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GENETICA MOLECULAR DE POPULAGOES BRASILEIRAS E CUBANAS DE
Utricularia L. E MORFOLOGIA POLINICA DE LENTIBULARIACEAE EM CUBA

RESUMO -Utricularia foliosa e U. gibba sdo espécies pertencentes a segao Utricularia
e apresentam ampla distribuicdo e variabilidade morfoldgica. A ocorréncia das duas
espécies no Brasil e Cuba, a grande distancia geografica entre as regides, assim
como, as diversas barreiras e eventos demograficos ocorridos na regido Neotropical
podem ter desencadeado processos evolutivos nas espécies que poderiam ser
elucidados mediante estudos genéticos de dindmica populacional. Além destes
estudos, trabalhos polinicos também constituem uma importante ferramenta para
estabelecer diferencas entre espécies. Partindo destas consideracdes, o presente
estudo teve como objetivos analisar a diversidade genética de populagbes de U.
foliosa e U. gibba do Brasil e Cuba utilizando caracteres moleculares para
posteriormente estabelecer relacbes entre as areas de distribuicdo assim como inferir
padrdes demograficos e filogeograficos para ajudar compreender a histéria evolutiva
de cada espécie. Além disso, caracterizar a morfologia polinica dos taxons de
Lentibulariaceae que ocorrem na regiao ocidental de Cuba. Os resultados mostraram
que U. foliosa possui altas taxas de diversidade genética, o que poderia estar
condicionado pelo fluxo genético entre populagbées. As duas espécies mostraram
compartilhamento de haplétipos entre as populagdes e as areas geograficas (Brasil-
Cuba), o que pode estar condicionado por recentes processos de dispersao
influenciados pelo habitat aquatico onde ocorrem. Por outro lado, a morfologia polinica
da familia Lentibulariaceae na regiao ocidental de Cuba mostrou variagdo entre
Genlisea, Pinguicula e Utricularia, sendo descrito pela primeira vez para o género
Pinguicula ser. Albidae a presenga de endoaberturas com fastigios.

Palavras chaves: biogeografia, genética de populagdes, pdlen, dispersao
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MOLECULAR GENETICS OF BRAZILIAN AND CUBAN POPULATIONS OF
Utricularia L. AND POLLEN MORPHOLOGY OF LENTIBULARIACEAE FROM
CUBA

ABSTRACT- Utricularia foliosa and U. gibba are species that belong to the section
Utricularia and present a wide distribution and morphological variability. The
occurrence of the two species in Brazil and Cuba, the geographic distance between
the regions, as well as the different barriers and demographic events occurred in the
Neotropical region may have caused evolutionary processes in the species that could
be elucidated by genetic studies of population dynamics. Besides these studies, pollen
analysis also constitutes a important tool to establish differences between these
species. Based on these considerations, the present study aimed to analyze the
genetic diversity of U. foliosa and U. gibba populations present in Brazil and Cuba
using molecular characters to later establish relationships between the distribution
areas as well as to infer demographic and phylogeographic patterns that may help to
understand the evolutionary history of each species, and to characterize the pollen
morphology of the Lentibulariaceae taxa that occur in western Cuba. The results
showed that U. foliosa has high rates of genetic diversity, which could be conditioned
by the genetic flow between populations. The two species showed shared haplotype
between populations and geographical areas (Brazil-Cuba), which may be conditioned
by recent dispersal processes influenced by the aquatic habitat where they occur. On
the other hand, the pollen morphology of the family Lentibulariaceae in the western
region of Cuba showed variation between Genlisea, Pinguicula and Utricularia, being
is described for the first time for the genus Pinguicula ser. Albidae, the presence of
endo-apertures with fastigia.

Key words: biogeography, population genetics, pollen, dispersion



CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

1 INTRODUGAO

Com aproximadamente 350 espécies, Lentibulariaceae apresenta-se como a
familia de maior diversidade entre as plantas carnivoras. As espécies desenvolveram
diversas adaptacdes fisiologicas além de estruturas consideradas complexas entre as
plantas com flores (WICKE et al., 2014). E uma familia cosmopolita agrupada em 3
géneros: Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e Utricularia L. (APG 1V, 2016; FROMM-
TRINTA, 1981; GUISANDE et al.,, 2007; MULLER et al., 2004) (Figura 1).
Lentibulariaceae apresenta diversos habitos de vida, o que geralmente esta
relacionado ao ambiente onde ocorre, assim as plantas podem ser aquaticas, epifitas,
redfitas ou terrestres (TAYLOR, 1989).

No Brasil, a familia Lentibulariaceae estd representada pelos géneros
Utricularia (65) e Genlisea (17) e juntos somam 82 espécies de angiospermas
carnivoras (FLORA DO BRASIL, 2020; BFG, 2015; MIRANDA et al., 2015). No
entanto, o género Pinguicula distribui-se principalmente no Hemisfério Norte, nas
regides tropicais e subtropicais, apesar de alguns taxons serem nativos de regides
frias e montanhosas da América do Sul (CASPER; STIMPER, 2009; LEGENDRE,
2000). Em Cuba ocorrem 28 espécies pertencentes os trés géneros de
Lentibulariaceae, apresentando o maior niumero de espécies o género Utricularia (14)
e o menor Genlisea (1), sendo endémicos todos os representantes do género
Pinguicula (CASPER, 2007; SHIMAI et al., 2007; TAYLOR, 1989).

Dentre a familia Lentibulariaceae o género Utricularia € o mais diversificado e
possui aproximadamente 235 espécies (FLEISCHMANN, 2015) distribuidas em quase
todo o mundo e inclui espécies terrestres, epifitas, redfitas e aquaticas. A grande
maioria das espeécies encontra-se nas regides tropicais e subtropicais, especialmente
em areas umidas ou alagadas e com abundantes precipitagcdes (GUISANDE et al.,
2007; TAYLOR, 1989).



Figura 1. Espécies de Lentibulariaceae. Pinguicula filifolia subsp. alba Y. Dominguez,
Panfet & V.Miranda (A), Genlisea violacea A.St.-Hil. (B), Utricularia amethystina
Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard. (C). Créditos: Equipe do Laboratério de Sistematica
Vegetal (LSV).

Das espécies de Ultricularia descritas, 85 sao nativas do neotrépico e algumas
delas sao encontradas somente nesta regiao (GUISANDE et al., 2007). O género tem
populagcdes em toda América do Sul exceto nas regides muito aridas (TAYLOR, 1989).
Reconstrugdes filogenéticas (JOBSON et al., 2003; MULLER; BORSCH, 2005;
MULLER et al., 2004) tém apontado a regi&o neotropical como centro de origem do
género, demonstrando que a maior linhagem teve origem neotropical em
concordancia com a ampla distribuicdo das espécies na América do Sul (MULLER;
BORSCH, 2005).

Utricularia foliosa L. ocorre na América tropical e Africa e U. gibba L. esta
amplamente distribuida no mundo. Baseado em caracteres tanto morfoldgicos quanto
moleculares, estdo arranjadas dentro da secéo Utricularia (MULLER; BORSCH, 2005;
TAYLOR, 1989). Essa sec¢ao é definida pelos tipos de armadilhas uniformes, habitat
aquatico e capsulas com deiscéncia circular (na maioria das espécies), valvadas e
indeiscentes (TAYLOR, 1989) e encontra-se entre as linhagens mais derivadas dentro
do género Utricularia baseado em caracteristicas polinicas (TAYLOR, 1989) sendo
esses resultados corroborados com base em caracteres moleculares (MULLER et al.,
2004).

Utricularia foliosa (Figura 2A e B) é uma erva aquatica livre flutuante, com
estolées longos e robustos, folhas alternas, pinadas de até 45 cm de comprimento;
inflorescéncias emergentes, eretas, corola amarela, as vezes com nervuras purpuras.

Ocorre amplamente na Africa e na América tropical sendo encontrada em zonas de



baixas altitudes (TAYLOR, 1989). No Brasil U. foliosa distribui-se em todas as regides
(MIRANDA et al., 2015) e em Cuba estende-se por quase toda a ilha (PANFET, 2008).

Figura 2. Utricularia foliosa L. Inflorescéncia (A), utriculos (B). Utricularia gibba L. Flor
(C). Créditos: Equipe LSV.

Utricularia gibba (Figura 2C) é uma erva aquatica fixa ou suspensa, com
numerosos estoldes muito ramificados, folhas dicotomicamente ramificadas com 0,5-
1,5 cm de comprimento, inflorescéncias emergentes, eretas ou as vezes submersas
(muito reduzidas e com flores cleistbgamas), e corola amarela com nervuras
castanho-avermelhadas. Tem distribuicdo principalmente pantropical (TAYLOR,
1989) e no Brasil estende-se amplamente em todas as regides do pais (MIRANDA et
al., 2015) e em Cuba distribui-se ao longo do arquipélago (PANFET, 2008).



Ambas espécies apresentam uma ampla variabilidade morfolégica dada
principalmente pelos caracteres vegetativos, embora em Utricularia foliosa o grande
numero de sementes na capsula seja variavel. Por esta razdo tornou-se dificil para
diversos autores conseguir distingui-las morfologicamente (TAYLOR, 1989). A
clasificac¢ao do género feita por Taylor (1989) foi baseada em caracteres vegetativos
e inclui caracteristicas polinicas das espécies, apontadas por estudos palinologicos
(HUYNH, 1968; THANIKAIMONI, 1966).

Tanto Utricularia foliosa quanto U. gibba podem ocorrer em habitat
antropizados ou que tém sofrido modificagdes devido a acdo de mudancas climaticas
tais como secas prolongadas ou longos periodos de inundagdes (MIRANDA et al.,
2015; PANFET, 2008). Apesar de estas espécies nao terem sido consideradas sob
categoria de ameacga no Brasil (MIRANDA et al., 2013), na flora de Cuba U. foliosa é
considerada “Quase ameagada” e U. gibba encontra-se sob categoria “Em perigo
critico” (GONZALEZ TORRES et al., 2016). Os estudos populacionais sdo uma
importante ferramenta para conhecer o estado de conservacao das populagdes; desta
forma, dados moleculares permitem inferir processos microevolutivos ocorridos e
permitem entender a dindmica das populagdes (AVISE, 2000).

Para Utricularia tem sido estudada a dinamica populacional das espécies
Utricularia longifolia Gardner (MENEZES, 2010), U. reniformis A.St.-Hil. (CLIVATI,
2012), U. amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard (MENEZES, 2015) e U. australis
R. Br (ARAKI; KADONO, 2003; KAMEYAMA; OHARA, 2006a, 2006b; KAMEYAMA,;
TOYAMA; OHARA, 2005). Mesmo assim, é de grande importancia realizar estudos
com outras espécies do género. Outras pesquisas realizadas para a familia
Lentibulariaceae (ARANGUREN, 2016; DOMINGUEZ, 2014; ZAYA et al., 2016)
mostram variagdes nas taxas de diversidade genética das populagdes, sendo
relacionadas fundamentalmente as formas de reproducao das espécies e padrées de

distribuicdo geograficos.

A grande distancia geografica entre Brasil e Cuba além das diversas barreiras
e eventos demograficos inferidos na regiao Neotropical podem ter desencadeado
diversos processos evolutivos que poderiam ser esclarecidos mediante estudos
biogeograficos. Tais estudos oferecem informacéo sobre os principios e processos
que regem a distribuicdo geografica de linhagens, entre e dentro de grupos de



espécies relacionadas, além de esclarecer a conexao entre a diversidade genética
com processos de disperséo historica (AVISE, 2000).

Além da importancia dos trabalhos populacionais e biogeograficos, os estudos
polinicos constituem uma ferramenta para estabelecer diferengas entre as categorias
taxonémicas. Alguns estudos em Lentibulariaceae tém sido focados na analises
comparativas de grédos de polen apontando algumas analogias e diferengas
morfoldgicas entre cada um dos géneros e espécies (BERETTA et al., 2014; FROMM-
TRINTA, 1981, 1979; HUYNH, 1968; RODONDI; BERETTA; ANDREIS, 2010). Sabe-
se que as caracteristicas polinicas auxiliam em muitos grupos de plantas a distin¢gao
dos géneros e em muitos casos das espécies.

Os estudos sobre a palinologia de Lentibulariaceae apontam similaridade entre
os graos de polen de Genlisea e Utricularia (FROMM-TRINTA, 1979, 1981) e entre
Pinguicula e Utricularia (SOHMA, 1975a, 1975b) . Além disso tem sido descrito que
algumas seg¢des dentro do género Uftricularia apresentam caracteres mais derivados
e outras representam cladogéneses mais basais (LOBREAU-CALLEN; JEREMIE;
SUAREZ-CERVERA, 1999; TAYLOR, 1989). Levando em conta que Utricuaria foliosa
e U. gibba séo espécies pertencentes a segao Utricularia e destacam-se pela grande
variabilidade morfolégica (HUYNH, 1968; TAYLOR, 1989) foi de nosso interesse, além
de estudar a dinamica populacional destas espécies, conhecer a variabilidade polinica
delas, sendo as caracteristicas polinicas das duas espécies pouco conhecidas.

Devido ao fato de que para um estudo palinomorfolégico duas espécies nao
sao suficientes, considerou-se incluir as demais espécies da familia Lentibulariaceae
gue ocorrem na regiao ocidental do arquipélago cubano. Escolheu-se Cuba para este
estudo, porque além de Lentibulariaceae se encontrar com ampla ocorréncia no Brasil,
nao tém sido encontrados representantes do género Pinguicula no pais. Desta forma,
o ocidente de Cuba representa uma das areas mais ricas quanto a diversidade
biolégica da ilha (BORHIDI, 1996), sendo os trés géneros da familia Lentibulariaceae
distribuidos nesta area (ALAIN, 1957). Embora o género Utricularia ocorra nas outras
duas regides de Cuba (Central e Oriental), a regidao ocidental apresenta o maior
numero de espécies (PANFET, 2008), sendo esta area a mais representativa em Cuba

para realizar um estudo da familia Lentibulariaceae.



Objetivos

Estimar a diversidade e estrutura genética das populagdes de Utricularia foliosa
L. e U. gibba L. utilizando sequéncias de DNA cloroplastidiais e nucleares;

Estabelecer possiveis relagdes entre a distribuicdo geografica e a diversidade
genética das espécies de Utricularia estudadas;

Inferir padrées demograficos e filogeograficos entre as populagdes das
espécies estudadas nas diferentes areas de amostragem;

Caracterizar a morfologia polinica dos taxons de Lentibulariaceae que ocorrem

na regido ocidental de Cuba.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Marcadores moleculares em estudos populacionais

Com o recente desenvolvimento e disponibilidade de varias técnicas
moleculares, os estudos sobre genética de populagdes com diversos grupos de
plantas tém aumento. Polimorfismos do DNA em regides nao codificadoras mostram
suficiente variabilidade para serem utilizados em estudos intraespecificos, analises
filogenéticas estabelecendo relagdes entre subespécies e variedades, ou para
analisar a estrutura de populagdes (PLEINES; JAKOB; BLATTNER, 2009).

Nas plantas sdao mais comumente utilizados marcadores de DNA nuclear e
cloroplastidial (cpDNA) (BORSCH; QUANDT, 2009; LOGACHEVA et al., 2010;
TABERLET et al., 1991). Sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA), apesar de serem
utilizadas para tracar histérias filogeograficas e de genética populacional (RENTARIA,
2007) sao mais utilizadas para elucidar questdes filogeograficas entre os animais
(ZINK; DROVETSKI; ROHWER, 2006) uma vez que em plantas podem causar
recombinacao intramolecular . Estes marcadores exibem baixas taxas de substituicao
nucleotidica e locis especificos ndao contem suficiente variacdo para filogenias
intraespecificas, sendo uma limitagcdo na reconstrugcao de histérias populacionais
(SCHAAL et al., 1998; VAZQUEZ-DOMINGUEZ et al., 2009).



Os espacgadores internos transcritos (ITS) do DNA nuclear ribossomal estao
localizados entre sequéncias altamente conservadas dos genes do RNA ribossomal
18S, 5,8S e 26S (LARENA et al., 1999; OLMSTEAD; PALMER, 1994). Sao regidoes
que apresentam uma alta taxa de mutacdo, mas seu tamanho e variabilidade
permitem que sejam utilizados na comparagdo de sequéncias homologas. Nos
genomas nucleares diploides ainda podem surgir processos de recombinagao
interalélica e heterozigozidade (SCHAAL et al., 1998).

A regido ITS é amplamente utilizada em estudos filogenéticos de plantas,
proporcionando caracteres informativos (BALDWIN et al., 1995; HILLIS; DIXON, 1991;
LISTON et al., 1999; LOGACHEVA et al., 2010) e também tem sido utilizada em
estudos populacionais. Apesar do risco das sequéncias ITS poderem envolver
sequéncias ortdlogas e paralogas nos genes e dar origem a incongruéncias
filogenéticas (FELINER; ROSSELLO, 2007), os loci ITS tém sido muito usados em
plantas. Eles tém grandes vantagens nas reconstru¢des de histdrias filogenéticas, tais
como: a universalidade, variabilidade intergenémica, baixa restricdo funcional, além
de ser biparentalmente herdaveis (ALVAREZ; WENDEL, 2003; FELINER;
ROSSELLO, 2007).

Os marcadores de cpDNA, apesar de se apresentarem com taxas de evolucio
de moderadas até baixas e ter heranga biparietal em alguns taxons, tém sido muito
utilizados, sendo uma grande opg¢ao para desenvolver estudos filogeograficos
intraespecificos e filogenéticos interespecificos em plantas (SHAW et al., 2007, 2005;
SOLTIS; SOLTIS; MILLIGAN, 1992).

A heranga materna no cpDNA tem um papel muito importante porque permite
estabelecer comparagdes entre o fluxo génico de sementes e podlen, além da
identificacdo de eventos de hibridizacdo (BONATELLI et al., 2013). Os genomas de
organelas sdo amplamente utilizados uma vez que sado herdados uniparentalmente
em plantas com sementes (CHIES, 2003; AVISE, 2009) e apresentam vantagens em
comparagdo aos marcadores nucleares que sao biparentalmente herdados
(BONATELLI et al., 2013; PLEINES; JAKOB; BLATTNER, 2009). Assim, permitem
fazer a reconstrugcao da linhagem materna (AVISE, 2009; BEHEREGARAY, 2008;
NIELSEN; BEAUMONT, 2009; SCHAAL et al., 1998), sendo a principal vantagem dos



genomas cloroplastidiais a presenca de um alelo por célula, portanto n&o existindo
recombinacgéo.

Muitas variagbes na diferenciagdo genética das populagbes estao
determinadas pelas diferentes distancias de dispersdo dos genomas herdados de
maneira materna, paterna ou biparentalmente, particularmente os genomas herdados
maternalmente, que mostram subdivisdo populacional muito maior (PETIT et al.,
2005).

Entre os marcadores cloroplastidiais mais frequentemente utilizados
encontram-se o intron frnL e o espacgador intergénico trnL—trnF, muitas vezes usados
em combinacdo (KOCH et al., 2006). Além disso, sao variaveis os espagadores
intergénicos trnH-psbA (WHITLOCK; HALE; GROFF, 2010) e atpB—rbcL (BANFER et
al., 2006). Porém, estudos comparativos entre as diferentes regides ndo codificadoras
do genoma de cloroplasto para definir as potencialidades dos marcadores
determinaram que n&o existe regido em particular que seja mais adequada para definir
linhagens taxonémicas (SHAW et al., 2007, 2005).

O espagador cloroplastidial {rmS-trnG € igualmente utilizado em estudos
filogenéticos, de estrutura populacional e fluxo génico para detectar variagdes nas
populagbes (HAMILTON, 1999) e tem gerado importantes resultados em nivel
taxondmico para varios grupos de plantas (SHAW et al., 2007, 2005). Além disso,
existem registros desta regido em estudos filogeograficos (WANG et al., 2016; ZHANG
et al., 2005) o que sugere que € uma ferramenta de grande importancia para analisar

padrdes filogenéticos e biogeograficos no nivel interespecifico e intraespecifico.

2.2 Diversidade populacional e estudos filogeograficos

A genética das populagdes esta determinada pelas variagdes nas frequéncias
de alelos entre e dentro das populagdes, e para calcular tais frequéncias & preciso
definir os individuos e utilizar seus genoétipos (EVANNO; REGNAUT; GOUDET, 2005).
A variabilidade genética é frequentemente observada em populagdes que se
encontram em perigo de extingdo e populagdes de grande tamanho; tais variagoes,
poderiam estar relacionadas a mutagdes entre sitios heterozigéticos e homozigdticos
e mudancas no controle dos genes que induzem a coevolugcdo (AMOS; HARWOOD,



1998). Muitas das angiospermas aquaticas tém a capacidade de se reproduzir por
clonagem, ou seja, produzir progénies idénticas por meio da propagacéao vegetativa,
sendo uma adaptacdo as condi¢cbes aquaticas. Assim, a reproducao clonal exerce
influéncia na variagdo genética, tamanho e dindmica das populag¢des; portanto
considera-se que as plantas aquaticas tém menor variagdo genética ou tamanho
efetivo populacional (KAMEYAMA; OHARA, 2006a).

Dentre os estudos realizados no género Utricularia, poucos tém tido como
objetivo a analise da diversidade genética das populagdes, embora varios dos taxons
estdo nas listas de espécies ameagadas, tanto em Cuba quanto no Brasil (e.g.
GONZALEZ TORRES et al., 2016; MIRANDA et al., 2013) devido as transformacdes
e perda dos habitat, principalmente causado pela atividade humana. Assim, o estudo
de populagdes naturais destas espécies € de grande importancia uma vez que pode
contribuir para a conservacao dos taxons e além disso pode derivar em novas
propostas de areas de preservacdo. Observacdes de campo tém chamado a atencao
sobre a grande variabilidade das espécies nos caracteres morfolégicos, tanto no nivel
inter quanto intrapopulacionais. Sabe-se que as variacdes fenotipicas expressadas
pelos individuos podem ser devido as variacbes ambientais, mas também podem ter
uma base genética sendo essa uma das premissas fundamentais para que exista
evolucdo adaptativa (TEMPLETON, 2006).

As novas técnicas moleculares inicialmente utilizadas em estudos filogenéticos
tém se revelado como uma ferramenta util também para as analises populacionais.
Algumas destas técnicas envolvem a analise de regides codificadoras e nao-
codificadoras do DNA nuclear e também do DNA cloroplastidial e mitocondrial
(FELINER; ROSSELLO, 2007; SHAW et al., 2007, 2005; VAZQUEZ-DOMINGUEZ et
al.,, 2009). Os estudos filogeograficos constituem uma ferramenta muito util em
estudos de populagdes visando investigar estruturas populacionais e padrdes de fluxo
genético em relacao a distribuigdo geografica dos taxons; além disso, se encarregam
dos principios e processos que regem as linhagens genealdgicas entre e dentro de
espécies relacionadas (AVISE, 2000).

Para fins de conservacao, tém sido utilizadas com éxito analises baseadas em
cpDNA por meio de métodos filogeograficos e construcdo de redes de haplétipos,
podendo identificar divergéncia entre localidades (CAVERS; NAVARRO; LOWE,
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2004) e estruturacao genética em diferentes ecoétipos (CAVERS; NAVARRO; LOWE,
2003a). Por isso, as analises filogeograficas sdo de grande utilidade para propor
estratégias de conservagédo (CAVERS; NAVARRO; LOWE, 2003b, 2004).

2.3 Variabilidade polinica em espécies de Lentibulariaceae

Os estudos de podlen constituem uma ferramenta muito importante para inferir
a historia da vegetagao e conseguir reconstruir o passado e o clima, sendo uma base
importante para conhecer o ambiente, assim como as mudangas resultantes dos
processos geolégicos (MONCADA; HERNANDEZ; CABRERA, 1990).

Os primeiros estudos relacionados a morfologia polinica da familia
Lentibulariaceae basearam-se fundamentalmente em observacbes feitas ao
microscoépio de luz (FROMM-TRINTA, 1981, 1979; SOHMA, 1975a, 1975b). Segundo
Sohma (1975a), o pdlen de Pinguicula tem similaridade com o pélen de Utricularia,
além disso, Fromm-Trinta (1981, 1979) encontrou semelhangas entre os graos de
polen de Utricularia e Genlisea. Estudos mais recentes comecaram a abordar a
morfologia do pdlen na familia Lentibulariaceae usando técnicas modernas como a
microscopia eletrbnica de varredura e a microscopia eletrbnica de transmissao
(BERETTA et al., 2014; LOBREAU-CALLEN; JEREMIE; SUAREZ-CERVERA, 1999;
RODONDI; BERETTA; ANDREIS, 2010).

Os graos de polen de Pinguicula foram caracterizados por Rodondi; Beretta e
Andreis (2010), sendo encontradas como as principais caracteristicas diagndsticas
nas espécies alpinas variagdes no tamanho, forma, numero de colpos e
ormamentagao da exina.

Thanikaimoni (1966) caracterizou as espécies de Utricularia e correlacionou a
estreita relacdo que existe entre sementes, habitat e morfologia separando as
espécies em trés grupos: aquaticas, epifitas e terrestres. Lobreau-Callen; Jérémie e
Suarez-Cervera (1999) abordaram a palinologia do género Utricularia e analisaram 39
espécies distribuidas em 26 das 35 secdes caracterizadas por Taylor (1989), e
incluiram no estudo espécies distribuidas em diversos habitat e regides do mundo. No
entanto, Tsymbalyuk; Mosyakin e Bezusko (2008) focaram seus estudos na analise
comparativa dos graos de podlen das espécies ucranianas. Posteriormente, foi
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abordada a morfologia polinica das espécies europeias do género Utricularia
(BERETTA et al., 2014) obtendo-se como resultado variagdes na estrutura do pdlen
que poderiam ser de grande importéncia na reconstrugdo da historia evolutiva do
grupo, associada a histéria geologica das areas.

Estudos biogeograficos baseados em reconstrugdes climaticas, utilizaram
polen féssil e atual e demostraram mudancgas acontecidas na temperatura e ciclos de
precipitagdes nas diversas eras geoldgicas sobretudo no periodo Quaternario
(MARTINS et al.,, 2003; TENEB et al., 2004). Para a familia Lentibulariaceae,
principalmente para o género Uftricularia, tém sido feitos estudos que mostram as
analogias entre a morfologia dos gréos de polen fossil e a influéncia geoclimatica
principalmente no periodo Holoceno e Pleistoceno (SOHMA, 1975a) sendo menor os
registros dessas relagdes no Pre-Quaternario (BERETTA et al., 2014).

Em Lentibulariaceae tem sido observado o fendmeno do sincolpismo em
espécies do género Genlisea (FROMM-TRINTA, 1979, 1981) e em Utricularia, além
de ser um género euripolinico, tem-se observado anomalias ou malformagdes nos
graos de pdlen em algumas espécies tais com Utricularia bremii Heer, U. ochroleuca
R.W.Hartm. e U. stygia G.Thor e é conhecido que nas espécies mais derivadas a
quantidade de aberturas no pélen € maior do que nas espécies de cladogéneses mais
basais e variam em numero inclusive na mesma espécies (BERETTA et al., 2014;
LOBREAU-CALLEN; JEREMIE; SUAREZ-CERVERA, 1999; TAYLOR, 1989).
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CAPITULO 2 - Diversidade genética e dinamica de populagdes de Utricularia
foliosa L. (Lentibulariaceae) baseadas no espacador trnS-trnG
do DNA cloroplastidial e na regidao ITS do DNA nuclear

ribossomal

RESUMO - Utricularia foliosa L. € uma planta carnivora distribuida na
América tropical e Africa. A espécie ocorre em areas que tém sido afetadas por
diversos fatores ambientais podendo isto influenciar a dindmica populacional. O
presente estudo visou estimar a diversidade genética e estrutura populacional de
populacdes de U. foliosa do Brasil e de Cuba, com o emprego do espagador trnS-
trnG do DNA cloroplastidial e da regidao ITS do DNA nuclear ribossomal, e assim
poder inferir processos demograficos e filogeograficos. Foram analisadas sete
populacdes de U. foliosa coletadas nos Estados de Sdo Paulo e Rio Grande do
Norte (Brasil) e na regido ocidental de Cuba. Foram encontradas altas taxas de
diversidade genética sendo inferida a presenca de varios fatores demograficos
atuando nas populagdes. Além disso foi possivel verificar que as populagdes nao
estdo estruturadas geneticamente sendo as principais diferenciagdes observadas
dentro das populacdes. As populagdes de U. foliosa podem ter se diversificado
recentemente sendo observado compartilhamento de haplétipos entre populagdes

do Brasil e de Cuba.

Palavras-chave: demografia, estrutura populacional, histéria evolutiva, haplétipos

1 INTRODUGAO

Utricularia foliosa L. €& uma espécie de planta carnivora aquatica
pertencente & familia Lentibulariaceae distribuida na América tropical e Africa e
ocorre especialmente em aguas pouco profundas de lagos, rios e pantanos de baixa
altitude demais espécies da secgao Utricularia pela presencga de estoldes aplanados e
sementes lenticulares estreitas com uma asa ténue e regular (TAYLOR, 1989). Pela
inusual complexidade morfolégica e desenvolvimento desta espécie, ndo tem sido

encontrada uma clara diferenciagao estrutural entre caules e folhas como em outras
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espécies de plantas. Segundo Sattler e Rutishauser (1990) em Utricularia foliosa o
desenvolvimento e crescimento de estruturas tais como ramos, inflorescéncias e
bracteas estd determinado pela combinacdo de processos morfologicos e
ontogenéticos. Recentemente Silva et al. (2016) descreveram o plastoma de U.
foliosa sendo que o genoma de cloroplasto da espécie possui 150,851 bp de
tamanho e além disso, foi suportado filogeneticamente o posicionamento da espécie
junto com outras carnivoras aquaticas da segao Utricularia, tais como U. gibba e U.
macrohiza.

Em Cuba, Utricularia foliosa estende-se por quase toda a ilha, sendo o
ocidente do pais a regido que apresenta maior riqueza de espécies de
Lentibulariaceae (PANFET, 2008). Esta regido de Cuba tem uma ampla variedade
paisagistica e quanto a diversidade € uma das areas mais ricas do arquipélago
(BORHIDI, 1996). Em Cuba, alguns habitat aquaticos onde ocorre U. foliosa tém
sofrido alteragdes no pH devido ao derramamento de poluentes, fertilizantes e outros
compostos quimicos, além do uso indiscriminado da agua para a irrigagdo de
diferentes culturas (PANFET, 2008). Portanto, é preciso um estudo das populag¢des
com o objetivo de conhecer melhor a espécie e 0 manejo das areas onde ocorre.

No Brasil, a espécie tem uma ampla distribuicdo e também ocorre na maioria
dos estados do pais. Abrange varios dominios fitogeograficos (Amazénia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal) e se encontra em &reas antropizadas
(MIRANDA et al., 2015). Embora nao tenha sido considerada como uma espécie sob
categoria de ameaca segundo o Livro Vermelho da Flora do Brasil (MIRANDA et al.,
2013) é importante conhecer o estado de conservagao das populagdes devido ao
fato de se encontrar em areas que tém sido afetadas pela ocupacao territorial,
sofrido invasdo biolégica causada por espécies exoticas e da exploragcao
desordenada dos recursos naturais (KLINK; MACHADO, 2005; PINTO et al., 2006).

A filogeografia estuda as relagdes evolutivas e enfatiza aspectos histéricos da
distribuicdo geografica atual de linhagens de genes, que tém sido possivel obter
mediante a anélise e uso da informagdo contida no DNA (VAZQUEZ-DOMINGUEZ
et al., 2009). Estudos com DNA mitocondrial (mtDNA), cloroplastidial (cpDNA) e
nuclear (nDNA), particularmente ITS, tém mostrado excelentes resultados em
estudos filogenéticos com uma alta taxa de diferenciacdo genética e estrutura
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filogenética ao longo da distribuicdo das espécies (KOCH et al., 2006). Os estudos
demograficos encontram-se muito relacionados aos estudos fitogeograficos,
podendo por meio deles inferir mudangas historicas do tamanho populacional a partir
de sequéncias de DNA de populagdes atuais e, ao ser combinada a informacao
filogenética e genealdgica, pode-se determinar se as populagdes se mantém
estaveis ou se tém sofrido crescimento (VAZQUEZ-DOMINGUEZ et al., 2009).
Portanto, os estudos filogeograficos sdo uma importante ferramenta para
estabelecer relagbes entre a filogenia e a genética de populagdes.

Os estudos populacionais no género Utricularia séo escassos (e.g. CLIVATI et
al., 2012; KAMEYAMA; OHARA, 2006a, 2006b; KAMEYAMA; TOYAMA; OHARA,
2005; MENEZES, 2015, 2010;) e para as populagbes cubanas ndo existem
pesquisas relacionadas a diversidade genética, estrutura populacional e filogeografia
dos taxons e sua relagdo com processos evolutivos. Portanto, o objetivo deste
estudo foi determinar a diversidade genética e estrutura populacional de Uftricularia
foliosa mediante andlise do espacgador {rnS-trnG do DNA cloroplastidial e da regiéao
ITS do DNA nuclear ribossomal para inferir processos demograficos e

filogeograficos.

2 MATERIAL E METODOS

Foram amostradas 7 populag¢des de Utricularia foliosa L. que ocorrem no
Brasil e na regidao ocidental de Cuba (Figura 1). As coletas dos espécimes foram
realizadas entre os anos 2013 e 2015 em populag¢des naturais (Tabela 1). Levando
em conta que U. foliosa tem habito aquatico, foram considerados individuos da
mesma populacao todos aqueles amostrados num raio de 1 km, sendo variavel o
numero de individuos coletados por populagédo em virtude do numero de espécimes
encontrados. As amostras de tecido vegetal foram conservadas em silica gel
(CHASE; HILLS, 1991) para posterior extracdo de DNA. De cada populagao
amostrada foram depositados vouchers nos herbarios do Instituto de Ecologia y
Sistematica (HAC) e na Universidade Estadual Paulista - UNESP, Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterinarias (JABU).
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Figura 1. Localizagado geografica das populagbes amostradas de Utricularia foliosa L.
da regiao ocidental de Cuba (A) e Brasil (B). Os pontos representam as localidades
das populagbdes. Populagdes: Mogi das Cruzes (F1MO), Jardim Norma (F2JN),
Ceara Mirim (F3CE), Ciénaga de Zapata (FACZ e F5CZ) e Isla de la Juventud (F61J

e F71J).

Tabela 1.Populagdes de Utricularia foliosa incluidas neste estudo.

Populagées Localidades Coordenadas e altitude (m) Herbarios

F1MO Brasil, S&o Paulo. Mogi das Cruzes. 23°33'27.10"S; 46°8'14.82"W /748m JABU
Rodovia Professor Alfredo Rolim de Moura

F2JN Brasil, Sdo Paulo. Sdo Paulo. Jardim 23°32'21.98"S; 46°8'35.77"W /750m JABU
Norma

F3CE Brasil, Rio Grande do Norte. Ceara Mirim. 5°34'59.99" S; 35°13'59.99" W / 10m JABU
Jacuma.

F4CZ Cuba, Matanzas. Ciénaga de Zapata. 3 km 22°19'55.25" N; 81°10'56.16" W / 7m HAC
antes de Palpite

F5CZ Cuba, Matanzas. Ciénaga de Zapata. 1 km 22°19'32.16" N; 81°11'7.07" W / 6m HAC
antes de Palpite

FélJ Cuba, Isla de la Juventud. Gerona. Laguna 21°52'26.22" N; 82°45'20.16" W / 14m HAC
Fuente Luminosa

F71J Cuba, Isla de la Juventud. Gerona Proximo 21°52'57.72"N; 82°56'24.57" W / 7Tm HAC

al Rio las Nuevas
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2.1 Analises moleculares

2.1.1 Extragao do DNA

A extragcdo de DNA gendmico foi feita mediante o método CTAB (DOYLE;
DOYLE 1987; CULLINGS, 1992) com modificacbes de Lodhi et al. (1994). Foram
utilizados 25-30 mg de tecido desidratado previamente higienizado para minimizar a
presenga de micro-organismos presentes na superficie vegetal. As amostras foram
expostas em nitrogénio liquido e posteriormente maceradas. A quantidade e
qualidade do DNA obtido foi estimada por meio do espectrofotdmetro (NanoDrop®) e

as amostras armazenadas a -20 °C.

2.1.2 Amplificagao

Foram amplificadas trés regides do DNA cloroplastidial (trnS-trnG, rpl20-5’-
rps12 e rbcl) e uma do DNA nuclear ribossomal (ITS). Os iniciadores empregados
assim como a temperatura de anelamento para cada uma das regides estao
descritos na Tabela 2. As reagdes foram feitas com volume total de 25 yL no
termociclador PTC-100 (MJ Research).

As reagdes de PCR foram otimizadas para rpl20-5’-rps12 e rbclL para
empregar 2U Taq DNA polimerase (Dream Taq™ Sinapse), 0,1 vol. de tampao 10 x
com MgCl> mM, 0,08 mM de nucleotideos (dNTPs, 10 mM), 0,4 pM de cada
iniciador, 30 ng de DNA template. O programa de PCR (Polymerase Chain Reaction)
incluiu desnaturacéo inicial a 92 °C por 3 min seguido de 29 ciclos a 92°C /30 s, 50
°C/ 40-50 s de anelamento, 72 °C / 5 min e extensao final a 72 °C / 10 min.

Para a regido cloroplastidial trnS-trnG foram empregados: 2U Taq DNA
polimerase (Dream Taq™ Sinapse), 0,1 vol. de tamp&do 10 x com MgCl. mM, 0,08
mM de nucleotideos (dNTPs, 10 mM), 0,2 uM de cada iniciador, 30 ng de DNA
template, (BSA) segundo recomendacao de Miranda et al. (2010). O programa de
PCR incluiu desnaturagao inicial a 94 °C por 1 min seguido por 30 ciclos a 94 °C/30

s, 55 °C / 30 s de anelamento, 72 °C / 5 min e extenséo final a 72 °C / 5 min.
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Para o espacador nuclear ribosomal ITS foram utilizados: 2U Tag DNA
polimerase (Dream Taq™ Sinapse), 0,1 vol. de tamp&o 10 x com MgCl, mM, 0,08
mM de nucleotideos (ANTPs, 10 mM), 0,1 uM de cada iniciador, 30 ng de DNA
template e DMSO segundo recomendacgao de Miranda et al. (2010). O programa de
PCR incluiu desnaturagao inicial a 95°C por 3 min seguido por 30 ciclos a 95 °C /30
s, 54 °C / 30 s de anelamento, 72 °C / 1 min e extens&o final a 72 °C / 10 min.

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose a 1% sendo

evidenciados com brometo de etidio e posteriormente revelados e fotografados.

Tabela 2. Iniciadores empregados na amplificagdo das regides do DNA
cloroplastidial e nuclear em Utricularia foliosa. (F="forward”, R="reverse”,
TA=temperatura de anelamento, TE=tamanho esperado do amplicon).

Regiao Sentido Sequéncia TE TA Reférencia

trnS-G F 5-GACGCTTTAGTCCACTCAGC-3’ ~844 pb 55°C HAMILTON
(1999)
modificado

trnS-G R 5-GAACGAATCACACTT TTACCA C-3 ~844pb 55°C HAMILTON
(1999)

rps12 F 5-TTTGTTCTACGTCTCCGA GC-3’ ~782pb 50°C HAMILTON,
(1999)

rpl20 R 5-GTCGAGGAACATGTACTA GG-3 ~782pb 50°C HAMILTON,
(1999)

rbcLa_f F 5-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC- ~599pb 50°C CBOL (2009)

3

rbcLa_rev R 5-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3 ~599pb 50 °C CBOL (2009)

ITS5 F 5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3 ~700pb 54°C WHITE et al.
(1990)

28cc R 5- ACT CGC CGT TAC TAG GGG AA-3 ~700pb 54 °C HILLIS;
DIXON (1991)

2.1.3 Purificagao e sequenciamento dos produtos amplificados

Para a purificacdo das amostras procedeu-se a lavagem com acetato de
soédio e etanol. Acrescentaram-se ao volume da reacdao 100 pL de agua Milli-Q
lavando as paredes do tubo e a solugao foi transferida para tubos de 1,5 mL.

Adicionaram-se 12 uL de acetato de sédio e 330 pL de etanol 100% com inversao
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dos tubos e deixaram-se repousar a -80 °C durante 3 horas. Posteriormente foram
centrifugados a 14.000 rpm durante 30 min a 4 °C seguidamente foram descartados
o acetato de sddio e o etanol. Adicionou-se 1 mL de etanol 70% invertendo os tubos
e centrifugou-se a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Apos feita a lavagem duas
vezes o etanol foi descartado, quando o pellet esteva seco foi diluido em 22 uL de
agua. Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotdmetro
(NanoDrop®).

Para as reagbes de sequenciamento foi utilizado 1 yL (10 ng / yL) do produto
de PCR purificado, 4 yL de agua Milli-Q, 1 pL (10mM) de cada iniciador 3 pL de
tampé&o de sequenciamento (Save Money 2,5x), 1 uL de Big Dye v 3.1 completando
a reacgao para um volume final de 10 uL. O programa de PCR de sequenciamento foi
de 96 °C por 1 min, seguidamente 39 ciclos a 96 °C/ 15s, 50 °C/15s,60 °C/ 4
min para finalizar as amostras foram mantidas a 4 °C. Posteriormente foram
adicionados 80 uL de isopropanol 75% em cada amostra, incubadas 15 min a
temperatura ambiente e centrifugadas a 4.000 rpom em centrifuga com rotor para
microplacas por 30 min a 20 °C. Posteriormente foi descartado o isopropanol e
adicionaram-se 200 uL de etanol 70% e as placas centrifugadas a 4.000 rpm por 10
min a 20 °C. A lavagem foi feita duas vezes. O sobrenadante foi descartado e para
secagem das placas foram colocadas na centrifuga e posteriormente na bancada
por 30 min para secar, ressuspendidas em 10 uL de formamida, desnaturadas por 5
min a 95 °C e sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3730 XL DNA

Analyzer (Applied Biosystems).

2.1.4 Alinhamento e anadlise de sequéncias

As fitas senso e antissenso foram sequenciadas para todos os marcadores.
Analisaram-se os eletroferogramas e foram alinhadas cada uma das fitas
complementares e obtida a sequéncia consenso com o Bioedit v. 7.0.9.0 (HALL,
1999) e ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). As sequéncias foram
alinhadas empregando o aplicativo Mafft v. 7 (KATOH; STANDLEY, 2013). Os
alinhamentos foram editados manualmente para excluir as extremidades e falsos

indels.
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2.2 Analises de diversidade, estrutura genética e demografica

Para determinar o numero de haplétipos (h), mutagdes (n), os indices de
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (17) foram analisadas as matrizes com as
sequéncias alinhadas por meio do aplicativo DnaSP v.5.10 (LIBRADO; ROZAS,
2009). A estrutura genética das populacdes foi estimada mediante a analise de
variancia molecular hierarquica (AMOVA; EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992)
mediante o aplicativo Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A analise foi
dividida entre populagbes e entre grupos geograficos (Brasil e Cuba) para cada
marcador separadamente. De acordo com a estatistica F foram calculados os
indices (Fcr, Fsc, Fsr) significativos quando P < 0,05. A significancia da analise foi
obtida com 1.023 permutagdes. Os agrupamentos utilizados para a analise foram
estabelecidos em relagao aos haplétipos determinados.

Outra abordagem de estrutura populacional foi implementada por meio do
aplicativo BAPS (Bayesian Analysis of Population Structure) (CORANDER; TANG,
2007; CORANDER et al., 2008). O programa estima o numero maximo de clusters
baseado no menor valor do log(iIm). Cada matriz de sequéncia dos marcadores foi
analisada separadamente. Inicialmente foi feita a analise de agrupamento de mistura
(mixture analysis) empregando multiplos numeros maximos de agrupamento (1-20)
com uma réplica para cada. Seguidamente, o resultado deste agrupamento foi
utilizado para uma nova busca utilizando o modelo evolutivo admixture
(CORANDER; MARTTINEN, 2006). Esta segunda busca considerou o tamanho
minimo de uma populagdo igual ao menor numero de sequéncias obtidas por
populagado com 5.000 interagdes.

Foram realizados os testes de neutralidade D de Tajima (TAJIMA, 1989) e Fs
(FU, 1997) utilizando o numero total de sitios segregantes identificados em cada
grupo de sequéncias visando inferir eventos demograficos nas populagdes por meio
do aplicativo DnaSP v.5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009). Além disso, foi calculada a
distribuicdo mismatch para se testar se as populagdes estdo em equilibrio ou em
expansao (ROGERS; HARPENDING, 1992; SLATKIN; HUDSON, 1991).
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2.3 Analises filogenéticas e filogeograficas

Foram elaboradas duas matrizes contendo os haplétipos, uma para trnS-trnG
e outra para ITS, sendo empregadas como grupo-externo sequéncias de diferentes
espécies do género Utricularia (Apéndice 1). Para as analises probabilisticas, foram
testados os modelos evolutivos com ajuda do aplicativo jModelTest (POSADA,
2008). As relagbes filogenéticas entre os haplotipos do cpDNA e nrDNA de
Utricularia foliosa foram inferidas utilizando a inferéncia bayesiana, implementada
por meio do aplicativo MrBayes v. 3.1.2 (RONQUIST; HUELSENBECK, 2003).

As redes de haplétipos foram construidas utilizando o aplicativo NETWORK v.
5.0.0.0 (http://www.fluxus-engineering.com) mediante o método median-joining
(BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999). A filogeografia da espécie foi representada
com redes de haplétipos a fim de estudar as relagcdes entre eles e sua distribuicao
geografica. Os cladogramas foram desenhados com o programa TreeGraph 2 v. 2.0
(STOVER; MULLER, 2010).

Para a reconstrucdo da historia ancestral foram definidas duas regides
geograficas para Utricularia foliosa: Brasil e Cuba. Oito espécies de Utricularia de
regides geograficas diferentes foram definidas como grupo externo: U.
bisquamata Schrank, U. sandersonii Oliv. que ocorrem na Africa; U.
dichotoma Labill., U. monanthos Hook.f., U. volubilis R.Br na Australia e U.
flaccida A.DC., U. neottioides A.St.-Hil. & Girard, U. longifolia Gardner no Brasil. A
reconstrugcdo do ancestral foi implementada usando o software RASP (YU et al.,
2015) utilizando o aplicativo S-DIVA (YU; HARRIS; HE, 2010).

3 RESULTADOS
3.1 Sequéncias do espacgador cloroplastidial e da regiao nuclear

Inicialmente foram testados 3 segmentos do cpDNA (trnS-trnG, rps12-rpl20 e
rbcL) e um do nrDNA (ITS). Determinou-se que o espacgador trnS-trnG e a regiao ITS

sdo0 os mais apropriados por causa dos maiores niveis de variagdo (dados néo
apresentados) encontrados em relagao aos outros loci pesquisados. O espacgador
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cloroplastidial e a regido nuclear variaram quanto a eficacia da amplificagdo e
qualidade do sequenciamento trazendo como consequéncia amostragens desiguais
entre populacdes de Utricularia foliosa. A quantidade de sequéncias obtidas por

populagao, assim como dos haplétipos identificados sdo descritos nas Tabelas 3 e 4.

3.2 Diversidade genética e distribuicao de haplétipos

As sequéncias alinhadas para o espacador intergénico rnS-trnG e a regiao
ITS variaram quanto ao numero, tamanho e quantidade de sitios variaveis (trnS-
trnG: 78 sequéncias, 611 pb / 58 sitios, ITS: 90 sequéncias 659 pb / 126 sitios).
Utricularia foliosa apresenta uma alta taxa de diversidade genética tanto para o
espacador de cloroplasto quanto para a regido nuclear, dada pelos indices de
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (m) quando analisadas todas as
populagbes (Tabela 3 e 4). Quando analisadas as populagbes separadamente, o
espacador trnS-trnG mostrou maiores taxas de diversidade genética nas populagdes
de Cuba em comparacdo as do Brasil. Para a regido ITS a populagdo F1MO
apresentou apenas um hapldtipo; portanto esta populacédo nao contribui com as altas
taxas de diversidade observada na espécie em geral.

Os haploétipos obtidos para Utricularia foliosa variaram quanto ao numero para
cada regiao analisada (trnS-trnG: 19, ITS: 27), a maioria deles de baixa frequéncia e
restritos a uma unica populagao (Tabela 5). Para o espacador cloroplastidial apenas
os haplétipos H1 e H7 foram compartilhados e para a regido nuclear o haplétipo H7,
além de apresentar alta frequéncia, foi compartilhado entre cinco das populagdes

analisadas.
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Tabela 3. Diversidade genética das populagbes de Utricularia foliosa e testes de
neutralidade do espacador intergénico trnS-trnG do cpDNA. Populagdes: Mogi das
Cruzes (F1MO), Jardim Norma (F2JN), Ceara Mirim (F3CE), Ciénaga de Zapata
(F4CZ e F5C2Z) e Isla de la Juventud (F6IJ e F71J).

Testes de neutralidade

Populagbes N n h Hd m D Fs
BRASIL

F1MO 13 4 5 0,538+0,161 0,00104+0,00037 -1,77497 -3,060
F2JN 9 30 0,583+0,583 0,01600+0,00831 -1,89230* 3,474
F3CE 3 7 0,667+0,314 0,00783+0,00369 - 2,884
CUBA

FACZ 9 26 6 0,833+0,127 0,01686+0,00539 -1,16358 0,849
F5CZ 12 41 8 0,894+0,078 0,03068+0,01166 -1,63349 0,386
FélJ 8 11 5 0,786+0,151 0,01307+0,00430 -1,54665 -0,336
F71J 24 21 11 0,812+0,072 0,00765+0,00194 -2,04783 -4,284
Total 78 67 19 0,648+0,051 0,01429+0,00384 -2,48293* -6,397

Numero de individuos (N), numero de mutagdes (n), numero de haplétipos (h),
diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (7). Testes de neutralidade: D
de Tajima, Fs de Fu. Significancia: *P < 0,05; **P< 0,01.

Tabela 4. Diversidade genética das populagbes de Utricularia foliosa e testes de
neutralidade na regidao ITS nrDNA. Populagbes: Mogi das Cruzes (F1MO), Jardim
Norma (F2JN), Ceara Mirim (F3CE), Ciénaga de Zapata (FACZ e F5CZ) e Isla de la
Juventud (F61J e F71J).

Testes de neutralidade

Populagées N n h Hd m D Fs
BRASIL

F1MO 16 0 1 0,00040,000 0,00000+0,00000 - -

F2JN 11 98 0,618+0,164 0,04904+0,02341 -0,85325 8,928
F3CE 3 51 1,000+0,272 0,07515+0,02276 - 2,398
CUBA

F4Cz 6 55 0,800+0,172 0,04437+0,00925 0,92720 4,751
F5CZ 12 152 0,576+0,163 0,08704+0,03876 -1,82198* 9,974
FelJ 19 177 7  0,544%0,136 0,08012+0,03221 -1,48885 12,383
F71J 23 69 15 0,85810,073 0,02388+0,00815 -2,04517* -2,435
Total 90 172 27 0,840+0,026 0,03337+0,00746 -2,36102** -3,678

Numero de individuos (N), numero de mutagbdes (1), numero de haplétipos (h),
diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (7). Testes de neutralidade: D
de Tajima, Fs de Fu. Significancia: *P < 0,05; **P < 0,01.
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Tabela 5. Distribuicdo de haplétipos de trnS-trnG e ITS em Utricularia foliosa.
Populagdes: Mogi das Cruzes (F1MO), Jardim Norma (F2JN), Ceara Mirim (F3CE),
Ciénaga de Zapata (FACZ e F5CZ) e Isla de la Juventud (F61J e F71J).

Haplétipos Populagées Freq
trnS- trG F1IMO F2JN F3CE F4CZ F5CZ F61J F71J

H1 12 6
H2 1

H3 1
H4 1
H5 1
H6

H7 2
H8

H9

H10

H11 1
H12 1
H13

H14

H15

H16

H17 1
H18 1
H19 1
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3.3 Demografia

A figura 2 mostra os resultados da analise mismatch em populagdes que
apresentam valores significativos quando realizados os testes de neutralidade.

A distribuicdo mismatch realizada para Utricularia foliosa baseada no
espacador de cloroplastos e a regido nuclear se mostrou multimodal para a espécie
quando consideradas todas as populacées e quando analisada separadamente por
populagdes, o que representa que estdo em equilibrio (Figura 2).

O teste D de Tajima para irnS-trnG e ITS forneceu predominantemente
valores negativos para todas as populagbes exceto para F4CZ quando analisada
com o nrDNA, ndo sendo este valor significativo (Tabelas 3 e 4). O espagador
cloroplastidial forneceu valor significativo para Utricularia foliosa quando
consideradas todas as populagdes e para a populagdo F2JN. A regido nuclear
mostrou valores significativos para Utricularia foliosa quando consideradas todas as
populagdes e para F5CZ e F71J o que indica selegao purificadora ou polimorfismos
de baixa frequéncia (expansao populacional). O teste Fs de Fu para ambos
marcadores mostrou valores negativos e positivos quando analisadas as

populacdes.
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Figura 2. Analise da distribuicdo mismatch para todas as populag¢des de Uftricularia
foliosa com base nas sequéncias no espagador trnS-trnG (A) e ITS (B).
Representacdo de trés das populagbes analisadas. Populacdo F2JN baseada no
espacador trnS-trnG (C); F5CZ e F71J na regido ITS (D-E, respectivamente).

3.4 Estrutura genética

A analise AMOVA forneceu valores significativos para todos os niveis
analisados, exceto entre grupos geograficos quando analisada a regido nuclear
(Tabelas 6 e 7).

Foram testadas duas constru¢des hierarquicas. Na primeira analise para trnS-

trnG e ITS se evidenciou uma alta porcentagem de variagdo dentro das populagdes
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com alto indice de Fsr (Tabelas 6 e 7). A analise hierarquica por grupos geograficos
(Brasil e Cuba) revelou alta porcentagem de variagdo dentro das populagdes dos
grupos geograficos, para trnS-trnG (56,13%) e para ITS (77,69%). Além disso o
valor significativo de Fst para o espacador e a regido nuclear evidenciou alta

diferenciacao dentro das populagdes.

Tabela 6. Andlise de variancia molecular (AMOVA) para populagdes e grupos
geograficos de Utricularia foliosa baseadas no espagador trnS-trnG.

Fonte de variagao GL SQ Componentes % indice de P

de variancia fixagao
Entre populagdes 6 37,600 0,49280 32,07  Fst=0,32069 0,00000
Dentro das popula¢des 7 74,118 1,04391 67,93
Entre grupos geograficos 1 26,110 0,69365 37,30  Fcr=0,37298 0,03226
Entre populagbes de 5 11,491 0,12220 6,57 Fsc =0,10479 0,00782
grupos geograficos
Dentro das populagdes de 71 74,118 1,04391 56,13  Fst=0,43869 0,00000

grupos geograficos

GL: graus de liberdade, SQ: soma dos quadrados, %: porcentagem de variacao, P:
probabilidade (P < 0,05).

Tabela 7. Andlise de varidncia molecular (AMOVA) para populagbes e grupos
geograficos de Utricularia foliosa baseadas na regiao ITS.

Fonte de variagao GL sQ Componentes % Indice de P

de variancia fixacao
Entre populagdes 6 76,944 0,79773 20,96 Fst=0,20957 0,00000
Dentro das populagdes 83 249,734 3,00885 79,04
Entre grupos geograficos 1 19,244 0,14474 3,74 Fcr=0,03737 0,06061
Entre populagbes de 5 57,699 0,71931 18,57 Fsc=0,19294 0,00000
grupos geograficos
Dentro das populagbes de 83 249,734 3,00885 77,69 Fst=0,22310 0,00000

grupos geograficos

GL: graus de liberdade, SQ: soma dos quadrados, %: porcentagem de variagao, P:
probabilidades (P < 0,05).

Na analise BAPS, os individuos amostrados foram separados em clusters de
acordo com a estrutura genética encontrada nas populagbdes (Figura 3). Foram
identificados 5 clusters para o espagador cloroplastidial e 6 para a regido nuclear.
Além disso, em ambas analises € possivel observar populagbes ndo estruturadas

que compartilham gendtipos entre elas, exceto na populagado F71J da Isla de la
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Juventud (Figura 3B) quando analisada a regido ITS, a qual evidenciou um genotipo

exclusivo da populacéo e pouco compartilhado com as demais populagdes.

Brasil Cuba
=
-
F1IMO F2JN F3CE F4CZ Fs5CZ FslJ F71J
Brasil Cuba
n
FAMO F2JN  F3CE F4CzZ F5CZ FelJ F71J

Figura 3. Estrutura genética de populagdes de Utricularia foliosa inferidas mediante a
analise bayesiana (BAPS). Agrupamentos baseados em 78 sequéncias do
espacador trnS-trnG (A) e 90 sequéncias da regidao nuclear ITS (B). As cores
indicam o numero de clusters para cada marcador analisado. Populagbes: Mogi das
Cruzes (F1MO), Jardim Norma (F2JN), Ceara Mirim (F3CE), Ciénaga de Zapata
(FACZ e F5CZ) e Isla de la Juventud (F6IJ e F71J).

3.5 Filogenia e filogeografia

A partir da inferéncia bayesiana foram construidas duas arvores filogenéticas
para Utricularia foliosa baseadas nas sequéncias obtidas do cpDNA e do nrDNA,
respectivamente (Figura 4 e 5). Ambas analises produziram arvores com valores
consistentes nos ramos, sendo observadas diversas politomias em ambos casos. As
reconstrugdes da distribuicdo geografica de nds ancestrais recuperaram a etapa
filogeografica do cpDNA semelhante da obtida para o nrDNA, sendo Cuba a

linhagem mais ancestral para ambos marcadores (Figura 4 e 5).
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Figura 4. Arvore consenso estrito de hipoteses obtidas mediante inferéncia
bayesiana (IB) de sequéncias do trnS-trnG. As cores indicam as populagbes
amostradas de Ultricularia foliosa e os valores indicam as probabilidades posteriores.
Os circulos mostram as reconstrucgdes filogenéticas da distribuicdo ancestral: Brasil
ou Cuba (AB), Cuba (B). Populagdes: Mogi das Cruzes (F1MO), Jardim Norma
(F2JN), Ceara Mirim (F3CE), Ciénaga de Zapata (FACZ e F5CZ) e Isla de la
Juventud (F61J e F71J).
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Figura 5. Arvore consenso estrito de hipoteses obtidas mediante Inferéncia
bayesiana (IB) de sequéncias de ITS. As cores indicam as populagdes amostradas
de Utricularia foliosa e os valores indicam as probabilidades posteriores. Os circulos
mostram as reconstrugbes filogenéticas da distribuicdo ancestral: Cuba (B).
Populagdes: Mogi das Cruzes (F1MO), Jardim Norma (F2JN), Ceara Mirim (F3CE),
Ciénaga de Zapata (FACZ e F5CZ) e Isla de la Juventud (F61J e F71J).
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As redes de haplotipos construidas mediante o método median-joining
mostraram as relagdes filogenéticas dos haplétipos de Utricularia foliosa a partir de
sequéncias de trnS-trnG (Figura 6) e ITS (Figura 7). Em ambas analises foi
observado compartilhamento de haplétipos entre as populagdes do Brasil e Cuba.

A rede baseada no espacador cloroplastidial determinou H7 como o haplétipo
de maior compartilhamento, presente em populacbes cubanas e na populagao
(F3CE) do Rio Grande do Norte. A maioria dos haplotipos restantes mostraram
frequéncias mais baixas. A regido nuclear também determinou H7 como o haplétipo
de maior frequéncia compartilhado entre populagcées do Brasil e Cuba além de

haplétipos de baixas frequéncias.

H12. OHW _—
AR,

H19

F5CZ
. Cuba H1

" 2
OFTIJ J H;.

Figura 6. Rede de haplétipos do espacador intergénico trnS-trnG identificados em
Utricularia foliosa. O tamanho dos nds é proporcional a frequéncia de cada haploétipo
(H). Os vetores médios (nds vermelhos) indicam haplétipos ndo detectados
separados por mutagdes. Os valores nos ramos indicam a quantidade de mutacdes
entre os haplotipos. Populagdes: Brasil (FIMO, F2JN, F3CE); Cuba (F4CZ, F5CZ,
F61J, F71J).
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Figura 7. Rede de haplétipos da regido ITS identificados em Utricularia foliosa. O
tamanho dos nds é proporcional a frequéncia de cada haplétipo (H). Os vetores
médios (ndés vermelhos) indicam haplétipos ndo detectados separados por
mutacdes. Os valores nos ramos indicam a quantidade de mutagdes entre os
haplétipos. Populagbes: Brasil (FIMO, F2JN, F3CE); Cuba (F4CZ, F5CZ, F6lJ,
F71J).

4 DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética

Utricularia foliosa apresenta altos indices de diversidade genética para trnS-
trnG e ITS, respectivamente, dado pelos valores de diversidade haplotipica e
nucleotidica (Tabelas 3 e 4). Porém, ao analisar as populagdes separadamente, os
valores de diversidade genética oscilam entre as populagdes amostradas. Tendo
como base a quantidade de haplotipos, U. foliosa apresenta alta diversidade,
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quando comparados com os resultados para U. amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. &
Girard a partir de sequéncias cloroplastidiais rps16, trnL-F, rbcL, trnS-trnG e matK
(MENEZES, 2015), Pinguicula L. ser. Albidae Casper a partir do espagador
cloroplastidial psbA-trnH (DOMINGUEZ, 2014) e populacdes de Utricularia longifolia
Gardner com emprego do espacgador cloroplastidial rp/20-rps12 (MENEZES, 2010).

Sabe-se que as angiospermas aquaticas tém capacidade para a reproducao
clonal, produzindo progénie totalmente idéntica por reproducdo vegetativa
(ABRAHASOM, 1980; BARRET, 2015; KAMEYAMA; OHARA, 2006b), além de
apresentar estolées altamente eficientes na obtengao de recursos e na dispersdo em
condi¢des aquaticas (GRACE, 1993). Por esse motivo € razoavel pensar que nas
plantas aquaticas os niveis de variagdo genética e o tamanho efetivo da populagéo
sejam baixos, sendo maior nas plantas terrestres, porém estas relagdes tém sido
raramente estudadas (BARRETT; ECKERT; HUSBAND, 1993; KAMEYAMA,
OHARA, 2006b). Varios fatores podem ter influenciado a diversidade genética das
populagdes. Dentre eles, um dos mais importantes em relagao ao fluxo genético € o
isolamento espacial dado pela distribuicdo fragmentada das populacdes
(HARRISON; HASTINGS, 1996).

Em espécies com reproducao clonal da familia Bromeliaceae também foram
obtidos altos valores de diversidade genética, particularmente em Aechmea tuitensis
Magana & E.J.Lott. Estes valores, provavelmente, estejam relacionados com
eventos frequentes de reprodugao sexual que permitem manter o alto polimorfismo
(IZQUIERDO; PINERO, 2000).

Em nossos trabalhos de campo em Cuba, foi observado que as areas onde
ocorrem as populagdes de Utricularia foliosa estdo sendo colonizadas por espécies
invasoras aquaticas tais como Ludwigia sedioides (Humb. & Bonpl.) H.Hara e Pistia
stratiotes L. o que poderia influenciar na perda da diversidade genética das
populacdes. Entretanto, foram observados, ao analisar o espagador cloroplastidial,
que os maiores indices de diversidade haplotipica e nucleotidica encontram-se nas
populacdes de Cuba. Provavelmente exista fluxo génico entre as populagbes da Isla
de la Juventud por se encontrarem proximas geograficamente; o mesmo poderia
estar acontecendo entre as populacbées da Ciénaga de Zapata. Além disso a
Ciénaga de Zapata € a maior area de pantanal de Cuba e um dos ecossistemas
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mais importantes e conservados das llhas do Caribe (OVIEDO, 2013). Deste modo,
o fluxo pode estar condicionado pela proximidade geografica entre populagbes e
estaria relacionado ao compartilhamento de diasporos. Neste aspecto, as capsulas
deiscentes de Utricularia foliosa caem da planta quando amadurecem e certamente
podem flutuar (TAYLOR, 1989), assim como apds a deiscéncia a prépria placenta,
auxilia na dispersédo das sementes (RODRIGUES et al., in prep.).

Além de ter sido observados altos niveis de diversidade genética para
Utricularia foliosa na analise da regido ITS, foi obtido zero de diversidade para a
populacédo F1IMO de Mogi das Cruzes. Este aspecto poderia estar condicionado por
duas razdes. Primeira, € muito dificil definir uma unidade populacional para plantas
aquaticas que tém proliferacdo clonal pela dificuldade de se separar a partir de
fragmentos de individuos geneticamente diferentes (ABRAHASOM, 1980,
BARRETT; ECKERT; HUSBAND, 1993, KAMEYAMA; OHARA, 2006b) e, a
segunda, envolvida a biologia reprodutiva da planta. Segundo Taylor (1989), as
flores de Utricularia sao visitadas por insetos das ordens Hymenoptera, Diptera e
Lepidoptera. Apesar de que em nossas observagdes de campo foram constatados
visitantes florais para U. foliosa, tais como vespas, moscas e libélulas, € conhecido
que em espécies como U. amethystina (MENEZES, 2015) e U. reniformis (CLIVATI
et al.,, 2012) as flores sdo pouco visitadas pelos polinizadores assim como o
comportamento generalista destes (MENEZES, 2015; CLIVATI et al., 2012). Este
comportamento poderia trazer como consequéncia baixo sucesso reprodutivo da

polinizacao em condi¢gdes naturais além de baixas taxas de diversidade genética.

4.2 Estrutura demografica

Os resultados obtidos na analise mismatch para o espacgador cloroplastidial e
a regidao nuclear junto com os altos niveis de diversidade genética mostraram
distribuicdo multimodal para Utricularia foliosa, o que sugere populagdes que estao
em equilibrio, que ocorrem em habitat estaveis e, portanto, ndo tém ocorrido
flutuacdes demograficas recentes (SLATKIN; HUDSON, 1991).

Tais resultados ao serem analisados conjuntamente com o teste D de Tajima
se mostraram incongruentes tanto para tnS-trnG quanto para ITS. Os valores
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negativos obtidos neste teste se correspondem com populagdes que se encontram
em expansdao. Mesmos assim, ambas analises mostraram valores positivos e
negativos quando analisados os valores do teste Fs de Fu. Comparagbes entre a
analise mismatch e os testes de neutralidade podem mostrar diferentes niveis de
redundéancia e complementaridade entre eles (MOUSSET; DEROME; VEUILLE,
2004). Tais resultados poderiam ser indicativos que Utricularia foliosa tem sofrido
contragcao populacional, reduzindo o tamanho da populagdo e, consequentemente,
sofrido expansdo demografica rapida e recente. Apesar de todas as populagdes
analisadas serem da mesma espécie, elas podem se comportar com dinamicas
diferentes. Isso pode estar relacionado as diversas areas de distribuicdo geografica
onde ocorrem, as quais poderiam ter sido afetadas por varios fatores climaticos de
variada magnitude; portanto, comportamentos ecoldgicos diferentes podem ser a

resposta adaptativa para tais eventos (WEN et al., 2016).

4.3 Estrutura genética

Estimativa de compartilhamento entre gendtipos dos individuos amostrados
para Utricularia foliosa por meio da analise BAPS identificou a presenca de 5
clusters para trnS-trnG e 6 clusters para ITS, porém estes grupos nao representam
uma clara estruturagdo geografica. Em ambas anadlises foi observado
compartilhamento de gendtipos entre as populagbées (Figura 3). Por outo lado,
quando analisados os resultados da AMOVA, {rnS-trnG e ITS mostraram maior
variacdo dentro das populagbes dos grupos (Tabela 6 e 7). Os altos valores de
variagao genética distribuida dentro das popula¢des sao de grande interesse para
obter informagdes sobre o efeito gargalo e os processos que originaram tais
variagdes (PARISOD; TRIPPI; GALLAND, 2005). Apesar que em plantas aquaticas
como Ranunculus bungei Steud. e Podostemum ceratophyllum Michx. terem sido
observadas moderadas variagdes dentro das populagdes, estudos baseados em
marcadores nucleares sugerem que o efeito fundador desempenha um papel
importante no estabelecimento das populagdes de plantas aquaticas (ZHU; YU; XU,
2015). Em Sarracenia purpurea L. foram observadas variagbes genéticas dentro das

populagcdes como consequéncia das mudancas produzidas pelo efeito gargalo nas
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sequéncias de alelos, além do efeito fundador afetando a composi¢gao genémica das
populagdes (PARISOD; TRIPPI; GALLAND, 2005).

A partir da analise do cpDNA foi obtido que as populacbdes da /Isla de la
Juventud apresentam frequéncias geralmente diferentes das populagdes restantes.
O fato da proximidade geografica, compartilhar habitat similares e haplétipos
sugerem intercambio de alelos entre elas. Quando analisado o nrDNA foi observado
na populagcdo F7lJ da Isla de la Juventud um gendtipo predominante e de baixa
frequéncia de compartilhamento com outras populagdes. De acordo com estes
resultados, pode-se inferir duas hipdteses: primeira, a populagdo esteja
compartilhando alelos com outra populacdo que ocorre perto da area onde se
localiza que nado foi coletada e, segunda e mais provavel, a populagdo tem sido
formada a partir de eventos demograficos recentes a partir de poucos individuos. A
existéncia de um gendtipo dominante sugere populagdes que tém sido formadas a
partir de poucos individuos (efeito fundador) (TAGGART, 1990). Os altos indices de
diversidade genética e a presenca de haldtipos compartiihados com outras
populagdes nesta populagao apontam que F71J esta se recuperando e que o efeito
fundador ndo aconteceu recentemente. Varios padrdes e processos microevolutivos
atuam nas ilhas conjuntamente aos processos fundadores, tais como processos de
especiacdao e o efeito gargalo, trazendo como consequéncia mudangas tanto
genotipicas quanto fenotipicas nas diversas linhagens (WHITTAKER; FERNANDEZ-
PALACIOS, 2007).

Apesar das populacbes amostradas se encontrarem distantes
geograficamente (Brasil e Cuba) e separadas por barreiras, em cada area geografica
amostrada as populagdes sao proximas de acordo as localidades onde ocorrem
(Figura 1 e Tabela 1) compartilhando haplétipos e habitat similares, o que sugere
possivel intercambio de alelos (fluxo genético) entre elas. Além disso, € conhecido
que os frutos de U. foliosa sao liberados quando maduros e os diasporos flutuam
(RODRIGUES et al., in prep.; TAYLOR, 1989), e a espécie tem a capacidade de se
propagar por meio da reproducao clonal. Esta adaptagdo tem sido observada em
angiospermas aquaticas e particularmente em carnivoras aquaticas como um
sistema para facilitar a dispersao (KAMEYAMA; OHARA, 2006b).
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4.4 Reconstrugodes filogeograficas

A partir de sequéncias cloroplastidiais e nucleares, foi possivel observar a
relacdo de ancestralidade entre os hapldtipos identificados. Os resultados da
inferéncia bayesiana (Figuras 4 e 5) sdo congruentes com os obtidos nas redes de
haplétipos (Figuras 6 e 7).

As politomias observadas a partir da inferéncia bayesiana para o cpDNA e o
nrDNA mostraram clados nao resolvidos nos quais ndo foram esclarecidas as
relagdes entre os haplétipos. Provavelmente tem sido o resultado de insuficientes
sitios informativos devido que a espécie pode ter tido uma origem recente. Para
Utricularia foliosa ambos marcadores mostraram haplétipos compartilhados entre
populagdes de Brasil e Cuba e a presenca de haplétipos exclusivos locais. Contudo
inferi-se que a capacidade Utricularia foliosa se dispersar pela agua pode ser um
mecanismo a ter influenciado no compartilhamento de haploétipos.

As analises realizadas a partir de sequéncias de nrDNA determinaram a
presenca de haplétipos exclusivos de baixa frequéncia de compartilhamento para
populacao da Isla de la Juventud (F71J) o que se corresponde com a analise BAPS,
sendo observada maior estruturacao desta populacdo em relagao as restantes. Isso
sugere que F7lJ pode ser uma populacdo de origem recente. Pode-se supor que
haplotipos com uma unica conexao e que encontram-se ligados a outros da mesma
populagcado tenham evoluido recentemente e nao tiveram tempo suficiente para se
dispersar (VAZQUEZ-DOMINGUEZ et al., 2009).

Nas redes de haplétipos para ambos marcadores analisados, observa-se que
a maioria dos haploétipos menos frequentes diferem do haplétipo ancestral por
poucos passos mutacionais (Figura 5 e 6), sugerindo que existe pouca
recombinacdo genética. Baixos numeros de passos mutacionais em filogenias de
haplétipos a nivel intraespecifico mostram geralmente pouca recombinagao, portanto
isso implica que entre eles o tempo evolutivo tém sido menor (TEMPLETON;
CRANDALL; SING, 1992).

O conhecimento de mecanismos de dispersao para o género Utricularia sao
limitados mas poderiam ajudar na compreensao da histéria evolutiva da espécie

(TAYLOR, 1989). A partir de estimativas de tempo de divergéncia baseados em
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dados moleculares logrou-se inferir que processos de disperséo a longas distancias
em muitas espécies aquaticas sao considerados eventos relativamente recentes
(LES et al., 2003). As duas grandes massas de terra (Laurasia e Godwana) e o
conjunto derivado delas estiveram separadas e isoladas durante 200 milhdes de
anos (TOMECEK, 2009; LOPEZ, 2015). Portanto, a deriva continental influenciou
pouco na distribuicdo de muitas plantas aquaticas (LES et al., 2003).

Reconstrugdes ancestrais das areas de distribuicdo a partir de trnS-trnG e ITS
indicam que Cuba apresenta a linhagem mais ancestral das populagbes de
Utricularia foliosa amostradas. Diante desse resultado, é possivel supor a dispersao
e colonizagao da espécie no sentido Cuba a América do Sul (norte a sul).

Apesar da origem de Utricularia ser duvidosa, reconstrugdes filogenéticas tém
inferido que o género tem origem neotropical (GUISANDE et al., 2007; MULLER;
BORSCH, 2005). No entanto, a segao Utricularia tem uma ampla distribuicdo em
todo o mundo (TAYLOR, 1989), portanto € muito provavel que o ancestral da sec¢ao
tenha se dispersado amplamente dando origem a espécies em outras regides. No
Hemisfério Norte ocorrem grande numero de espécies aquaticas de Utricularia o que
provavelmente esteja relacionado com uma condi¢do evolutiva derivada do género
(GUISANDE et al., 2007). Segundo Mdller et al. (2002) tem sido dificil determinar a
origem da familia pelo fato de serem encontrados poucos registros fésseis, no
entanto, durante a evolugdo da familia, os membros de carnivoras aquaticas do
género Utricularia poderem ter tido uma rapida expansao em todo o Hemisfério

Norte.

5 CONCLUSOES

Utricularia foliosa apresenta alta diversidade genética com grande
diferenciacdo dentro das populagcbées quando analisadas em conjunto para o
espacador cloroplastidial e a regido nuclear.

As populagées de Utricularia foliosa tém sido influenciadas por varios
processos demograficos o que sugere que as populagdes sofreram contracao

populacional e recente expansao demografica.
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As populagbes de Ultricularia foliosa nédo estdo, no geral, estruturadas
geneticamente e o padrédo filogeografico intraespecifico sugere uma disperséo
recente entre as areas geograficas estudadas.

Os niveis de diversidade genética sugerem que a espécie se encontra em
moderado estado de conservagédo e a manutencéo dessa diversidade esta sujeita as

condi¢gdes ambientais, reprodutivas e ecoldgicas.
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CAPITULO 3 - Genética e dinamica populacional de Utricularia gibba L.
(Lentibulariaceae) baseadas em analises do espagador trnS-
trnG do DNA cloroplastidial e da regiao ITS do DNA nuclear

ribossomal

RESUMO - Utricularia gibba € uma espécie cosmopolita com populag¢des que
ocupam amplas areas. Tanto no Brasil quanto em Cuba encontra-se associada a
ambientes antropizados e espécies de vegetagdo aquatica, podendo estes fatores
influenciar diretamente na dindmica das suas populacdes. Este estudo teve como
objetivo determinar a diversidade genética e estrutura populacional de U. gibba
mediante o emprego do espacgador cloroplastial trnS-trnG e a regido nuclear
ribossomal ITS e assim poder inferir processos filogeograficos que podem ter agido
nas populacdes. Foram amostradas 10 populagdes pertencentes aos Estados
brasileiros da Bahia, Minas Gerais, Rio Grande do Norte e Sdo Paulo, além da regiao
ocidental de Cuba (Pinar del Rio e Isla de la Juventud). Foram encontradas altas e
baixas taxas de diversidade genética e, além disso, observadas populagbes néo
estruturadas, sendo a maior diferenciagdo encontrada dentro das populagdes. As
populagdes de Utricularia gibba mostraram compartilhamento entre Brasil e Cuba o
que poderia estar condicionado com processos de dispersao a longas distancias.
Contudo é possivel pressupor que a linhagem mais ancestral de U. gibba pode ter se

originado na regido de América do Sul.
Palavras-chave: filogenia intraespecifica, coDNA, nrDNA, grupos geograficos.

1 INTRODUGAO

Os estudos filogeograficos tém sido muito utilizados em plantas envolvendo
pesquisas sobre a diversidade genética de populagdes. Eles lidam com principios e
processos que regem as distribuicbes geograficas das linhagens genealdgicas entre
e dentro das espécies (AVISE, 2000). Os processos historicos deixam grandes
evidéncias sobre a estrutura genética das populagdes existentes, principalmente

naquelas que tém sofrido longos processos para sua diferenciagdo. Portanto, a
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estrutura genética das populagdes na atualidade tem sido utilizada para realizar
estimativas sobre a histéria de longos eventos de dispersao (PETIT et al., 1997),
relagdes entre a variancia historica e processos geoldgicos (AVISE, 2000), além de
eventos de contracdo e expansédo relacionados com mudangas globais (HEWITT,
2000).

Utricularia gibba L. é uma carnivora aquatica com uma ampla distribuicdo
geografica; apresenta uma alta densidade e grande concentragéo de individuos nas
suas populagdes (BORTOLINI; DILL; BUENO, 2007). Tanto no Brasil quanto em
Cuba, a espécie encontra-se em espacos antropizados e associada com espécies de
vegetacdo aquatica (MIRANDA et al., 2015; PANFET, 2008). Fundamentalmente nas
Antilhas, nas Américas Central e do Sul € uma espécie muito variavel quanto a forma
das flores e numero de inflorescéncias (TAYLOR, 1989).

Utricularia gibba possui uns dos menores genomas haploides dentre as
angiospermas, reportado com 82 megabases (IBARRA-LACLETTE et al., 2011,
2013), sendo esse repertério genético suficiente para integrar e regular processos de
desenvolvimento e reproducao (IBARRA-LACLETTE et al., 2013). Recentes estudos
genbmicos demostraram que Uftricularia gibba é a candidata ideal que poderia ser
utilizada para compreender as relagdes entre as mutagdes gendmicas e tendéncias
fisiologicas, fazendo énfase em estudos anatémicos e morfolégicos (CHORMANSKI;
RICHARDS, 2012; IBARRA-LACLETTE et al., 2011). Sendo assim, varios trabalhos
tém sido focados em aspectos morfolégicos (CHORMANSKI; RICHARDS, 2012),
ecoldgicos e fisiolégicos (BORTOLINI; DILL; BUENO, 2007; GORDON; PACHECO,
2007; JUANG; JUANG; LIU, 2011) a respeito da espécie. Nenhum dos trabalhos
evidenciam até o momento, a histéria evolutiva intraespecifica com relagédo a sua
distribuicdo geografica.

Por este motivo o objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade e estrutura
genéticas de varias populacdes Utricularia gibba L. baseadas em sequéncias de DNA
cloroplastidial trnS-trnG e nuclear ITS e assim inferir processos filogeograficos e

demograficos visando compreender a histéria evolutiva da espécie.



53

2 MATERIAL E METODOS

Foram amostradas 10 populagbes de Utricularia gibba L. que ocorrem no Brasil
e a regido ocidental de Cuba (Figura 1).

A coleta de espécimes foi realizada em populacdes naturais entre os anos 2013
e 2015. Uma vez que a espécie estudada é aquatica, foram considerados como
pertencentes a mesma populacado todos aqueles individuos amostrados dentro do
mesmo corpo de agua num raio de 1 km, sendo variavel o numero de espécimes
coletados por populacdo com base do numero de individuos encontrados. Foi
determinado o numero maximo de individuos por populacéo o que variou dependendo
da quantidade de individuos encontrados. As amostras coletadas foram preservadas
em silica gel (CHASE; HILLS, 1991) e para cada uma das populagdes amostradas foi
depositado voucher nos herbarios do Instituto de Ecologia y Sistematica (HAC) e da
Universidade Estadual Paulista - UNESP, Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (JABU).
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Figura 1. Localizacdo geografica das popula¢gdes amostradas de Utricularia gibba L.
Regiao ocidental de Cuba (A) e Brasil (B). Os pontos representam as localidades das
populacdes. Populagdes: Biritiba-Mirim, (G1BM), Mogi das Cruzes (G2MO, G3MO),
Pedregulhos (G4PD), Ibiraci (G5MG), Ibicoara (G6BA), Campos de Jordao (G7CJ),
Jacuma, Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo (G9SU) e Isla de la Juventud (G101J).



Tabela 1. Populagbes de Utricularia gibba incluidas neste estudo.
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Populagées Localidades Coordenadas e altitude (m) Herbarios

G1BM Brasil, Sao Pulo. Biritiba-Mirim 23°34'13.62"S; 46°2'27.56"W / 780m JABU

G2MO Brasil, Sdo Paulo. Mogi das 23°32'21.98"S; 46°8'35.77"W / 743m JABU
Cruzes. Avenida Presidente
Castelo Branco

G3MO Brasil, Sdo Paulo. Mogi das 23°33'27.10"S;46°8'14.82"W /746 m JABU
Cruzes. Rodovia Professor Alfredo
Rolim de Moura

G4PD Brasil, Sdo Paulo. Pedregulho. 20°10'54.19"S;47°17'52.76" W / 673m JABU
Pocgo do Burro

G5MG Brasil, Minas Gerais. Ibiraci 20°17'59.64"S; 47°11'14.06" W / 723m  JABU

G6BA Brasil, Bahia. Ibicoara. Rio 13°19'35.04"S; 41°10'563.29"W /673m  JABU
Mucugezinho

G7CJ Brasil, Sdo Paulo. Campos de 22°46'11.56"N;45°31'50.66" W /1813m
Jordao. Estrada Para

G8CE Brasil, Rio Grande do Norte. Ceara 5°34'59.99" N; 35°13' 59.99" W / 10m JABU
Mirim. Jacuma

GosuU Cuba, Pinar del Rio. San Ubaldo, 22°04'59.98" N; 84°01'00.12" W /8m HAC
Cortés

G101J Cuba, Isla de la Juventud. Gerona. 21°48'0" N; 82°53'32.12" W / 9m HAC

Rio de la presa Viet-Nam

2.1 Analises moleculares

2.1.1 Extracao do DNA

O DNA gendmico total dos individuos foi extraido segundo o protocolo CTAB

(CULLINGS, 1992; DOYLE; DOYLE, 1987) com modificagbes de (LODHI et al., 1994).
Foram utilizados 25-30 mg de tecido desidratado em silica gel previamente

higienizado para retirar micro-organismos presentes na superficie vegetal e as
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amostras foram expostas em nitrogénio liquido e posteriormente maceradas. A
qualidade do DNA foi analisada no (NanoDrop®) e as amostras armazenadas a -20
°C.

2.1.2 Amplificagao

As reagdes de amplificagdo foram realizadas no termociclador PTC-100 (MJ
Research) e com volumem total de 25 pL.

A regido trnS-trnG do DNA cloroplastidial foi amplificada para cada amostra
utilizando os iniciadores trnS (GCU) 5-GCCGCTTTAGTCCACTCAGC-3’ e trnG
(UCC) 5-GAACGAATCACACTTTTACCAC-3’ segundo (HAMILTON, 1999). Foram
utilizados separadamente os reagentes: 2U Taq DNA polimerase (Dream Taq™
Sinapse), 0,1 vol. de tamp&o 10 x com MgCl> mM, 0,08 mM de nucleotideos (dNTPs,
10 mM), 0,2 uM de cada iniciador, 30 ng de DNA template, (BSA) segundo Miranda et
al. (2010). O programa de PCR incluiu desnaturacgao inicial a 94 °C por 1 min seguido
por 30 ciclosa 94 °C/ 30 s, 55 °C/ 30 s de anelamento, 72 °C / 5 min e extensao final
a72°C/5min.

Para a amplificacdo da regido ITS do DNA nuclear ribossomal foram usados
inicialmente os iniciadores ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’) e ITS4 (5'-
TCCTTCCGCTTATTGATATGC-3’). Existindo dificuldades na amplificagdo de muitas
das amostras, foi também utilizado o] iniciador 18d (5'-
CACACCGCCCGTCGCTCCTACCGA-3’) no lugar do ITS5 (HILLIS; DIXON, 1991;
WHITE et al., 1990). Foram utilizados: 2U Tag DNA polimerase (Dream Taq™
Sinapse), 0,1 vol. de tamp&o 10 x com MgCl2 mM, 0,08 mM de nucleotideos (dNTPs,
10 mM), 0,1 uM de cada iniciador, 30 ng de DNA template, DMSO segundo Miranda
et al. (2010). A PCR incluiu desnaturacgéao inicial a 95 °C por 3 min seguido por 30
ciclosa 95 °C /30 s, 55 °C / 30 s de anelamento, 72 °C / 1min e extenséo final a 72
°C /10 min. Foram visualizados em gel de agarose a 1% os produtos da amplificagéo

sendo evidenciados com brometo de etidio e revelados e fotografados.
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2.1.3 Purificagao e sequenciamento dos produtos amplificados

A purificagdo dos produtos foi feita mediante a lavagem com acetato de sodio
e etanol. Foram adicionados ao volume da reagao 100 uL de agua Milli-Q lavando as
paredes do tubo e transferidos para tubos de 1,5 mL. Adicionaram-se 12 uL de acetato
de sodio e 330 pL de etanol (100%) com inversao dos tubos e se deixaram repousar
-80 °C durante 3 horas. Os tubos foram centrifugados a 14.000 rpom durante 30min a
4 °C e descartado o conteudo. Apds de se acrescentar 1mL de etanol (70%) os tubos
foram invertidos e centrifugados a 14.000 rpm durante 10 min a 4 °C e feitas duas
lavagens. O etanol foi descartado quando o pellet esteva seco e foi diluido em 22 uL
de agua. Os produtos purificados foram quantificados em espectrofotdmetro
NanoDrop ™ 1000.

Foi utilizado para as reagdes de sequenciamento 1uL (10 ng / pyL) do produto
de PCR purificado, 4 uL de agua Milli-Q, 1 yL (10mM) de cada iniciador (trnS (GCU)
e trnG (UCC), 3 uL de tampao de sequenciamento (Save Money 2,5 x), 1 yL de Big
Dye v 3.1 para um volume total na reacédo de 10 pL. O programa de PCR de
sequenciamento foi de 96 °C por 1 min, seguidamente de 39 ciclos de 96 °C / 15 s,
50°C / 15 s, 60 °C / 4min. Apés realizada a PCR foram adicionados 80 pL de
isopropanol 75% em cada amostra e encubadas 15 min a temperatura ambiente para
posteriormente serem centrifugadas a 4.000 rpm em centrifuga por 30 min a 20 °C.
Depois de descartado o isopropanol, adicionaram-se 200 pyL de etanol (70%) e as
placas centrifugadas a 4.000 rpm por 10 min a 20 °C. Foram feitas duas lavagens e o
sobrenadante foi descartado. As placas foram secas na centrifuga na bancada por
30 min, ressuspendidas em 10 pyL de formamida, desnaturadas por 5 min a 95 °C e
sequenciadas no sequenciador automatico ABI 3730 XL DNA Analyzer (Applied

Biosystems).
2.1.4 Alinhamento e anadlise de sequéncias
As fitas senso e antissenso para trnS-trnG e ITS foram alinhadas e obtidas as

fitas consenso com o auxilio dos aplicativos Bioedit v. 7.0.9.0 (HALL, 1999) e ClustalW
(THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994). As matrizes foram alinhadas pelo aplicativo
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Mafft v. 7 (KATOH; STANDLEY, 2013). Foram excluidos os falsos indels nas

extremidades das sequéncias.

2.2 Anadlises de diversidade, estrutura genética e histéria demografica

As sequéncias alinhadas foram analisadas com ajuda do aplicativo DnaSP v.
5.10 (LIBRADO; ROZAS, 2009) e foi determinado o numero de haplétipos (h),
mutacdes (n), indices de diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (7). Por meio da
analise de variancia molecular hierarquica AMOVA (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992) com ajuda do aplicativo Arlequin v.3.5 (EXCOFFIER; LISCHER,
2010) estimou-se a estrutura genética das populagdes. A andlise dividiu-se em dois
niveis tanto para trnS-trnG quanto para ITS: nivel de populagbes e grupos geografico
(Brasil-Cuba). Foram calculados os indices Fcrt, Fsc, Fst significativos quando P <
0,05, segundo a estatistica F. A significancia da analise foi obtida com 1.023
permutagdes. Além disso foi realizada a analise BAPS (CORANDER; TANG, 2007;
CORANDER et al., 2008). O programa estimou o0 numero maximo de clusters baseado
no menor valor do log(Im). Inicialmente foi feita a analise de agrupamento mixture
analysis empregando multiplos numeros maximos de agrupamento (1-20) para
posteriormente obter o modelo evolutivo admixture (CORANDER; MARTTINEN, 2006)
sendo aplicadas 5.000 interagdes.

Visando inferir eventos demograficos nas populagdes. Foram feitos os testes
de neutralidade D de Tajima (TAJIMA, 1989) e Fs (FU, 1997) utilizando o numero total
de sitios segregantes de cada grupo por meio do aplicativo DnaSP v.5.10 (LIBRADO;
ROZAS, 2009). Para determinar populagdes em expanséao e equilibrio foi calculada a
distribuicdo mismatch (par a par) (ROGERS; HARPENDING, 1992; SLATKIN;
HUDSON, 1991).

2.3 Analises filogeograficas e filogenéticas
Foi elaborada uma matriz para o espacador cloroplastidial trnS-trnG e outra

para a regiao nuclear ITS e para o enraizamento dos cladogramas foram empregadas
como grupo-externo sequéncias de espécies de Ultricularia (Ver Apéndice 1). Com
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ajuda da plataforma CIPRES (MILLER et al., 2015) foram obtidos os modelos
evolutivos com o aplicativo aplicativo jModelTest (POSADA, 2008) para
posteriormente ser inferidas as relagdes filogenéticas entre os haplotipos mediante a
inferéncia bayesiana por meio do aplicativo MrBayes v. 3.1.2 (RONQUIST;
HUELSENBECK, 2003). As filogenias intraespecifica foram representadas com redes
de haplétipos utilizando o aplicativo NETWORK v 5.0.0.0 (http://www.fluxus-
engineering.com) mediante o0 método median-joining (BANDELT; FORSTER; ROHL,
1999). Com ajuda do programa TreeGraph 2 v. 2.0 (STOVER; MULLER, 2010) foram
desenhados os cladogramas.

Para a reconstrucéo da histéria ancestral foi implementado o aplicativo RAPS
(YU et al., 2015) tanto para as arvores do cpDNA quanto para as do nrDNA, sendo
utilizando o aplicativo S-DIVA (YU; HARRIS; HE, 2010). Foram elaboradas as arvores
sendo consideradas duas areas de distribuicdo, Brasil e Cuba. Espécies da Africa (U.
bisquamata Schrank, U. sandersoniiOliv.), Australia (U. dichotoma Labill., U.
monanthos Hook.f., U. volubilis R.Br) e do Brasil U. flaccida A.DC., U.
neottioides A.St.-Hil. & Girard, U. longifolia Gardner) foram consideradas como grupo

externo.

3 RESULTADOS

3.1 Sequéncias do cpDNA e o nrDNA

Foram obtidas variagbes quanto a qualidade das sequéncias nos dois
marcadores, sendo mais eficiente a regidao nuclear. Por essa razdo, foram obtidas
amostragens desiguais para ambos marcadores entre as populagdes de Utricularia
gibba. A quantidade de sequéncias obtidas em cada analise assim como a quantidade

de haplétipos determinados encontram-se descritos nas Tabelas 3 e 4.

3.2 Diversidade genética e distribuicao de haplétipos

Foram obtidas 245 sequéncias para Utricularia gibba pertencentes a
localidades do Brasil e Cuba, as quais variaram quanto ao numero, tamanho e

quantidade de sitios variaveis (trnS-trnG: 66 sequéncias, 611 pb / 1 sitio, ITS: 179
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sequéncias, 669 pb / 60 sitios). Quando analisada a diversidade genética
proporcionada pelos indices de diversidade haplotipica e nucleotidica, foi observado
para trnS-trnG baixa taxa de diversidade genética quando analisadas todas as
populagdes, ao contrario do ITS que apresenta alta taxa. Quando analisadas
separadamente as populagdes para cpDNA foram observados altos e baixos indices
de diversidade entre as populagdes (Tabela 3) e para o nrDNA, exceto as populag¢des
G1BM e G10lJ com menores valores de diversidade, as restantes mostraram altas

taxas de diversidade genética (Tabela 4).

Tabela 3. Diversidade genética das populagbes de Utricularia gibba e testes de
neutralidade do espacgador intergénico trnS-trnG do cpDNA. Populagdes: Mogi das
Cruzes (G3MO), Pedregulho (G4PD), Ibiraci (G5MG), Ibicoara (G6BA), Campos de
Jordao (G7CJ), Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo (G9SU) e Isla de la Juventud
(G101)).

Testes de neutralidade

Populagées N n h Hd m D Fs
BRASIL

G3MO 9 20 4 0,583+0,183 0,01821+0,01213  -1,94756** 2,286
G4PD 5 25 5 1,000+0,126 0,03701+0,00939 -0,99237 -0,286
G5MG 10 24 5 0,667+0,163 0,01070+0,00371  -1,80138* 1,706
G6BA 8 2 3 0,464+0,200 0,00100+0,00048 -1,31009 -0,999
G7CJ 14 6 3 0,275%0,148 0,00317+0,00221  -1,95891* 0,535
G8CE 4 3 3  0,833+0,222 0,00829+0,00302 -0,75445 -0,288
CUBA

Gosu 7 28 4 0,714+0,181 0,03641+0,01103  -0,74593 3,405
G101 9 1 2 0,222+0,166 0,02778+0,02078 -1,08823 -0,263
Total 66 1 2 0,261x0,062 0,26107+0,06177  0,30428 0,832

Numero de individuos (N), nimero de mutag¢des (), numero de haplétipos (h),
diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (7). Testes de neutralidade: D
de Tajima, Fs de Fu. Significancia: *P < 0,05; **P< 0,01.

Ao todo dois haplétipos foram obtidos quando analisado o cpDNA, sendo H1
compartilhado na maioria das populagcdes (Tabela 5). Para a regido ITS do nrDNA
obtiveram-se 42 haplétipos, H1 e H36 com alta frequéncia, sendo H1 compartilhado
com varias das populagdes. Os haplétipos restantes foram de baixa frequéncia e

exclusivos de cada populagao.
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Tabela 4. Diversidade genética das populagbes de Utricularia gibba e testes de
neutralidade na regido ITS do nrDNA. Populagdes: Biritiba-Mirim, (G1BM), Mogi das
Cruzes (G2MO, G3MO), Pedregulho (G4PD), Ibiraci (G5MG), Ibicoara (G6BA),
Campos de Jordao (G7CJ), Jacuma, Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo (G9SU) e Isla

de la Juventud (G101J).

Testes de neutralidade
Populagées N n h Hd m D Fs
BRASIL
G1BM 20 10 3 0,195+0,115 0,00181+0,00143 -2,25631** 1,223
G2MO 19 97 13 0,877+0,074 0,09418+0,01578 -0,00195 1,513
G3MO 24 117 18 0,924+0,049 0,02913+0,01397 -2,19350*  -3,072
G4PD 14 60 10 0,890+0,081 0,02821+0,00979 -2,03687* -0,358
G5MG 23 109 15 0,921+0,041 0,03229+0,01177  -1,77922 0,084
G6BA 13 34 11 0,974+0,039 0,04661+0,00601 0,01756 -1,750
G7CJ 20 48 10 0,711+0,113 0,01223+0,00472 -2,13900* -0,387
G8CE 6 10 5 0,933+0,122 0,01615+0,00403 -0,24625 -0,658
CUBA
G9suU 15 22 6 0,571+0,149 0,00646+0,00313 -2,12805** 0,501
G101 25 28 8 0,490+0,123 0,00639+0,00254 -2,41642**  -0,783
Total 179 60 42 0,568+0,043 0,02900+0,00331 -1,88094* -23,983

Numero de individuos (N), numero de mutagdes (n), numero de haplétipos (h),
diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (7). Testes de neutralidade: D
de Tajima, Fs de Fu. Significancia: *P < 0,05; **P< 0,01.
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Tabela 5. Distribuigao de haplétipos do espagador intergénico trnS-trnG do cpDNA em
U. gibba. Populagdes: Biritiba-Mirim (G1BM), Mogi das Cruzes (G2MO, G3MO),
Pedregulho (G4PD), Ibiraci (G5MG), Ibicoara (G6BA), Campos de Jordao (G7CJ),
Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo (G9SU) e Isla de la Juventud (G101J).

h Populagcées Freq

trnS- G1BM G2MO G3MO G4PD G5MG  G6BA G7CJ G8CE  G9sU G101J
trnG

H1 - - 9 4 10 8 14 4 7

H2 - - 1 9
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3.3 Analises demograficas

A Figura 2 mostra os resultados da analise mismatch em populagdes que
apresentaram valores significativos quando realizado o teste D de Tajima.

O espacador trnS-trnG mostrou distribuicdo mismatch unimodal para as
populagées G3MO, G7CJ de S&o Paulo o que corrobora os resultados negativos e
significativos obtidos pelo teste D de Tajima de expansao populacional, no entanto a
populacédo (G5MG) de Minas Gerais foi multimodal o que falsifica a hipotese sobre
recente expansao demografica (Tabela 3 e Figura 2A-C).

Para a regido ITS do nrDNA, quando analisadas todas as populagdes de
Utricularia gibba e a populagdo G1BM foi obtida distribuicdo mismatch unimodal
corroborando os resultados negativos e significativos do teste D de Tajima, indicando
recente expansao demografica. Entretanto, as popula¢gdes G3MO, G4PD e G7CJ do
Estado de Sao Paulo e G9SU, G10lJ de Cuba se mostraram multimodais, indicando

que se encontram em equilibrio (Tabela 4 e Figura 2D-J).

3.4 Estrutura genética

A AMOVA foi aplicada com o fim de testar o grau de variagdo genética das
populagdes amostradas de Utricularia gibba. Na analise baseada no espacador trnS-
trnG os valores significativos revelam diferenciagdo genética entre os individuos
amostrados e alta porcentagem de variagdo entre as populagdes. Resultados
similares foram obtidos quando analisado o espacgador ITS. No segundo nivel
hierarquico, considerando os grupos geograficos (Brasil e Cuba), tanto para cpDNA
quanto para nrDNA os valores significativos dos indices Fsc e Fst evidenciaram a
variabilidade das popula¢des amostradas, sendo mais alta dentro das populagdes dos

grupos geograficos (Tabelas 6 e 7).
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Figura 2. Distribuicdo mismatch para Utricularia gibba baseada em sequéncias do
espacador trnS-trnG: G3MO (A), G5MG (B), G7CJ (C). Baseada na regiao ITS: para
todas as populagdes (D), G1BM (E), G3MO (F), G4PD (G), G7CJ (H), G9SU (), G101J

(J)-
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Tabela 6. Analise de variancia molecular (AMOVA) para populagdes de Utricularia
gibba baseadas no espacador trnS-trnG.

Fonte de variagao GL SM Componentes % Indice de P

de variancia fixagao
Entre populagdes 7 7,685  0,13377 90,65  Fs1=0,90653 0,00000
Dentro das populagdes 58 0,800 0,01379 9,35
Entre grupos geograficos 1 3,567 0,11728 54,62  Fcr=0,54620 0,10948
Entre populacbes de 6 4,118  0,08365 38,96  Fsc=0,85845 0,00000
grupos geograficos
Dentro das populagbesde 58 0,800  0,01379 6,42 Fst=0,93576 0,00000

grupos geograficos

GL: graus de liberdade, SQ: soma dos quadrados, %: porcentagem de variacao, P:
probabilidades (P < 0,05).

Tabela 7. Analise de variancia molecular (AMOVA) para populagdes de Utricularia
gibba baseadas no espacgador ITS.

Fonte de variagao GL SM Componentes % indice de P

de variancia fixacao
Entre populagdes 9 200,62 1,20783 57,16  Fs1=0,57162 0,00000
Dentro das populagdes 169 152,97 0,90515 42,84
Entre grupos geograficos 1 106,77 1,49498 49,42  Fcr=0,49418 0,07918
Entre populagcbes de 8 93,845 0,62502 20,66  Fsc=0,40846 0,00000
grupos geograficos
Dentro das populagdes de 169 152,97 0,90515 29,92  Fs7=0,70079 0,00000

grupos geograficos

GL: graus de liberdade, SQ: soma dos quadrados, %: porcentagem de variagéo, P:
probabilidades (P < 0,05).

Na analise BAPS foram identificados 4 clusters segundo o marcador de cpDNA
e 6 segundo o nrDNA (Figura 3). Estes clusters evidenciam auséncia de estrutura
populacional. A analise da regido ITS (Figura 3B) mostrou a presenga de um genétipo

exclusivo e pouco compartilhado na populagao G8CE do Rio Grande do Norte, Brasil.
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Figura 3. Analise bayesiana (BAPS) de populagbes de Utricularia gibba baseadas em
66 sequéncias do espagador trnS-trnG (A) e 179 da regiao nuclear ITS (B). As cores
indicam o numero de clusters para cada marcador analisado. Populagdes: Biritiba-
Mirim (G1BM), Mogi das Cruzes (G2MO, G3MO), Pedregulho (G4PD), Ibiraci (G5MG),
Ibicoara (G6BA), Campos de Jordao (G7CJ), Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo
(G9SU) e Isla de la Juventud (G101J).

3.5 Filogenia e filogeografia

A inferéncia bayesiana mostrou ramos consistentes e arvores nao resolvidas,
sendo observadas politomias para ambos marcadores (Figura 4 e 5). As
reconstru¢des da distribuicdo geografica para Utricularia gibba tentando recuperar a
historia filogeografica da espécie apontam o né do Brasil como possivel area ancestral

para os dois marcadores (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Arvore consenso de hipéteses obtidas mediante Inferéncia bayesiana (IB)
de sequéncias trnS-trnG. As cores indicam as populagdes amostradas de Utricularia
gibba e os valores indicam as probabilidades posteriores. Os circulos mostram as
reconstrugdes filogenéticas da distribuicdo ancestral: Brasil (A), Brasil ou Cuba (AB).
Populagdes: Mogi das Cruzes (G3MO), Pedregulho (G4PD), Ibiraci (G5MG), Ibicoara
(G6BA), Campos de Jordao (G7CJ), Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo (G9SU) e Isla
de la Juventud (G101J).



67

H1

T
=3

H1

=]

.89

| ost 7}
L A T H1.H9 H1T H32
7 H1
Populagdes 061 - 1
H1 Hp7 E—
G1BM H .
Il c2vo ——H "
G3MO — H
B G4PD _ —
mGsve |Brest rm_a.u .
Il GeBA o —
G8CE —
054 = —
W cos ]CUba 0.87 LTarnesth tina
G101J Lﬁgg U. cucullata
- U. arenaria
0,93 U. volubilis
U. minor
- U. breviscapa
0,06

Figura 5. Arvore consenso de hipéteses obtidas mediante inferéncia bayesiana (IB)
de sequéncias de ITS. As cores indicam as populagdes amostradas de Utricularia
gibba e os valores indicam as probabilidades posteriores. Os circulos mostram as
reconstrugdes filogenéticas da distribuicao ancestral: Brasil (A). Populacées: Biritiba-
Mirim (G1BM), Mogi das Cruzes (G2MO, G3MO), Pedregulho (G4PD), Ibiraci (G5MG),
Ibicoara (G6BA), Campos de Jordao (G7CJ), Ceara Mirim (G8CE), San Ubaldo
(G9SU) e Isla de la Juventud (G101J).
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A relagbes filogenéticas intraespecificas de Uftricularia gibba sdo mostradas
pela rede de hapotipos (Figura 6). O espagador trnS-trnG mostrou dois haplotipos para
a espécie, portanto nao foi possivel representar na forma de rede. Ambos haplétipos
apresentaram alta frequéncia, sendo maior em H1 que foi compartilhado entre todas
a populagdes amostradas exceto por G10lJ, da Isla de la Juventud (Tabela 5). Na
regiao ITS, os haplétipos H1 e H36 apresentaram a maior frequéncia entre as
populagdes, sendo H1 encontrado em todas as populagdes, exceto na populagao

G10lJ da Isla de Juventud (Figura 6). Os haplétipos restantes apresentaram baixa

frequéncia.
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Figura 6. Rede de haplotipos em Utricularia foliosa baseados na regidao ITS. O
tamanho dos nos é proporcional a frequéncia de cada haplétipo (H). Os vetores
médios (ndés vermelhos) indicam haplotipos nao detectados separados por mutagoes.
Os valores nos ramos indicam a quantidade de mutacbes entre os haplétipos.
Populagbes: Brasil (G1BM, G2MO, G3MO, G4PD, G5MG, G6BA, G7CJ, G8CE); Cuba
(G9SU, G101)).
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4 DISCUSSAO

4.1 Diversidade genética

As variagbes genéticas produzidas nas espécies sao resultado de varios
processos evolutivos ao longo do tempo. A diminuicdo da diversidade genética em
Utricularia gibba associado a baixa quantidade de haplétipos obtidos inferem
populagdes nas quais fatores ecoldgicos tém agido ao longo do tempo. Os baixos
valores de diversidade genética podem estar associados a populagbes que tém
sofrido fragmentacdo do habitat, deriva genética ou efeito gargalo (AMOS;
HARWOOD, 1998). Além disso, a redugao da conectividade entre as populag¢des pode
estar condicionada a perda do habitat, trazendo como consequéncia reduc¢ao no fluxo
genético e da variabilidade genética (MARTINEZ-CRUZ; GODOY; NEGRO, 2007).
Baixos valores de diversidade genética também tém sido observado em populagdes
de U. longifolia quando analisadas com os espacgadores IT1 e ITS2 (MENEZES, 2010)
e em espécies de Elodea a partir de fragmentos de AFLPs (LAMBERTINI et al., 2010).
Para as populacdes analisadas a partir do nrDNA, que mostraram altos indices de
diversidade genética além de 42 haplétipos, sendo alguns deles compartilhados,
pressupde populagdes nas quais o fluxo genético esta se incrementando, contribuindo
assim ao aumento da heterozigozidade.

Utricularia gibba possui inflorescéncias com flores cleistégamas (TAYLOR
1989). Portanto, apresenta reproducdo sexuada por autogamia, sendo as flores
capazes de se autopolinizar e autofecundar. Além disso apresenta flores zigomorfas
e bilabiadas, o que pode estar relacionado com a polinizacdo entoméfila (ALCALA;
DOMINGUEZ, 2011; CLIVATI et al., 2014; PLACHNO et al., 2016). Isso pode
favorecer o cruzamento entre individuos da mesma populagdo ou populacdes
diferentes.

E importante destacar que os valores de diversidade genética observados nas
populagdes cubanas, apesar de serem menores do que a maioria da populagdes do
Brasil quando analisada ITS, ndo sao considerados baixos, levando em conta as
condigoes de restricado geografica das ilhas com baixo numero total de individuos por
espécie e baixa quantidade de populagcdes (MELONI et al.,, 2013). No entanto,
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Utricularia gibba foi recentemente adicionada na “Lista roja de la flora de Cuba”, como
uma espécie “Em perigo critico” (GONZALEZ TORRES et al., 2016).

4.2 Demografia

O resultado mismatch unimodal suportado pelos valores significativos do teste
D de Tajima indicaram claramente expansdo demografica em duas populagdes
analisadas com o cpDNA (Figura 2A e 2C e Tabela 3) e uma com nrDNA (Figura 2E
e Tabela 4). Os valores restantes negativos e significativos obtidos no teste D de
Tajima para trnS-trnG e ITS pressupdem populagées em expansao, porém nao foram
congruentes com a analise mismatch as quais representam populagdes em equilibrio.

Os baixos niveis de diversidade genética observados em G7CJ (Tabela 3) e
G1BM (Tabela 4) caracterizaram estas populagdes. Sabe-se que durante o processo
da expansao demografica o efeito fundador pode diminuir os niveis de variagéo
genética (CUN; WANG, 2010).

Os eventos demograficos de expansao e equilibrio observados nas populagdes
estudadas podem estar estreitamente relacionados com o processo de dispersdo da
espécie. Apesar da maioria das sementes de Utfricularia nao apresentarem
modificagdes para a dispersao pelo vento, sendo a agua e 0s passaros 0s principais
agentes, em Utricularia gibba as sementes apresentam alas (TAYLOR, 1989).
Portanto, a disperséo pelo vento poderia ser fator que influenciaria os processos de
expansao demografica. Além disso, U. gibba apresenta reprodugdo vegetativa por
meio de estoldes que se ramificam dicotomicamente (CHORMANSKI; RICHARDS,
2012). Fragmentos de estolées sao viaveis e ja foram reportados em plumagem de
aves (TAYOR, 1989).

Os passaros sao considerados os maiores agentes de dispersdo nas plantas
aquaticas. Tem sido relatado que as sementes de algumas macrofitas submersas
como Najas e Potamogeton sao dispersadas por meio de aves aquaticas (ZHU; YU;
XU, 2015). Dessa forma, os processos de dispersdo por passaros em espécies de
Utricularia podem ocorrer normalmente de norte a sul (ou o contrario) e podem
acontecer entre as duas Américas e outras areas de distribuicdo (TAYLOR, 1989).

Portanto, eventos de migragdo com o auxilio das aves podem explicar eventos
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demograficos observados nesta espécie.

Tem sido observado amplamente a reducéo do potencial da dispersao nas ilhas
com relagcdo aos continentes, tanto em plantas quanto em animais (CODY;
OVERTON, 1996). Portanto, no arquipélago de Cuba é muito provavel que as
populagdes GIUS e G10IJ tenham sofrido o efeito da acéo de varias forcas evolutivas
e eventos demograficos. Da mesma forma que observado em Utricularia foliosa
(Capitulo 2), na area onde coletada a populagdo G10lJ esta sendo afetada pela
presenga de plantas aquaticas invasoras entre as quais se encontram Ludwigia
sedioides (Humb. & Bonpl.) H.Hara e Cyperus sp. Este fator poderia influenciar na
diversidade genética da espécie e poderia agir afetando o crescimento das
populagdes. Em Pinar del Rio, espécies ameagadas que ocorrem em comunidades
aquaticas especialmente lagoas sob solo quartzitico estdo sendo afetadas pela
saturagao e ressecamento e impacto antropico (URQUIOLA et al., 2010). Por outro
lado, a Isla de la Juventud historicamente tem sido afetada principalmente pelos
fendmenos naturais, além da acdo antrépica pela exploracdo florestal (VILAMAJO;
CHANG, 2002).

4.3 Estrutura genética

Apesar da primeira analise AMOVA ter mostrado altos valores de Fst, indicando
populagdes estruturadas quando comparados com os resultados das analises BAPS
foram observados para ambos marcadores que os grupos genéticos identificados
apresentam aproximadamente a mesma frequéncia em todas as populacgdes (Figura
3), o que evidencia a falta de estrutura genética entre as populagdes amostradas. A
segunda analise hierarquica AMOVA foi congruente com estes resultados, indicando
pouca estrutura populacional uma vez que os valores Fst mostraram para o cpDNA e
para o nrDNA que a maior diferenciagcdo se encontra dentro das populagdes.
Resultados semelhantes foram encontrados para Utricularia foliosa (Capitulo 2),
quando analisados os grupos geograficos. Para muitas plantas carnivoras sao
reconhecidos processos microevolutivos atuando na variagdo genética entre e dentro
das populagdes (ALCALA; DOMINGUEZ, 2011). Mudancgas nas sequéncias de alelos
como produto do efeito gargalo foram observadas em Sarracenia purpurea, trazendo
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como consequéncia diferenciagdo dentro das populagbes (PARISOD; TRIPPI;
GALLAND, 2005). Além disso, outros estudos encontraram diferenciagdo dentro das
populagdes naturais de Pinguicula albida C.Wright ex Griseb (DOMINGUEZ, 2014) e
Pinguicula moranensis Kunth (ALCALA; DOMINGUEZ, 2011).

A presenga de um genotipo exclusivo e pouco compartilhado na populagéo
G8CE do Rio Grande do Norte, quando analisada a regido ITS, pode estar
condicionada a falta de amostragem na area intermediaria entre esta populagao e as
demais populagdes no Sudeste do Brasil. De acordo com a distribuicdo cosmopolita
de Utricularia gibba e ampla distribuicdo no Brasil, particularmente no Rio Grande do
Norte (MIRANDA et al., 2015), € pouco provavel que a populagdo permaneca isolada
e, portanto, ndo exista fluxo genético com as populagdes restantes, porém uma
amostragem mais ampla cobrindo estas areas intermediarias poderia mostrar
resultados mais completos. Altos indices de diversidade genética observados nesta
populagao corroboram esta hipotese. A presenca de gendtipos dominantes também
tém sido observada frequentemente em populag¢des de angiospermas aquaticas que
apresentam reproducéo clonal (BARRETT; ECKERT; HUSBAND, 1993), o que pode
ser influenciado por esta forma de reprodugdao assexuada devido a falta de

recombinacao genética.

4.4 Reconstrugoes filogeograficas

Por meio da andlise de sequéncias nucleares e cloroplastidiais foi possivel
observar a relagao entre os haplétipos. Os resultados obtidos para Utricularia gibba a
partir da inferéncia bayesiana mostrou para os dois marcadores clados com politomias
(Figuras 4 e 5). O espacador cloroplastidial mostrou o haplétipo H1 compartilhado
entre todas as populagdes, exceto com a populacgéo da /sla da Juventud. Para a regiao
ITS, H1 também foi compartilhado entre todas as populacdes exceto para a populagao
de G8CE de Rio Grande do Norte e G10lJ da Isla de la Juventud (Tabela 5).

A particularidade da populacdao G10lJ de se manter separada das demais
populacdes, além de apresentar haplotipos exclusivos e de escassa frequéncia de
compartilhamento, sugere que pode ter evoluido recentemente e nao ter tido tempo
para se dispersar (VAZQUEZ-DOMINGUEZ et al., 2009). Caracteristicas semelhantes
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foram observadas na populagdo F71J de Utricularia foliosa na Isla de la Juventud
(Capitulo 2). Sabe-se que as barreiras geograficas e isolamento geografico das ilhas
podem trazer alteragdes na frequéncia de alelos de uma geracéo a outra (deriva
genética) e consequentemente a nova coadaptacdo de combinacdo de alelos,
contribuindo para isolamento reprodutivo da populagdo parental original
(WHITTAKER; FERNANDEZ-PALACIOS, 2007).

E importante destacar que o escasso compartiihamento de haplétipos
observado na populacdo da /Isla de la Juventud foi particularmente dado com a
populagcdo G9SU de Pinar del Rio. Segundo a historia geoldgica da regido ocidental
de Cuba, estas areas emergiram durante a era Cenozoica e estiveram conectadas
temporalmente entre os periodos Neogeno e Quaternario formando uma massa de
terra continua (ITURRALDE-VINENT, 2005, 1998). Portanto, € possivel que estas
populagdes estiveram conectadas e que teria ocorrido fluxo genético.

A auséncia de estrutura genética indicada pelo compartilhamento de haplétipos
nas populacdes de Utricularia gibba poderia estar condicionada pela disperséo a
longas distancias. Tal condi¢ao tem sido observada em plantas aquaticas de Alisma
plantago-aquatica L., Eleocharis acicularis (L.) Roem. & Schult., Lemna minor L. ,
Phalaris arundinacea L. e Phragmites communis Trin. (MOREIRA-MUNOZ et al.,
2014). Os habitat de agua doce e pantanos se caracterizaram pela baixa continuidade
ecoldgica durante o Pleistoceno tardio e o Holoceno. Desta forma, as mudancas fisico-
quimicas acontecidas nesta etapa poderiam ter afetado os corpos de agua. Talvez
como uma adaptagao ao meio, as plantas aquaticas antes mencionadas apresentam
a capacidade de dispersao a longas distancias (por meio do vento e aves migratorias)
e a ocorréncia em grandes areas de distribuicido (MOREIRA-MUNOZ et al., 2014).

E conhecido que as plantas aquéaticas devem ter percorrido distancias
transoceanicas significativas por meio da dispersao, no entanto tem sido inferido que
as plantas cosmopolitas aquaticas tiveram uma dispersao recente (ZHU; YU; XU,
2015; LES et al., 2003). Estimativas de tempos de divergéncia a partir de dados
moleculares de diversos grupos taxondmicos de plantas aquaticas indicam que a
dispersao a longas distancias tém sido um fator importante para o estabelecimento
das espécies. Além disso, sdo eventos relativamente recentes, sendo que muitas das

especies aquaticas alcangcaram uma ampla distribuicdo ha relativamente pouco
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tempo, sem grande influéncia da deriva continental (LES et al., 2003). Eventos de
dispersdo a longas distancias e recolonizagdo tém sido inferidos para o género
Genlisea (FLEISCHMANN et al., 2010). Apesar de eventos de dispersdo a longas
distancias apresentarem maior probabilidade de éxito nos continentes do que nas
ilhas é fato que a dispersao explica também a origem da diversidade da flora insular
(LES et al., 2003; ELIASSON, 1995.). Embora os mecanismos de dispersao
promovam o conhecimento da histéria evolutiva do género, é importante sinalizar o
papel que desempenham os passaros neste importante processo (TAYLOR, 1989).
Baseado na reconstrugcao de areas ancestrais, a analise a partir de trnS-trnG e
ITS sugerem o Brasil como a area mais ancestral. O fato de ser Utricularia gibba uma
espécie cosmopolita e aquatica, torna-se dificil inferir uma histéria evolutiva. Tem sido
complicado realizar estimativas para determinar a idade do surgimento de
Lentibulariaceae devido a auséncia de pontos de calibragéo féssil e a filogenia ainda
n&o resolvida para a familia dentro da ordem Lamiales (SHAEFORT et al., 2010). Os
resultados obtidos nesta analise refletem uma histéria diferente do observado para
Utricularia foliosa (Capitulo 2), sendo congruente com as hipoteses morfologicas e
filogenéticas inferidas para o género sobre a origem Neotropical particularmente na
América do Sul (GUISANDE et al., 2007; MULLER; BORSCH, 2005; TAYLOR, 1989).
Além disso, como citado no capitulo 2, a ampla distribuicao cosmopolita que apresenta
a sec¢ao Utricularia poderia implicar que o ancestral da se¢ao pode ter se dispersado
amplamente originando espécies com ampla distribuicdo. Inferéncias sobre a
disperséo do género apontam inicialmente as regides de Africa tropical e Australia e

posteriormente as regides restantes (GUISANDE et al., 2007).

5 CONCLUSOES

Utricularia gibba mostrou variacado nos indices de diversidade genética quando
analisado o marcador cloroplastidial e a regidao nuclear, mas nao existem diferengas
quanto as populagdes quando analisadas cada regido geografica.

Processos de expansao e equilibrio demografico poderiam estar relacionados
com eventos de dispersao e a acgao de forgas evolutivas, sendo evidenciada maior
incidéncia nas populagcdes cubanas.
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As populagdes de Utricularia gibba ndo estao geneticamente estruturadas e as
maiores diferenciagdes foram encontradas dentro das populagbes dos grupos
geograficos.

O compartilhamento de haplotipos entre as populagdes permitiu pressupor
possiveis processos recentes de dispersdo entre as regides geograficas, sendo
inferido que a area ancestral de Utricularia gibba poderia ter origem na Ameérica do
Sul.
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CAPITULO 4 - Palinomorfologia de Lentibulariaceae Rich. da regido ocidental
de Cuba

RESUMO - E apresentado o estudo polinico de 12 taxons da familia
Lentibulariaceae que ocorrem na regido ocidental de Cuba visando caracterizar a
morfologia polinica utilizando caracteres dos gréos de podlen, que possam auxiliar na
identificagdo das espécie e taxonomia do grupo. Os graos de pdlen foram analisados
por meio de microscopia optica de luz e microscopia eletrénica de varredura visando
novos caracteres que contribuissem a taxonomia de espécies de Lentibulariaceae
nessa regido. Os graos de polen foram acetolisados, mensurados, fotografados e
descritos com base nos caracteres qualitativos. Neste estudo apresentamos analises
estatisticas multivariadas por meio dos dados quantitativos. Os graos de pdlen sao
de tamanho pequeno a médio, isopolares, subprolatos a prolatos, de ambito circular,
subcircular a quadrangular, zonoaperturados, 3-colporados, 4- (5) -colporados, 6- (7-
18) -colporados ou porados, endoabertura lalongada ou lolongada e endocingulados
em algumas espécies, exina com ornamentagdo psilada, psilado-perfurada,
microrreticulada a rugulada. Sexina mais espessa que a nexina. Em Pinguicula ser.
Albidae foram observadas endoabertura com fastigios, caracteristica descrita pela
primeira vez para o género e para a familia Lentibulariaceae. As espécies de
Utricularia estudadas foram agrupadas em trés tipos polinicos com base nas
aberturas, caracteristicas da endoabertura e forma. Variagdes morfolégicas
observadas nos graos de pdlen evidenciaram a diversidade intergenérica do podlen
em Lentibulariaceae, corroborando a importancia taxonémica destas caracteristicas

a nivel de familia.

Palavras chaves: euripolinica, morfologia polinica, Genlisea, Pinguicula, Utricularia

1 INTRODUGAO

Lentibulariaceae apresenta a maior diversidade de espécies entre as plantas
carnivoras. E uma familia cosmopolita que agrupa aproximadamente 350 espécies
(KROL et al., 2012), distribuidas em trés géneros: Genlisea A. St.-Hil., Pinguicula L.
e Utricularia L. (KROL et al., 2012; TAYLOR, 1989). A familia apresenta diversos
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habitos de vida, tanto plantas aquaticas, palustres, quanto terrestres ou epifitas, o
que geralmente esta relacionado aos ambientes em que ocorrem as espécies
(TAYLOR, 1989). As armadilhas diferem em cada género, apresentando-se como
folhas subterréneas e tubulares (Genlisea), folhas adesivas (Pinguicula) ou folhas
modificadas em utriculos de sucgado (Utricularia). O carater plesioméfico das
armadilhas ocorre em Pinguicula dando origem as formas mais derivadas presentes
nos outros dois géneros (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; MULLER et al., 2004). As
flores s&o solitarias ou agrupadas em inflorescéncias racemosas, zigomorfas, com
bracteas (exceto em Pinguicula, e as vezes estdo ausentes em Genlisea),
bilabiadas, com célcar. Apresenta frutos em capsula, com uma grande diversidade
de padrées de deiscéncia irregular (CASPER, 1966; FROMM-TRINTA, 1979;
TAYLOR, 1989).

Em Cuba ocorrem os trés géneros de Lentibulariaceae, apresentando-se
Genlisea somente com uma espécie, Genlisea filiformis A. St.-Hil. (ALAIN, 1957),
Pinguicula com 13 espécies (DOMINGUEZ; PANFET; MIRANDA, 2014;
DOMINGUEZ, 2012) e Utricularia com 14 espécies (CASPER, 1966; DOMINGUEZ,
2012) sendo o género com maior quantidade de espécies na familia. Todos os
taxons possuem sistema radicular pouco desenvolvido ou ausente e sao ervas
anuais ou perenes (LLOYD, 1942; TAYLOR, 1989).

Cuba é a maior ilha das Antilhas e encontra-se dividida em trés regides
geograficas, ocidente, centro e oriente. A regido ocidental, quanto a diversidade é
uma das areas mais ricas do arquipélago (BORHIDI, 1996). Genlisea filiformis e
espécies de Pinguicula ser. Albidae ocorrem nesta regiao (ALAIN, 1957). O género
Utricularia além de compartilhar diversas areas de distribuicdo em todo o pais,
apresenta a maior quantidade de espécies no ocidente de Cuba (PANFET, 2008).

Embora em Cuba os trés géneros ocorram em lugares umidos, os habitos de
vida entre eles sao diversos, sendo a maioria das espécies terrestres, porem,
existem varias espécies aquaticas de Utricularia e duas espécies litéfitas e uma
epifita de Pinguicula (SHIMAI et al., 2007).

Alguns estudos indicam o monofiletismo de Lentibulariaceae, incluida na
ordem Lamiales, juntamente com outras 23 familias (APG IV, 2016). O género
Pinguicula forma um grupo irmao com o clado Genlisea-Utricularia (JOBSON et al.,
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2003; MULLER et al., 2004, 2002). Utricularia é um grupo morfologicamente
heterogéneo com grande numero de espécies (aproximadamente 235 -
FLEISCHMANN, 2015) e foi dividido por Taylor (1989) em dois subgéneros
(Utricularia e Polypompholyx (Lehm.) P.Taylor) e 33 seg¢des principalmente com
base na morfologia dos 6rgéos vegetativos.

Muller e Borsch (2005), baseados em caracteres moleculares corroboram a
classificagao infragenérica de Ultricularia proposta por Kamiéski (1895); deste estudo
deriva-se 0 subgénero Bivalvaria, incluindo espécies anteriormente abordadas no
subgénero Utricularia.

Pinguicula, com aproximadamente 100 espécies, esta dividido em trés
subgéneros: P. subg. Pinguicula, P. subg. Isoloba e P. subg. Temnoceras (Barnhart,
1916; Casper, 1966); Genlisea tem sido estudado taxdnomicamente por Fromm-
Trinta (1981) e Taylor (1989) os quais propdem dois subgéneros: G. subg. Genlisea
e G. subg. Tayloria sendo incluidas as 31 espécies ja descritas (FLEISCHMANN,
2012).

Existem alguns estudos sobre a palinologia de Lentibulariaceae (BERETTA et
al., 2014; CASPER; MANITZ, 1975; FROMM-TRINTA, 1981, 1979; HUYNH, 1968;
LOBREAU-CALLEN; JEREMIE; SUAREZ-CERVERA, 1999; RODONDI; BERETTA;
ANDREIS, 2010; SOHMA, 1975A, 1975B; TAYLOR, 1989), a maioria deles séo
baseados na descricdo da morfologia polinica e apontam algumas diferengas entre
os graos de podlen da familia. Segundo Sohma (1975a), os grdos de pdlen de
Pinguicula apresentam similaridade com os graos de Utricularia. Além disso, Fromm-
Trinta (1981, 1979) encontrou semelhancas entre os graos de pdélen de Utricularia e
Genlisea (sec¢bes Genlisea e Tayloria).

Considerando que os trabalhos sobre a morfologia polinica da familia
Lentibulariaceae ndo envolvem estudos das caracteristicas do pdlen desta familia
em Cuba, os objetivos deste trabalho foram caracterizar a morfologia polinica de 12
taxons de Lentibulariaceae que ocorrem na regidao ocidental de Cuba, identificando
caracteres morfologicos dos graos de polen, tanto qualitativamente quanto

quantitativamente, que possam auxiliar na identificacdo das espécie e taxonomia do

grupo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material Vegetal

Foram analisados os gréos de pdlen de 12 taxons de Lentibulariaceae da
regido ocidental de Cuba: Genlisea filiformis A. St.-Hil., Pinguicula L. ser. Albidae (P.
albida C.Wrigth ex Griseb., P. cubensis Urquiola & Casper, P. filifolia C.Wright ex
Griseb. subsp. filifolia, P. filifolia subsp. alba Y.Dominguez, Panfet & V.Miranda),
Utricularia foliosa L., U. gibba L., U. juncea Vahl, U. pusilla Vahl, U. resupinata
B.D.Greene ex Bigelow, U. simulans Pilg. e U. subulata L. (Tabela 1). O material
polinico foi obtido a partir de botdes florais em pré-antese coletados em populagdes
naturais disponiveis em exsicatas depositadas nos herbarios do Jardin Botanico
Nacional de Cuba (HAJB) e da Universidade de Mogi das Cruzes (HUMC). As outras
sete espécies de Lentibulariaceae (género Utricularia) que ocorrem na regiao
ocidental de Cuba (PANFET, 2008), ndo foram incluidas nas analises devido a falta

de material reprodutivo nos espécimes disponiveis.

Tabela 1. Espécies de Lentibulariaceae de Cuba ocidental incluidas na analise.

No Taxons Localizagao Habitat Voucher*
1 Genlisea filiformis A.St.-Hil. Isla de la Juventud  Terrestre ~ HUMC5006
2 Pinguicula albida C.Wright ex Griseb. Pinar del Rio Terrestrel HUMC5007
3 Pinguicula cubensis Urquiola & Casper Pinar del Rio Terrestre HUMC5314
4 Pinguicula filifolia C.Wright ex Griseb subsp. Isla de la Juventud  Terrestre HUMC5010
filifolia
5 Pinguicula filifolia subsp. alba Y.Dominguez, Pinar del Rio Terrestre HUMC5321
Panfet & V.Miranda
6 Utricularia foliosa L. Pinar del Rio Aquatica HAJB48849
7 Utricularia gibba L. Isla de la Juventud  Aquatica HAJB41944
8 Utricularia juncea Vahl Pinar del Rio Terrestre HAJB83213
9 Utricularia pusilla Vahl Pinar del Rio Terrestre HAJB41243
10  Utricularia resupinata B.D.Greene ex Bigelow Isla de la Juventud  Aquatica HAJB45866
11 Utricularia simulans Pilg. Isla de la Juventud  Terrestre HAJB48401
12 Utricularia subulata L. Pinar del Rio Terrestre HAJB41356

*Acronimos dos herbarios de acordo ao Index Herbariorum (Thiers, atualizados continuamente)
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2.2 Microscopia optica de luz (MO) e microscopia eletronica de varredura
(MEV)

Os graos de pdlen foram acetolisados segundo o método descrito por
Erdtman (1960) com modificagdes de Melhem et al. (2003). O tempo de contato do
material polinico com a mistura de acetdlise variou segundo as caracteristicas
préprias de cada taxon: Genlisea (1 min 30 s), Pinguicula (1 min 40 s) e Utricularia
(de 1 min 30 s até 2 min 30 s). Para as analises de microscopia 6ptica (MO) foram
montadas quatro |aminas permanentes de cada amostra e posteriormente
analisadas e fotografadas sob microscépio éptico de luz (Motic, Mod. BA400) com
camera acoplada (Moticam 5.0 Mpixel) utilizando o aplicativo Motic Image Plus
2.0ML (Motic China Group Co., Ltd.). As laminas foram depositadas na cole¢ao de
polen do Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, Universidade Estadual
Paulista, Unesp, Jaboticabal, Brasil. Além disso, para a observacdo detalhada da
ornamentacado da exina, os graos de pdlen de algumas espécies foram analisados
por meio de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) seguindo as etapas citadas
por Melhem et al. (2003) para gréos de pdlen acetolisados e nao acetolisados. As
amostras foram colocadas sobre fita de carbono em suportes e cobertos com uma
fina camada de ouro em metalizador DDESK Il (Deton Vacuum). Os graos de pdlen
foram observados e fotografados a 15 kV utilizando microscopio eletrénico de
varredura JEOL (Mod. JSM 5410).

2.3 Medidas analisadas

Foram mensurados os diametros polar e equatorial (n = 25) dos graos de
polen, dentro do prazo maximo de sete dias apds a montagem das laminas de
acordo com as recomendagdes de Melhem e Matos (1972) e Salgado-Labouriau
(1973). Os valores das aberturas, apocolpo e espessura das camadas da exina,
sempre que possivel, foram analisados em 10 graos de pdlen de cada amostra. O
numero de aberturas tipico de cada taxon foi verificado mediante contagem das
mesmas em graos de polen em vista polar (n = 100). Assim, as variaveis

quantitativas analisadas foram: didmetro equatorial em vista equatorial (DEVE),
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didmetro equatorial em vista polar (DEVP), didmetro polar em vista equatorial
(DPVE), apocolpia (AP), comprimento do colpo (CCOM), largura do colpo (CLAR),
comprimento da endoabertura (ECOM), largura da endoabertura (ELAR), didmetro
do poro (PDIA) e espessura da exina (EX).

A partir dos dados quantitativos dos diametros obtidos nas analises foram
calculados a média aritmética (X), o desvio padrdo (s), o coeficiente de variagéo
(CV) e o intervalo de confianca (IC a 95%) para cada variavel analisada utilizando o
aplicativo SYSTAT 12 ver. 12.02.00 (SYSTAT Software, Inc, 2007). Além disso, foi
calculada a razédo P/E (diametro polar / didametro equatorial), o indice de area polar
(IAP) e o indice do colpo, seguindo respectivamente Barth e Melhem (1988); Faegri
e Iversen, (1966) e Gasparino, Cruz-Barros e Chautems (2013). Para identificar a
relagdo entre as espécies estudadas com base nas medidas dos graos de podlen foi
feita uma anélise de componentes principais (PCA), utilizando o programa FITOPAC
(SHEPHERD, 1996) e o programa PC-ORD (McCune e Mefford, 1999).

De acordo com os dados quantitativos mensurados nos graos de polen de
Utricularia foi realizada uma andlise de agrupamento (Cluster) para agrupar as
espécies de acordo com as similaridades morfolégicas e determinar tipos polinicos.
A andlise foi baseada no método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) e utilizando a distancia euclidiana como medida de dissimilaridade
mediante o aplicativo SYSTAT 12 ver. 12.02.00 (SYSTAT Software, Inc, 2007).

A descricdo das caracteristicas polinicas de cada taxon foi feita de acordo
com os caracteres quantitativos e qualitativos observados e seguindo a sequéncia
proposta por Barth e Melhem (1988) e a terminologia seguiu os critérios de Barth e
Melhem (1988) e Punt et al. (2007).
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3 RESULTADOS

3.1 Descrigoes morfolégicas e tipos polinicos

3.1.1 Lentibulariaceae Rich.

Os graos de pdlen das espécies estudadas de Lentibulariaceae sdo ménades,
de tamanho pequeno a médio, area polar pequena, isopolares. Variam de suboblato
a prolato em vista equatorial, de ambito circular, subcircular a quadrangular;
zonoaperturados; porados ou colporados, (2)3-porados, 3-colporados, 4(5)-
colporados, (6)7-18-colporados, endocingulados ou n&o. Colpos longos, largos ou
estreitos, de extremidades arredondadas ou afiladas; endoabertura com fastigios
(Pinguicula ser. Albidae); algumas vezes sincolporados ou anastomosados nos
polos. Exina com ornamentacdo psilada, psilado-perfurada, microrreticulada a

rugulada. Sexina mais espessa que a nexina, sendo esta de dificil visualizagao.

3.1.2 Genlisea A. St.-Hil. (Figura 1A e Tabelas 2, 3 ,4)

Graos de pdlen de tamanho médio (Tabela 2 e 3), prolatos (Tabela 2); ambito
circular; 3-colporados (Figura 1A); algumas vezes sincolporado; area polar grande,
colpos longos e estreitos; aberturas de dificil visualizagdo. Ornamentacgéo rugulada,
apresentando granulos em MEV (Figura 4A e Tabela 2).

Espécie estudada: Genlisea filiformis A. St.-Hil.

3.1.3 Pinguicula L. ser. Albidae (Figura 1 B-l e Tabelas 2,3 e 4)

Graos de pdlen de tamanho médio (Tabela 2 e 3), prolato esferoidal
(Pinguicula albida, P. filifolia subsp. filifolia), oblato esferoidal (P. filifolia subsp. alba)
e suboblato (P. cubensis) (Tabela 2); ambito circular (P. albida) (Figura 1B),
quadrangular (P. cubensis) (Figura 1D), subcircular (P. filifolia subsp. alba e P.
filifolia subsp. filifolia) (Figura 1F e 1H); 4(5)-colporados (Figura 1B-l e Tabelas 2, 3 e
4); area polar pequena, colpo longos e estreito de extremidades arredondadas;
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endoabertura lalongada (Figura 1G), com fastigios (Figura 1B e 1H). Ornamentagao
microrreticulada (Figura 4B e Tabela 2).

Espécies e subespécies estudadas: Pinguicula albida C.Wrigth ex Griseb.,
Pinguicula cubensis Urquiola & Casper, Pinguicula filifolia C.Wright ex Griseb. subsp.

filifolia, Pinguicula filifolia subsp. alba Y.Dominguez, Panfet & V.Miranda.

Figura 1. Fotomicrografias dos graos de pdlen de Genlisea A. St.-Hil. e Pinguicula L.
Genlisea filiformis (A, vista polar). Pinguicula albida (B, vista polar; C, vista
equatorial). P. cubensis (D, vista polar; E, vista equatorial). P. filifolia subsp. alba (F,
vista polar; G, vista equatorial). P. filifolia subsp. filifolia (H, vista polar; I, vista
equatorial). Escalas = 10 ym.
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Tabela 2. Caracterizagdo morfolégica dos graos de polen de Lentibulariaceae de
Cuba ocidental. Relag&o didmetro polar/ equatorial (P/E), indice da area polar (PAl),
numero de endoaberturas (NE), forma das endoaberturas (ES) e ornamentacéo da

exina (EO).

Taxons Tamanho' P/E Forma? IAP NE ES? EO*
Genlisea filiformis M 1.37 P 0.64 3 - R
Pinguicula albida M 1.00 PS 0.30 4(5) LA MR
Pinguicula cubensis M 0.86 SO 0.27 4(5) LA MR
Pinguicula filifolia subsp. filifolia M 1.08 PS 0.35 4(5) LA MR
Pinguicula filifolia subsp. alba M 0.90 OS 0.31 4(5) LA MR
Utricularia foliosa M 099 OS 0.26 (15)16-18 LO R
Utricularia gibba M 0.91 0os 0.32 13-14(15) LA PP
Utricularia juncea M 1.20 SP - (2)3 - PP
Utricularia pusilla P 0.82 SO 0.35 (8)9-10 LA PP
Utricularia resupinata M 0.77 SO 0.45 (11)12-13(14) LO

Utricularia simulans M 0.91 (O 0.48 4(5) - P
Utricularia subulata M 0,96 OS 0.54 (6)7(8) - PP

M = médio, P = pequeno

2 OS = oblato esperoidal, P = prolato, PS = prolato esferoidal, SO = suboblato, SP = subprolato.

3 LA = lalongada, LO = lolongada

4 MR = microrreticulada, P = psilada, PP = psilado-perforada, R=rugulada
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Tabela 3. Dados quantitativos dos graos de polen de Lentibulariaceae de Cuba ocidental. Diametro polar em vista equatorial
(PDEV), diametro equatorial em vista equatorial (EDEV) e didmetro equatorial em vista polar (EDPV). PDEV, DEV e EDPV: n

= 25.

Taxons DPVE DEVE DEVP

Int. Xtsy s Cl cv Int. Xtsy s Cl cv Int. Xtsy s Cl cv
Genlisea 25.0- 307 3.02 2945 10 12.5- 2225 354 20.79- 16 20.0- 2554 3.00 24.30- 12
filiformis 35.0 10.6 31.95 30 +0.71 23,71 35.0 +0.60 26.78
Pinguicula  26.9- 28.20 0.79 27.88 3 26.6- 2817 082 2783 3 26.3- 2798 066 27.71- 2
albida 29.6 +0.16 28.53 29.7 +0.16 28.51 28.8 1+0.13 28.25
Pinguicula  25.8- 27.86 098 27.46- 4 29.1- 3216 0.38 31.59- 4 28.5- 3156 0.05 31.09- 4
cubensis 29.2 +0.20 28.27 34.7 +0.28 32.73 33.6 10.23 32.04
Pinguicula  30.1- 3422 180 33.48- 5 27.6- 3143 153 3080- 5 30.6- 3234 114 31.87- 4
filifolia 37.9 +0.36 34.97 35.0 +0.31 32.06 35.1 +0.23 32.81
subsp.
filifolia
Pinguicula ~ 29.0- 33.11 155 3247- 5 30.7- 33.80 1.45 33.19- 4 31.6- 33.37 098 3297- 5
filifolia 36.1 +0.31 33.75 37.6 +0.30 34.42 35.0 +0.20 34.42
subsp. alba
Utricularia 275- 3880 6.33 36.19- 16 25.0- 4265 555 40.36- 13 35.0- 4235 451 4049- 11
foliosa 50.0 +1.27 41.41 50.0 +1.11 44.94 55.0 +0.90 44.21
Utricularia 275- 3250 226 31.57- 7 30.0- 3544 297 3422- 8 27.5- 3476 3.46 33.33- 10
gibba 37.5 +0.45 33.43 45.0 +0.59 36.67 415 +0.69 36.19
Utricularia 231- 3242 480 30.43- 15 17.9- 26.86 3.97 2522- 15 28.2- 3045 141 29.86- 5
juncea 46.2 +0.96 34.40 334 +0.80 28.50 33.4 +0.28 31.03

Continua



Tabela 3. Continuagao

Taxons DPVE DEVE DEVP

Int. Xtsy s Cl cv Int. Xtsy s Cl cv Int. Xtsy s Cl cv
Utricularia 15.4- 18.88 3.60 17.40- 19 15.4- 2298 2.67 2188 12 20.1- 2402 175 2330- 7
pusilla 30.8 10.72 20.37 26.4 +0.53 24.09 28.2 +0.35 24.75
Utricularia 20.5- 2456 196 23.86- 7 25.7- 31.83 3.31 3046- 10 28.2- 3356 322 3223 10
resupinata  25.7 +0.34 25.25 38.5 +0.66 33.20 38.5 +0.64 34.89
Utricularia 19.2- 2418 254 2313- M1 23.1- 2649 145 2589- 6 23.1- 2518 123 2467- 5
simulans 28.2 +0.51 25.23 28.2 +0.29 27.09 28.2 10.25 25.69
Utricularia 17.9- 2209 162 2142- 7 20.5- 2299 177 2226- 8 20.5- 2398 180 2324- 8
subulata 251 $0.32 22.76 27.5 10.35 23.72 26.2 +0.36 24.73

Int.= intervalo, X = média aritmética, sx = desvio padrdo da média aritmética, s = desvio padrao, Cl = intervalo de confianga (p

= 0.05), CV = coeficiente de variagao (valor em porcentagem).
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Tabela 4. Medidas do colpo, endoabertura, poro, apocolpo (AP) e exina em gréos de
polen de Lentibulariaceae de Cuba ocidental (n = 10). Os valores sdo apresentados
como média. Todas as medidas em pm.

3 Colpo Endoabertura PDIA AP Exina

Taxons
Comp. Lar. Indice Comp. Lar. - X Espessura
(CC) (LC) do colpo (CE) (LE) (EX)
Genlisea filiformis 16.47 1,17 19,01 2,94 2,35 - 16.36  0.81
Pinguicula albida 23.35 1.79 15.73 4.53 13.75 - 8.26 1.80
Pinguicula cubensis 15.88 1.70 18.91 4.34 1035 - 8.61 1.29
Pinguicula filifolia subsp. 20.65 1.81 17.36 3.10 9.76 - 11.37 1.1
filifolia
Pinguicula filifolia subsp. 21.02 1.52 22.23 3.75 10.92 - 10.21 1.24
alba
Utricularia foliosa 33.20 2.05 20.80 11.8 - 11.00 1.98
Utricularia gibba 2840 2.30 15.40 6.20 +1.36 - 11.25 1.74
+0.63

Utricularia juncea - - - - - 4,38 8.45 1.94
Utricularia pusilla 11.07 5.06 4.50 4.74 - 15.11 1.52
Utricularia resupinata 1549 5.66 5.60 5.63 - 1213  1.80
Utricularia simulans 21.77 2.08 12.70 4,61 3,07 - 1291 094
Utricularia subulata 1145 4.41 5.20 2,14 - 8.45 1.56

Comp.= Comprimeto, Lar.= largura, PDIA.= Didmetro do poro.

3.1.4 Utricularia L. (Figura 2 A-l e 3 A-l)

Tipo | - Graos de polen de tamanho médio (Tabela 2 e 3), subprolato (Tabela
2); ambito circular (Figura 2G); (2)3-porados (Figura 2G e Tabela 2); area polar muito
grande. Ornamentacgao psilado-perfurada (Figura 4C e Tabela 2).

Espécie estudada: Utricularia juncea Vahl.
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Figura 2. Fotomicrografias dos gréos de pélen de Utricularia L. Utricularia foliosa (A,
vista polar; B, vista equatorial; C, ornamentacao). U. gibba (D, vista polar; E, vista
equatorial; F, ornamentacao). U. juncea (G, vista polar; H, vista equatorial; I,
ornamentacao). Escalas = 10 pm.

Tipo Il - Graos de pdlen de tamanho médio (Tabela 2, 3), oblato esferoidal
(Tabela 2); ambito subcircular; 4(5)-colporados (Figura 1, Tabela 2, 3, 4); area polar
pequena, colpo longo e estreito de extremidades afiladas; endoabertura de dificil
visualizagao. Ornamentacéao psilada (Figura 4D, Tablela 2).

Espécie estudada: Utricularia simulans Pilg.
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Figura 3. Fotomicrografias dos graos de pdlen de Utricularia L. Utricularia pusilla (A,
vista polar; B, vista equatorial). U. resupinata (C, vista polar; D, vista equatorial; E,
ornamentacao). U. simulans (F, vista polar; G, vista equatorial). U. subulata (H, vista
polar; |, vista equatorial). Escalas = 10 ym.

Tipo Il - Graos de pdlen de tamanho médio (Tabela 2 e 3); oblato esferoidal
(Utricularia foliosa, U. gibba, U. subulata), suboblato (U. pusilla, U. resupinata)
(Tabela 2); ambito circular; (6)7-18-colporados (Figura 1 e Tabela 2, 3 e 4);
endocingulados; area polar pequena (exceto em U. subulata, grande), colpos longos
e estreitos em U. foliosa, U. gibba, longos e largos em U. resupinata, longos e muito
largos em U. pusilla, e colpos curtos e largos em U. subulata. As extremidades dos
colpos sédo anastomosadas em U. foliosa e U. gibba; endoabertura lalongada
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(U.gibba, U. pusilla) e lolongada (U. foliosa, U. resupinata), em U. subulata
endoabertura de dificil visualizagdo. Ornamentacdo rugulada (U. foliosa e U.
resupinata) e psilado-perfurada (demais espécies) (Figura 4E e Tabela 2).

Espécies estudadas: Utricularia foliosa L., Utricularia gibba L., Utricularia pusilla

Vahl, Utricularia resupinata B.D.Greene ex Bigelow, Utricularia subulata L.

Figura 4. Ornamentagao em graos de pdlen de Lentibulariaceae e tipos polinicos de
Utricularia. Genlisea A. St.-Hil. G. filiformis (A); Pinguicula L. P. filifolia subsp. alba
(B); Utricularia L.: Tipo | U. juncea (C); Tipo Il U. simulans (D); Tipo lll U. foliosa (E).
Escalas = 10 pm.
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3.2 Chave dos tipos de polen dos taxons estudados

1 Graos de polen Porados........ccooeeieeeeeeeee e Utricularia Tipo |
(Utricularia juncea)

(R CTr=To 3o SN o] =T 0 ot ] | o o] =T o TN 2
AL €1 = To 1T Bl eto] [ oo ] = To [ 1< TP Genlisea filiformis
2" Graos com mMais de 3 @bDEItUIaS. ......ccoeieiiiieeie e e 3
3 Pdlen com 4-(5) aberturas, sem endoCinguIO.............ueiiiiiiiiiiiiiie e 4
3’ Pdélen com mais de 5 aberturas, com endoCinguIO...........ccoeeviiieiiiiiiiiiiiiiieees Tipo 1l

(Utricularia foliosa, U. gibba, U. pusilla, U. resupinata, U. subulata)
4 Ornamentacéao psilada e aberturas sem fastigios..........ccccoevvveviiiiiiiiie e, Tipo I
(Utricularia simulans)

4’ Ornamentagao microreticulada e aberturas com fastigios....Pinguicula ser. Albidae

3.3 Analise dos dados quantitativos

Por meio da analise de componentes principais (Figura 5) foram obtidos os
seguintes resultados: os dois eixos resumiram 90,27% da varidncia total dos dados.
O primeiro componente explica 55,80% da variancia total, sendo a variavei mais
relacionada ao primeiro eixo o comprimento do colpo (CCOM) (Tabela 5), as qual
contribuiu no posicionamento da maioria das espécies no lado positivo exceto U.
Jjuncea, sendo separada totalmente dos restantes taxons posicionada no lado
negativo em fungao da variavel diametro do poro (PDIA).

O segundo componente explica 34,47% da varidncia. O valor largura da
endoabertura (ELAR) foi o que mais contribuiu ao agrupamento dos taxones de
Pinguicula ser. Albidae do lado positivo deste eixo. As demais espécies (U. foliosa.
U. gibba, U. pusilla, U. resupinata e U. subulata) foram posicionadas do lado
negativo do eixo, devido principalmente aos valores de largura do colpo (CLAR).
Genlisea filiformis e Utricularia simulans possuem valores intermediarios produto das
variaveis que influenciaram o eixo 2, ficando desta forma em uma posi¢gdo mediana

gquando comparados com as demais especies.
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U.pus U. gib
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Figura 5. Analise de componentes principais realizada com variaveis métricas de
polen de Genlisea, Pinguicula e Utricularia. G.fil = Genlisea filiformis, P.alb
Pinguicula albida, P.cub = P. cubensis, P.fil.a = P. filifolia subsp. alba, P-fil.f
Pinguicula filifolia subsp. filifolia, U.fol = Utricularia foliosa, U.gib = U. gibba, U.jun
U. juncea, U.pus = U. pusilla, U.res= U. resupinata, U.sim = U. simulans, U.sub = U.
subulata.

Tabela 5. Coeficiente de correlacdo de Pearson e Kendall de variaveis métricas de
graos de pdélen do primeiro e segundo eixo de ordenagdo PCA em espécies de
Lentibulariaceae de Cuba ocidental.

Componentes
Variaveis principais

Eixo 1 Eixos 2
DPVE 0.0039 0.5060
DEVE 0.0451 0.0089
DEVP 0.0199 0.0100
CCOM 0.6063 -0.1736
CLAR 0.1663 -0.2977
ECOM 0.3295 -0.2364
ELAR 0.4284 0.8675
AP 0.4569 -0.2320
EX -0.0454 -0.0504

PDIA -0.3153 0.1144
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Na analise de agrupamento realizada para as espécies de Ultricularia foi
obtido um dendrograma (Figura 6) onde as espécies foram separadas em trés
grupos segundo as caracteristicas morfométricas dos gréos de polen. O primeiro
grupo contém U. juncea, o segundo grupo U. simulans e o terceiro as demais
espécies estudadas. Os grupos obtidos com base na analise de caracteres
quantitativos sdo congruentes com os caracteres qualitativos observados nas
espécies de cada grupo (Figura 4 C-E); e os tipos polinicos estabelecidos o que

concorda com a PCA.

[I U.jun
“I U.sim

U.sub

U.pus

[IT] U.res

U.gib

U.fol

Distances

Figura 6. Tipos de pdlen (I, Il e Ill) identificados em espécies de Utricularia de acordo
com a analise de cluster com base em caracteres morfométricos. U.fol = U. foliosa,
U.gib = U. gibba, U.jun = U. juncea, U.pus = U. pusilla, U.res = U. resupinata, U.sim
= U. simulans, U.sub = U. subulata.

DISCUSSAO

Com base nos dados aqui analisados, Lentibulariaceae se caracteriza por ser
uma familia euripolinica sendo que as principais variagdes polinicas encontradas

sao referentes ao tipo, numero e estrutura das aberturas, ornamentagao da exina e
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forma dos gréos de polen. Embora verificamos similaridades morfologicas nos gréos
de polen entre os trés géneros que ocorrem na regido ocidental de Cuba, algumas
caracteristicas permitiram discriminar os géneros e as espécies estudadas.
Trabalhos morfopolinicos anteriormente realizados com espécies da familia também
apontaram algumas diferengas entre os graos de podlen analisados (BERETTA et al.,
2014; CASPER; MANITZ, 1975; FROMM-TRINTA, 1981, 1979; HUYNH, 1968;
LOBREAU-CALLEN; JEREMIE; SUAREZ-CERVERA, 1999; BERETTA et al., 2014;
CASPER; MANITZ, 1975; FROMM-TRINTA, 1981, 1979; HUYNH, 1968; LOBREAU-
CALLEN; JEREMIE; SUAREZ-CERVERA, 1999; RODONDI; BERETTA; ANDREIS,
2010; TAYLOR, 1989).

Os dados disponiveis sobre o tipo de abertura polinica em Lentibulariaceae
retratam que o pdlen em Genlisea e Pinguicula possui caracteristicas morfolégicas
similares principalmente pela presenga de graos tricolporados (FROMM-TRINTA,
1981, 1979; SOHMA, 1975a, 1975b). Ja em Utricularia s&o poucas as espéecies com
polen tri e tetracolporado, estas geralmente apresentam mais de cinco aberturas
(THANIKAIMONI, 1966; HUYNH, 1968; TAYLOR, 1989). Segundo Casper € Manitz
(1975); Taylor (1989) e Thanikaimoni (1966), o tipo polinico mais derivado em
Utricularia € encontrado fundamentalmente em espécies aquaticas e apresentam
grande numero de aberturas, sendo estas longas e prolongadas no apocolpo (as
vezes sincolporadas), além da presengca de uma endoabertura que se extende
equatorialmente (endocingulo).

As espécies de Genlisea e Pinguicula, retratadas no presente estudo, podem
ser diferenciadas por serem 3-colporadas em G. filiformis e 4(5)-colporadas nas
espécies de Pinguicula, fato que contribui para a distincdo das espécies destes
géneros. Ja para as especies de Ulricularia nossos resultados apontam graos de
polen com 4 ou mais aberturas (exceto para U. juncea), corroborando os trabalhos
polinicos ja desenvolvidos para o género (HUYNH, 1968; TAYLOR, 1989;
THANIKAIMONI, 1966).

Para trés das espécies do género Genlisea, se¢ao Genlisea (G. aurea, G.
filiformis e G. repens), na qual esta inclusa uma das espécies estudadas, foi relatado
similaridade com o pélen de Utricularia, pelo fato que em ambos géneros ocorre o
fendmeno do sincolpismo (FROMM-TRINTA, 1981, 1979). Segundo Sohma (1975a,
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1975b) o pdlen de Pinguicula apresenta similaridade ao de Utricularia com base na
quantidade de aberturas e ornamentacdo da exina, embora em Uftricularia essas
caracteristicas possam variar de espécie a espécie ou dentro de uma determinada
espécie, como é o caso do numero de aberturas nas espécies do género aqui
estudadas (Utricularia foliosa, U. gibba, U. pusilla, U. resupinata, U. subulata)
(Tabela 2).

Da analise palinologica de Genlisea foram obtidos resultados similares aos
referidos na literatura para o género, onde os graos de pélen de G. filiformis foram
descritos de tamanho médio, subprolato, tricolporados, sincolporados e rugosos
(FROMM-TRINTA, 1979, 1981). Segundo o0s nossos resultados a espécie apresenta
polen com caracteristicas similares quanto ao tamanho, numero e tipo de aberturas
e ornamentacao. No entanto, diferem quanto a forma, sendo prolatos com diametros
maiores (Tabela 3) dos indicados por Fromm-Trinta (1979).

Tsymbalyuk, Mosyakin e Bezusko (2008) destacaram a importancia dos tipos
de aberturas e da ornamentagao da superficie do mesocolpo na morfologia polinica
de Pinguicula e Utricularia, contribuindo na diferenciagao dos géneros. Os resultados
obtidos na analise palinolégica das espécies de Pinguicula sao congruentes com as
caracteristicas polinicas descritas para o género (CASPER, 1966; ESPINOSA-
MATIAS; ZAMUDIO; MARQUEZ-GUZMAN, 2005; HESLOP-HARRISON, 2004;
RODONDI; BERETTA; ANDREIS, 2010; SOHMA, 1975a, 1975b; TSYMBALYUK;
MOSYAKIN; BEZUSKO 2008). Todos os taxons analisados apresentam
similaridades quanto ao padrao morfoldgico geral, as maiores diferengas observadas
estdo no numero de aberturas, que varia entre 3 e 8 (ESPINOSA-MATIAS;
ZAMUDIO; MARQUEZ-GUZMAN, 2005) e ornamentacdo da exina (CASPER, 1966;
SOHMA, 1975b). Anteriormente foi descrito que o género apresenta podlen
subesferoidal e a ornamentagao da exina varia, sendo reticulada, microrreticulada e
ocasionalmente psilada (CASPER, 1966; SOHMA, 1975b). Nas espécies estudadas,
Pinguicula ser. Albidae exibe diferencas na forma dos graos; o pdlen pode ser
prolato esferoidal, oblato esferoidal e suboblato confirmando as caracteristicas
referidas na literatura anteriormente citada. Nas trés espécies foi observada exina

com ornamentagao microrreticulada.
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Nos espécimes aqui estudados pertencentes a Pinguicula ser. Albidae da regido
ocidental de Cuba foram observadas endoaberturas com fastigios, caracteristica
descrita pela primeira vez para o género e para a familia Lentibulariaceae. Os
fastigios correspondem a cavidades limitadas pela sexina e nexina na regido da
endoabertura de grdos de polen colporados (REITSMA, 1966; PUNT et al., 2007).
Estas estruturas ocorrem para géneros da familia Solanaceae como Cestrum L.
(SILVA; CARVALHO; SANTOS, 2003) e Acnistus Schott, Brunfelsia L., Capsicum L.,
Cyphomandra Mart. ex Sendtn e Dyssochroma Miers e Solanum L. (CRUZ-BARROS
et al., 2011) e para o género Sebastiania Spreng. da familia Euphorbiaceae (SALES;
BARRETO; BARTH, 2011), entre outros, grupos que filogeneticamente né&o

encontram-se relacionados a Lentibulariaceae (APG 1V, 2016).

Para as espécies de Utricularia, Thanikaimoni (1966) faz referéncia sobre a
relagcdo entre sementes, habitat e a morfologia polinica e agrupa as espécies do
género em trés grupos pelos tipos de sementes (com abas, escrobiculata ou
reticulada ou estriato-reticulada, gloquidiata ou comosas), pelas caracteristicas do
habitat (aquatico, terrestre e epifito) sendo a quantidade de aberturas e o
comprimento do colpo os padrdes polinicos que caracterizaram cada grupo.
Posteriormente Huynh (1968) ndo encontrou tais relagcbes e menciona que em
Utricularia, a analogia entre o habitat e a morfologia polinica ndo é estrita no género
como um todo, sendo mostrado que as variagdes nas aberturas e comprimento do
colpo que tinham sido descritas para um habitat especifico poderiam ser
compartilhadas por espécies que ocorrem em outros habitat. Isso corrobora os
resultados obtidos nas espécies aqui estudadas as quais ocorrem em ambientes
tanto aquaticos quanto terrestre portanto as diferengas no habitat ndo constituem um
padrao para estabelecer diferengas palinolégicas entre as espécies, pois espécies
de habito aquatico e terrestre ndo apresentaram diferengas polinicas que possam
ser utilizadas nesta distincdo. Lobreau-Callen, Jérémie e Suarez-Cervera (1999)
sugeriram que as variagdes do pélen em Lentibulariaceae (e familias relacionadas
como Scrophulariaceae Juss.) estdo mais relacionadas a histéria evolutiva de cada
espéecie do que a especializacéo pelo habitat.

Taylor (1989) observou que os graos de pdlen das espécies de Utricularia
pertencentes as secdes Setiscapella, Lecticula e Ultricularia sdo muito similares,
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apresentando podlen sincolporado, sendo que as principais diferencas entre elas
estdo dadas pelo numero de aberturas. Ja Lobreau-Callen, Jérémie e Suarez-
Cervera (1999), segundo anadlises baseadas principalmente em microscopia
electrbnica de varredura, encontraram semelhancas nestas secbes quanto ao
numero de aberturas (de 8 a 12) e caracteristicas da exina, mas observaram para a
secdo Utricularia ectoaberturas com extremidades soldadas (sincolpismo)
descrevendo esta em um tipo polinico distinto das sec¢des Setiscapella e Lecticula,
as quais nado apresentam graos de polen sincolporados. Segundo as analises
morfolégicas de Taylor (1989), as segbes antes mencionadas representam as
linhagens mais derivadas dentro do género Utricularia; por outro lado as
sec¢oes Aranella e Stomoisia representam linhagens ancestrais, o autor descreve
para Aranella também pdlen sincolporado e para Stomoisia pélen porado.

Os principais estudos morfopolinicos envolvendo espécies de
Lentibulariaceae relatam descri¢des ou tipos polinicos baseados no aumento do
numero de aberturas nos gréaos de pdlen e na presenga de endocingulo e
sincolpismo nas aberturas (BERETTA et al., 2014; CASPER; MANITZ, 1975;
FROMM-TRINTA, 1979; HUYNH, 1968; LOBREAU-CALLEN ET AL., 1999;
TAYLOR, 1989; THANIKAIMONI, 1966). Essas caracteristicas normalmente sao
relacionadas com grupos ou linhagens derivadas.

Seguindo este raciocino, Lobreau-Callen, Jérémie e Suarez-Cervera (1999) e
Taylor (1989) observaram que a segao Utricularia apresenta caracteres mais
derivados, pela presenca de ectoaberturas soldadas no apocolpo (sincolpismo) e
endocingulo, além das caracteristicas da ultraestrutura da exina e do infratectum.
Lobreau-Callen, Jérémie e Suarez-Cervera (1999) consideraram as outras segoes
em um nivel evolutivo intermediario, pelo fato da presenca de caracteristicas
consideradas ancestrais, como um numero relativamente pequeno de aberturas
(menos de 10) ou uma mistura de caracteres como observados em algumas secoes
(Aranella, Psyllosperma, Foliosa, Orchidioides, Iperua, Stylotheca, Sprucea,
Avesicaria, Avesicarioides, Setiscapella).

Os tipos polinicos aqui definidos para Utricularia foram estabelecidos
principalmente com base nas diferengcas morfolégicas das aberturas dos graos de
polen (numero e estrutura das aberturas, presenga de endocingulo). Utricularia
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foliosa e U. gibba sao espécies pertencentes a sec¢ao Utricularia que foram nesse
trabalho agrupadas junto com U. subulata e U. pusilla da segao Setiscapella e U.
resupinata da secéao Lecticula pelas caracteristicas dos seus grédos de polen que
mostram o tipo polinico Il aqui descrito. As trés secbes as quais pertencem estas
espécies estdo incluidas no subgénero Utricularia e sustentado por dados
moleculares (JOBSON et al., 2003; MULLER et al., 2006; MULLER; BORSCH, 2005;
REUT; JOBSON, 2010).

As outras duas espécies pertencem a secoes
diferentes: Utricularia sect. Aranella (U. simulans) e sect. Stomoisa (U. juncea),
tendo sido as duas agrupadas no subgénero Bivalvaria como proposto por Muller e
Borsch (2005), porém, ainda estdo em clados separados como suportados por
nossos dados polinicos. Estas duas espécies apresentam caracteristicas polinicas
diversas tanto quantitativas, quanto qualitativas como graos de pdélen porados (U.
Jjuncea) e auséncia de endocingulo e fastigios nas aberturas (U. simulans), o que

permitiu a separacgao delas dois tipos polinicos diferentes (I e Il).

5 CONCLUSAO

A anadlise realizada nas espécies aqui estudadas permite definir
Lentibulariaceae como uma familia euripolinica, sendo que as diferencas
morfolégicas observadas nos graos de pdélen auxiliam na distingdo dos géneros e em
alguns casos das espécies. Genlisea filiformis apresentou graos de polén prolatos,
3-colporados, caracteristicas que permitem separa-la das demais espécies
estudadas; em Pinguicula ser. Albidae foi observada a presenca de fastigios nas
aberturas e ornamentagao microrreticulada, tais caracteristicas também permitem
diferenciar o género das demais espécies analisadas. Em Utricularia foram
identificados trés tipos polinicos, o que mostra uma variagdo nos graos de pdlen
para o género. Portanto, Utricularia pode ser considerado um género euripolinico,
onde foram identificados caracteres morfopolinicos considerados derivados (como
grande numero de aberturas, presenca de endocingulo e sincolpismo), o que

confirmam as hipoteses anteriormente propostas sobre a diversificacdo polinica na
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familia, sendo que um trabalho envolvendo mais espécies de todas as secdes

podera caracterizar melhor os grupos.
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CAPITULO 5 - Consideragées finais

As andlises baseadas no espacador cloroplastidial e a regido nuclear
mostraram dinamicas populacionais diferentes para Uftricularia foliosa e U. gibba.

Os indices de diversidade genética auxiliado pelas analises demograficas e de
estrutura genética pressupdem tanto para U. foliosa quanto para U. gibba populagdes
que tém sido influenciadas por fatores demograficos, ecoldgicos e evolutivos.

Os resultados obtidos nas populagdes naturais de U. foliosa e U. gibba sugerem
sejam monitoradas e protegidas para sua conservagao.

As espécies de Lentibulariaceae pertencentes a regido ocidental de Cuba
apresenta padrdes polinicos que permitem estabelecer diferencas distintivas entre os
géneros e corroborar outras caracteristicas polinicas que tinham sidos descritas na

familia.
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Apéndice 1A. Sequéncias de Lentibulariaceae empregadas para o enraizamento das
filogenias do espagador trnS-trnG e a regiao ITS.

trnS-trnG

Utricularia arenaria
A. DC.
(MENDOCA; MIRANDA,
em preparagao)

Utricularia hispida Lam.
(MENDOCA; MIRANDA,
em preparagao)

Utricularia laciniata
St.-Hilaire & Girard
(MENDOCA; MIRANDA,
em preparagao)

Utricularia nana
A.St.-Hil. & Girard
(MENDOCA; MIRANDA,
em preparagao)

AGGAATTTTTCTTTTAGACAAAAAAGCGGCGCCAAGAACCGAACTAAATAAAAATAAG
GATACCCCTTCCCTTGTGTTGATTTTGTTCGAAACTACCTTCTTTTTTTTATTCTGATGG
CCCGGCTGGGTCAGTACCCAGCTGGGGATTCCAGCGAATTACGAATTCTAGAGTAAT
CATTATTTATATCTGATTTGAAAACAAAAATCCGTGTTTTTTTCTTTATTATATTATATTC
AATTGCATATCGAAACAACAAAACAAAAAAGAGTACTTCTTCTTTTTTTTTTTCTTTTTTT
GTTGTTGTTATATTGATTGTATTATTTTGTTCCGTTCAAAANAAACTATCGATTGTTCAA
AAATGCATTCTTCTAGTATGATTGGAGTGTTTTTTCGACCTGTATCTATCTTCTTCAGC
AACCGAGTATTTATTTTATTTTAAATTTAATGAAGCATCTTTTACAAATTTCATTAAAGTT
TATCCTATCTACTCGCAAAAAAGTGCAACACACAAATTTTGATGATTATTTGATAATCC
ATCCNGTTCGACAAAAGGTACGTTTGCATAC

CGGACTTTTTGTCGAACTCGAACAAGATGGATCATCAAAGAATCATAAAAATGAGTGT
ATTGCACTTTTTTATGGGGAGATAGGATAAAATTTACTGATATTCGTAAAATATGTTTCA
TTCACTTTCAAGTGAATACTAGGTTGCTGAATAAGATAGATACAGGTCTTAAAAAAACT
AAAATGATAACATAAGAATGCATTTTGGACCAATCTATAGTTTCTTTTGAACGTAAAAG
AAAAAATAATAGTTAACAACAACAAAAAAACAAAAAGAAGAACGACTATTTTCTTTTGTT
GACTATTCAATTGAGTATAATAAAAAAAGCAAGTATTTTTTTTTTTCAAATCCGATATCG
ATATAAATATAAAATAAATATATAAAATATAAATTGAAAATATATAAATAATGATTAGTCT
ACAATTCGTAATTCGCGGGAATGCCCGGCTAGGTACTCACCCAGCCGGGCCATGATA
ATAAAATCAAATAAGGTCTTTTCNAACAAAATCAACACAAATAAAAGGGGGTATCCCTT
ATTTTTATTTAGTTCGGTTGTTGGCCCCGCTTTTTTGTCTAAAATAAATTCCAGATTTGT
CGATCTCTCTATCTATAATATAATAATAGAGAGAGAGGGAAAAAGAGAGAATCGTTAC
ATTATGTGT

ACCCGTTTTATTTGATTTAGTTCGAAAGGCTCTTTTTTTTTTTATTCTAATGGCCCGGCT
GGGTTATTACCTAGCCGGGCGTTCCAGCGAATTACGAATTCTAGACTAATCATTATTT
CTATCTGATTTGAAAACTAAAATCCTAGTTTTTTTTATTATATTCAATTGAAGGTTCAAA
CAACAAAAACGAGTCGTTCTTCTTTTTTTGTTGTTGTTATATTGTATTTTTTCCGTTCAA
AAGAAACTATCGAGAGTTAAAAAATGCATTCTTCTGTTATGATTTGAATATTTTTTAAAT
CTGTATCTATCTTCTTCAGCAACCTAGTATTGACTTGAAATTGAATACTACGTTTACAAA
TGTGATTCACTTTTCCACTATTTCCCCCCCAAAAAGTGCAACACACTCATTTTGATGAT
TCTTTGATGATGCATCCTGGTCGACAAAAGATACGTTTGCATACAATAATCTTATTGTA
GCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAAGTG

TATTACACATAATGTAATACTTATATCTCTTTTTACCTCTTCTCTCTATATTATATTACAG
AATAGATATAAAGATCGACAAATACGGAATATTATATTTCAAAAAAGCAGCGTCAACAA
TCGACCTAAAAAACAAAGGGGGGTATCCCCTTTTTTTAGGATTTCTTTTTGTCGAAAGG
GCCTATTCTGATGCCCCGGATGGGTCAGTACCTAACCGGGCGTTCCAGCAAATTAAG
AATTTGAGACTAATTTGATATCTCCTTTGAAAAAAAAATTATTATTATATATATATATATA
TTTATTTATTCATATTCAATTTCATATTCAAATATTTATTCAATTTCATATTCAAACAAAAA
ACAAGAACTAGTTTTTTTGTTGTTGTTATATTGTATTATTATTATTTATTACGTTCAAAAG
AAACTATGGATTTTTGAAAAATCCATTTTTCTGGGATGATTTGATTGTTTTTTCGACTTG
TATCGATCTTACTCAGAAACCTAATATTTACTTGAAATTTAATGAAGCTTCTTTTACGTT
TACAAATTCCATTCGCTTTTAGCCTATCTCACCCCCCAAAAAAAAGTGTAACACGCTCA



111

Utricularia neottioides
A.St.-Hil. & Girard
(MENDOCA; MIRANDA,
em preparagao)

TTTTAATGATTCGTTAATGATCCGTCCCGGTCGACAAAAGGTCCGTTTGCATACAATAA
TCTTATTGTAGCGGGTATAGTTTAGTGGTAAAAGTGTG

TATTCCATTATACATAATGGACTTATTCTCTATTTTTCCCTCTTCTATCTCTATTCTATTA
TCTATCTCTATTATAGATAGAGAAATCGACGCATCAGGAATTTATTTCATACAAAAAAG
CGTCGCCAACAACCGAACTAAATAAGGGGTACCCCTTATTTAGTTCGGTTGTACCGGC
CGGTTCAGTACCTAGCTGGGCGTTCCGATTAATTACGAATTTTAGAATAAATAATAAAT
TTCGATTTATATCGTTAAAAATACTTGTTGTTTTATTTATTATATTCAATTAATTGAATAT
AATAGTGAAACAATAAAAAAAGAAGAACGACTCTTTTTCTGTTGTTATATTGTATTGTTT
TTGACGTTCAAAAGAAACTATCTATTATTCCAAAAGAAAATATTCTGCTGGTATTATTCG
AGTCTTTTTTAGACCTGTATATATTATCTATCTTCTTCAGTAACCAAGTATTCACTTGAA
ATTTCATGAAGAATCTTTTACGAATATCATTAAATTTTAATGATATACTACTCGCAACAA
AAATGCAACCCACTAATTTTGATGATTCTTTGATGATCCATCTTGTTTTGTTCTAGTTCG
ACAAAAGGTACATTTGAATACAATAATTCTATTGTAGCGGGTATAGTTTAGTGGT

ITS

Utricularia amethystina
Salzm. ex A.St.-Hil. &
Girard

(SILVA; MIRANDA, em
preparagao)

Utricularia arenaria
A. DC.
(SILVA; MIRANDA, em
preparagao)

Utricularia breviscapa
Wright ex Griseb.
(SILVA; MIRANDA, em
preparagao)

ATCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGATAAGATATGGAAT
TGTGATTGACCGTGGAAGTGTGCGCAAGTAATCGTCGATGTCGAAGCTGATGCACGG
TTGCAATATCTGCTTCCGGTGACACGGTGCCGATTCTCGATGCGGCTTGGTTTTGGC
GTCATCCCAAAGGTGTTTATACCCAGCGGGATAGCTGACCACCGAAAGTTTTTATAGG
GCGTAGATTGCGCCAAGGAAAATATATATAGGGCGGCATCGTTAATCTGGTATCGATT
GTTGCCCTAGTGATGTACGTAAGTGCACCTTTAGAAACGACTCACGGCAACGGATATC
TTGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATATGTGATGTGAATTGCAGA
ATCCCGTGAACCATCGAATCTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAGGTGTTTCTGCCGAT
GGCACGCCTGTCTGGGTGTTGCAAATTACGTCGTTCCAATTCCTTGGTTTCGGATGGA
ACGGAGATTGGCCTTCCGTTGGGATACCGGCGGATGGACTTAGTGTCTGTTGCCCAA
TGATGTGACATTATACGTGCGTTTGATGTTGGTTTCTCCAACTTCTCACTGCGGGTTG
TTGTGTAGCTTCCTTGGGTTTTCCTAAAGTATTGCGGCAATGGAGATGTTGTCCGTAT
GCGTTGCCCCAGTTCAGGCGAGATCACCCGCCGAATTTAAGCATATCAA

AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGACGAGCCCTGAGACCACC
GCGAACGCGTTATTGGAAAAACAAGCGTCGAGCGCTTGCGGGTGAGCCGTCGCCCT
CCCGCGCCGCTCGGCGCGACACGGGCCACTGCGCCCGTGCAACCCAAACCCACAA
GGCGCGGATAGCGCCAAGGATCACGAAATGGCGGAGCGCGGCGCCGGTTGGLCGG
TGGCGATGTACGCGTATGCAGCATCGCCCGGGTCACGCGGCGCCCGTTCCGGATGG
TGCGCGACGAGCGCCCCTAAGTCATAGAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTC
TCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCG
TGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCGATCTCGCCGAGGGCAC
GCCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCAGCCCTCCCCTCGCACACGTCGCGTTG
GGCGGGGGCGGACACTGGCCTCCCGTGCGCTGCGGATCGCGCGGCCGGCCGAAAT
GAGGTCCCCCGCTGCTGGGCGCCACGAGCATTGGTGGTTGGTAACGCAACTTCGCA
TGCCGTGGCGTGCCAGGAGCTGGCACCATCAGCGAGAAGA

GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGACGAGCCCCATAACGA
CCGTGAACCTGTTTTTGGTGTTTTTTGGTGAGAAGGGTCGGCGTGCGTCGCTTGCCT
C-GACCGCGTCGATCCTTCCGCAATCCAAACCCCCCAAGGCGCTCTTGCGCCAAGG-
AAGAAATGATGGGGAGCGGGTGGATTGTAATCCTCCGCTCCCTTGGCGGTGCGCGA
AGAGCGCAGCCAAAGCTTATTTACATTTACACAAGGATTGAAACAACTCTCGGCAACG



112

Utricularia cucullata
A.St.-Hil. & Girard
(SILVA; MIRANDA, em
preparagao)

Utricularia minor L.
(SILVA; MIRANDA, em
preparagao)

Utricularia volubilis
R.Br.
(SILVA; MIRANDA, em
preparagao)

GATATCTCGGTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAAT
TGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCGGATCC
GCCAAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGTATCTTGTCGCTCTCCAATTTCGTCCCC

TCAGCCGGTCATGTTGGTTGCAGGGGGTGGGGTGGCGGATGTTGGCCTCCCGTGTG
CTCGGTTGGTTTAAATGTGTCGCGTTCCGTTGGAATTAGTCTCCATGGGCAATGGTGG
TTGCTTTTGTCGACTTCTCATGCCGTGGTGTCGATGCACCAACGTGTTCGGACAACCC
CCCTAGTGGTGACGTGCCTTCGCACGCCCCTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGG
ATTACCCGCTGAGTTTAAGCATA

GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGACGAGCTAGCG-
AAACATTGTAAACATGTTGAGATGTTGCCCAAGTACGTGGGGTGCGTGTAGATGGTC
GCAAGGGCGTCGGCTCCCACCCCACTCGCTCCCTCGTCCGTGAGGAGGCGAAGATA
ACCATCCCATGGTGCACGCGGTGTGCCAAGGAAACAAAGTGTGGGGTTGGCTTAGAC
CTCCCTTCCGGGCGTGTTCAGCGTCCCTATTTTTACGACTCTCGGCAACGGATATCTC
GGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGATGTGAATTGCAGAAT
CCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCTGAGGCGATCTCGCTAAAGG
CACGCCTGCCTGGGTGTCACGCTATTCGCCGCGCCCCTCCTGATCCACGTTCGGGAT
GGGAGCGTTGTTTGGCTTCCCGTTTGCGTCCGCAATGACGGCTAGCCTAAATGAATC
GTGTCCGGCACTTACAACTGGACGCCTCGTGCCCTGGTGGTCGCCGCGTACGGCTG
CTAAGGTCGAGGCCCCGTTGAACTGTTGGGGCATGCTAGACCAACCCCGGTGGCGT
TCCACGAGTTTTCACGTGCGTCGCCTGCTTTCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATCAC
CCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAA

AACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGACGAGCCCCAAAATGACC
GTGAACTTGTTGTTTTCTAGCGAGAAGCAGCGATGCTTCCAAAACCCCCCAAGGCGC
CGGTCTTGCGCCAAGGAAAGAAATGATGGGGAGCGGAAATCCTCCGTTCTCTGGTGG
TGCGCGATGAGCGCATGTAAAATAAGAGTAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTTG
GTTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATC
CCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAGGCGAATCCGCCAAGGG
CACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGCTCTCCCCCTTCACTCACTCGACCGG
TGATTGCGTGGGGGGTGCGGAAGTTGGCCTCCCGTGCGCTCGTTCGCTCGGCCGGC
CTAAATGTGCCGCGTTCCTTTGCATCGGACGCCACGAGCAATGGTGGTTGCCTCTGT
CGACTTCGCATGCTGTGGCGCCGAACGTCCTTGGGAACGGGTGATGATCCCCTTGTG
GCGAGGCGAGGCACTAGTGCCTTGGCAAGCCTCTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGC
-GGGACTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAAT

AGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAGTCCCTCGGAATAGATGA
GCAACGCGAACATGTGATGGAAACAAAACGGGATGCACGGGCTCGCGCGGACGGGA
CATCCCGGACGATGCAGCCGGTTGCCCCCCACGCTCGATGGGGCCGTCGCGTGGCT
TGAGCCCGCATGGTTCCGTCGTTGCGAACGTAACACCAAGGCGCGGCAAGCGCCAA
GGAACAAAGTAGCGTGGCAGCGCTCTCTTGCGGCGCGCCCCGTAAGCGGGGGTACG
CACCGCGAGTGTTGGTGACTGCGCGTGTCGTGCGCGATGAGCGCCTCAATGAAAAA
CGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTTTTTGAACGCAAGTTGC
GCCCGAAGCGATCTCGCCGAGGGCACGTCCGCCTGGGCGTCACGCATCGCGTCGC
CCCCTCGCCCTACCCTACTTCGGGTGAGAGGCAGGGGGCGGAGAATGGCCTCCCGT
GCGATCGATAGCGCGGCCGGCCCAAACGATATGGCTTCAGCGCCGAGCGCTACTAG
CAATGGTGGTCGATTGCACGGCATCGCTTGCTGTTGTGTTCGGAGTTGCGGTGATAT
ACGAGGACCCTTAGGGTGGCCGTTGGCCTAACCCCACGACCGCGACCCCCAGGTCG
GGCGGGGATTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCA
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