com apenas 9 haplétipos
identificados para o espacador cloroplastidial rpl20-rps12 (MENEZES; MIRANDA,
2010).

Dentre os grupos amostrados, a populagdo PC e parte da populacdao PB
chamam atencao porque formam o grupo mais rico em haplétipos (Quadro 1; Figura
2, 3, 6, 7 e Apéndice 3) dentre as populacbes amostradas. Além disso, os genes
matK, rbcL e rpsl16 para estas populacdes apresentaram raz6es dN/dS proximos a
zero (Tabela 2), como esperado para comparacdes intraespecificas. Portanto, ndo
ha duvidas de que formem um tdxon natural, mas a rigueza de haplétipos pode estar
relacionada a sua localizacdo em area protegida (PARNA Serra da Canastra), visto
que os efeitos das ameacas sobre as espécies — como reducdo e fragmentacao
das populacdes, ou barreiras ao fluxo génico — se refletem negativamente sobre a
riqueza haplotipica, como observado para Utricularia longifolia (MENEZES,;
MIRANDA, 2010). Ademais, estas populacbes (PB e PC) foram empregadas para
observacdo de polinizadores (vide capitulo 3), quando constatamos a baixa
frequéncia de visitacdo e seu comportamento generalista. Portanto, a alta riqueza
haplotipica € congruente com a hipétese de autopolinizagdo mediada pelo
polinizador (vide capitulo 3), que permite a polinizacdo cruzada sem, contudo,
depender exclusivamente dela para a producdo de sementes.

Alguns individuos da populagédo PB formaram um clado bem suportado com a
populacdo WA (Figura 1), congruente com as redes de haplétipos construidas para
matK, trnF-L e trnS-G (Figura 3, 6 e 7). As razBes dN/dS neste caso também ficaram
préximas a zero (Tabela 2), portanto o polimorfismo da coloracéo floral, neste caso,
pode estar associado a mutacdes intraespecificas na via de sintese da antocianina
— a principal classe de pigmentos presentes em flores e frutos (RAUSHER, 2006).
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Polimorfismos semelhantes a estes sdo conhecidos para outras familias botéanicas,
sem contudo haver consenso quanto aos processos que 0S mantém na natureza
(IRWIN et al., 2003; LEVIN; BRACK, 1995; RAUSHER, 2008).

Os clados formados entre PA, PB (parcialmente), WA, e WB (Rio de Contas,
BA), assim como entre WC (Chapada dos Guimaraes, MT) e WD (Pedregulho, SP)
tém em comum o agrupamento entre populacdes nédo-adjacentes. Considerando que
todas as populagfes amostradas pertencessem a uma Unica espécie, é desafiador
propor uma rota ou barreiras naturais que expliquem esta distribuicao filogeogréfica.
A alta razdo dN/dS encontrada nas comparacdes entre WD (Pedregulho, SP) e as
populacdes da Serra da Canastra (PB e PC), é, portanto congruente com a hip6tese
de que ndo apenas os morfotipos ndo sdo geneticamente isolados — considerando
parte de PB e WA como monofiléticos — quanto as diferencas acumuladas entre

populacdes suportam a divisdo de Utricularia amethystina em novos taxons.

Conclusodes

Empregamos dois espacadores cloroplastidiais e trés genes, um deles
bastante conservado entre as angiospermas — 0 rbcL. Apesar da amostragem
desigual os resultados foram congruentes: morfotipos caracterizados pela cor da flor
sdo artificiais ndo apenas porque escondem grupos geneticamente distintos, mas
porque morfotipos distintos podem compartilhar haplétipos, além de grupos
geneticamente proximos estarem distribuidos em &reas ndo-adjacentes. Além disso,
a filogenia reconstruiu clados coerentes com a distribuicdo de haplotipos e
populacdes, com suporte maior do que o esperado para agrupamentos
intraespecificos. Adicionalmente, encontramos evidéncias de selecdo positiva,
sobretudo para o gene matK. Portanto, os resultados obtidos pde em duvida o status
taxondmico de Utricularia amethystina, sugerindo que este taxon seja na verdade
um complexo de espécies filogeneticamente proximas, que ndo podem ser

facilmente distintas pela coloracéo floral.
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Apéndice 2. Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas para enraizamento das
filogenias e comparacgdes das taxas de mutacdes dos genes matK, rbcL e rpsl6.

matK

Utricularia aurea
(Silva & Miranda, em preparag&o)

Utricularia bremii
(Silva & Miranda, em preparagé&o)

Utricularia breviscapa
(Silva & Miranda, em preparacgé&o)

Utricularia hispida
(Silva & Miranda, em preparag&o)

TTGCATTTATTACGATTCTTTCTCAGCGAGTCTTGGAACGGGAATAGTCTTTT
TAATGCAAAAAAACTTTCTTTTTCAAAAAAAAATCAACGAGTTTTCTTATTCT
TATATAGTTCTCATGTATATGAATATGAATCCATTTTCGTTTTTCTACGCAAT
CAATCCTTTAATTTACGATCAACGTCTTTTGAACTTTTTCTTGAACGGATCTA
TTTCTATAGAAAAATAGAAGTCCTTATGAAAGTCTTTGAGAAGGTTACGGATT
TTCAAGAGAATCTATGGTTGGTGAAGGAACCTTGCATACATTATATTAGATAT
CAAAAAAAAATTATTCTGTCTTCCAAAGGCAAATCCCGTTTCCTGAATAAATG
GAAATGTTACCTTGTGAATTTTTGGCAATGGTATTTTTCTTTGTGGTTTTCCG
CAAGAAAGATTTTTGTTAACCAATTAGCCAATCATTCCGTAGAATTTTTGGGT
TATTTTGCAAGCGTACGGATGAACCTTTTGTTGGTACGTAGTCAAAGTCTAGA
AAATTCATTTATAATGAATAATGCTATTAAAAAGTGTGATACACTTGTTCCTA
TTAGTCCTTTGCTTATGGCATTGACTAAGGCGCAATTTTGTAATGTATTAGGA
CATCCGATTAGTAAGTCGTCTTGGGTGGATTTAGCGGATTCTACTATTATAGA
TAGATTTGGGCGTATATGCAGAAATATTTCTCATTATCATAGTGGGTCTTACA
CAAAAAAAAGTTTGTAT

TTGCATTTATTACGATTCTTTCTCAGCGAGTCTTGGAATGGGAATAGTCTTTT
TAATGCAAAAAAACTTTCTTTTTCAAAAAAAAATAAAAGAGTTTTCTTATTCT
TATATAGTTTTCATGTATATGAATACGAATCCATTTTCGTTTTTCTACGCAAT
CAATCCTTTCATTTACGATCAACGTCTTTTGAGCTTTTTCTTGAACGAATCTA
TTTCTATAGAAAAGTAGAAGTCCTTGTGAAAGTCTTTGAGAAGGTTACGGATT
TTCAAGAGAATCTATGGTTGGTGAAGGAACCTTGCATACATTATATTAGGTAT
AAAAAAAAATTCATTCTGTCTTCCAAAGGCGGATCTCGTTTCCTGAATAAATG
GAAATGTTACCTTGTGAATTTTTGGCAATGGTATTTTTCTTTGTGGTTTTCGG
CAAGAAAGATTTTTTTTAACCAATTAGCCAACCATTCTGTAGAATTTTTGGGT
TATTTTGCAAGCGTACGGATGAACCTTTTGTTGGTACGTAGTCAAAGTCTAGA
AAATTCATTTATAATGAATAATGCTATTAAAAAGTGTGATACACTTGTTCCAA
TTAGTCCTTTGCTTATGGCATTGACTAAGGCGCAATTTTGTAATGTATTAGGA
CATCCGATTAGTAAGTCGTCTTGGGTAGATTTAGCGGATTCGACTATTATAGA
TAGATTTGGGCGTATATGCAGAAATCTTTCTCATTATCACAGCGGGTCTTCCA
CAAAAAAAAGTTTGTAT

NNNNNTTTATTACGATTATTTCTCAGTGAGTCTTGGAATGGGAATAGTCTTTT
GAATGCAAAAAAACTTTCTTTTTCAAAAAAAAATCAAAGAGTTTTCTTATTCT
TATATAGTTTTCATGTATATGAATATGAATCCATTTTCGTTTTTCTACGCAAT
CAATCCTTTCGTTTACGATCAGTGTCTTTTGAACTTTTTCTTGAACGAATCTA
TTTCTATAGAAAAATGGAAGTCCTTGTGAAAGTCTTTGAGAAGGTTACGTATT
TTCAAGAGAATCTATGGTTGGTGAAGGAACCTTGTATACATTATATTAGGTAT
ACAAAAAAATTTATTCTGTCTTCGAAAAGCAGCTCTCGTTTCCTGAATAAATG
GAAATCTTACCTTGTGAATTTTTGGCAATGGTATTTTTCTTTGTGGTTTTCCG
CAAGAAAGATTTTTGTTAACCAATTAGCCAACCATTCTGTAGAATTTTTGGGT
TATTTTGCAAGTGTACGGATGAACCTTTTGTTAGTACGTAGTCAAAGTCTAGA
AAATTCATTTATAATGAATAATGCTATTACAAAGTGTGATACACTTGTTCCAA
TTAGTCCTTTGCTTATGGCATTCACTAAGGCGCAATTTTGTAATGTATTAGGA
CATCCGATTAGTAAGTCGTCTTGGGTAGATTTAGCGGATTCGACTATTATAGA
TAGATTTGGGCGTATATGCAGAAATCTATCTCATTATCATAGTGGGTCTTCCA
CAAAAAAAAGTTTATAT

TTGCATTTATTACGATTCTTGCTCAGCGAGTGTTGGAATCGAAATAATAGTCT
TATTAATGCAAATCCAAGAAAAATTTCTTTTGATTTTTTTTTGAAAAATCAAA
GAGTTTTCTTATTCTTATATAATTCTCATGTATATGAATATGAATCTATTTTC
GTCTTTATACGTAACCAATCCTTTCATTTACGATCCATATTTTTTGACCTTTT
TCTTGAACGAATCTATTTCTATAGAAAAACGGAACCCCTCGTGAAAGTCTTTG
CGAAGGTTGCGTATTTTCAGGCGAATCTATGGTTGGTCAAGGAACCTTGCATA
TATTATATTAGATATCAAAGAAAATATATTCTGGCTTCCAAGGGCGTGTCACA
TTTCCTGAATAAATGGAAATGCTACCTTGTTAATTTTTGGCAATGGTATTTTT
CCTTGTGGTTTCCTGCAAGAAAGATTTCTATCAAACACTTAGTCAATGATTCC
ATGGAATTTTGGGGTTATTTTTTAAGCGTACGAATGAGCTTTTTCTTGTTACG
GAGTCAAAGTCTAGAAAATTCATTTATAATGAATAATGCTATTAAAAAGTTTG
ATACGCTTGTTCCAATTATTTCTTTATTGGCTAAAGCGCAATTTTGTAACGTA
TTAGGGCATCCGATTAGTAAGTCGTCTTGGGCTGATTTATCGGATTTTACTAT
TATTGATCGATTTGGGCGTATATGCAGAAATCTTTTTCATTATCATAGTGGGT
CTTCCAAAAAAAAAAGTTTATAT
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

matK

Utricularia hydrocarpa
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia neottioides
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia nervosa
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia reniformis
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

TTGCATTTATTAAGATTCTTTCTCAGCGAGTCTTGGAATGGGAATAGTCTTTT
TAATGCAAAAAAACTTTCTTTTTCAAGAAAAAATCAAAGATTTTTCTTATTCT
TATATAGTTTTCATGTATATGAATATGAGTCCATTTTAGTTTTTCTACGCAAT
CAATCCTTTCATTTACGATCAACGTCTTTTAAACTTTTTCTTGAACGAATCTA
TTTCTATAGAAAAATAGAAGTCCTTGTGAAAGTCTTTGAGAAGGTTATGGATT
TTCAAGAGAATCTATGGTTGGTCAAGGAACCTTGCATACATTATATTAGGTAT
AAAAAAAAAATTGTTCTGTCTTCCAAAGGCAGATCTCGTTTCCTGAATAAATG
GAAATGTTACCTTGTGGATTTTTGGCAATGGTATTTTTCTTTGTGGTTTTCCG
CAAGAAAGATTTTTGTTAACCAATTAGCCAACCATTCTATAGAATTTTTTGGT
TATTTTGCAAGCGTACGGATGAATCTTTTGTTGGTACGTAGTCAAAGTCTAGA
AAATTCATTTTTAATGAATAATGCTATTAAAAAGTGTGATACACTTGTTCCAA
TTAGTCCTTTGCTTATGGCATTTACTAAGGCGCAATTTTGTAATGTATTAGGA
CATCCTATTAGTAAGTCGTCTTGGGTAGATTTAGAGGATTCTACTATTATAGA
TAGATTTAGTCATATATGCAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGGTCTTCCA
CAAAAAAAAGTTTGTAT

TTGCATTTATTACGATTCTTTCTCAGTGAATGTTGGAATGGGAATACTCTTAT
TAATACAAAAAAAATTTCTTTTTCAAAACAAAATCAAAGATTTTTATTATTCT
TATATAATTCTCATGTATATGAATATGAATCCACTTTGATTTTTCTATGTAAC
CAATCCGTTAATTTACGCTCAACATCTTTTGGGCTTTTTCTTGAACGAATCCA
TTTCTATAGAAAAATGGAACTCCTTGTGAAAGTCTTTGGGAAGGTTTCTGATT
TTCAATTCAATCTATGGTTGGTGAAGGAACCTTGCATACATTATGTTAGGTAT
CAAAGAAAATATATTCTGTCTTCCAAGGGCATGTCTCGTTTCCTGAATAAATG
GAAATGTTACCTTGTGACTTTTTGGCAATGGTATTTTTCCCTGTGGTTTTCTG
CCAGAAAAATTTCTATCAACCAATTAGGCAATCATTCTGTGGAATTTGGGGGT
TATTTTTTAAGCGTACGAATCAAGCTTTTGTTAGTCCGGAGTAAAAGTATAGA
AAATTCATTTATAATGAATAATGCTATTAAAAACTGTGATACACCTGTTCCAC
TTATTCCTTTGCTTCTGAGATTATCTAAGGCGCAATTTTGTAACGTATTGGGG
CATCCGATTAGTAAATCGTCTTGGGCTGATTTAGGGGATTCTCACATTATTGA
TAGATTTGGACGTATATGCAGAAATCTTTCTCATTATTATAGTGGGTCTTCCA
CAAAAAAAAAGTTTGTAT

TTGCATTTATTACGATTCTTTCTCAGTGAATGTTGGAATGGGAATAGTCTTAT
TAATACAAAAAAAATTTCTTTTTCAAAAAAAAATCAAAGAGTTTTCTTATTCT
TATATAATTCTCATGTATATGAATATGAATCCACTTTTATTTTTCTATGCAAC
CAATCCGTTCATTTACGATCAACATCTTTTGAGCTTTTTCTTGAACGAATCTA
TTTCTATAGAAAGATGGAACTCCTTGTGAAAGTTTTTGGGAAGGTTTCTGATT
TTCAATTCAATCTATGGTTGGTGAAGGAACCTTGCATCCATTATGTTAGGTAT
CAAAGAAAATATATTCTGTCTTCCAAGGGCATGGCTCGGTTCCTGAAGAAATG
GAAATGTTACCTTGTGAATTTTTGGCAATGGTATTTTTCCCTGTGGTTTTCTG
CCAGAAAAATTTCTATCAACCAATTAGCCAATCATTCTGTGGAATTTTGGGGT
TATTTTTCAAGCGTACGAATCAAGCTTTTGTTAGTACGAAGTCAAAGTATAGA
AAATTCATTTATAATGAATAATGCTATTAAAAAGTGTGATACACTTGTTCCAA
TTATTCCTTTACTTCTTACATTGTCTAAGGCGCAATTTTGTAACGTATTGGGG
CATCCGATTAGTAAGTCGTCTTGGGCGGATTTAGGGGATTCTATTATTATTGA
TAGATTTGGACATATATGCAGAAATCTTTCTCATTATTATAGTGGGTCTTCCG
CAAAAAAAAGTTTGTAT

NNGCATTTATTACGATTCTTTCTCAACGAGTGTTGTAATGGGANTAGNCTTAT
TAATGCAACAAAAATTTCTTTTTCAAAAAAAATTAAAAGAGTTTTCTTATTCT
TATATAATTCTCATGTATATGAATATGAATCAATTTTCGTCTTTATACGTAAC
CAATCCTTTCATTTACGATCAACATCTTTTGCATTTTTTCTTGAACGAATCTA
TTTCTATAGAAAAAAGGAACCCCTTGTGAAAGTCTTTGGTAAGGTTATGGATT
TTCGGGCGAATCTATGGTTGGTCAAGGAACCTTACATACATTATATTAGGTAT
AAAAGAAACTATATTGTGGCTTCCAAAGGCATGTCTCATTTCCTGACTAAATG
GAAATGTTACCTTGTTAATTTTTTGCAATGGTATTTTTCCCTGTGGTTTCCTG
TAAGAAAGATTTCTATCAACCACTTATCCAACCATTCCATGGAATTTTGGGGT
TATTTTGCAAGCGTACGAACGAACCCTTTGTTGGTACGGAGTCAAAGTATAGA
AAATTCCTTTATAATGACTAATGTTAGTAAAAAGTGCGATACGCTTGTTCCAA
TTATTCCTTTGCTTATGTCATTGGCTAAAGCGCAATTTTGTAACGTATTAGGG
CATCCGATTAGTAAGTCGTCTTGGGCTGATTTATCAGATTCTAATATTATTGA
TCGATTTGGGCGTATATGCAGAAATCTTTCTCATTATCCTAGTGGGTCTTCAA
AAAAAAAAAGTTTGTAT
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

matK

Utricularia volubilis
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

rbcL

Pinguicula filifolia
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Genlisea violacea
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia flaccida
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia longifolia
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

TTGCATTTATTACGATTATTTCTCAGCGAGTGTTTTAATTGGAATAGTCTTTT
AAATGCAAAAAAAATTTCTTTTTCAAAAAGAAATCAAAGATTTTTTTTATTCT
TATATAATTCTCATGTATATGAATATGAATCCATTTTCGTATTTATACGTAAC
CAAACCTTTCATTTAAGATCAACTTCTTTTGCACTTTTTTTTGAACGAATCTA
TTTCTATAGAAAAATGGAACACCTTGTGAAAGTCTTTGGGAAGGTTACGGATT
TTCAGGCAAATCTATGGTTGGTCAAGGACCCTTGCCTACATTATATTAGGTAT
CAAAGAAAATATATTCTGGCTTCCAAAGGCATGTCTCGTTTCCTGAATAAATG
GAAATGTTATCTTGTCAATTTTTGGCAATGGTATTTTTCCCTGTGGGTTCCTG
CAAGAAATATTTCTATCAACCAATTAGTCAATCATTCCATGGAATTTTGGGGT
TATTTTTCAAGCGTACGAATGAACCTTTTGGTGGTACGGAGTCAAGGTCTAGA
AAATTCATTTATAATGAAAAATGCTATTAGAAAGTTTGATGCACTTGTTCCAA
TTATTCCTTTGCTTGGAGCATTGGCTAAGGCACAATTTTGTAACGTATTAGGG
CATCCGATTAGTAAGTCGGCTTGGGCTGATTTAGCGGATTCTACTATTATTGA
TCGATTTGGGCGTATATGCAGAAATATTTCTCATTATCATAGCGGGTCGTCCA
AAAAAAAAGGTTTGTAT

CAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGC
ATTTCGAGTAACTCCTCAACCGGGGGTTCCGCCGGAAGAAGCAGGGGCCGCAG
TAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACGGATGGACTT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATCGAGCCTGTTCCTGG
AGAAACGGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCCCTGCGTGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATCCCTCCTGCTTATGT
TAAAACTTTCCAAGGACCGCCTCATGGAATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTA
TCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTTCGCGTGn

nnnNnAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTTAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAGGATACTGATATCTTGGCAGC
ATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGGGTTCCGCCTGAAGAAGCAGGGGCCGCGG
TAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACTT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATCGAGCCCGTTCCTGG
AGAAACAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCCCTGCGTGCTCTACGTCTGGAGGATCTTCGAATCCCTCCTGCTTATAT
TAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGGAATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGTTGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTA
TCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGN

AAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGC
ATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCACCTGAAGAAGCAGGGGCCGCGG
TAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGCCCT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGGCGATGCTACCACATTGAGCCCGTTCCTGG
AGAAAAAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCCCTACGTGCTCTACGTCTGGAAGATCTGCGAATTCCTGTTGCTTATGT
TAAAACTTTCCAAGGCCCGCTTCATGGGATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCTCTGTTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTA
TCTGCTAAAAACTATGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGG

nnACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAGGATACTGATATCTTGGCAGC
ATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGGGTTCCGCCTGAGGAAGCAGGGGCTGCGG
TAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACTT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATAGAGCCCGTTCCCGG
AGAAACAGATCAATATATCTGTTATGTAGCGTACCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCTCTGCGGGCTCTACGTCTGGAGGATCTCCGAATCCCTACCGCTTATAT
TAAAACTTTCCAGGGTCCGCCTCATGGAATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGTTGTACTATTAAACCAAAATTGGGTTTA
TCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCGGTGG
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

rbcL

Utricularia nelumbifolia
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia praelonga
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia reniformis
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

Utricularia tricolor
(SILVA & MIRANDA, em preparacéo)

rpsleé

Utricularia triloba
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

nnACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAGGATACTGATATTTTGGCAGC
ATTCCGAGTAACTCCTCAACCGGGGGTTCCGCCTGAAGAAGCAGGGGCTGCGG
TAGCTGCCGAATCTTCGACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACTT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATCGAGCCCGTTCCTGG
AGAAACAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCCCTGCGGGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATCCCTCCTGCTTATAT
TAAAACTTTCCAGGGCCCACCTCATGGAATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGTTGTACTATTAAACCAAAATTGGGTTTA
TCTGCAAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCGCnnnnn

AAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAGGATACTGATATCTTGGCAGC
ATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGGGGTTCCGCCTGAGGAAGCAGGGGCTGCGG
TAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACTT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATAGAGCCCGTTCCTGG
AGAAACAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCTCTGCGGGCTCTACGTCTGGAGGATCTCCGAATCCCTACCGCTTATAT
TAAAACTTTCCAGGGTCCGCCTCATGGAATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGTTGTACTATTAAACCAAAATTGGGTTTA
TCTGCTAAAAACTACGG-TAGAGCGGT-TTATGAATGTCTTCGCGGTGG

AAACAGAGACTAAAGCAAGTGTTGGATTCAAAGCGGGTGTTAAAGAGTACAAA
TTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAGGATACTGATATTTTGGCAGC
ATTCCGAGTAACTCCTCAACCGGGGGTTCCGCCTGAAGAAGCAGGGGCTGCGG
TAGCTGCCGAATCTTCGACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTT
ACCAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACAACATCGAGCCCGTTCCTGG
AGAAACAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTACCCTTTAGACCTTTTTGAAG
AAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTAGGAAATGTATTTGGATTC
AAAGCCCTGCGGGCTCTACGTCTGGAGGATCTGCGAATCCCTCCTGCTTATAT
TAAAACTTTCCAGGGCCCACCTCATGGAATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGA
ACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGTTGTACTATTAAACCAAAATTGGGTTTA
TCTGCAAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAATGTCTTCnnnnnnn

GGTGTTAAAGAGTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATACGAAACCAAAGA
TACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCCGGAGTTCCGCCTG
AAGAAGCAGGGGCCGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACT
GTGTGGACCGATGGACTTACCAGCCTTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACC
ACATAGAGCCCGTTCCTGGAGAAACAGATCAATATATCTGTTATGTAGCTTAC
CCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGT
AGGAAATGTATTTGGATTCAAAGCCCTGCGTGCTCTACGTCTGGAGGATCTGC
GAATCCCTCCTGCTTATGTTAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCATGGAATCCAA
GTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTGCTGGGATGTACTAT
TAAACCTAAATTGGGTTTATCTGCTAAAAACTACGGTAGAGCGGTTTATGAAT
GTCTTCGCGGnnn

TTCTCAATTAATCTCGACACGAGGGTGCTCTTGACTCGACATTGGTTGTTCTA
TTAGACTTGAATCCTTTTTTGTGAGGTTGTAATTGTAAATAGTAATAGTTCAT
GGTGCAGCTCGAGTAGGAAGGCTTAATTGATTTCTCGGGGATAACGATCTAGG
GTTAATGTCAATCAACTGGAACAACTTCGTAAATGTCTCTTCCATATATATAA
ATCCAGTGCGAGCAAGTTTCCAAGTAATAAAACTTGTTGGAATGGATTAAACT
TTTTTAATTCAAAGTGTATCATGCGCGAATCAACTGTCTAGGGTAATCTGTGC
TACAAAGAAATAAAAAAAAAGGTATGTTGCTGCCATTTGTTGAAAGGATTAGA
TTAAGAAGCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGTAAAAGG
ATCTAAGAACAAGTAAACACCTTTTTAATTTTCTAGATAGTCTCAATAACTAT
CTTTAACCGGATTAGCTTAAAGAAGACCAATCCAATTTTAAAACAGATCCATA
TAAAGAACGGGGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAAGACTTTT
CCTTTGAGGTATTTTCTAGTTATCCAACTTGAGTTAGGAGTACGAATGGTTTT
TTTGATTAAAAAAAAAAGACTGAAATCACTCAAATCATAGTCTGTCTATTTCT
CATGTCATTTATTCGAGTTGCAGACATATATAAAACTTGGAATAAAATCATTT
GTTCGTGACCCGTATGAGGAGAAAACCTCATATACGTTTCTAGGGGGGGTATT
GTG
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

rpsi6

Utricularia tricolor
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia subulata
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia simulans
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia sandersonii
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

TTTTCAATTTATCTCGAAACGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGTGAACCCTTTTTTGGGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTGTA
GCTCGAGTAGAAAGGATTAATTCATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGGGTTAAT
GCCAATCAATTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCTATATATAGAAACCCAA
TTCTAGCAAGTTTCTAATTCAAAAGTCAAACTTGGTGGAATTGATTAAACTTT
TTTTATTTAGAGTCTATCATGCATGAATCAACTGTCCAGAGGAATTGAGTAAT
TTTCACTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATT
ATATTAAGAACCTCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGGATA
AAAGATCTAAGAACAAGGAAAGACCATTTTAGTTGTCTCATAACTATCTATAA
CTGGGAAAGAAGACTTAAACCAGTTCCAGGAGGGGGTAAAGACCACTCAAGAA
ATGAAATAGAATCCAATTTTTTCCTTTGAGGTATTTGACAGTTATCCAACTTG
AGTTAAGAGTACGAATGCTTTTTTTTTTTCATTAAAAAGATTGAAATCAGAGT
CTGTCTATTTATCATTAATTTATTCGAATTGCATACATAGACAAAACTTCGAA
TCAAATCATTTTTTCGCGACCCGTATGAGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCTT
AGGTATTGTT

TTCTCAATTAATCTCGACACGAGGGTGCTCTTGACTCGACATTGGTTGTTCTA
TCATACTTGAATCCTTTTTGTGAGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTGCAG
CTCGAGTAGAAGCTTAATTGATTTCTCGGGGACAACGATCTAGGGTTAATGTC
AATCAACTGGAACAACTTCGTAAATGTCTCTTCCATATATATAAATCCAGTGC
GAGCAAGTTTCCAAGTAATAAAACTTGTTGGAATGGATTAAACTTTTTTTATT
CAAAGTGTATCATGCGCGAATCAACTGTCCAGGGTAATCTGTGCTACAAAGAA
ATAAAAAAAAAAGGTATGTTGCTGCCATTCTGCTGAAAGGATTAGATTAAGAA
GCGCCGAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAATATAAGTATAAAGGATCTAA
GAACAAGTAAACACCTTTTTAATTATCTAGATAGTCTCAATAACTATCTATAA
CCGGATTAGCTTAAAGAAGACAAATCCAATTTTAAAACAGATCCATATAAAGA
ACGGGGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAAGACTTTTCCTTTT
AGGTATTTTCTAGTTATCCAACTTGAGTTAGGAGTACGAATGGTTTTTTTGAT
TAAAAAAAAAGACTGAAATCACTGAAATCATAGTCTGTGTCTGTCTATTTCTC
ATGTCATTTATTCGAGTTGCAGACATATATAAAACTTGGAATCAAATCATTTT
TTCGTGACGCCGTATGAGGAGAAAACCTCATATACGTTTCTAGGGGGGGTATT
GTGTA

nTTTCACTTTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTAGCTCGACATTGTTTGTTCTC
TTAAACTTCAACCCTTTTTTGTTGGGTTGTAAATAGTTCAAGTTCATGATGTA
GCTCGAGTAGAAAGGATTAAGTCAGTTCTTGGGGACAAGGATCTAGGGTTAAT
GCCAATCAATCGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATAGAAACCAAT
TCTAGCATCAAACTTGTTGGAATAAATTAAACTTCTTTTATACAAAGTGCATC
ATGCGTGAATCAACTGTCTATAGGAATCTTTGCTACAAAGAAATCAAAAAGGG
TATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTAAATTAAGAAGCGCCGAAGTAATGTCT
CAACCTAATGATTAAAACTTAGTAGTAAAGGATCTAAGAACAAGAAAGCCCTT
TTTTATTGTCTAGCTAGTCTCAATAACTATCTATAATTGGATTAGATTAAAGA
AGACAAATCCAAATAAGATCCAGTTAAAGAAAAGAGGGTAAAGACCACTCAAG
AATTGAAATGGACTAACAATTTTTCCTTTGAGGTATTGAGAGTTCTACAACTT
GAGTTAGGAGTACGAATGCTTTTTTTCATTAAAAAAGGCTGAAATCATAGTCT
GTTTATTTCTCATTTAATTCTTCGAATTGTACACATAGAAAAACGAAATCATT
TTTTCTTGACGCCGTAGGAGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCTAGGGGGGTAG
TGTTCA

TTTCCAATTATCTCAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTAGTTCTGTT
AGACTTGAACCCTTTTTGTTGGGGTAATAGTTCATATTGTAGCTCGAGTAGAA
AGGATTAATTCATTTTTCGGGGACCAGGATCTAGGGTTAATGCCAATCAATCA
GAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATCATATATAGATATCCAATTCGAGC
AAGTTTCCAATTCAAAATCAAAAAAAGTAAAACTTGTTGGAATTCATTAAACT
TTTTTTATTCAAAGTGTATCATGCGTGAATTAACCGTCCAGAGGAATCTTTGC
TACAAAAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTAGATTAA
GAAGCGACGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTAAAAATAAGGATAAAGGATC
TAAGAACAAGGAAATACCTTTTTTATTGTCTCGATAGTCTCACTAACCATCTA
TAACTGGATTAGACTAACGAGGACAAATCGAATTTTAAACCAGATCCAGATAA
GGAAAAGAGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTGACGATTTTTCGT
TTTAGGTATTTTAGAATTATCCAACTTGAGTTAGGAGTACAAATGCTTTTTTT
TTCATTAAAAAAGACTGAAATCATAGTCTGTCTATTTCTCATTTAATTTATTC
TAATTTCACACATAGACAACGCTTTGAAGAAAATCATTTTTTCTTGAGCCGTA
CGAGGATAAAACCTCGTATACGTTTCTAGGGGGGTATTGTTCA
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

rpsi6

Utricularia reniformis
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia pubescens
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia praelonga
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia oliveriana
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

ATTTCAAATTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGAACCCTCTTTTTTGTTGGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTG
TAGCTCGAGTGGAAAGGATTAGAATTAATTTCTCGGGGACGATCTAGGGTTAA
TGCCAATCAATGGGAACAACTTTGTAAATATATCTTCCATATATAGAAATCCA
ATTCGAGCAAGTTTACAATTCAAAAGTAAAACTTGTTGGATGTTGAATTGATT
GAGCTTTTTTTATTTCAAAGTCTATCATGCGTGAATCAACTGTCCAGAGGAAT
CTTTGCTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTCTGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATT
AGATTAAGAACTGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGGATA
AAGAATCTAAGAACAAGGAAAGACCGTTTTAATTGTCTCATAACTATCTATAA
CTTTAACTGGATTAGCCTTAAGAAAGAAGACAAAGAAAATTGTTAACCAGATC
CCGGTAAAGAAAAGGGGTTGAAAAGCCCACTCAAGAAATGAAATAGACTCAAT
ATTTTTCCTTGGGGGTATTTGGGGTTATCCAAATTGGGTTAAGGGTGGGGATG
CTTTTTTTTTTTTTCATTAACAAGACTTAAATAATAGTCTGTGGCTATTTATC
ATTTAATTTATTCGAATTACATACATAGACAAAACGTCTAATAAAATCATTTT
TTCGTGAGCCGTACGAGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCTAGGGGGGGTATTG
TGGTA

TTTTCAATTTATCTCAAAATGAGGGTGCTCTTGACTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGAACCCTTTTTTGTTGGGTTGTAAATAGTAATAGTGCATGGTGTA
GCTCGAGTAGAAAGGATTCATTAATTTTTGAGGACAAGGATCTAGGGTTAATG
CCAATCAATCAATCCGAACAACTTCGTAAACGGATCTTCCATATTATATATAG
AAATCCAATTCTAGCAAGTTTCCAACTAAAAAGTAAAACTTATTGGAATTTAT
TTAACTTTTTTATTCAAAGTATATCATGCGTGAATCAACTGTCCAGAGGAATC
TTTGCTACAACGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTA
GATTAAGAAGCGACGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTAAAAAAAGGCTAAA
GGATCTAAGAACAAGGAAGACCTTTTTTCTTATCTCGATAGTCTCTATAACTG
GATTAGAATAAAGAAGACAAATCAAATTGAAACCAGATCCAGATAAGGAAAAA
AGGGGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAACGATTTTTTAGGTAT
TTTATAGTTATACAACTTGAGTTAGGGGTATGAATGCTTTTTCATTAAAAAAG
ACTTAACTCATAGTCTGTCTATTTCTCATGTAATTTATTCTAATTCACACATA
GACAAAACTTTGAATCAAATCATTTTTGCTTGAGCCGTACGAGGATAAAACCT
CGTATACGTTTCTAGGGGGGTATTGTTTA

TTTTCAATTTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGAATGAACCCTTTTTTGTTGGGTTGTAATGTAAATAGTAATAGTT
CATGGTGTAGCTCGAGTATAAAGGATTAATTCATTTCTCGTGGACAAGGATCT
AGGGTTAATGCCAATCAATTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATA
CAAATTCCAATTCTAGCAAGTTTATAATTCAAAAGTAAAACTTGTTGTAATTG
ATTACACTTTTTTTATTCAAACTGTATCATGCGTGAATCAACTGTCCAGAGGA
ATCTTTGCTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTCTGTTGCTGCCATTTTGAAAGGA
TTATATTAAGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAATTAAGGTTAAAG
GATCTAAGAACAAGGAAAAGACCATTTTAATTGTATCATAATCTATAATTGGG
TTAACCTAAAGAACACAAATCCAATTTTAAACCAGATACATATAAAAAAGGGG
GGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGATTAAATATTTTTACTTGAGGTAT
TTGAGAGTTATTCAACTTGAGTTAAGAGTACGAATGCTTTTTTTTCATTAAGA
CTGAAATCATAGTCTGTTTATTTCTCATTTAATTTATTCGAATTGCACACATA
GACAAAACTTCGAATCAAATCATTTTTTCGTGAGCCGTACGAGGAGAAAACCT
CGTATACGTTTCTAGGGGGGGGTATTGTTCA

TTTTCAATTTATCTCGACACGAGGGTGCTCTTGACTCGACATTGTTTGTTCTA
TTAGACTTGAATCCTTTTTTTGTGAGGTTGTAAATAATAATAGTTCATGGTGC
AGCTCGAGTAGGAAGGCTTAATTGATTTCTCGGGGACAACGATCTAGGGTTAA
TGCCAATTAACTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATATAAATCCA
GTGCGAGCAAGTTTCCACGTCAAAAAGTAAAACTTGTTGGAATTGATTAAACT
TTTTTTATTCAAAGTGTATCATGCGCGAATCAACTGTCCAGGGTAACCTGGGC
TATAAAGAACTAAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGTTGAAAGGATTAGA
TTAAGAAGCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGGTTTAAATACATGTAAGGA
TCAAAAACAAGGAAACACCTTTTTAATTGTCAAGATTGTCTCAATAACGATCT
ATAACCGGATTAGCCTAAAGAAGACTAACCCAATTTTCAAACAGATCCATATA
AAGAATAAAGAACGGGGAGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAA
GACTTTCCTTTGAGTTATTTTCTAGTTATCCAACTTGAGTTAGGAGTACGAAT
GGTTTTTTTCTTAAAAAAAAGACTGAAATCATAGTCTGTCTATTTCTTTCATT
TATTCGAGTTGCAGACATATATAAAACTTCGAATCAAATCATTTTTTCGTGAG
CCGTATGAGGAGAAAACCTCATATACGTTTCTAGGGGGGGGTAGTGTGTA
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externo

rpsi6

Utricularia nephrophylla
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia neottioides
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia nelumbifolia
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia nana
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

nnnnnnnnnnnNNTCGAAAGGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGAACCCTCTTTTTTGTTGGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTG
TAGCTCGAGTGGAAAGGATTATAATTAATTTATCGGGGACGATCTAGGGTTAA
TGCCAATCAATGGGAACAACTTTGTAAATATATCTTTCATATATAGAAATCCA
ATTCGAGCAAGTTTACAATTCTAAAGTAAAACTTGTTGGATGTTGAATTTATT
GAACTTTTTTGATTCAAAGTCTATCATGCGTGAATCAACTGTCCAGAGGAATC
TTTGCTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTA
GATTAAGAACTGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGGATAA
AGAATCTAAGAACAAGGAAAGACCTTTTTAATTGTCTCATAACTATCTATAAC
TGGATTAGCCTAAAGAAAGAAGACAAAGAAAATTGTAAACCAGATCCAGATAA
AGAAAAGGGGTGGAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTCAATATTTTTCC
TTTGAGGTATTTGGGAGTTATCCAACTTGGGTTAAGAGTGCGAATGCTTTTTT
TTTTCATTAAAAAGACGGAAATAATAGTCTGTCTATTTATCATTTAATTTATT
CGAATTACATACATAGACAAAACGTCTAATCAAATCATTTTTTCGTGAGCCGT
ACGAGGAGAAAACCTCnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

TTTTCAATTTATCTCGACACGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTA
TTAGACTTGAATCCTTTTTTTGTGAGGTTGTAAATAATAATAGTTCATGGTGC
AGCTCGAGTAGGAAGGCTTAATTGATTTCTCGGGGACAACGATCTAGGGTTAA
TGCCAATTAACTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATATAAATCCA
GTGCGAGCAAGTTTCCACGTCAAAAAGTAAAACTTGTTGGAATTGATTAAACT
TTTTTTATTCAAAGTGTATCATGCGCGAATCAACTGTCCAGGGTAATCTGGGC
TATAAAGAACTAAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGTTTAACGGATTAGA
TTAAGAAGCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGTATAAAG
GATCTAAGAACAAGGAAACACCTTTTTAATTGTCTAGATGGTCTCAATAACGA
TCTATAACCGGATTAGCTTAAAGAAGACTAATCCAATTTTCAACCAGATCCAT
ATAAAGAACGGGGAGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAAGACT
TTCCTTTGAGGTATTTTCTAGTTATCCAATTTGAGTTAGGAGTACGAATGGTT
TTTTTATTAAAAAAAAGACTTAAATCATAGTCTGTCTATTTCTTTCATTTATT
CGAGTTGCAGACATATATAAAACTTCGAATCAAATCATTTTTTCGTGAGCCGT
ATGAGGATAAAACCTCATATACGTTTCTAGGGGGGGGTAGTGTGTA

ATTTCAATTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTGT
TAGACTTGAACCCTCTTTTTTGTTGGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTGT
AGCTCGAGTGGAAAGGATTAGAATTAATTTCTCGGGGATAACGATCTAGGGTT
AATGCCAATCAATGGGAACAACTTTGTAAATATATCTTCCATATATAGAAATC
CAATTCGAGCAAGTTTACAATTCAAAAGTAAAACTTGTTGGATGTTGAATTGA
TTGAACTTTTTTTATTCAAAGTCTATCATGCGTGAATCAACTGTCCAGAGGAA
TCTTTGCTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTCTGTTGCTGCCATTTTGAAAGGAT
TAGATTAAGAACTGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGGAT
AAAGAATCTAAGAACAAGGAAAGACCGTTTTAATTGTCTCATAACTATCTATA
ACTTAACTGGATTAGCCTAAAGAAAGAAGGGAAAGAAAATTGTAAACCAGATC
CAGATAAAGAAAAGGGGTGGAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTCAATA
TTTTTCCTTTGAGGTATTTGAGAGTTATCCAACTTGGGTTAAGAGTGGGAATG
CTTTTTTTTTTCATTAACAAGACTTAAATAATAGTCTGTGGCTATTTATCATT
TAATTTATTCGAATTACATACTTACATACGTCTAATCTAAAATAAAATCATTT
TTTCGTGAGCCGTACGAGGAGAAAACCTCTnnnnnnNnNNNNNNNNNNNNNNNN
nnnnnnnnnn

TTTTCAATTAATCTCGAAATGAGGATGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTATACTTTGATGACCCCCTTTTTTGTTGGGTTGTAAATAGTAATGGTTCGCG
GTGTAGCTCGAGTAGAAATGATTAATTCATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGGG
TTAATACCAATCAATAAATTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTCCATCTATAT
ATAGAAATCCAATTCGAACAAGTTTCCAATTCAAAAAAAATCAAACTTGTTGG
AATTGATTACACTTTTTATTCAACGTGTATCTGTATCATGCGTGAATAAACTG
TCTGGATGAATCTTTGCTACAACGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTACCATT
TTGAAAGGATCAAATTAAGAGGAGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAAGTTAAAA
AAAGGTTAAAGGATCTAAGAACAAGTAAACACCTTTTTTATTGTCTTGATAGT
TTCAACAACTGTCTCTAATTGGATTGGATTAAAGAAGACAAATCTAATTGTAA
ATAGAAATAAGATCCAGATAAATAAAAGAGGAGTAAAGACCACTCAAGAAATG
AAATAGACGAAAGATTTTTCCTTTTAGGTATTTGAGAATTCTACAACTTGAGT
TAGGAGTACGAATGCTTTTTTTATGAAAAAAAAGCCATAAATTGAGTCTGTAT
ATTTCACATATAGACAAGACTTCGAATCAAATCATTTTTTCTTGAGCCGTACG
AGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCTAGGGGGGGTATTGTTTA
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

rpsi6

Utricularia meyeri
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia longifolia
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia juncea
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia huntii
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

TTTTCAATTAATCTCGAAATGAGGATGCTCCTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTTGACCCCCTTTTTGTTGGGTTGTAAACAGTAATAGTTCGCGGTGG
AGCTCGAGTAGAAAGGATTAATTCCGTTCTCGGGGACAAAGATCTAGGGTTAA
TGCCAATCAATAAATCGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATAATAT
GGAAATCCAATTCCAACAAGTTTCCAATCAAAAAAAAAACTTGTTGCAATTGA
TTCAACTTTTTTATTCAACGTGTATCAGGCGTGAATCAACTGTCCAAAGGAAT
CTTTGCTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTTTTGAAAGG
ATAAAATTAAGAAGCGCCGAAGTAATGTCTAAACCTAATGATTTAAAAAGGAT
AAAGGATTCAAAAACAAGTAAACACAATTTTAATTGTCTCGATAGTCTCAATA
ACTGTTTCAGGATTAGAATCTAAATAGAATTTTGATTGAGACAAACAAAAGGG
GGTAAAGACCACTCAATAAATGAAATTCACTAAAGATTTAGCTTTGAGCTATT
TGAAAGTTATTCAACTTGAGTTATGAGTACGAATGGTTTCTTTTTCGTTTTCA
AGAAAGAAGAAGAAAATAAATGAAATCATCATAGTCTAATTGATTTTTCTAGG
GTCTGTCATTTAATTTCTTAGAATATTAGAATTGCATACAGAGACAAAACTTC
GAATCAAATCATTTTTCTCGAGCCGTACGAGGAGAAAACTTCCTAACGGTTCT
AGGGGGGGTGTTGTTTA

TTTTCAATTTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGAACCCTTTTTTTGTTGGGTTGTAATGTAAATAGTAATAGTTCAT
GGTGTAGCTCGAGTAGAAAGGATTAATTCATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGG
GTTAATGCCAATCAATCAATTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATCTAG
AGAAATCCAATTCTAGCAAATTTCTAATTCAAAAGTAAAATTTGTTGTAATTG
ATTAAACTTTTTTGATTCAAACTGTATCATGCGTGAATCAACTGTCCAGAGGA
ATCTTTGCTACAAAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTATATT
CAAAATCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTCAAATAAGGATAAAGGA
TCTAAGAACAAGGAAAAAACTTTTTAATTGTCTCATAACTATCTATAACTGGA
TTAGCCTAAAGAACACAAATAAAATTTGAAACCAGATACAGATAAATAAAAGG
GGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGATTCAATATTTTTACTTTGAAGT
ATTTGAGAGTTATTCAACTTGAGTTAAGAGTACGAATGCTTTTTTTTTTTCAT
TAACATTAAAAAGACTGAAATCATAGTCGGTCTATTTCTCATTTAATTTATTC
GAATTGCACACATGGACAAAACTTCGAATCAAATCATTTTTTCGTGAGCCGTA
CGAGGATAAAACCTCGTATACGTTTCTAGGGGGGGGTATTGTTCA

TTTTCAATTTATCACGAAACGAAAATGATCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTAAATCTCCCCTTTTTTTGGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTG
TAGCTCGAGTAGAAAGGATTAATTCATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGGGTTA
ATGCGAATCAATCACTAAATCGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATA
GAAAAAAATTCCACCTGTTTTTATTTTCGAATTGGAAATTGTTGGAATTGATT
AAACTTTTTTTATTCAACGTGTATCATGCGCGAATCAACTGTCCGGGGGAATC
TTTGTTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTACCATTTTGAAAGGATTA
AAATAAGAAGCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTCAAAATAAGGATAA
AGGATCTAAGAACAAGGAAAGACCTTTTTTATTGTCTCAATAGTCTCAACAAC
TATCTATAACTGGATTAAACTAAAGAAAACAAATAAAATTTTTAACCAGATCC
CGATAAACAAAGGGGAGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAAGAGT
TTTCCTTTGAAAATTTTATAGTTCTACAACTTGAGTTAGGAGTACGAATGTTT
TTTTCATTAAAAAAGACAGAAATTCGAGTCTGTCTATTTATCATTTAATTTAT
TCGAATTGCATACATAGCAAAACTTCAAATCAAATCATTTTTTCTTGACGCCG
TACGAGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCTAGGGGGGTATTGTTTA

TTTTCAATTTATCTCGAAACGAGGGTGCTCTTGGCTCGACATTGTTTGTTCTG
TTAGACTTGTGAACCTTTTTTGAGGGGTTATAAATATTAATAGTTCATGGTGT
AGCTCGAGTAGAAAGGATTAATTTATTTTTCGGGGACAAGGATCTAGGGTTAA
TGCCAATCAATTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCTATATATAAACCCAAT
TATAGCAAGTTTCTAATTCAAAAGTCAAACTTGTTGGAATTGATTAAACTTTT
TTGATTTAGAGTCTATCATGCATGAATCAACTGTCCAGAGGAATTGAGTAATT
TTCGCTACAAAGAAATCAAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTA
TATTAAGAACCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTAAAATAAGGATAA
AAGATCTAAGAACAAGGAAAGACCTTTTATTTAGTTGTCTCATAACTATCTAT
TTATAACAAGAAGACTTAAACCAAGTTCCAGGAGGGGGTAAAGACCACTCAAG
AAATGAAATGGAATCAAATTTTTTCCTTTGAGGTATTTGACAGTTATCCAACT
TGAGTTAAGAGTACGAATGCTTTTTTTTTTCATTAAAAAGATTGAAATCAGAA
TCTGTCTATTTATCATTAATTTATTCGAATTGCATACATAGACAAAACTTCGA
ATCAAATCATTTTTCGCGACGCCGTATGAGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCT
TAGGGGGGTTTTGTTTA
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Apéndice 2. (continuacdo) Sequéncia de Lentibulariaceae empregadas como grupo-

externo

rpsi6

Utricularia australis
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia aurea
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

Utricularia alpina
(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003;
REUT; JOBSON, 2010).

TTTTCTATTTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACACTATTTGTTCTA
TTAGACTTGAACCCTTTTTTGTTGGTTTGTAAAAAGTAATAGTTCATGGTATA
GCTCGAGTAGAAAGGCTTAATTCATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGGGTTAAT
GCCAATCAATTGTAACAACTTCGTAAATGTATTTTCCATATATAGAAACTTAA
TTGTAGCAAGTTTTCTATTAAAAAAAAGGTAAAACTTGTTGGAATTGGTTCAA
CTTTTTTTATTCAAAGTGGGTCATGCCTGAATCAACTGTTCAGAGGAATCTTT
GCTACAAACAAATCAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATTAGATT
AAGAAGCGATGAAGTAATGTTTAAACCCAATGATTTAAAATAAGGATCTAAGA
ACAAGTAAAGCCCATTTTAATTGTCTCGATAGTCTCAATAATTATCTATAACT
GGATTAGCCCAAAGAAAACAAATCCAAATTAAAATCAGATCCAGATAAAGAAA
AGGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAATATTTTTCTTTTGAGA
TATTTGAGAGTTATACAACTTGAGTTAGGAGTATGAATGCTTTTTTTAATTAA
AAAAACTAAAATCAAAGTCTGTCTATTTCTCATTTCATTATTCTAATTGCACA
CATAGACAAAACTTAGAAAAAAATCATTTTTTCGTGAGCCGTACGAGGGGAAA
ACCTCGTATACGTTTCTGGGGGGGTATTGTTCA

ATTCTATTTATCTCGAAATGAGGGTGCTCTTGGCTCGACACTATTTGTTCTAT
AAGACTTGAACCCTTTTTGTTGGTTGGTAAATAGTATTACTTAATAGTGTACC
TCGAGTAGAAGGGCTTAATTAATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGGGTTAATGC
CAATCAATTGTAACAACTTCGTAAATGTATTTTCCATATATAGAAACTTAATT
GGAGCAAGTTTTCAATTAAAAAAAGGTAAAACTTGTTGGAATTGGTTCAACTT
TTTTTATTCAAAGTGGGTCATACCTGAATCAACTGTTAGAGGAATCTTTGCTC
CAAAGAAATCAAAAAGGGTATGTTGCTGCCATTTTGAAAGGATAGATTAAGAA
GCGATGAAGTAATGTTTAAACCCATGATTAAAATAAGGATCTAAGAACAAGTA
AAGCCCATTTTAATTGTCTAGATGGTCTCAATAACTATCTATAACTGGATTGG
CCCAAAGAAAACAATCTAATTTAAACCAGATCCAGATAAAGAAAGGGGTAAAG
ACCACTCAAGAAATGAAATAGACTAAAGATTTTTCTTTTGAAATATTTGAGAA
TTATCCAACTTGAGTTAGGGGTTTGAATGCTTTTTTTAATTAAAAAAACTGAA
ATCAAAGTCTGTCTATTTCTAATTTAATTTTTCGAATTGCACACATGGACAAC
ACTTGGAATAAAAGAATAAAATCATTTTTTCGTGACCCGTACGAGAGGAAAAT
CCTTATACGTTTCTGGGGGTAATTATTA

TTTTCAAATTATCTCGAAATGATGGTGCTCTTGACTCGACATTGTTTGTTCTG
TTATACTTGAACCCCTGTTGGGTTGTAAATAGTAATAGTTCATGGTGTAGCTC
GAGTAGAAAGGATTCTAATTCATTTCTCGGGGACAAGGATCTAGGGTTAATGC
CAATCAATCAATTGGAACAACTTCGTAAATGTATCTTCCATATATAGAAATCC
AATTCGAGCAAGTTTCCAATTCATCCAATTCAAAAGTCAAACTTGTTGGAATT
GATTGAACTTTTTTGATTCAAAGTGTATCATGCGTGAATCAACAGTCCAGAGG
AATCTTTGTTACAAAGAAATTAAAAGGGTATGTTGCTACCATTTTGAAAGGAT
TAGATTAAGAACCGCCGAAGTAATGTCTAAACCCAATGATTTACAAATAAGGA
TAAAGGATCTAAGAACAAGGAAGAGACCATTTTAATTGTCTCATAACTATCTA
TAACTGGATTACCCTAAAGAAGACAACTCAAATTTTAAACCAGATCCACGATT
AAAGAAAAGGGGGGTAAAGACCACTCAAGAAATGAAGTGGACTCTAAATTTTT
CCTTTGAGGTATTTTAGAATTACCCAACTTGAGTTAAGAGTACGAATGCTTTT
TTTTTTTTATTAAAAAGACTGAAATCATATTCTGTCTATTTCTCATTTAATTT
ATTCGAATTGCACACGTAGACAAAACTTCGAATTAAATCATTTTTTCGTGACG
CCGTACGAGGAGAAAACCTCGTATACGTTTCATAGGGGGGGGGTATTTTTCA




Apéndice 3. Frequéncia dos hapl6tipos de matK, rbcL, rpsi16, trnF-L e trnS-G
as populagdes e morfotipos amostrados
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Apéndice 3. Frequéncia de haplétipos (continuacao)
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Apéndice 3. Frequéncia de haplétipos (continuacao)
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Purpura Branco Amarelo Purpura

o o ¥ © o 8

rapioipos £ £ & $2¢8 g 0§ 82J2 8
W w w ow w

trnF-L
H1 6 - - - - - - - - - - - -
H2 2 - - - - - - - - - - - -
H3 -1 - - - - - - - - - - -
H4 -1 - - - - - - - - - - - -
H5 - 2 - - - - - - - - - - - -
H6 -1 - - - - - - - - - - -
H7 -1 - - - - - - - - - - -
H8 - -1 - - - - - - - - - - -
H9 - -1 - - - - - - - - - - -
H10 - -1 - - - - - - - - - -
H11 - -1 - - - - - - - - - -
H12 - -1 - - - - - - S
H13 - - - 1 - - - - - - - - - -
H14 - - - 1 - - - - S
H15 - - - 1 - - - - - - - - -
H16 - - - -1 - - - - N
H17 - - - -1 - - - - - - - - -
H18 - - - -1 - - - - - - - - -
H19 - - - - 2 - - - - - - - -
H20 - - - -1 - - - - - - - - -
H21 - - - -1 - - - - S
H22 - - - - - 1 - - - - - - - -
H23 - - - - -2 - - - R
H24 - - - - - - 3 - - - - - - -
H25 - - - - - - - 2 - N
H26 - - - - - - - 1 - S
trnS-G

H1 5 - - - - - - - - - - - -
H2 1 - - - - - - - - - - - -
H3 1 - - - - - - - - S
H4 1 - - - - - - - - - - - -
H5 -1 - 1 - - - - - - - - -
H6 -1 - - - - - - - - - - -
H7 -1 - - - - - - - - - - - -
H8 - 2 - - - - - - - - - - - -
H9 -1 - - - - - - - - - - - -
H10 -1 - - - - - - - - - - -
H11 - -1 - - - - - - S
H12 - -1 - - - - - - - - - - -
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Apéndice 3. Frequéncia de haplétipos (continuacao)
Parpura Branco Amarelo Parpura

gg8 s

WA

Haplétipos & £ ¢

E1400
E2839
E3094
E4046
E4159
E26600

trnS-G (continuacéo)
H13 - -
H14 - -
H15 - -
H16 - - - 1
H17 - - - 1 - - - - - - - - - -
1
1

L
1
1
1
1
1
1
1

H1I8 - - -
H19 - - -

H20 - - - - 3

H21 - - - -1

H22 - - - -1

H23 - - - -1 - - - - - -
H24 - - - -1

H25 - - - -1

H26 - - - -1

H27 - - - - -2 - - - - -
H28 - - - |
H29 - - - | - - - -
H30 - - - |

H31 - - - - - - 1
H32 - - - - - - 6 - - - -
H33 - - - - - - - e
H34 - - - - - - - |
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Apéndice 4. Média e desvio-padrdo dos sitios sinbnimos e nao-sinbnimos presentes
nos genes matkK, rbcL e rps16 em Lentibulariaceae. Os valores em vermelho aponta
0 acumulo de mutacdes ndo-sinbnimas como resultado de selecdo positiva. E em
oposi¢cao a estes, os valores em verde indicam conservacdo dos fenotipos.

Desvio-

Média dN/dS . Méaximo Minimo
padrdo
matK
Pinguicula Genlisea 0.85 - 0.85 0.85
Pinguicula Utricularia 0.58 0.16 0.85 0.39
Genlisea Utricularia 0.80 0.27 1.29 0.55
Pinguicula Utricularia amethystina 0.61 0.03 0.65 0.56
Genlisea Utricularia amethystina 1.57 0.32 1.98 1.12
Utricularia Utricularia amethystina 0.57 0.21 1.17 0.25
PA PB 0.61 0.24 0.72 0.09
PA PC 0.74 0.04 0.81 0.72
PA WA 0.09 0.00 0.09 0.09
PA WB 0.26 0.00 0.26 0.26
PA wD 0.60 0.00 0.60 0.60
PA YA 0.39 0.00 0.39 0.39
PB PC 0.08 0.18 0.53 0.00
PB WA 0.38 0.18 0.46 0.00
PB WB 0.64 0.17 0.72 0.26
PB WD 1.93 0.71 2.24 0.42
PB YA 1.43 0.49 1.64 0.39
PC WA 0.48 0.03 0.53 0.46
PC WB 0.69 0.19 0.81 0.00
PC WD 2.29 0.12 2.52 2.24
PC YA 1.70 0.12 1.93 1.64
WA WB 0.26 0.00 0.26 0.26
WA WD 0.42 0.00 0.42 0.42
WA YA 0.39 0.00 0.39 0.39
WB wD 0.60 0.00 0.60 0.60
WB YA 0.39 0.00 0.39 0.39
WD YA 0.96 0.00 0.96 0.96
rbcL
Pinguicula Genlisea 0.27 0.00 0.27 0.27
Pinguicula Utricularia 0.28 0.06 0.38 0.20
Genlisea Utricularia 0.27 0.11 0.39 0.12
Pinguicula Utricularia amethystina 0.16 0.05 0.32 0.13
Genlisea Utricularia amethystina 0.12 0.06 0.32 0.07
Utricularia Utricularia amethystina 0.26 0.08 0.61 0.00
PA PB 0.12 0.09 0.33 0.00
PA PC 0.16 0.07 0.33 0.00
PA WA 0.13 0.27 0.99 0.00
PA WB 0.13 0.35 1.34 0.00
PA wcC 0.23 0.02 0.28 0.18
PA WD 0.23 0.02 0.28 0.18
PA YA 0.54 0.41 1.52 0.00
PB PC 0.04 0.07 0.19 0.00
PB WA 0.08 0.12 0.66 0.00
PB WB 0.07 0.17 0.99 0.00

PB WC 0.20 0.03 0.28 0.18




Apéndice 4. (continuacdo) Sitios sinbnimos e ndo-sinbnimos
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rbcL (continuacgao)

PB
PB
PC
PC
PC
PC
PC
WA
WA
WA
WA
WB
WB
WB
wWC
WC
WD
rps16
Utricularia
PA
PA
PA
PA
PB
PB
PB
PC
PC
WA

WD
YA
WA
WB
wcC
WD
YA
WB
wcC
WD
YA
wcC
WD
YA
WD
YA
YA

Utricularia amethystina
PB
PC
WA
YA
PC
WA
YA
WA
YA
YA

MédiadN/ds ~ P8SVIO \iavimo  Minimo
padrédo

0.20 0.03 0.28 0.18
0.38 0.29 1.35 0.00
0.05 0.07 0.16 0.00
0.03 0.08 0.22 0.00
0.18 0.00 0.18 0.18
0.18 0.00 0.18 0.18
0.37 0.27 117 0.16
0.15 0.26 0.99 0.00
0.19 0.02 0.23 0.18
0.19 0.02 0.23 018
0.39 0.34 1.35 0.00
0.20 0.06 0.32 0.18
0.20 0.05 0.32 0.18
0.37 0.35 1.31 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00
0.21 0.08 0.42 0.16
0.21 0.08 0.42 0.16
1.15 0.36 2.41 0

0.57 0.47 1.36 0.00
0.86 0.10 1.08 0.81
0.03 0.08 0.27 0.00
0.28 0.04 0.41 0.27
0.17 0.35 1.08 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00
0.71 0.29 1.08 0.27
0.00 0.00 0.00 0.00
0.86 0.10 1.09 0.82
0.54 0.00 0.54 0.54
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CAPITULO 5 - Evolucdo da via dos flavonoides em Lentibulariaceae

Resumo

A via de sintese dos flavonoides é responsével pela producéo de antocianinas, mas
sua expressao também afeta a adaptabilidade da planta ao estresse hidrico, térmico,
deficiéncia de fosforo, protecdo UV e defesa contra patdégenos e herbivoros.
Estuda-la € bastante atrativo ndo apenas pela sua importancia sistémica, mas por
ser possivel correlacionar alteragdes na sua estrutura e regulacdo a pigmentacao
floral. A simples observacéo das transic6es evolutivas na pigmentacao floral, podem
dar pistas sobre mutacdes deletérias ou subregulacdo da expresssdo dos genes
“core”. Utilizando-se dos genomas e transcriptomas disponiveis para espécies de
Lentibulariaceae, identificamos copias homologas a trés dos genes codificadores de
enzimas essenciais na sintese dos flavonoides: chalcona sintase, flavonol sintase e
dihidroflavonol 4-redutase. Paralelamente, investigamos a frequéncia das transicoes
de pigmentacdo floral em Lentibulariaceae a partir das filogenias disponiveis.
Encontramos alta divergéncia nos genes estudados para a familia Lentibulariaceae,
indicios de selecdo positiva sobre o gene codificador da chalcona sintase, e, por
outro lado, presséo negativa para o gene de dihidroflavonol 4-redutase. Finalmente,
discutimos a relevancia destes genes para a adaptacdo das espécies de
Lentibulariaceae a condicbes de estresse hidrico e térmico (sujeito a condi¢cdes
sazonais), ambientes pobres em nitrogénio e fésforo, e sob alta radiacdo UV.

Palavras-chave: antocianinas, dihidroflavonol 4-redutase, polimorfismo floral,

transicdo da coloracéo floral.

Introducéao

A carnivoria em Lamiales (sensu APG llI, 2009) evoluiu independentemente
pelo menos trés vezes — em Plantaginaceae, Byblidaceae e Lentibulariaceae —
(PEREIRA et al., 2012; SCHAEFERHOFF et al., 2010; MULLER et al., 2004) e ¢
reconhecida como uma adaptacao para captura de macronutrientes de suas presas,
especialmente nitrogénio e foésforo, em resposta a ambientes pobres em nutrientes
(KROL et al., 2012). A monofilia de Lentibulariaceae é altamente suportada, mas a
relagdo com as demais familias da ordem é ainda controversa (SCHAEFERHOFF et
al., 2010; MULLER et al., 2004. Trata-se da maior familia de angiospermas

carnivoras, com cerca de 380 espécies distribuidas em trés géneros: Pinguicula L. (=
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100 spp.; RODONDI et al., 2010), Genlisea A.St.-Hil. (= 30 spp.; FLEISHMANN et
al., 2011) e Utricularia L. (= 250 spp.; FLEISHMANN, 2012), todos monofiléticos.

Genlisea e Utricularia formam um clado bem suportado (JOBSON & ALBERT,
2002; JOBSON et al., 2003; MULLER et al., 2004) e compartiiham a auséncia de
raizes (FLEISHMANN, 2012; JOBSON et al., 2003; TAYLOR, 1989) e cotilédones
(KONDO et al. 1978; PLACHNO & SWIATEK, 2009). Além disso, nesta linhagem
também foram identificadas altas taxas mutacionais em muitos loci dos trés
compartimentos genémicos (WICKE et al, 2013; IBARRA-LACLETTE et al., 2011,
MULLER et al., 2004; JOBSON & ALBERT, 2002) e os menores genomas dentre as
angiospermas: Genlisea aurea A.St.-Hil. (GREILHUBER et al., 2006) e Genlisea
tuberosa Rivadavia, Gonella & A.Fleischm. (FLEISCHMANN et al.,, 2014). A
miniaturizacdo do genoma € uma tendéncia compartilhada entre ambos géneros
(VELEBA et al., 2014; LEUSHKIN et al., 2013; IBARRA-LACLETTE et al., 2012;
GREILHUBER et al., 2006) associada ao baixo conteddo GC e drastica reducao das
regides intergénicas (VELEBA et al.,, 2014; GREILHUBER et al., 2006), mas com
reducao de apenas 3% das regides codificadoras (IBARRA-LACLETTE et al., 2012).
Pinguicula é o género basal, caracteriza-se por possuir folhas dispostas em rosetas
e armadilhas adesivas, além de outros caracteres plesiomorficos como sementes
com um ou dois cotilédones (DEGTJAREVA et al.,, 2004) e raizes, ainda que
temporarias (ADLASSNIG et al., 2005). Ao contrario do observado para o clado
Genlisea+Utricularia, Pinguicula ndo apresenta drastica reducdo do genoma ou
aceleracdo das taxas de mutacao.

Tanto as caracteristicas relacionadas a carnivoria quanto as caracteristicas
gendmicas de Lentibulariaceae tém, nos ultimos anos, resultado em um aumento
consideravel na quantidade de publicaces relacionadas. Além da disponibilizacdo
de dados de transcriptoma (IBARRA-LACLETTE et al., 2011), genomas completos
(LEUSHKIN et al., 2013; IBARRA-LACLETTE et al., 2013) genomas cloroplastidiais
(WICKE et al, 2013), e outros projetos de genomas em curso (VARANI & MIRANDA,;
MICHAEL, T.P; comunicdo pessoal), que abrem possibilidades de, a partir desta
crescente base de dados, investigar outros mecanismos ou vias metabodlicas até

agora inexplorados.
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Um modelo interessante para investigacao € a via de sintese dos flavonoides,
que entre outras funcdes é responséavel pela producdo de de antocianinas, o mais
importante grupo de pigmentos encontrados em flores e frutos. As antocianinas séao
glicosideos flavonoides produzidos ao final de uma longa via de sintese de
compostos secundarios importantes para a defesa da planta contra a herbivoria,
patégenos e protecdo UV (ANDERSEN & JORDHEIM, 2010; RAUSHER, 2006;
HARBORNE, 1977). Além disso, os flavonoides produzidos por esta via estdo
relacionados a outras funcbes como germinacdo do tubo polinico, transporte de
auxinas, resposta aos estresses hidrico e térmico, assim como a deficiéncia de
fésforo (Pi) (MISSON et al, 2005).

A protecdo aos danos da radiacdo UV-B tem sido atribuida a algumas das
enzimas produzidas pela via das antocianinas devido ao seu espectro de
absorbéancia — que agiria como um filtro. Contudo, recentes observacdes feitas em
Arabidopsis thaliana sugerem uma fun¢éo adicional a estes metabdlitos: a inibicdo
da formacdo de radicais livres e do acumulo de espécies reativas ao oxigénio (ROS
— “reactive oxygen species”) (EMILIANI et al., 2013). O acumulo de ROS em células
€, em geral, evitado pela acdo do complexo enzimatico citocromo oxidase (COX),
que cataliza a reagdo de conversdo do oxigénio derivado da respiracdo em agua.
Contudo, Laakkonen et al. (2006) propuseram uma alteracdo no funcionamento
deste complexo enzimatico na linhagem Genlisea+Utricularia, devido a mutacdes
previamente identificadas na sua sequéncia codificadora (JOBSON et al., 2004), e
tem-se especulado a relevancia desta alteracdo para aumento da taxa respiratoria
(LAAKKONEN et al.,, 2006) — especialmente nas armadilhas de Utricularia — e
miniaturizagdo do genoma neste clado (ALBERT et al., 2010).

Portanto, se trata de uma via metabdlica muito importante e que
paralelamente é relativamente facil de estudar devido a expressao da pigmentacdo
nas flores. A mudanca da cor das corolas entre espécies evolutivamente préximas
tem sido frequentemente acompanhada da alteracéo do polinizador, devido a cor ser
uma das caracteristicas que compdem as sindromes de polinizacdo (HOPKINS &
RAUSHER, 2012; HOBALLAH et al., 2007; GALLIOT et al., 2006; FENSTER et al.,
2004). Tais transicdes de cor das corolas sdo resultado de delegcbes, perda de

funcdo ou subregulacdo dos genes estruturais da via das anticianinas na evolucao
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das linhagens de plantas (SMITH & RAUSHER, 2011; QUATTROCCHIO et al.,
1999). Nos casos em que ocorre a transi¢cdo de uma condi¢cdo pigmentada (purpura,
vermelho, amarelo ou outro) para despigmentada (branco), podem haver efeitos
negativos que nao se restringem a discriminacéo do polinizador, mas relacionados a
diminuicdo da sobrevivéncia dos descendentes (COBERLY & RAUSHER, 2008) e
viabilidade polinica (TANG et al., 2008; NAPOLI et al., 1999) devido a perda de
enzimas e subprodutos importantes da via das antocianinas.

De modo geral, os genes relacionados a via das antocianinas estao presentes
em poucas copias no genoma das plantas, e podem ter sua expresséo tecido-
especifica regulada por fatores de transcricdo — como bHLH e R2R3-MYB (BOGS
et al.,, 2011). Mudancas nestes fatores ndo fixam o fenétipo no processo evolutivo,
portanto podem ocorrer reversdes a cor ancestral. O mesmo ndo acontece quando
ocorrem alteracbes nos genes “core” da via, que sao rapidamente fixadas
(STREISFELD & RAUSHER, 2009; COBERLY & RAUSHER, 2008). Rausher (2008)
observou que as transi¢des de cor das flores sdo assimétricas em muitas familias, o
gue significa que as linhagens com flores despigmentadas (ou brancas) se originam
sempre a partir de ancestrais pigmentados e, uma vez perdido o pigmento, sdo raras
as reversdes para a condicdo plesiomorfica pigmentada. Com isso € possivel
mapear as transicfes por meio de hipéteses filogenéticas e assim inferir possiveis
causas relacionadas as transicdes de cores.

Lentibulariaceae, assim como outras plantas carnivoras, crescem em
ambientes hostis com alta umidade e radiacdo UV (ELLISON & GOTELLI, 2001),
pobres em nitrogénio e fosforo, &cidos e frequentemente instaveis devido a
condi¢cbes sazonais (vide exemplo em HOBBHANN et al., 2006), portanto a pressao
por compostos secundarios pode ser alta. Além disso, Utricularia apresenta um
grande polimorfismo na pigmentacdo floral (de espécies vermelhas a purpuras,
amarelas e brancas), intra e interespecifico (TAYLOR, 1989). Em campo é raro
observar plantas predadas, especialmente aquelas com flores parpuras, apesar de
se tratar de plantas herbaceas de tecido geralmente fragil. Portanto, investigar as
origens do polimorfismo na pigmentacdo floral permite compreender aspectos da

fisiologia das carnivoras até o momento inexplorados: sua adaptacdo as condicdes
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ambientais hostis e protecdo contra herbivoria, patbgenos e danos causados pela
radiacéo UV.

Portanto, nossos objetivos foram estudar a evolugéo da pigmentacéo floral em
Lentibulariaceae. Para isso, estimamos as taxas de transicdes de cor de flor na
familia, buscando inferir sobre processos evolutivos responsaveis pelas transicoes
entre e dentro dos géneros. Além disso, investigamos alteracbes em alguns genes
‘core” da via das antocianinas nos genomas e transcriptomas disponiveis para

Lentibulariaceae.

Materiais e Métodos

Quantificacado das transicdes de cor de flor em Lentibulariaceae

As transicfes foram estimadas baseado nas filogenias atualmente disponiveis
para a familia e géneros (CIESLAK et al., 2005; FLEISCHMANN et al., 2010;
JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003; MULLER; BORSCH, 2005; REUT;
JOBSON, 2010). Devido aos diferentes padrbes de pigmentacdo presentes na
familia, foram consideradas “purpuras” flores com qualquer dos tons produzidos
pelas antocianinas (laranja, vermelho, rosa, lilds, roxo ou azul), e em qualquer
disposicéo (desde manchas, venagao ou cobertura completa da flor). Isto porque em
qualguer destes casos ha expressdo dos genes da via das antocianinas, ainda que
restrito a por¢cdes da corola.

As matrizes de Reut & Jobson (2010) foram alteradas, com a inclusdo de
sequéncias de morfotipos intraespecificos de Utricularia amethystina. Esta espécie
produz flores brancas, amarelas e purpuras (em diferentes tonalidades) e tem sido
alvo de outros estudos de nosso grupo (vide capitulo 4) buscando compreender a
manutencdo deste polimorfismo intraespecifico. O objetivo com esta inclusédo foi
verificar se ao nivel intraespecifico a evolugdo da pigmentacdo seguiria 0 mesmo
padrao observado entre as espécies.

As transicbes foram tabuladas e, posteriomente, calculada a frequéncia

média, conforme recomendacao de Rausher (2006).
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Genes selecionados na via de sintese das antocianinas

A sintese das antocianinas ocorre ao final de uma longa cadeia que possui,
no minimo, 8 enzimas (RAUSHER, 2006) envolvidas na producdo de moléculas
precursoras que atuam desde a protecdo UV ao transporte célula-a-célula de
auxinas, além dos pigmentos de antocianina. Foram selecionados trés genes desta
via, que ndo estdo diretamente relacionados a producdo do pigmento. Contudo,
alteracOes na expressdo destes genes podem se refletir na expressdo do fendtipo
floral devido a auséncia de moléculas precursoras dos pigmentos. Os genes
selecionados foram: chalcona sintase (CHS), dihidroflavonol 4-redutase (DFR) e
flavonol sintase (FLS). Seu posicionamento na via de sintese esta representado no

esquema abaixo.
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Figura 1. Representacdo das enzimas e genes da via dos flavonoides que participam
da producéo de pigmentos florais. Fonte: Adaptado de Rausher (2008).
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Obtencao das sequéncias dos genes a partir de genomas

Através de uma busca no GenBank, foram selecionadas sequéncias de
aminoacidos (Apéndice 1) e para os genes chalcona sintase (CHS), dihidroflavonol-
4-redutase (DFR) e flavonol sintase (FLS), restringindo os resultados a espécies de
Lamiales.

As sequéncias de aminoacidos (Apéndice 1) foram utilizadas como query para
uma busca no genoma de Utricularia gibba L. (IBARRA-LACLETE et al., 2013) e
Genlisea aurea (LEUSHKIN et al., 2013) utilizando o algoritmo tblastn (GERTZ et al.,
2006). Também foram utilizados os “reads” do sequenciamento parcial do
transcriptoma de Pinguicula vulgaris e Utricularia intermedia (utilizado como auxiliar
para a montagem do genoma de G. aurea: LEUSHKIN et al., 2013) para busca de

sequéncias dos genes-alvo.

Alinhamento das sequéncias

Apés a busca de sequéncias similares aos genes-alvo, descrita no item
anterior, foram alinhadas as sequéncias obtidas de Lentibulariaceae empregando o
aplicativo Geneious® v.5.4.6 (Biomatters Ltd.), com suas configuracdes-padréo
(peso 12 para abertura de gaps e 3 para extensdo). O mesmo procedimento foi
adotado para construir um alinhamento de aminoacidos de Lamiales e
Lentibulariaceae. As sequéncias de aminoacidos ortélogas aos genes-alvo de
Lentibulariaceae foram obtidas da anotacdo dos genomas. Na auséncia de anotacéo
dos genes, as sequéncias obtidas pela busca do algoritmo tblastn foram traduzidas,
testando todos os seis “frames” para excluir sequéncias contendo “stop codons”

prematuros.

Andlise dos genes: substituicbes sinbnimas e ndo-sinbnimas

As substituicbes sindnimas e nao sinbnimas entre 0s géneros de

Lentibulariaceae foram investigadas, com emprego do aplicativo DNAsp (LIBRADO
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& ROZAS, 2009). Para isso foi utilizado um alinhamento contendo apenas
sequéncias de Lentibulariaceae para cada um dos genes-alvo identificados.

Paralelamente, os alinhamentos de aminoacidos foram utilizados para
verificar a conservacao dos residuos entre entre os géneros de Lentibulariaceae e
com as demais Lamiales, ou alteragdes importantes como a mudanca da polaridade
proximo a sitios de ligagéo.

Os dominios e sitios de ligagdo presentes nas sequéncias foram identificados
com emprego das ferramentas “on-line” InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) e
PredictProteinOpen (https://www.predictprotein.org/). Estas ferramentas empregam
classificam as proteinas baseado nos principais bancos de dados de proteinas
(Pfam, PRINTS, PROSITE, ProDom, CATH-Gene3D, HAMAP, PANTHER, PIRSF,
SMART, SUPERFAMILY, eTIGRFAMS).

Resultados

Quantificacédo das transicdes da coloracéo floral em Lentibulariaceae

As transicdes mais frequentes foram do purpura para o branco, seguido da
transicdo do puarpura para o amarelo. Todas as demais transicbes foram muito
menos frequentes (Quadro 1). Dentre os géneros, Genlisea apresenta apenas duas
transicdes do purpura para o amarelo, e uma do amarelo para corola purpura, sendo
a cor da corola uma sinapomorfia para os clados. As flores de Pinguicula sdo de
modo geral purpuras (em diferentes tonalidades) e ocorre polimorfismo
intraespecifico do parpura para branco, mas apenas uma transicdo do purpura para
o amarelo foi identificada. Utricularia apresenta a maior quantidade de transicdes de
cor de flor, sendo mais comuns as transi¢cdes do purpura para o branco e do parpura
para o amarelo (Quadro 1).

Dentre os morfotipos de Utricularia amethystina os resultados das duas
regides do DNA cloroplastidial foram divergentes: trnL aponta o amarelo como
estado plesiomorfico, ja rps16 aponta as corolas amarelo e branco como derivadas

de um ancestral purpura (dados ndo apresentados).
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Quadro 1. Quantificacdo das transi¢cdes de cor de corola na familia Lentibulariaceae,
baseado nas filogenias disponiveis. Transi¢cfes intraespecificas ndo foram
contabilizadas, exceto nos casos em que os morfotipos tenham sido
incluidos na filogenia. P: parpura ou outros tons conferidos pelas
antocianinas (lilas, rosa, vermelho, azul); B: branco; A: amarelo.
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B>P 2 - - 1 - 0. - - -4i- - - 003
A>B 1 - 1 4 1 - 1 - 0.09
A>P 1 - 1 2 2 - 2 - 1 - - - - 1010
P>A - 1 7 1 5 3 4 - 6 - 2 - 1 - - 1033
P>B | 7 6 4 - 6 4 5 - B - - 213 - - 044
Total de transformacgdes contabilizadas 91
Total
de 12 3 54|12 5 58| - - 31 - - 55| - - 4 - 24 - 42
téxons

* as matrizes foram alteradas para incluir os morfotipos puarpura, branco e amarelo de Utricularia
amethystina

Identificagdo dos genes-alvo nos genomas de Lentibulariaceae

Em alguns casos mais de uma sequéncia foi identificada pelas buscas com
tblastn. As sequéncias que apresentavam codons de parada prematuros em todos
os 6 “frames” foram excluidas da analise.

Para o gene da enzima chalcona sintase foram identificadas trés sequéncias
para Utricularia intermedia, e uma uUnica sequéncia para Genlisea aurea, Pinguicula
vulgaris e Utricularia gibba. Para o gene codificador da enzima dihidroflavonol 4-
redutase nao foram identificadas sequéncias para Pinguicula vulgaris; e a busca
pelos genes de flavonol sintase tiveram sucesso apenas para Genlisea aurea e
Utricularia gibba. As sequéncias nucleotidicas foram investigadas quanto as

substituicbes sinbnimas e nao sinbnimas (Tabela 1). A razdo entre substituicoes
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nao-sinbnimas e sinbnimas podem sugerir a intensidade da selecdo a que cada

fenotipo esteja submetido.

Tabela 1. Analise par-a-par de sitios sindbnimos e n&o-sinbnimos para 0s genes
chalcona sintase (CHS), dihidroflavonol 4-redutase (DFR) e flavonol

sintase (FLS) em Lentibulariaceae.

Total . .
Dif. Sitios Dif. N Sit. N dN/d
Gene de Sequéncial Sequéncia 2 . ) das . . dN
" Sin. Sin. Sin. Sin. S
sitios
CHS 1035
P. vulgaris G. aurea 16,33 24550 0,07 64,67 78350 0,08 1,24
P. vulgaris U.intermedial 16,92 245,75 0,07 70,08 783,25 0,09 1,30
P. vulgaris U.intermedia2 18,58 24542 0,08 7142 78358 0,09 1,20
P. vulgaris U.intermedia3 16,92 24558 0,07 70,08 783,42 0,09 1,30
P. vulgaris U. gibba 17,92 246,25 0,07 7508 78275 0,10 1,32
G. aurea U. intermedial 20,08 247,25 0,08 71,92 781,75 0,09 1,13
G. aurea U.intermedia2 19,42 246,92 0,08 70,558 782,08 0,09 1,15
G. aurea U. intermedia3 20,08 247,08 0,08 76,92 781,92 0,10 1,21
G. aurea U. gibba 19,42 247,75 0,08 7458 781,25 0,10 1,22
U.intermedial  U. intermedia2 2,67 247,17 0,01 5,33 781,83 0,01 0,63
U. intermedial  U. intermedia3 2 247,33 0,01 10 781,67 0,01 1,58
U.intermedia2  U. intermedia3 3,67 247,00 0,01 13,33 782,00 0,02 1,15
U. intermedial  U. gibba 1 248,00 0,00 7 781,00 0,01 2,22
U. intermedia2  U. gibba 2 247,67 0,01 10 781,33 0,01 1,58
U. intermedia3  U. gibba 3 247,83 0,01 15 781,17 0,02 1,59
DFR 508
G. aurea U. intermedia 89,5 114,92 0,78 39,5 383,08 0,10 0,13
G. aurea U. gibba 63,5 115,75 0,55 40,5 382,25 0,11 0,19
U. intermedia U. gibba 59,5 112,83 0,53 19,5 385,17 0,05 0,10
FLS 535
G. aurea U. gibba 32,25 127,92 025 97,75 3851 0,25 1,01

Dif.Sin.: diferengas sindnimas entre o par de sequéncias analisado

Sit. Sin.: sitios sindnimos

dS: Razéo entre substituicdes sindnimas por sitio sinGnimo

Dif.NSin.: diferengas néo sinénimas entre o par de sequéncias analisado
Sit. N Sin.: sitios ndo sindnimos

dN: Raz&o entre substituicdes ndo sindnimas por sitio ndo sindénimo

De modo geral, as taxas de dN/dS para enzima chalcona sintase, entre

todas as comparacdes, resultaram em valores acima de 1, ou seja, ha um acumulo

de substituicdes ndo-sinbnimas entre os géneros. Contudo, a maior taxa de dN/dS

foi encontrada entre as sequéncias de Utricularia gibba e U. intermedia (1,58-2,22;

Tabela 1), sugerindo que esta enzima esteja sob selecdo positiva ou que as

pressdes sob esta enzima estejam relaxadas na linhagem Utricularia, permitindo

alteracdo das sequéncias. Estes resultados sdo coerentes com as rapidas taxas
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evolutivas identificadas para a linhagem Utricularia (WICKE et al, 2013; IBARRA-
LACLETTE et al.,, 2011; MULLER et al., 2004; JOBSON & ALBERT, 2002). O
alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos de chalcona sintase obtidas para
Lentibulariaceae com sequéncias de outras Lamiales apresentou cerca de 50% de
sitios idénticos. Foram identificados dois dominios (N-terminal e C-terminal) e 13
sitios de ligacdo a proteinas, dos quais apenas um sitio dentro do dominio C-
terminal teve uma modificacdo de um residuo de leucina para uma metionina
(ambos aminoéacidos apolares).

O gene da enzima dihidroflavonol 4-redutase apresentou taxas de dN/dS que
sugerem pressao seletiva contréria a alteracdo das sequéncias (taxas dN/dS entre
0,10 e 0,19; Tabela 1). Apesar, do alinhamento com sequéncias de aminoacidos
apresentar muitas mutacées em relacéo as demais Lamiales. As sequéncias obtidas
para dihidroflavonol 4-redutase apresentaram um unico dominio NAD(P), congruente
com caracterizacdes desta enzima como NAD(P) dependente. Dentre os 16 sitios de
ligacdo identificados para, 12 foram alterados e um sitio foi deletado comparado as
demais Lamiales. As alteracdes incluem trocas por aminoacidos com polaridade
diferente da condicdo ancestral em alguns dos sitios. Sera necessario investigar
posteriormente como tais alteracdes poderiam afetar a interagcdo desta enzima com
seus substratos. Além disso, a sequéncia obtida para Genlisea aurea, assim como
para FLS, esta incompleta ou sofreu reducdo da sequéncia com perda de 192
residuos, incluindo parte do dominio NAD(P).

Flavonol sintase apresentou dN/dS préximo a um (Tabela 1), o que sugere
gue este gene esteja sob pressao relaxada ou livre de pressdo. As sequéncias de
aminoacidos de Lentibulariaceae homoélogas a flavonol sintase apresentaram dois
dominios: ndo-heme dioxigenase e oxoglutarato/ ferro-dependente desidrogenase. A
sequéncia para este gene obtida de Genlisea aurea parece estar incompleta,
comparada a Utricularia gibba e as demais Lamiales. Nela, esta ausente a regiao
homdloga ao dominio ndo-heme identificado para Utricularia gibba — portanto, 157
residuos iniciais. Provavelmente parte da sequéncia tenha sido perdida por
problemas na anotacdo e montagem do genoma, ou entdo a estrutura desta proteina

foi sensivelmente alterada na linhagem Genlisea. Os sitios de ligacéo identificados
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na regido do dominio oxoglutarato/ ferro-dependente desidrogenase estédo

conservados tanto em Genlisea quanto em Utricularia.

Discussao

A via de sintese dos flavonoides surgiu entre os ancestrais das bridfitas
contando com apenas trés dos genes encontrados entre as angiospermas atuais
(chalcona sintase, flavonol sintase e flavanona 3-hidroxilase), mantendo-se
altamente conservada entre os grupos derivados (RAUSHER, 2006). Esta via
tornou-se mais longa passo-a-passo entre o0s grupos derivados, produzindo
flavonoides com importante papel na protecdo contra radiacdo UV e também contra
patdégenos e herbivoros.

As antocianinas surgiram apenas a partir das gimnospermas (RAUSHER,
2006). Neste grupo, estruturas relacionadas a dispersdo das sementes — como
tecidos carnosos desenvolvidos a partir de diferentes estruturas: sarcotesta (Cycas e
Gynkgo), arilo (Taxus e Cephalotaxus), bracteas (Juniperus e Ephedra) e pedunculo
(Podocarpus) — evoluiram independentemente em Cycadales, Ginkgoales,
Coniferales e Gnetales (LOVISETTO et al., 2012). Isto corrobora a proposta de que
a evolucado da via das antocianinas seja resultado do equilibrio entre duas pressoées
distintas: além da protecdo da planta, como funcéo primitiva de muitos dos produtos
desta via, a coevolugdo de um conjunto de caracteristicas de sinalizagcéo e atracado
com polinizadores e dispersores, dentre as quais a producdo de antocianinas e
pigmentacao de flores e frutos tem importante papel.

A cor das flores € um carater altamente homoplastico no género Utricularia,
contudo, a cor purpura é o estado ancestral do qual surgiram independentemente
corolas amarelas e corolas brancas. Esse mesmo padrédo evolutivo foi encontrado
em Genlisea (FLEISCHMANN et al., 2010) e Pinguicula (CIESLAK et al., 2005), mas
o fenotipo amarelo surgiu poucas vezes independentemente nestes géneros,
diferente do observado para Utricularia. A figura 2 resume as frequéncias das
transicdes de cor de flor observadas na familia Lentibulariaceae (descritas no

Quadro 1), ficando evidente que a transicdo para a condicdo despigmentada €&
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frequentemente irreversivel, e estd possivelmente ligada a perda de funcdo de

algum dos genes da via das antocianinas.

010 003
/ “\

033 ., 044

Figura 2. Esquema representativo da frequéncia das transicdes de cor de flor na
familia Lentibulariaceae. O estado puUrpura representa qualquer das
tonalidades expressas pelas antocianinas (laranja, vermelho, rosa, azul
ou purpura), cobrindo total ou parcialmente a corola. Apenas flores
totalmente brancas foram consideradas despigmentadas. Para saber
guais filogenias foram consultadas, vide Quadro 1.

Transi¢cdes de cor em flores sdo frequentemente associadas a alteracdes na
estrutura ou regulacdo dos genes da via das antocianinas. E devido a facilidade de
de relacionar o polimorfismo na coloracao floral com alteracdes nesta via metabdlica
que a regulacio da via dos flavonoides tem sido amplamente estudada. E possivel
relaciona-la a adaptatividade e resposta das plantas sob estresse hidrico, térmico,
resisténcia a patdgenos e herbivoros, esterilidade masculina, entre outras questdes
(para revisdo veja HICHRI et al.,, 2011, RAUSHER, 2006, 2008). Além disso,
gualquer dos genes integrantes da via das antocianinas, ou de seus reguladores,
pode alterar a pigmentacéo floral.

O morfotipo branco (ou despigmentado), contudo, envolve geralmente a perda
de funcdo de algum dos genes da via ou de seus genes reguladores (RAUSHER,
2008; JOHNSON et al., 2001), e como observado (Figura 2) esta alteracdo €
frequentemente irreversivel. Por este motivo, chama atencéo o polimorfismo intra-

especifico puarpura/branco ser tdo comum, inclusive em Lentibulariaceae
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(especialmente em Pinguicula e Utricularia). Estas alteracdes podem resultar desde
a substituicdo de um Unico aminocido (JOHNSON et al.,, 2001) a deficiéncia em
chalcona sintase e seus derivados (NAPOLI et al., 1999; SPRIBILLE & FORKMANN,
1981), dentre outras enzimas integrantes da via dos flavonoides. Aléem disso, o
motivo pelo qual este polimorfismo € mantido em populagbes naturais permanece
sem resposta. Em Raphanus sativus (Brassicaceae, IRWIN et al., 2003) observou-se
gue embora nao existam diferengcas na atratividade de polinizadores ou sucesso
reprodutivo entre os morfotipos pigmentados e despigmentados, estes ultimos
sofrem maior predagao por herbivoros, ja que acumulam concentragdes menores de
compostos secundarios nas folhas.

Por outro lado, quase tdo frequentes quanto as transi¢cdes do purpura para o
branco, foram as transi¢cdes de corolas purpuras para amarelas em Lentibulariaceae.
Corolas amarelas sdo geralmente associadas ao acumulo de carotenoides nas
células, e as transicbes de amarelo para purpura foram apenas investigadas quanto
a sinalizacdo para os polinizadores (GORI, 1989). Recentemente discutiu-se a
relevancia do acumulo de flavondéis — kaempferol, quercetina e miriocetina — no
citosol para a expressao da cor amarela em flores (MARKHAM et al., 2001). Neste
caso, a enzima flavonol sintase (FLS), que produz os flavonois kaempferol,
quercetina e miriocetina, deve ter um importante papel (Figura 3).

A enzima FLS compete pelos mesmos substratos com a enzima
dihidroflavonol 4-redutase (DFR), portanto uma alteracdo na especificidade da
enzima DFR aos substratos poderia favorecer o acimulo de substrato e a producao
de flavondis (DAVIES et al., 2003). De outro modo, a partir da chalcona sintase
podem ser produzidas moléculas de 4’-O-glicosiltransferase (ONO et al., 2006) que
sdo essenciais para o funcionamento da enzima auresidina sintase (AUS), sendo a
responsavel pela producado de 6’-O-glicosideos de aurona que podem conferir a cor
amarela a pétala (HARBORNE, 1977; ONO et al., 2006).
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Figura 3. Esquema parcial da via de sintese dos flavonoides. A produgcédo dos
pigmentos de antocianina foi omitida. As setas largas indicam as enzimas
estudadas a partir dos genomas de Lentibulariaceae. As enzimas estao
identificadas pelas siglas: CHS (chalcona sintase), F3’H (flavanoide 3’
hidroxilase), F3'5’H (flavanoide 3’ &' hidroxilase), F3H (flavanona 3-
hidroxilase), DFR (dihidroflavanol 4-redutase) e FLS (flavonol sintase). As
chaves indicam moléculas produzidas a partir de substratos da via
principal. Adaptado de Chopra et al. 2008.

Em Lentibulariaceae foram estudadas apenas trés destas enzimas, sendo
duas pertencentes ao eixo “primitvo” — CHS e FLS — e uma enzima
evolutivamente mais recente (DFR). Esta separacdo se justifica, uma vez que a
regulacdo destas enzimas séo controladas em modulos: a expressao das enzimas
“primitivas” é induzida por radiacdo UV, ja as enzimas derivadas possuem um
sistema de regulacéo distinto, que parece depender do gene TTG1 (“transparent
testa glabra”) (WILKER et al., 1999), proteinas MYB e fatores de transcricdo bHLH
(“basic helix-loop-helix”) (FELLER et al., 2011). Mas, o controle coordenado entre
estes dois “mddulos” de enzimas, apesar de ainda pouco compreendido, deve
envolver proteinas MYB (RAUSHER, 2006).

Apesar destas enzimas nao participarem diretamente da producdo das

antocianinas, estdo relacionadas a transicdes de condigcbes pigmentadas para a
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condi¢ao despigmentada, e podem estar relacionadas direta ou indiretamente com a
expressdo do fendtipo amarelo (ONO et al., 2006; MARKHAM et al.,, 2001,
NAKAYAMA et al., 2000; MARKHAM & OFMAN, 1993).

O acumulo de substituicdes ndo-sinbnimas para o gene codificador da enzima
chalcona sintase, chama atencdo justamente devido a sua origem precoce na
evolucao das plantas (RAUSHER, 2006). Contudo a conservacdo de 50% dos sitios
idénticos ao de outras Lamiales, dentre eles quase todos os sitios de ligagcéo
identificados, sugerem que tais alteracdes nao modificaram drasticamente sua
funcéo.

Por outro lado, a enzima dihidroflavonol 4-redutase (DFR) apresentou alta
divergéncia das demais Lamiales, embora entre as sequéncias identificadas para
Lentibulariaceae aparentemente encontram-se sob forte presséo seletiva, contraria a
modificacdo. O gene dfr pertence a uma pequena familia de genes, muitas vezes
representadas por apenas uma copia, como em Lentibulariaceae, ou com algumas
poucas coOpias (XIE et al., 2004). A enzima DFR é responsavel pela producdo de
leucoantocianidinas, precursores incolores das antocianinas. Mas, além disso, esta
relacionada a producdo de taninos condensados, catequinas e outras moléculas
importantes para a defesa da planta a patégenos e herbivoros.

Em Petunia sdo conhecidas quatro copias do gene DFR (dfrA, dfrB, dfrC e
dfrD), mas somente o dfrA é expresso em flores. Em Antirrhinum este gene é
determinado pelo locus pallida (pal) que determina flores despigmentadas ou
parcialmente pigmentadas (HOLTON & CORNISH, 1995). A atividade da enzima
DFR também foi correlacionada ao padrdo de acumulacdo de antocianinas em
corolas de Gerbera hybrida, se restritas as células da epiderme ou base da pétala,
por exemplo (HELARIUTTA et al., 1993). E a manipulagcéo da expressdo da enzima
FLS — que compete pelos mesmos substratos utilizados pela enzima DFR —
permitiu aumentar a concentracdo de antocianinas produzidas em Petunia (DAVIES
et al., 2003).

Apesar das poucas copias, a expressdo do gene dfr pode ser regulada por
multiplos fatores de transcricdo. Tanto mutacdes no préprio gene dfr quanto em seus
reguladores ja foram descritos para Arabidopsis thaliana, resultanto em morfotipos
despigmentados (WINKEL-SHIRLEY et al., 1995; WALKER et al., 1999; NESI et al.,
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2000, 2001). Em Antirrhinum majus foram identificados pelos menos trés loci
reguladores para dfr (Delila, Eluta e Rosea) (HOLTON & CORNISH, 1995).

A enzima DFR tem a capacidade de ligar-se, de acordo com a disponibilidade,
a trés substratos distintos: dihidrokaempferol (DHK), dihidroquercetina (DHQ) e
dihidromiriocetina (DHM). Isso € possivel devido as similaridades entre estas
moléculas, que diferem apenas quanto ao numero de hidroxilas ligadas ao anel
aromatico B, onde néo se localiza o sitio enzimatico (JOHNSON et al., 2001). Além
disso, coOpias distintas de DFR, identificadas para outras familias, podem ter
expressdo tecido-especifica e maior especificidade a um destes trés substratos
(TANG et al., 2008).

Em Petunia identificou-se uma regido, bastante variavel, mas crucial para a
determinacdo da especificidade da enzima DFR ao substrato (JOHNSON et al.,
2001). Um modificagdo em um unico residuo esta associada a capacidade da DFR
ligar-se ao um de seus substratos preferencialmente; no caso de Petunia, explica a
auséncia de flores vermelhas pela incapacidade da enzima ligar-se ao
dihidrokaempferol. Uma regido homologa a identificada em Petunia foi localizada no
alinhamento de Lentibulariaceae com outras Lamiales. Esta regido variavel, e
potencialmente critica para a especificidade do substrato, localiza-se entre o0s
residuos 158 e 183 de Lentibulariaceae (Figura 4).

O residuo de asparagina (N, em azul na figura 4) observou-se ser critico para
a afinidade com DHQ e DHM (JOHNSON et al., 2001). O residuo de glutamato (Q,
em vermelho na figura 4) foi previamente identificado apenas em enzimas capazes
de ligar-se a DHK (JOHNSON et al., 2001). Em Utricularia intermedia esta posicao
sofreu mutacdo para um residuo de prolina (P), um aminoacido apolar. Portanto,
possivelmente a DFR identificada para U. gibba é capaz de ligar-se a qualquer dos
trés substratos, mas a enzima obtida de U. intermedia perdeu a capacidade de ligar
ao dihidrokaempferol. E em Genlisea aurea, a sequéncia obtida ndo possui esta
regido, seja por delecédo ou problemas na anotacao do gene, impedindo a avaliacédo
entre os géneros.

A excecdo de Pinguicula vulgaris, as demais espécies de Lentibulariaceae
empregadas aqui possuem flores amarelas. Ainda € preciso investigar se a

pigmentacdo amarela é devido ao acumulo de flavonoides ou carotenoides, contudo
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€ interessante notar a variacao contida na sequéncia de aminoacidos de CHS e FLS,
justamente as duas enzimas que poderiam produzir fendtipos amarelos.
Paralelamente, a intensa pressdo detectada para as sequéncias de DFR pode
sugerir a importancia do funcionamento desta enzima, que se ndo esta associada ao
acumulo de antocianinas nas flores, pode estar relacionada a producéo de taninos e

catequinas.

160 165 ......................é E. ........ .,:
| | ..................... H T :
Utricularia intermedia TLNVEKEPEPVYDESHWSDYDFIRET

Utricularia gibba TLNVERQQKEPVYDESNWSDYDFILAT
Antirrhinum majus TVNVEEHQKPVYDETDSSDMDFINSK
Mimulus aurantiacus TLHVEQHQRPVYDETNWSDLDFILST
Erythranthe lewinsii TLHNVEPNQRKEPVYDETHNWSDLDEILST

& & % i b i ok e ok & o ok

Figura 4. Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da enzima DFR, obtida para
espécies de Lentibulariaceae e outras Lamiales. Apresentado apenas as
posicdes 158 a 183 do alinhamento, identificada previamente como regiao
responsavel pela determinacdo da especificidade da interagdo entre
enzima DFR e seus substratos. Em azul, o residuo de asparagina crucial
para interacdo com DHQ e DHM que produzirdo leucocianidina e
leucodelfinidina. Em vermelho o residuo de glutamato importante para a
interacdo com o DHK para a producdo de leucopelargonidinas. Os
asteriscos indicam os residuos conservados entre todas as espécies.

Conclusodes

Pinguicula e Genlisea tiveram menos transi¢cdes evolutivas do carater cor de
flor, quando comparado a Utricularia. Neste género, o carater cor de flor € altamente
homoplastico. Tais transicdes devem estar relacionadas a adaptacdo das espécies
as diferentes formas de vida e habitats, visto que o género € cosmopolita e qualquer
alteracdo na sintese de flavonoides tém efeito sistémico, ndo restrita a alteracao da
coloracdo floral. A baixa frequéncia de transicdes da condicdo despigmentada a
pigmentada sugere que, no primeiro caso, houve uma alteragao diretamente sobre a

estrutura de algum dos genes “core”, presentes em poucas coépias, e por este motivo
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irreversivel. Dentre os genes “core”, chalcona sintase apresentou alta conservagao
dos sitios de ligacdo e dominios. Contudo, os resultados para o gene dfr chamou
atencdo por apresentar alta pressao negativa em Lentibulariaceae e alta divergéncia
em relacéo as demais Lamiales.

Se considerarmos que, de modo geral, os ambientes ocupados pelas
espécies de Lentibulariaceae — pobres em nutrientes, com alta umidade e radiacdo
UV (ELLISON & GOTELLI, 2001) e a raridade de observacdo de plantas predadas
em campo — € possivel supor que um sistema de defesa seja tdo importante quanto
€ a carnivoria como adaptacdo a estes ambientes (ELLISON et al.,, 2003). Em
Arabidopsis, por exemplo, foi observada a superexpressdo de toda a via dos
flavonoides em plantas sob privagdo de fosfato (Pi). Especialmente os genes
codificadores das enzimas dihidroflavonol 4-redutase, antocianidina sintase e
flavonona 3-hidroxilase, que estiveram 5-6 vezes mais expressos nesta condi¢céo
(MISSON et al., 2005).

A deficiéncia desta enzima também esté relacionada a esterilidade masculina,
problemas na formacdo do tubo polinico e coloracdo do grao de pdlen. Utricularia
possui alta viabilidade polinica, com raros casos de problemas com o gametdfito
masculino registrados, portanto, tais observagdes s&o congruentes com efeitos da
expresséo do gene dfr em organismos-modelo (Antirrhinum, Arabidopsis, Petunia e
outros). E notavel ainda que Utricularia gibba possua sitios importantes para ligacéo
com os trés possiveis substratos da enzima dihidroflavonol 4-redutase e também

seja uma das poucas espécies cosmopolitas do género.
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Apéndice 1. Sequéncias de aminoacidos dos genes-alvos obtidas do GenBank,
utilizadas como query para busca nos genomas de Lentibulariaceae.

Chalcona sintase (CHS)

Scutellaria  baicalensis  (acesso  NCBI: 1 10 20 30 40 50

2618487) | I I I I I
MVTVEEFHRATRAEGPATVLAIGTANPPNCVEQSTYADYYFRICKSEHLT
DLKKKFDRMCEKSCIKKRYMHLTEEFLKENDNFTAYEAPSLDARQDIVVV
EIPKLGKEAAQKAIKEWGQPKSKITHVIFCTTSGVDMPGADYQITKLLGL
RPSVKRFMMYQQGCFAGGTVLRMAKDLAENNAGARVLVVCSEITAITFRG
PSDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDPIVGVERPLFQLVSAAQTILPDS
EGAIDGHVREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLKEAFAPLGISDWNSLEFW
IVHPGGPAILDQVEEKLGLKPEIMVPTRHVLSEYGNMSSACVLEFVMDEMR
KASAKDGCTTTGEGKDWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVPLN

Antirrhinum majus (acesso NCBI: 89191781) 1 10 20 30 40 50
I I I I I I
MLNVEEVRRAQRAQGPATVLAIGTAVPENVEDQTKFPDFYFGVTNSEHMT
ELKAKFKRTCDKSMINKRYMHLTEEILKONPNICTYGAPSLDTRQAITTV
EVPKLGKEAAQKAINEWGQSKSKITHLVFCTTSSVDLPGADYQLTNLLDL
SPSIKRFMLHYQGCFGGGTSLQVAKDLAENNAGARVLVVCSDIAAFSFHG
PDENHFSNLVGQALFGDDAAAAIVGSDPIPGVERPIFQLVSTTQALLPDS
GGALSGLLKESGLVFHLSKDISRIISENIEKLLKEAFDQFGISDWNSLEW
IMHPGGPAILNKIEEKLKLKPEKLRTTRHMLAEYGNMWSQSVLEFIMDEMR
KLSTEEGRSSTGEGLDWGVLCAFGPGLTVHTIMMRSMQIS

Perilla frutescens (acesso NCBI: 2911133) 1 10 20 30 40 50
I I I I I I
MVTVEDIRRAQRAEGPATVLAIGTATPENCVDQSTYPDYYFRITNSEHRT
DLKEKFKRMCEKSMIRKRYMHLTEEFLKENPNMTAYMAPSLDARQDIVVV
EVPKLGKEAAQKAIKEWGQPKSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGL
RPSVKRFMMYQQGCYAGGTVLRMAKDLAENNAGARVLVVCSEITAVTFRG
PSESHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDPVVGVERPLFQLVSAAQTILPDS
DGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLKEAFGPLGISDWNSVEW
IAHPGGPAILDQVEAKLGLKPEKLRSTRHVLGEYGNMSSACVLFILDEMR
KSSAKEGMSSTGEGLDWGVLEGFGPGLTV

Digitalis lanata (acesso NCBI: 2598293) 1 10 20 30 40 50
I I I I I I
EIRRAQRAEGPATILAIGTATPANCVDQSTYPDYYFRITKSEHMTELKEK
FKRMCEKSMIKKRYMHLTEEILQENPSMCEYMAPSLDARQDIVVVEVPKL
GKEAAQKATKEWGQPKSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVK
RFMMYQQGCFAGGTVLRMAKDLAENNAGARVLVVCSEITAVTFRGPVDTH
LDSMVGQALFGDGAGALIVGSDPVVGVERPLFQVVSAAQTLLPDSHGAID
GHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLKEAFDPLGISDWNSIFWIAHPG
GPAILDQVEDKLALKPDKMRATRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMRKASAK
EGVSTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVPIVN

Misopates orotium (acesso NCBI: 82734187) 1 10 20 30 40 50
I I I I I I
MVTVEEVRRAQRAEGPATVLAIGTATPANCVDQSTYPDYYFRITNSEHMT
DLKEKFKRMCEKSMIKKRYMHLTEEILKENPAMCEYMAPSLDARQDIVVV
EVPRLGKEAAQKAIKEWGQPKSKITHLVFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGL
RPSVKRFMMYQQGCFAGGTVLRMAKDLAENNAGARVLVVCSEITAVTFRG
PADTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDPVVGVERPLFQLVTAAQTLLPDS
HGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKHIEKSLKEAFDPLGISDWNSVEW
IAHPGGPAILDQVEEKLGLKPEKLRSTRHVLSEYGNMSSACVLEFILDEMR
KSSTKEGMSTTGEGFDWGVLFGFGPGLTVETVVLHSVPLN
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Chalcona sintase (continuacao)

Olea europea (acesso NCBI: 587652137) 1 10 20 30 40 50
| | | | \ \
METVEEVRRAQRAEGPATIMAIGTATPSNCVYQSTYPDYYFRITNSEHKT
ELKEKFKRMCDKSMIRKRYMHLTEEILKENRHICEYKAPSLDARQDIVVV
EVPKLGKEAAQKAIKEWGQPKSKITHLIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGL
RPSVKRFMMYQQGCFAGGTVLRMAKDLAENNKGARVLVVCSEITAVTFRG
PDDTHLDSLVGQALFGDGAAAVIVGSDPVIGVERPLFQLVSAAQTILPDS
EGAIDGHLREVGLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLTEAFQPLGISDWNSIFW
IAHPGGPAILDQVEEKLALNPEKLRSTRHVLSEYGNMSSACVLFILDEMR
KSATKEGMTTTGEGLDWGVLFGFGPGLTVETVVLHSEPLN

Scutellaria lateriflora (acesso NCBI: 569533245) 1 10 20 30 40 50
| | | | | |
QRAEGPATVLAIGTANPPNCIDQSTYADYYFRITKSEHKTDLKKKFQRMC
EKSYIKKRCMHLTEEFLKENDNFTAYEAPSLDARQDIVVVEIPKLGKEAA
QKAIKEWGQPKSKITHVIFCTTSGVDMPGADYQLTKLLGLRPSVKREMMY
QQGCFAGGTVLRMAKDLAENNAGARVLVVCSEITAVIFRGPSETHLDSLV
GQALFGDGAGAVIVGSDPIVGVERPLFQLVSAHQTILPDSEGAIDGHLRE
GLTFHLLKDVPGLISKNIEKSLKEAFAPLGVTDWNSLFWIVHPGGPAILD
QVEEKLALKPEIMGPTRHVLGEYGNMSSACVLFVMDEMRKASAKEGCST
TGEGKEWGVLFGFGPGLTMVT

Dihidroflavonol 4-redutase (DFR)

Scutellaria viscidula (acesso NCBI: 257195163) 1 10 20 30 40 50
| | | I | |
MPLVTTMAMPPPATTVCVTGASGFIGSWLVMRLLOQHGYIVRATV
RDPGNMEKVKHLTELPQADTKLTLWKADMSIQGSYDKAVQGCEG
VFHMATPMDFESNDPENEVIKPTVEGMLNITIRSCAKAKTVKKLI
FTTSAGTLNVEEHQKPVYDETSWSDLDEFIYSKKMTGWIYFLSKI
LAEKAAMEATKENNINLITVIPPLVVGPFIMPTLPPSLITALSP
ITGNEAHYLLSGFSDSHSQGTRTGAEKDSYNLHLDRLLR

Mimulus aurantiacus (acesso NCBI: 1 10 20 30 40 50
167858129) I | | | | |

MCVDQTTVAAPPATTVCVTGATGFIGSWIVMRLLERGYVVHATVRDPENM
EKVKDLIELPRADTNLKLWKADMNVEGSYDEAVKGCEGVFHMATPMDFES
DDPENEVIKPTIEGMMSIIRSCAKAKTVKKLIFTNSAGTLNVEQHQKPVY
DETNWSDLDFILSTKMTGWMYFVSKILAEKAAIEAAKENNINFISIIPPV
VVGPFIMPTFPPSLITALSPITGNEAHYSIIRQGQYVHVDDLCEAHIFLF
EDPTAEGRYICSSHDETIYGIANMIREKWPEYQIPTEFEGIDKDIPVVRE
SSKKLIGMGFSYKYTLEDMFTGAIETCRAKGLLPYSTKIHTNGELETRGR
PLNPLEKHTDIQEKELHPASEEKHAEGKQSGLLSDSYATQIHTNGEEKEV
LLNSLEKDPDGQEKDLLTTSNEKRIEVKETDLIPTSKGKHAEEREHHLVP
TSEEKHAGEQENDPLSDSAK

Erythranthe lewinsii (acesso NCBI: 1 10 20 30 40 50
586829727) I I I I I I

MCAETSVATPPATTVCVTGAAGFIGSWIVMRLLERGYIVRATVRD
PENMSKVKHLVGLPKADTNLTLWKADMNIEGSYDEAVQGCECVFH
MATPMDFESEDPENEVIKPTIEGMMSIIRSCAKAKTVKKLIFTNS
AGTLNVEPNQKPVYDETNWSDLDEFILSTKMTGWMYFVSKILAEKE
AMKAAKESNINFISIIPPVVVGPFIMPTMPPSLITALSPITGNEA
HYSIIKQGQFVHVDDLCEAHIFLFEDPTAQGRYICSSHDATIYDI
ANMIRDKWPEYSIPTEFEGIDKDIPVVSFSSKKLTEMGFSFKYTL
EDMFREAIETCREKGLLPYSTQIHINGEEKESRLNPVEKHTETQE
KELLPASKEKHAQGQENGLLSEPYSSQIHTNGEEKENLFESLEKH
LDDQEKDLLPTSKEKYAEGQETDLLPTSEKEHAEGQEKDLVPTSK
KEHALGQENGLLY
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Flavonol sintase (FLS)

Scutellaria baicalensis (acesso NCBI:

557640003) 1 10 20 30 40 50
| | | | | |
MEVGRVQDIASASEHAGSIPSEFIRSEKEQPTKSTVHGVVLEVPVIDVGG
CSDEEEMARLMSEASREWGIFQVVNHGIPDQVIAKLQLVGKEFFEELPNE
EKELVAKTPHSGIQGYGTTLQKEIHGKKGWVDHLFHNIWPPSAINYKFWP
NNPPSYREINEEYTKRLREVSDKLMKWLSLGLGLEEHELEEAMGGEETIY
LMKINYYPPCPRPDLALGVVPHTDMAGLTILVPNEVQGLQVERDGHWYDV
KYIPNALITHIGDQIEILSNGQYKAVFHRTTVNKESTRMSWPVFLEPPPE
LKVGPIPKLLNEETPPHYKTKKYKDYVYCKLNKLPQ

Arabidopsis thaliana (acesso NCBI: ATU84260) 1 10 20 30 40 50
| | | | | |
MEVERVQDISSSSLLTEAIPLEFIRSEKEQPAITTFRGPTPAIPVVDLSD
PDEESVRRAVVKASEEWGLFQVVNHGIPTELIRRLQDVGRKFFELPSSEK
ESVAKPEDSKDIEGYGTKLQKDPEGKKAWVDHLFHRIWPPSCVNYRFWPK
NPPEYREVNEEYAVHVKKLSETLLGILSDGLGLKRDALKEGLGGEMAEYM
MKINYYPPCPRPDLALGVPAHTDLSGITLLVPNEVPGLQVFKDDHWFDAE
YIPSAVIVHIGDQILRLSNGRYKNVLHRTTVDKEKTRMSWPVFLEPPREK
IVGPLPELTGDDNPPKFKPFAFKDYSYRKLNKLPLD

Antirrhinum majus (acesso NCBI: DQ272591.1) 1 10 20 30 40 50
I | | | | |
MEGERVQAIASLSKYADTIPSEFIRSENEQPAATTLRGVVLEVPVIDLSD
DFNEKILVKNISEASRDWGIFQVVNHGISNEVISKLQKVGKEFFELPKEE
KEFVAKTPESGIEGYGTILQKEVEGKKGWVDHLFHKIWPPSAINYKFWPK
NPPSYREANEEYTKKIRDVSDKLTNWLSLGLGIKGHELKAAMGGDDTIFL
MKINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSFLTILVPNEVQGLQVFRDEHWYDVK
YIPNALIVHIGDQIEILSNGKYKAVFHRTTVNKKNTRMSWPVFLEPHPEF
EVGPIPELVSEESPSKYKTKKYKDYVYCKLNKIPQ

Arabidopsis thaliana (acesso NCBI: ATU84259) 1 10 20 30 40 50
| | | | | |
MEVERVQDISSSSLLTEAIPLEFIRSEKEQPAITTFRGPTPAIPVVDLSD
PDEESVRRAVVKASEEWGLFQVVNHGIPTELIRRLODVGRKFFELPSSEK
ESVAKPEDSKDIEGYGTKLQKDPEGKKAWVDHLFHRIWPPSCVNYRFWPK
NPPEYREVNEEYAVHVKKLSETLLGILSDGLGLKRDALKEGLGGEMAEYM
MKINYYPPCPRPDLALGVPAHTDLSGITLLVPNEVPGLQVFKDDHWEDAE
YIPSAVIVHIGDQILRLSNGRYKNVLHRTTVDKEKTRMSWPVFLEPPREK
IVGPLPELTGDDNPPKFKPFAFKDYSYRKLNKLPLD
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CAPITULO 6 — Consideracgdes finais

Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard foi utilizada como modelo
para investigar os efeitos do polimorfismo, observados por seus diferentes
“morfotipos”, sobre a reproducéo e fluxo génico, além de inferir sobre a adequacéao
da sua atual circunscricdo. Contudo, para que fosse possivel avaliar a extensdo de
seu polimorfismo, os resultados foram, sempre que possivel, comparados a espécies
de Lentibulariaceae “bem resolvidas” do ponto de vista taxondmico. Por este motivo,
algumas de nossas conclusfes sao aplicaveis também ao género ou a familia.

Caracteristicas morfométricas como largura e comprimento das sementes
foram pouco Uteis para identificacdo de espécies da secdo Foliosa (sensu MULLER,;
BORSCH, 2005). Contudo, caracteristicas qualitativas como o formato da semente,
a ornamentacgdo nas paredes periclinais e o formato das células da testa foram Uteis
para identificacdo de espécies, porém nao suficientes para distinguir entre U. huntii,
U. praelonga e U. tridentata (capitulo 2). Assim como, as sementes de diferentes
localidades de Utricularia amethystina evidenciaram alto polimorfismo também
guanto aos caracteres qualitativos. Porém, a observacao de superficies reticuladas e
outros padrbes de ornamentagado nos levou a sugerir que a dispersao das sementes
pela agua seria facilitada pelo acimulo de bolhas de ar sobre tais reticulacbes —
uma importante adaptacdo ao ambiente colonizado por espécies de Utricularia.

Outra importante adaptacdo a reproducdo foi proposta no capitulo 3: a
autopolinizacdo mediada pelo polinizador. Este mecanismo foi proposto
anteriormente, e aqui 0 consideramos responsavel pela reducdo da razéo
polen/évulo em flor casmdégama e incapaz de autogamia espontanea. Dessa forma,
a autopolinizacdo mediada pelo polinizador minimizaria os efeitos negativos da
escassez de visitas do polinizador — identificado para Utricularia amethystina e
observado por outros autores — e do comportamento generalista do polinizador.
Além disso, revisamos as caracteristicas morfolégicas das flores de Utricularia;
também descrevemos a presenca de células conicas sobre a epiderme da corola,

assim como a presenca de pedestal nos ovarios.
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A partir da observacdo da baixa frequéncia de visitagdo dos polinizadores,
curto periodo de vida da flor, assim como o rapido decréscimo da viabilidade polinica
hipotetizamos que as popula¢des de Utricularia amethystina seriam geneticamente
estruturadas. Esta hipdtese se confirmou, contudo a riqueza de haplétipos
encontrada superou as expectativas. Também observamos fluxo génico entre os
morfotipos de flores parpuras e brancas entre, exclusivamente, duas populagdes. A
excecdo dos haplétipos obtidos para rbcL, ndo observamos compartilhamento de
haplétipos entre morfotipos distintos para as demais populacbes. Também
encontramos evidéncias de selecao positiva para o gene matK, e desvios da razao
dN/dS para os demais genes, quando comparada a média entre outras
Lentibulariaceae. De modo geral, as popula¢gdes se agruparam em clados altamente
suportados nas filogenias construidas com base em maxima parcimbnia, maxima
verossimilhanca e probabilidade bayesiana. Portanto, concluimos que Utricularia
amethystina € téxon parafilético. O polimorfismo observado nas sementes e em
outras caracteristicas morfolégicas devem ser, portanto, o resultado deste
agrupamento artificial sob o taxon Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. &
Girard. Além disso, o carater cor de flor € homoplastico entre as linhagens do
complexo “Utricularia amethystina” e, por este motivo, ndo pode ser utilizado para
distingui-las.

Filogeneticamente as transicfes de cor das flores seguiram o mesmo padréo
tanto entre os géneros quanto entre as linhagens de Utricularia amethystina: a cor
purpura é o estado ancestral e também o mais frequente. As transicées ocorreram
com maior frequéncia de uma estado pigmentado (purpura ou amarelo) para o
despigmentado (branco), contudo as reversdes foram raras. Este padrédo sugere que
a transicdo para a condicdo despigmentada deve envolver uma mutacédo deletéria
em algum dos genes da via dos flavonoides que precedem a producdo de
antocianinas. Dentre estes genes, aquele responsavel pela enzima dihidroflavonol 4-
redutase foi o Unico com indicios de forte selecdo negativa. Esta enzima pode
produzir fenodtipos florais brancos, mas também estd relacionada a fertilidade
masculina e producao de substancias importantes para defesa contra radiagcdo UV e
herbivoros. Portanto, esta enzima pode desempenhar importante papel para a

adaptacao das espécies de Lentibulariaceae aos ambientes que ocupa.



