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DNA “BARCODING” EM Utricularia (Lentibulariaceae) 
 

 
RESUMO – A família Lentibulariaceae Rich. é considerada o maior grupo de 

plantas carnívoras dentre as angiospermas. Utricularia é o gênero de maior riqueza, 

com aproximadamente 250 espécies. Diversos estudos de identificação baseados 

em morfologia foram realizados para a família Lentibulariaceae, porém eles se 

mostram limitados para determinados grupos de espécies. Com base nisso a 

aplicação do DNA “Barcoding” pode ser uma importante alternativa. No presente 

estudo foram utilizadas sequências de DNA dos espaçadores intergênicos 

cloroplastidiais trnS-trnG e trnL-trnF e também do gene mitocondrial coxI com o 

objetivo de testá-las com a abordagem DNA “Barcoding” na diferenciação 

intraespecífica, interespecífica e entre as seções do gênero Utricularia. Com base 

nas matrizes de distâncias, a distância intraespecífica média foi de 0,004 para 

ambos os marcadores cloroplastidiais e de 0,006 para o gene coxI, a distância 

interespecífica média foi de 0,260 para trnS-trnG, 0,190 para trnL-trnF, 0,043 para 

coxI e a distância média entre as seções foi de 0,036, 0,029 e 0,025 para trnS-trnG, 

trnL-trnF e coxI, respectivamente. A análise baseada na árvore de “Neighbor-

Joining” indicou que a maioria das espécies se agruparam em seções de acordo 

com o proposto para a filogenia do gênero, formando grupos monofiléticos. A 

eficácia de discriminação interespecífica foi 82% para trnS-trnG e 61% trnL-trnF, a 

discriminação intraespecífica foi de 36% para trnS-trnG e 23% para trnL-trnF. O 

gene mitocondrial coxI apresentou 24% de discriminação inter e intraespecífica, com 

resolução baixa de espécies na árvores de “Neighbor-Joining”. Esses resultados 

demonstram que as regiões cloroplastidiais apresentam informações satisfatórias 

para separação das espécies em clados que corroboram com a filogenia do grupo e 

que portanto trnS-trnG e trnL-trnF podem ser considerados bons “barcodes” para o 

gênero Utricularia. 

 

Palavras-chave: “barcode”, marcadores moleculares, DNA cloroplastidial, DNA 
mitocondrial, planta carnívora. 
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DNA “BARCODING” IN Utricularia (Lentibulariaceae) 
 

 
ABSTRACT – The family Lentibulariaceae Rich. is considered the largest group of 

carnivorous plants among the angiosperms. Utricularia is the richest genus with 

approximately 250 species. Several studies based on morphological identification 

have been published for the family Lentibulariaceae, but they are limited regarding 

some groups of species. Hence, DNA Barcoding may be an important alternative. 

The present study used DNA sequences of chloroplast intergenic spacers trnS-trnG 

and trnL-trnF and also the mitochondrial gene coxI in order to test them with the DNA 

Barcoding approach to intraspecific, interspecific and between sections differentiation 

in the Utricularia genus. Based on the distance analyses, the average intraspecific 

distance was 0.004 for both chloroplast markers and 0.006 for the coxI gene, the 

average interspecific distance was 0.260 to trnS-trnG, 0.190 to trnL-trnF, 0.043 to 

coxI and the average distance between sections was 0.036, 0.029 and 0.025 to trnS-

trnG, trnL-trnF and coxI, respectively. The analysis based on Neighbor-Joining tree 

indicated that most species were grouped into sections according to the proposed for 

the phylogeny of the genus, forming monophyletic groups. The efficacy of 

interspecies discrimination was 82% to trnS-trnG and 61% to trnL-trnF, intraspecific 

discrimination was 36% to trnS-trnG and 23% to trnL-trnF. The mitochondrial gene 

coxI showed 24% of inter and intraspecific discrimination, with low resolution of 

species on trees Neighbor-Joining. These results demonstrate that the chloroplast 

regions have satisfactory information to separate species in clades that corroborate 

the phylogeny of the group and therefore trnS-trnG and trnL-trnF can be considered 

good barcodes for the Utricularia genus. 

 
Keywords: barcode, molecular markers, chloroplast DNA, mitochondrial DNA, 
carnivorous plant. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A família Lentibulariaceae Rich. é considerada o maior grupo de plantas 

carnívoras dentre as angiospermas, estando amplamente distribuída por todo o 

globo (GUISANDE et al., 2007). É composta por aproximadamente 320 espécies 

distribuídas em três gêneros: Genlisea A.St.-Hil., Pinguicula L. e Utricularia L. 

(TAYLOR, 1989). Os gêneros são diferenciados tanto a partir de características 

morfológicas – estruturas florais e aquelas relacionadas ao hábito carnívoro – quanto 

moleculares (JOBSON; ALBERT, 2002).  

Utricularia é o gênero de maior riqueza em número de espécies, 

aproximadamente 250 distribuídas por todo o mundo, exceto em regiões áridas e 

nos pólos (TAYLOR, 1989). A maioria das espécies é encontrada em regiões 

tropicais e subtropicais da Venezuela, Guianas e no Brasil (TAYLOR, 1989) sendo 

que, no último, foram catalogadas 65 espécies das quais 16 são endêmicas 

(MIRANDA et al., 2015). O gênero apresenta diversas formas de vida, desde 

terrestres, aquáticas livres, aquáticas afixadas, reofíticas, epífitas e litofíticas (JUDD 

et al., 1999; GUISANDE et al., 2007). Quando comparado aos demais gêneros da 

família, Pinguicula e Genlisea, Utricularia possui a maior diversidade morfológica e 

especialização para carnivoria (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; KRÓL et al., 2011). 

Caracterizado por seus utrículos  (folhas modificadas em vesículas) adaptados para 

captura de presas por sucção, essas estruturas são muito empregadas para a 

taxonomia e a sistemática (LLOYD, 1942; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; 

TAYLOR, 1989).  

A busca por condições mais eficazes e rápidas de identificação de espécies 

tem levado cada vez mais pesquisadores a utilizar abordagens baseadas em 

sequências de DNA, como o DNA “Barcoding” (HAJIBABAEI et al., 2007). Essa 

abordagem é bastante promissora para o diagnóstico da biodiversidade, que vem 

gerando grande interesse ao longo dos últimos anos (JINBO; KATO; ITO, 2011). O 

DNA “Barcoding” é um sistema de identificação que visa utilizar uma pequena e 

padronizada região de DNA que é empregado na discriminação de espécies 

(LAHAYE et al., 2008). No entanto, é um grande desafio encontrar uma região do 

DNA genômico apropriada para a representação de todas as espécies, ou seja, um 

“código de barras” genético (LAHAYE et al., 2008; DONG et al., 2015).  
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Os primeiros trabalhos realizados acerca de um código de barras biológico – 

DNA “Barcoding” - foram feitos para o reino animal, se mostrando eficazes na 

identificação rápida de espécies de diversos grupos de artrópodes, aves, peixes e 

anfíbios (HEBERT et al., 2003). A escolha de uma região adequada para representar 

o DNA “Barcoding” em plantas ainda não está bem definida como nos animais 

(KUBO; NEWTON, 2008). Genes e espaçadores cloroplastidiais como matK, rbcL, 

trnH-psbA, atpF-atpH e psbK-psbL são os candidatos mais promissores para a 

abordagem “Barcoding” em plantas (CHASE et al., 2005; CBOL, 2009). 

Recentemente, Dong et al. (2015) identificaram o gene  cloroplastidial ycf1 como 

sendo o “loci” mais variável e portanto o mais promissor para “barcode” em plantas.  

Com relação ao DNA nuclear, as regiões ITS e ETS têm sido frequentemente 

empregadas, porém alguns oligonucleotídeos iniciadores (“primers”) usados podem 

amplificar pseudogenes e cópias parálogas, o que dificulta os trabalhos em filogenia 

(MIRANDA et al., 2010; ZIMMER; WEN, 2013). Além da escolha de um bom 

marcador “barcode”, uma amostragem significativa de indivíduos de cada espécie 

estudada é essencial para o estabelecimento de uma base de dados de referência 

(CHINA, 2011). 

Estudos acerca do DNA “Barcoding” têm sido realizados para diversas 

famílias de angiospermas com diversas finalidades, desde discriminação entre 

famílias (e.g. CBOL, 2009; BAFEEL et al., 2011), discriminação entre espécies de 

uma mesma família (e.g. CLEMENT; DONOGHE, 2012; FEDERICI et al., 2013), 

entre híbridos (e.g. FENG et al., 2013) e também na identificação de espécies 

invasoras (e.g. GHAHRAMANZADEH et al., 2013). 

Para a família Lentibulariaceae, estudos de identificação e classificação 

baseados em morfologia e anatomia já foram realizados (e.g. THANIKAIMONI, 1966; 

HUYNH, 1968; SOHMA, 1975; KONDO; SEGAWA; NEHIRA, 1978; TAYLOR, 1989; 

GUISANDE et al., 2007), porém eles se mostram limitados para alguns grupos 

devido ao alto grau de polimorfismo estrutural, com algumas espécies não 

apresentando características bem definidas entre elas. Com base nisso a aplicação 

do DNA “Barcoding” pode ser uma importante alternativa, trazendo novos resultados 

para as questões taxonômicas, sistemáticas e evolutivas das espécies da família 

Lentibulariaceae.  
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No presente estudo foram utilizados cinco marcadores moleculares (genes e 

espaçadores intergênicos) dos genomas nuclear, cloroplastidial e mitocondrial para 

analisar 127 indivíduos, representando 29 espécies e 12 seções de Utricularia com o 

objetivo de testar esses marcadores com a abordagem DNA “Barcoding” na 

diferenciação intraespecífica, interespecífica e entre as seções do gênero. O gene 

GBSSI ou waxY que é responsável pela formação de grãos de amido, foi utilizado 

como marcador nuclear. Como marcadores cloroplastidiais foram utilizados o 

espaçador psbB-psbF cujos genes codificam a proteina 47 kDa e a proteína VI do 

fotossitema II, o espaçador trnS-trnG cujos genes codificam tRNA-Ser e tRNA-Gly, e 

o espaçador trnL-trnF, que codificam tRNA-Leu e tRNA-Phe, respectivamente.Como 

marcador mitocondrial foram utilizadas sequências do gene coxI que codifica a 

citocromo c oxidase, que é a enzima chave da cadeia respiratória.  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1 Família Lentibulariaceae Rich.  
 

A família Lentibulariaceae é a maior em número de espécies de 

angiospermas carnívoras, aproximadamente 370, constituída por três gêneros: 

Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e Utricularia L., que se encontram distribuídos 

mundialmente (TAYLOR, 1989; GUISANDE et al., 2007; KRÓL et al., 2011). Estudos 

filogenéticos utilizando dados moleculares identificam a família como monofilética, 

Utricularia é grupo irmão de Genlisea e ambos como grupo irmão de Pinguicula 

(JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003; MÜLLER et al., 2000; MÜLLER et 

al., 2004; MÜLLER; BORSCH, 2005), estando posicionada na ordem Lamiales, que 

abriga a maioria dos gêneros de plantas carnívoras (APGIII, 2009; SCHAFERHOFF 

et al., 2010).  

A classificação dos gêneros atualmente se sustenta tanto com base em 

características morfológicas e anatômicas - estruturas florais e vegetativas - quanto 

moleculares (JOBSON; ALBERT, 2002). Diversos estudos propõem que os padrões 

diversificados dos utrículos possam ser utilizados para taxonomia (JUNIPER; 

ROBINS; JOEL, 1989; TAYLOR, 1989; REIFENRATH et al., 2006; YANG; LIU; 

CHAO, 2009) e que as divergências morfológicas das armadilhas presentes na 
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família são sinapomorfias para os gêneros (MÜLLER et al., 2006). A forma de 

atração das presas é ainda uma questão pouco compreendida podendo ser mediada 

por fatores químicos e também envolver fatores visuais e olfativos (FISCHER et al., 

2004).  

Para explicar a relação de custo-benefício entre a carnivoria e os ambientes 

pobres em nutrientes que são colonizados por espécies de plantas carnívoras, 

Givnish et al. (1984) propuseram que os macronutrientes obtidos pela digestão de 

presas conferem benefícios energéticos às plantas pelo aumento da taxa 

fotossintética relacionada ao aumento das folhas fotossintetizantes em resposta ao 

incremento nutricional. Por outro lado o carbono que é obtido com a digestão dessas 

presas é convertido em açúcares, o que compensaria as perdas energéticas 

relacionadas à baixa taxa fotossintética de algumas dessas plantas (GIVNISH et al., 

1984).  

Ellison e Gotelli (2009), em sua revisão sobre as hipótese relacionadas à 

captura de presas e ao incremento energético, relatam que testes sobre essas duas 

hipóteses poderiam fornecer “insights” sobre os fatores que impulsionaram a 

evolução das plantas carnívoras. Segundo os autores, a carnivoria evoluiu de forma 

independente pelo menos seis vezes em cinco ordens de angiospermas e, apesar 

dessas origens independentes, existe uma convergência morfológica entre as 

armadilhas foliares e também uma convergência fisiológica dos mecanismos de 

digestão e assimilação de presas (ELLISON; GOTELLI, 2009). A “hipótese 

energética” postula uma evolução morfológica rápida resultante de algumas 

alterações em genes reguladores responsáveis por suprir as altas demandas 

energéticas das armadilhas, sendo essa hipótese mais aceita por ser mais 

condizente com o modelo de custo-benefício proposto para evolução da carnivoria 

botânica (ELLISON; GOTELLI, 2009). 

O modelo de custo-benefício para a evolução da carnivoria botânica fornece 

um arcabouço conceitual para interpretar uma ampla variedade de estudos 

comparativos e experimentais sobre plantas carnívoras (PAVLOVIC; SAGANOVÁ, 

2015). Esse modelo assume que as folhas modificadas (armadilhas) representam 

um custo significativo para a planta, e este custo é compensado pelo aumento da 

absorção de nutrientes a partir das presas (PAVLOVIC; SAGANOVÁ, 2015). 
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Pavlovic e Saganová (2015) interpretaram os custos e benefícios de armadilhas 

ativas, dentre estes o bombeamento de água, sinalização elétrica e acúmulo de 

jasmonatos, que são fitormônios responsáveis tanto pela atração como pela defesa 

contra herbivoria. De acordo com esses autores, as armadilhas ativas representam 

um custo significativo de carbono para as plantas carnívoras, por outro lado a 

sinalização de jasmonatos tem evoluído como uma estratégia de redução de custos 

já que a produção de enzimas digestivas só é ativa quando as plantas carnívoras 

recebem sinais elétrico e químicos que implicam a presença de presas (PAVLOVIC; 

SAGANOVÁ, 2015). Assim o envolvimento de jasmonatos e quitinases no processo 

digestivo suporta a hipótese de que a carnivoria pode ter evoluído de mecanismos 

de defesa da planta (PAVLOVIC; SAGANOVÁ, 2015). 

Para Lentibulariaceae o modelo proposto de custo-benefício da carnivoria 

sugere que uma alteração enzimática na via respiratória seja capaz de potencializar 

a eficiência da produção de energia (JOBSON et al., 2004; LAAKKONEN; JOBSON; 

ALBERT, 2006). A produção fotossintética em espécies carnívoras é menos eficiente 

que em outras  plantas pelo fato de as folhas serem responsáveis por outras funções 

como a captura e digestão de presas. Assim, gêneros como Utricularia e Genlisea, 

por exemplo, apresentam a segregação da função fotossintética e carnívora em 

tipos diferentes de folhas (KRÓL et al., 2011). Como resultado, essas plantas 

geralmente são de pequeno porte, baixa capacidade competitiva e crescem em 

ambientes restritos, com abundância de luz e água (GIVNISH et al., 1984; JUNIPER; 

ROBINS; JOEL, 1989).   

Distribuído em todos os continentes, com exceção da Antártica e Austrália, o 

gênero Pinguicula L. agrupa aproximadamente 90 espécies, com a maior parte 

ocorrendo no Hemisfério Norte, não havendo representantes no Brasil (CASPER, 

1966; CIESLAK et al., 2005). Apresenta folhas posicionadas rente ao solo na maioria 

das espécies, de formato rosetado, adesivas (devido à grande quantidade de 

tricomas glandulares), onde as presas, geralmente pequenos artrópodes, são 

capturados e digeridos por uma mucilagem (HESLOP-HARRISON, 2004; PLACHNO 

et al., 2008; Figura 1A). Estudos filogenéticos e morfológicos mostram que o tipo de 

captura de presas apresentado por Pinguicula é a forma plesiomórfica quando 

comparada aos demais gêneros representantes da família Lentibulariaceae. 
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(BARTHLOTT et al., 1998; MÜLLER et al., 2004, MÜLLER et al., 2006; CIESLAK et 

al., 2005). Pinguicula sofreu diversas modificações taxonômicas (BARNHART, 1916; 

ERNST, 1961; CIESLAK et al., 2005) e a classificação mais aceita para o gênero foi 

elaborada por Casper (1966), na qual as espécies foram agrupadas em três 

subgêneros, Isoloba, Temnoceras e Pinguicula, de acordo com dados citológicos, 

morfológicos e ecológicos. 

 

      
Figura 1. Tipos de armadilhas na família Lentibulariaceae. A. Folhas adesivas em 
Pinguicula sp.; B. Folhas utriculíferas (seta) em Genlisea aurea A.St.-Hil.; C. Utrículos (seta) 
em Utricularia foliosa L.; Créditos das imagens: Equipe LSV. 
 

Com ocorrência em áreas tropicais da América do Sul, América Central, África 

e Madagascar, são conhecidas atualmente cerca de 29 espécies para o gênero 

Genlisea (TAYLOR, 1989; FISCHER et al., 2004; FLEISCHMANN, 2012; Figura 1B). 

No Brasil, registros indicam a ocorrência de 17 espécies, sendo 10 delas endêmicas 

(MIRANDA et al., 2015). Como em Pinguicula, as espécies de Genlisea possuem 

folhas dispostas em roseta e o mecanismo de captura é formado por armadilhas 

foliares e subterrâneas em formato de “Y” retorcido onde as presas, que são em sua 

grande maioria compostas por protozoários, pequenos invertebrados e algas, são 

conduzidas por um único caminho e impossibilitadas de retornar devido à presença 

de tricomas posicionados contra o local de saída (BARTHLOTT et al., 1998; 

PLACHNO et al., 2008; Figura 1B). 

A descrição taxonômica das espécies de Utricularia teve a contribuição de 

muitos autores, mas Auguste F. C. P. de Saint Hilaire e Frédéric de Girard merecem 

destaque por descrevem, entre 1830 e 1838, um grande número de espécies na 

América do Sul (TAYLOR, 1989). Fromm-Trinta (1985, 1988, 1989, 1991, 1996) 

compilou as espécies brasileiras de Utricularia e realizou muitos estudos para o 

B A C 

 
 
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gênero através de trabalhos de flora, listagem e proposições de novas espécies. Um 

dos principais estudiosos das espécies de Utricularia foi Taylor (1989), que iniciou 

suas atividades em meados de 1949, quando um grande número de espécies já 

havia sido descrito, muitas delas de maneira inconsistente. Vários estudos florísticos 

e taxonômicos foram por ele publicados e sua monografia (TAYLOR, 1989) ainda é 

considerada a principal referência para qualquer estudo taxonômico do grupo.  

Utricularia agrupa cerca de 35% das espécies dentre todas as demais famílias 

de plantas carnívoras (GUISANDE et al., 2007). Junto com Genlisea é o clado mais 

derivado da família Lentibulariaceae (JOBSON; ALBERT, 2002; MÜLLER et al., 

2004; MÜLLER et al., 2006) e o que possui a maior riqueza de espécies, 

aproximadamente 250. De acordo com o sistema taxônomico de Taylor (1989), as 

espécies de Utricularia estão agrupadas em dois subgêneros – Polypompholyx 

(Lehm.) P.Taylor e Utricularia - e 35 seções. Para isso, foram consideradas pelo 

autor as características de morfologia vegetativa, número de lobos no cálice, forma 

do utrículo e forma de vida. A maioria das espécies é encontrada em regiões 

tropicais e subtropicais da América do Sul (TAYLOR, 1989), onde se tem sugerido 

ser o centro de origem e diversificação do gênero (GUISANDE et al., 2007).   

As espécies de Utricularia (Figura 2) são herbáceas, geralmente crescem em 

ambientes com alta umidade e sujeitos a variações sazonais (ELLISON; GOTELLI, 

2001; HOBBHANN; KÜCHMEISTER; POREMBSKI, 2006). Apresentam diversas 

formas de vida e em alguns casos a mesma espécie pode ocorrer em mais de um 

ambiente (GUISANDE et al., 2007). A maioria não possui órgãos vegetativos bem 

definidos, não possuem raízes, apresentam estolões e rizoides, que são a forma de 

fixação ao substrato, e não se sabe se ocorrem folhas ou filocládios com função 

fotossintética (JUNIPER; ROBINS; JOEL, 1989; RUTISHAUSER; ISLER, 2001;). A 

estrutura de carnivoria são os utrículos, que são disparados quando em contato com 

as presas e em seu interior secretadas enzimas digestivas como esterases, 

glicosidases, proteases e quitinases (LLOYD, 1942; JUNIPER; ROBINS; JOEL, 

1989; TAYLOR, 1989; SIROVÁ; ADAMEC; VRBA, 2003; SIROVÁ et al., 2009; 

ADAMEC; SIROVÁ; VRBA, 2010; KRÓL et al., 2011;  Figura 1C). 

A reprodução em Utricularia pode ser sexuada, por meio de autopolinização, 

sendo que algumas espécies possuem flores cleistógamas, e também por 
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polinização cruzada (KONDO, 1972; KHOSLA; SHIVANNA; RAM, 1998; 

YAMAMOTO; KADONO, 1990; HOBBHANN; KÜCHMEISTER; POREMBSKI, 2006; 

CLIVATI et al., 2014) mediada por polinizadores que podem ser insetos e com 

menos frequência beija-flores (TAYLOR, 1989; FISCHER et al., 2004). A reprodução 

também pode ser assexuada, por propagação clonal, pela fragmentação do estolão 

que é comum para o gênero, sendo que algumas espécies aquáticas são capazes 

de formar estruturas de dormência – “turions” – resistentes à seca e baixas 

temperaturas (TAYLOR, 1989). Características morfológicas e anatômicas são as 

principais fontes para a identificação de Utricularia (e.g. THANIKAIMONI, 1966; 

HUYNH, 1968; SOHMA, 1975; KONDO, 1978; TAYLOR, 1989), porém o gênero 

possui alto grau de polimorfismo estrutural intra e interespecífico e em contraste 

algumas espécies são morfologicamente similares, não apresentando caracteres 

bem delimitados entre elas (TAYLOR, 1989; Figura 2), sendo algumas vezes 

identificadas de forma equivocada.  
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Figura 2. Espécies do gênero Utricularia L. A. Utricularia tricolor A.St.-Hil.; B. Utricularia 
longifolia Gardner; C. Utricularia neottioides A.St.-Hil. & Girard; D. Utricularia rostrata 
A.Fleischm. & Rivadavia; E. Utricularia flaccida A.DC.; F. Utricularia pusilla Vahl; G – I. 
Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard (morfotipos púrpura, branco e amarelo, 
respectivamente). Créditos das imagens B – E, G, H: Cristine Gobbo Menezes; F: Vitor F. O. 
de Miranda; A e I: Bruno Garcia.  

 

Apesar dos muitos estudos sobre anatomia e morfologia de Utricularia (e.g. 

THANIKAIMONI, 1966; HUYNH, 1968; SOHMA, 1975; KONDO, 1978; TAYLOR, 

1989), a utilização de características genômicas tem sido cada vez mais 

empregadas na sistemática molecular, tanto para reconhecimento de linhagens e 

identificação de ancestrais, como para inferir processos atuais encontrados para os 

grupos (EGAN; SCHLUETER; SPOONER, 2012). A disponibilização de dados de 

A B C 

D E F 

G H I 



10 

 

genomas completos (e.g. IBARRA-LACLETTE et al., 2013) e a identificação do 

genoma de Utricularia gibba como sendo um dos menores dentre as angiospermas. 

(88,3 Mb senso GREILHUBER et al., 2006) gerou grande interesse acerca do grupo, 

tornando-as fortes canditadas a planta modelo para estudos experimentais. Projetos 

de genomas e transcriptomas estão sendo desenvolvidos em nosso laboratório para 

outras espécies de Utricularia e a disponibilização desses dados serão de grande 

importância para a elucidação de questões ainda pouco exploradas para 

Lentibulariaceae. 

 

2.2 DNA “Barcoding” 

 

DNA “barcode” consiste de uma sequência curta de DNA, entre 400 e 800 pb 

que pode ser rotineiramente amplificada por PCR (“Polymerase Chain Reaction”), 

sequenciada (ALI et al., 2014) e aplicada para a identificação de todos os 

organismos vivos (HEBERT et al., 2003), teoricamente. Uma região considerada 

como bom “barcode” deve apresentar comprimento curto, altas taxas de 

amplificação e sequenciamento, variabilidade que permita a discriminação intra e 

interespecífica, possuir um grande número de cópias por célula, ter “primers” 

universais e resolver todas ou a maioria das espécies em todos os níveis 

taxonômicos (KRESS et al., 2005; CBOL, 2009; HOLLINGSWORTH; GRAHAM; 

LITTLE, 2011). 

Para táxons morfologicamente distinguíveis a utilização do “barcode” pode não 

ser necessária (FLOYD et al., 2002), no entanto, é extremamente promissora por 

não ser aplicada apenas para espécies taxonomicamente resolvidas (HEBERT et al., 

2003). Por outro lado pode ser utilizada também com precisão na discriminação de 

subespécies, cultivares, morfotipos, mutantes, espécies complexas e clones (FLOYD 

et al., 2002), além de ser útil na biologia forense, investigação de biopirataria, 

identificação de ervas medicinais e espécies exóticas (SASS et al., 2007; CHEN et 

al., 2010; PANG et al., 2012). Entretanto, esta abordagem apresenta algumas 

limitações muito significativas que podem ser encontradas nos grupos estudados 

como: baixa diversidade genética em sequências, divergência recente de espécies, 

híbridos e pseudogenes nucleares (STOECKLE; WAGGONER; AUSUBEL, 2005).  
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A escolha de uma região única como “barcode” já está fixada para o Reino 

Animal, uma sequência única e parcial do gene mitocondrial da subunidade I da 

citocromo oxidase (coi ou coxI), que por apresentar grande número de cópias por 

célula, baixas taxas de recombinação, possuir baixo polimorfismo, apresentar 

herança materna e taxa de mutação diferente entre espécies animais, foi utilizada no 

primeiro trabalho realizado acerca de um código de barras genético (HEBERT et al., 

2003).  

Para plantas a escolha de uma região como “barcode” ainda gera desacordos 

entre os estudiosos, não estando ainda definida (PENNISI, 2007; DONG et al., 

2015). O genoma mitocondrial vegetal apresenta baixa variação em sequências, é 

compacto e apresenta alto grau de variação em termos de organização genômica, 

isso porque frequentes rearranjos ainda estão acontecendo para linhagens de 

angiospermas (KUBO; NEWTON, 2008). De acordo com o trabalho de Drouin, 

Daoud e Xia (2008), os genes cloroplastidiais, que apresentam uma taxa de 

substituição três vezes maior que os genes mitocondriais, gerando assim alto grau 

de polimorfismo, além de existirem em número elevado de cópias no genoma, são 

as regiões mais indicadas para a abordagem “barcoding” em plantas (CHASE et al., 

2005; CBOL, 2009). 

A partir dos dados obtidos por Hebert em 2003, a idéia da utilização da 

abordagem “barcode” ganhou força e aguçou a imaginação de muitos taxonomistas, 

geneticistas e biólogos evolutivos e, em 2004, foi criada o CBOL (“Consortium for the 

Barcode Life”) com o objetivo de desenvolver o DNA “Barcoding” como um padrão 

global para a identificação de espécies (CBOL - www.barcoding.si.edu).  

Impulsionados pela proposta de uma abordagem eficiente e rápida para 

identificação de espécies, Kress et al. (2005) utilizaram o espaçador cloroplastidial 

trnH-psbA na busca por divergências entre sequências de DNA em Solanaceae, 

porém essa região apresenta muita variação, não sendo eficiente quando utilizada 

isoladamente. Então em 2007, Kress e Erickson, utilizaram em combinação o 

espaçador trnH-psbA e o gene rbcL para testar a aplicação do “barcode” em 43 

famílias de plantas, porém ainda assim não foi eficiente para todas as amostras. 

Diferentes grupos de pesquisa têm proposto a utilização de “loci” únicos e várias 

combinações de “loci” para “barcode” em plantas (e.g. CHASE et al., 2005; COWAN 
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et al., 2006; CHASE et al., 2007; PENNISI, 2007; LEDFORD, 2008; FAZEKAS et al., 

2008; LAHAYE et al., 2008; ERICKSON et al., 2008, HOLLINGSWORTH et al., 

2009; SEBERG; PETERSEN, 2009; DONG et al., 2015), mas não há consenso entre 

as regiões que devem ser utilizadas e essa falta de padrão tem dificultado o 

progresso em “barcode” de plantas (CBOL, 2009).  

Tentando sanar a divergência relacionada à escolha das melhores regiões para 

“barcode” em plantas, o CBOL em 2009 realizou um abrangente estudo com 907 

amostras representanto 445 espécies de angiospermas, 38 espécies de 

gimnospermas e 67 espécies de briófitas e pteridófitas utilizando sequências de 

DNA cloroplastidial de sete “loci” candidatos a “barcode”. O gene rpoC1 que codifica 

a subunidade gamma da RNA polimerase, o gene rpoB que codifica a RNA 

polimerase subunidade beta, o gene matK codificador da proteína maturase K que 

atua no processamento de íntrons classe II estimulando o “self-splicing” do RNA 

(SOLTIS et al., 1998; HAUSNER et al., 2006). O gene rbcL que codifica a 

subunidade maior da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase conchecida 

comumente como RuBisCO, que é provavelmente a enzima mais abundante na 

Terra e está envolvida na fixação de carbono (RAVEN, 2013). Os espaçadores 

intergênicos trnH-psbA, atpF-atpH e psbK-psbI e como resultado propuseram a 

utilização das regiões rbcL e matK em combinação (CBOL, 2009). 

Assim, com base nas regiões propostas pelo CBOL, diversos estudos têm sido 

desenvolvidos para diversas famílias, todos buscando resolver o impasse até então 

sem solução definida para a abordagem DNA “Barcoding” em plantas (e.g. STARR; 

NACZI; CHOUINAED, 2009; GAO et al., 2010; BAFEEL et al., 2011; DE MATTIA et 

al., 2011; FU; JIANG; FU, 2011; GUO et al., 2011; LIU et al., 2012; FEDERICI et al., 

2013; FENG et al., 2013; GHAHRAMANZADEH et al., 2013; KIM et al., 2014; 

CHRISTINA; ANNAMALAI, 2014; DONG et al., 2015). Outras regiões de DNA dos 

genomas cloroplastidial, mitocondrial e nuclear têm sido empregadas para utilização 

como “barcode” em plantas. Clement e Donoghue (2012) utilizaram dentre outras as 

regiões rpl32-trnL, trnK e encontraram altos níveis de variação e potencial poder 

discriminatório. Zhang et al. (2013) utlizaram o espaçador trnS-trnG além de outros 

dois marcadores, ndhF e waxY e concluiram que estes marcadores são bons 

candidatos a “barcode” para determinados grupos taxonômicos.  



13 

 

O estabelecimento de bancos de DNA “Barcodes” possibilita minimizar a atual 

situação sobre a caracterização da diversidade biológica em grande escala, além de 

poder ser empregado na identificação de espécies crípticas, na descoberta de novas 

espécies e na diferenciação de formas juvenis e adultas de uma mesma espécie 

através de materiais biológicos (HEBERT et al., 2003). Para suprir a necessidade de 

se ter um banco de dados de sequências de DNA “barcodes”, foi criada a base 

BOLD (“The DNA Barcode of Life Data Systems”), que tem como objetivo reunir 

dados de todas as espécies existentes que foram identificadas por taxonomistas. O 

BOLD, além de disponibilizar ferramentas para a análise das sequências 

depositadas através da verificação dos “stop codon” e das possíveis ambiguidades, 

permite associar os dados dos “barcodes” a diversas outras informações como fotos, 

dados de campo, taxonômicos e dados sobre a sequência de DNA 

(RATNASINGHAM; HEBERT, 2007). 

O lançamento do projeto iBOL (“International Barcode of Life”) em 2010 marcou 

o início de uma fase de grande produção de “barcodes” (VERNOOY et al., 2010) e 

teve como propósito a criação de uma completa base de dados, uma biblioteca de 

“barcodes” que responderia a qualquer questão sobre identificação de espéciese e 

democratizaria o acesso à biodiversidade e taxonomia (LARSON, 2007; BERGSTEN 

et al., 2012). No Brasil, foi criado o consócio de identificação molecular da 

biodiversidade brasileira, segundo o protocolo do iBOL (http://brbol.org/pt-br). Esse 

consórcio é suportado pelo CNPq, atualmente cobrindo os grandes grupos de 

animais, plantas, fungos e microorganismos. 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 Seleção das amostras vegetais  
 

Foram avaliados 127 indivíduos representando 29 espécies de 12 seções do 

gênero Utricularia L. A maioria das espécies proveio de populações do Brasil, além 

de espécimes da República Tcheca e alguns de material em cultivo. Foram 

http://brbol.org/pt-br
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realizadas expedições de campo no ano de 2014 (Autorizações Sisbio/ ICMBio/ 

MMA nº 26938, 43985 e 48516) para obtenção de indivíduos de diversas populações 

(Tabela 1). Os espécimes foram armazenados em sílica gel e com materiais-

testemunho, porém ainda não receberam código de tombamento pelo Herbário 

JABU da Universidade Estadual Paulista Câmpus Jaboticabal (UNESP/FCAV). A 

maioria dos materias foi coletada e identificada pela equipe do LSV (Laborátorio de 

Sistemática Vegetal – UNESP/FCAV) baseado na monografia de Taylor (1989). 
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                                Tabela 1. Espécies de Utricularia (Lentibulariaceae) empregadas no presente estudo (classificação infragenérica 
sensu Taylor, 1989). 

Espécie Nº de 
indivíduos Seção Procedência Material – testemunho 

 U. blanchetii A.DC. 1 Aranella (Barnhart) 
P.Taylor 

Lençois, BA, Brasil M. M. Pena et al., s/n 

 U. laciniata  A.St.-Hil. & 

Girard 

6 Aranella (Barnhart) 
P.Taylor 

Furnas, MG, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 
1567 

 U. parthenopipes  P.Taylor 5 Aranella (Barnhart) 

P.Taylor 

Lençois, BA, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 

1675 

 U. rostrata  A. Fleischm. & 

Rivadavia 

5 Aranella (Barnhart) 
P.Taylor 

Lençois, BA, Brasil M. M. Pena et al., s/n 

U. simulans Pilg. 1 Aranella (Barnhart) 

P.Taylor 

São Roque de Minas, MG, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 

1564 

 U. neottioides  A.St.-Hil. & 

Girard 

5 Avesicaria  Kamiénski Rio de Contas, BA, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 
1688 

U. nana  A.St.-Hil. & Girard 6 Benjamina  P.Taylor São Roque de Minas, MG, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 
1642 

 U. arenaria A.DC. 6 Calpidisca (Barnhart) 

Komiya 

Em cultivo – coleção de plantas 

carnívoras – UNESP/ FCAV 

- 

 U. amethystina Salzm. ex 

A.St.-Hil. & Girard 

7 Foliosa  Kamiénski São Roque de Minas, MG, Brasil / 

Rio de Contas, BA, Brasil 

V. F. O. de Miranda et al., 

1622 /  V. F. O. de Miranda et 

al., 1695 

 U. tricolor A.St.-Hil. 5 Foliosa  Kamiénski São Roque de Minas, MG, Brasil / 

Ititapina, SP, Brasil / Rio de 

Contas, BA, Brasil 

V. F. O. de Miranda et al., s/n /  

V. F. O. de Miranda et al., s/n /  

V. F. O. de Miranda et al., 

1687 

 U. nelumbifolia  Gardner 6 Iperua  P.Taylor Em cultivo – coleção de plantas 
carnívoras – UNESP/ FCAV 

 

- 



16 

 
    (continuação) 

 
U. reniformis  A.St.-Hil. 7 Iperua  P.Taylor Salesópolis, SP, Brasil / Biritiba-

Mirim, SP, Brasil 
V. F. O. de Miranda et al., s/n /  
V. F. O. de Miranda et al., s/n 

U. laxa  A.St.-Hil. & Girard 1 Oligocista Benj. Itararé, SP, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 
1555 

 U. geminiloba Benj. 1 Orchidioides Kamiénski Rio de Janeiro, RJ, Brasil S. R. da Silva, s/n 

 U. calycifida Benj. 2 Psyllosperma  P.Taylor Em cultivo – coleção de plantas 

carnívoras – UNESP/ FCAV 

- 

 U. hispida Lam. 6 Psyllosperma  P.Taylor São Roque de Minas, MG, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 

1579 

 U. longifolia Gardner 

 

4 Psyllosperma  P.Taylor Rio de Janeiro, RJ, Brasil / 

Ibicoara, BA, Brasil 

C. G. Menezes s/n / V. F. O. 

de Miranda et al., 1682 

 U. praelonga  A.St.-Hil. & 

Girard 

2 Psyllosperma  P.Taylor Itapeva, SP, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 
1518 

 U. flaccida  A.DC. 6 Setiscapella (Barnhart) 
P.Taylor 

Ibicoara, BA, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 
1677 

 U. nervosa  Weber ex Benj. 6 Setiscapella (Barnhart) 

P.Taylor 

Itirapina, SP, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 

1649 

 U. pusilla Vahl 6 Setiscapella (Barnhart) 
P.Taylor 

Furnas, MG, Brasil / Itararé, SP, 
Brasil / Ibicoara, BA, Brasil 

V. F. O. de Miranda et al., 
1566 /  V. F. O. de Miranda et 

al., 1543 /  V. F. O. de Miranda 
et al., 1681 

 U. subulata L. 6 Setiscapella (Barnhart) 
P.Taylor 

Mogi das Cruzes, SP, Brasil /  
São Roque de Minas, MG, Brasil /  

Ibicoara, BA, Brasil 

V. F. O. de Miranda et al., s/n /  
V. F. O. de Miranda et al., 

1617 /  V. F. O. de Miranda et 

al., s/n 
 U. triloba Benj. 6 Setiscapella (Barnhart) 

P.Taylor 
São Roque de Minas, MG, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 

1639 
U. foliosa L. 5 Utricularia  P.Taylor Mogi das Cruzes, SP, Brasil / 

Ceará-Mirim, RN, Brasil 
D. Cruz, s/n /  D. Cruz, s/n 
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    (continuação) 

 
U. inflexa  Forssk. 1 Utricularia  P.Taylor Em cultivo – Universidade de 

Trébon, República Tcheca 
- 

U. intermedia Hayne 3 Utricularia  P.Taylor Em cultivo – Universidade de 
Trébon, República Tcheca 

- 

U. gibba L. 8 Utricularia  P.Taylor Mogi das Cruzes, SP, Brasil /  
São Roque de Minas, MG, Brasil /  

Ibicoara, BA, Brasil 

V. F. O. de Miranda et al., s/n /  
V. F. O. de Miranda et al., 

1608 /  V. F. O. de Miranda et 

al., s/n 
U. striata  LeConte ex Torr. 1 Utricularia  P.Taylor Em cultivo – Universidade de 

Trébon, República Tcheca 
- 

U. cucullata  A.St.-Hil. & 

Girard 

3 Vesiculina (Raf.) 

P.Taylor   

Itirapina, SP, Brasil V. F. O. de Miranda et al., 

1651 
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3.2 Extração e quantificação do DNA 
 

Para a extração do DNA foram utilizadas folhas, flores, eixos de 

inflorescências, de tecido fresco, herborizado e/ou preservado em sílica gel, de 

indivíduos provenientes de populações diferentes. Foi utlilizado o método CTAB 

(DOYLE; DOYLE, 1987) com modificações de Lodhi et al. (1994). 

Aproximadamente 0,1 g de tecido foi congelado com nitrogênio líquido e 

macerados com auxílio de um pistilo. Ao final da maceração, com o cadinho ainda 

gelado, foi adicionado 1 mL do tampão de extração (conforme protocolo original - 

Doyle & Doyle, 1987) e incubado a 60 ºC por 25 min, invertendo os tubos a cada 5 

min. Ao final da incubação foi adicionado 1 mL de solução de clorofórmio e álcool 

isoamílico (24:1) agitando os tubos por inversão rapidamente. Os tubos foram 

centrifugados, em seguida, a 10.000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi transferido 

para tubos limpos e em função do volume recuperado foram adicionados 0,5 vol de 

NaCl a 5 M e 2–2,5 vol de etanol 100% gelado. As amostras foram mantidas a -20 

ºC por 60 min e em seguida submetidas a duas centrifugações: a 6.000 rpm por 5 

min e 10.000 rpm por 5 min, ambas a 4 ºC. Todo o líquido foi descartado e o “pellet” 

lavado com 1 mL de etanol 70% gelado, seguido de centrifugação a 10.000 rpm por 

5 min. Após o “pellet” secar foi adicionado 100 μL de tampão TE (Tris-HCl 10mM, 

EDTA 1mM, pH 8.0). Ao final, as amostras foram quantificadas por 

espectrofotometria (Nanodrop®) e armazenadas a -20 ºC. 

 

3.3 Amplificação, purificação e sequenciamento dos “amplicons” 

 

Para as amplificações foram escolhidas uma região de DNA nuclear: GBSSI, 

três regiões de DNA cloroplastidial: psbB-psbF, trnS-trnG e trnL-trnF e uma região 

de DNA mitocondrial: coxI (Tabela 2). 

A partir do DNA genômico as reações de PCR foram otimizadas para um 

volume total de 25 μL contendo 0,1 vol do tampão (10x), 0,4 μM de dNTP mix (cada 

dNTP a 25 μM ), 0,2 μM de “primers” “forward” e “reverse”, 1 U de “DreamTaq” 

polimerase (Fermentas) contendo 20μM de MgCl
2
, 0,2 mg/ μL coadjuvante albumina 

sérica bovina (BSA), 2 μL DNA “template” com concentrações variando de 0,1 a 100 
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ng/μL e água ultrapura para completar o volume. As amplificações foram realizadas 

com o uso de termociclador PTC-100 (“MJ Research”) (Tabela 2).  
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                             Tabela 2. “Primers” e condições das reações para amplificação das regiões do DNA nuclear, cloroplastidial e 
mitocondrial de Utricularia (Lentibulariaceae). (n/a= não se aplica) 

 
Região “Primers” Sentido Sequência dos “primers” Tamanho 

esperado 
Condição das reações Referência 

GBSSI 
F-FOR 

M-BAC 

F 

R 

5’ TGCGAGCTCGACAACATCATGCG 3’ 

5’ GGCGAGCGGCGCGATCCCTCGCC 3’ 

~ 1.300 

pb 
n/a 

MASON-GAMER et 

al., 1998 

psbB-

psbF 

psbB 

psbF 

F 

R 

5’ GTTTACTTTTGGGCATGCTTCGC 3’ 

5’ CGCAGTTCGTCTTGGACCAG 3’ 
~ 872 pb n/a HAMILTON, 1999 

trnS-

trnG 

trnS 

trnG 

F 

R 

5’ GCCGCTTTAGTCCACTCAGC 3’ 

5’ GAACGAATCACACTTTTACCAC 3’ 
~ 800 pb 

94°C 1min 

94°C 30 s, 52°C 30 s, 72°C 1 

min, por 40 ciclos 

72°C 5 min 

HAMILTON, 1999 

trnL-

trnF 

trnL 

trnF 

F 

R 

5’ GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 3’ 

5’ ATTTGAACTGGTGACACGAG 3’ 
~ 412 pb 

95°C 1min 

92°C 30 s, 52°C 30 s, 72°C 1 

min e 30 s, por 30 ciclos 

72°C 5 min 

TABERLET et al., 

1991 

coxI 
L1 

R3 

F 

R 

5’ TTATTATCACTTCCGGTACT 3’ 

5’ AGCATCTGGATAATCTGG 3’ 

~ 966 – 

1.750 pb 

96°C 1min 

96°C 45 s, 54°C 30 s, 72°C 1 

min e 30 s, por 35 ciclos 

72°C 5 min 

VAUGHN et al., 1995; 

SPER-WHITS et al., 

1996 
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A purificação das amostras foi feita a partir de precipitação “overnight” com 

adição de 12 μL de acetato de sódio (3 M, pH 5,2, 1/10 do volume da reação) e 

etanol 100% gelado (2,5 vol) seguida por duas lavagens com 1 mL de etanol 70% 

gelado intercaladas por centrifugações a 14.000 rpm. O “pellet” foi seco em estufa à 

37ºC e em seguida eluído em  22 μL de água estéril. 

A reação de sequenciamento para cada amostra amplificada empregou 1 μL 

do “primer” (10 μM), 3 μL de tampão “Save Money” (10% (v/v) com MgCl2 50 Mm e 

20% (v/v) de Tris-HCl pH 9,0),  1 μL de “Big Dye” V3.1, 20-200 ng de DNA “template” 

e água ultrapura completando o volume total de 10 μL de reação. Para a reação de 

sequenciamento foi empregado termociclador PTC-100 (“MJ Research”) com o perfil 

térmico de 96ºC por 1 min, 40 ciclos de 96ºC por 15 seg, 52ºC por 15 seg e 60ºC por 

4 min. Ao final as amostras foram precipitadas seguindo o protocolo anteriormente 

descrito e enviadas ao CREBIO - Centro de Recursos Biológicos e Biologia 

Genômica da UNESP/FCAV câmpus Jaboticabal (http://www.fcav.unesp.br/crebio), 

onde foram ressuspendidas em 10 μL de formamida, desnaturadas por 5 min a 95ºC 

e submetidas ao sequenciador automático modelo 3730xl ABI (“Applied 

Biosystems”). 

As fitas senso e antissenso de cada amostra foram sequenciadas, 

comparadas e verificados os “hits” por meio do aplicativo BLASTN – “Basic Local 

Alignment Search Tool” (ALTSCHUL et al., 1990) com as sequências depositadas na 

base nr/nt do GenBank/ NCBI (“National Center for Biotechnology Information”). 

 

3.4 Alinhamento das sequências 
 

Os eletroferogramas das sequências senso e antissenso foram verificados 

para a identificação e possível correção de erros de leitura. As sequências foram 

editadas e comparadas para gerar as sequências-consenso com o aplicativo BioEdit 

7.0.9.0 (HALL, 1999). O alinhamento entre todas as sequências foi realizado com os 

programas ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON, 1994) e Mafft versão 7 

(KATOH et al., 2002) nos quais os GAPS de extremidades, por serem artefatos do 

alinhamento, foram substituídos pela máscara “N”.  

 

http://www.fcav.unesp.br/crebio
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3.5 Discriminação das espécies 
 

A avaliação do poder de resolução intraespecífico, interespecífico e entre as 

seções para cada marcador que apresentou amostras amplificadas foi realizada 

aplicando o método de Agrupamento de Vizinhos “Neighbor-Joining” (SAITOU; NEI, 

1987) usando o programa PAUP* versão 4b10 (SWOFFORD, 2002). O modelo 

evolutivo “best-of-fit” foi escolhido para cada marcador com o aplicativo Mega v. 6.05 

(TAMURA et al., 2013), avaliado para as matrizes de dados com o critério “Akaike 

information criterion” corrigido (AICc). O suporte dos ramos foi avaliado por 

“bootstrap” com 2000 réplicas com o aplicativo Mega v. 6.05 (TAMURA et al., 2013). 

As espécies avaliadas para cada marcador foram consideradas discriminadas se 

possuíssem distâncias entre si diferentes de zero (comprimento de ramos diferente 

de zero) e se todos os indivíduos de uma única espécie formassem um grupo 

monofilético (FENG et al., 2013; KIM et al., 2014). Assim, foi feita a razão entre as 

espécies que atenderam a esses quesitos e o número total de espécies amostradas. 

A diferenciação intraespecífica foi feita pela razão entre o número de indíviduos que 

apresentaram distância diferente de zero e o total de indivíduos representantes da 

espécie. Os dendrogramas foram desenhados com o programa TreeGraph2 v. 

2.0.52-347 beta (STÖVER; MÜLLER, 2010). Para enraizamento dos dendrogramas 

foi utilizada a espécies Utricularia simulans.  

 

4. RESULTADOS  
 

4.1 Amplificação, sequenciamento e alinhamento das amostras 
 

Dentre os cinco marcadores testados, aqueles que resultaram em “amplicons” 

foram trnS-trnG, trnL-trnF e coxI. 

Para o espaçador psbB-psbF houve amplificação de dois espécimes de 

Utricularia arenaria,  um espécime de Utricularia reniformis, um espécime de 

Utricularia nana, um espécime de Utricularia hispida e um de Utricularia nelumbifolia. 

Assim, por não possuir uma quantidade suficiente de amostras amplificadas, esse 

marcador não foi utilizado para as avaliações de discriminação para as espécies de 

Utricularia.  
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Para o espaçador intergênico trnS-trnG as amplificações foram bem 

sucedidas para 27 espécies, exceto Utricularia blanchetii e Utricularia laxa (Tabela 

3). Quanto à qualidade das sequências, alguns indivíduos de Utricularia tricolor, 

Utricularia amethystina e Utricularia gibba apresentaram baixa qualidade, sendo 

necessários ajustes manuais quando geradas as sequências consenso. Foram 

realizados dois alinhamentos, um primeiro, entre as espécies que compõem cada 

uma das 12 seções avalidadas, que resultou na exclusão de cinco espécies (Tabela 

3) e 11 indivíduos por não apresentarem identidade suficiente (similaridade média 

par-a-par <50%) para construção de um alinhamento robusto, e um segundo 

alinhamento, entre todos os espécimes restantes gerando uma matriz de 1.153 

caracteres (Anexo 8.1).  

 

                                Tabela 3. Relação de espécies de Utricularia (Lentibulariaceae) utilizadas 
para cada marcador após os alinhamentos. 

Espécie 
        Cloroplasto               Mitocôndria 

trnS-trnG trnL-trnF coxI 

 U. amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard + + + 

 U. arenaria A.DC. + + + 

 U. blanchetii A.DC. - - - 

 U. calycifida Benj. + + + 

U. cucullata  A.St.-Hil. & Girard + + - 

 U. flaccida  A.DC. + + - 

U. foliosa L. + + + 

 U. geminiloba Benj. - - - 

U. gibba L. + + + 

 U. hispida Lam. + + + 

U. inflexa  Forssk. + + - 

U. intermedia Hayne - + - 

 U. laciniata  A.St.-Hil. & Girard + + + 

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

 U. longifolia Gardner + + + 

U. nana  A.St.-Hil. & Girard + + - 

 U. nelumbifolia  Gardner + + + 

 U. neottioides  A.St.-Hil. & Girard + + + 

 U. nervosa  Weber ex Benj. + + + 

 U. parthenopipes  P.Taylor + + + 
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O espaçador intergênico trnL-trnF apresentou amplificações bem sucedidas 

para 26 espécies, exceto Utricularia blanchetii, Utricularia laxa e Utricularia 

geminiloba (Tabela 3), porém entre as espécies restantes não foi possivel 

amplificação para 45 indivíduos. As sequências apresentaram boa qualidade, exceto 

para um indivíduo de Utricularia praelonga e dois indivíduos de Utricularia gibba. 

Como feito para o espaçador trnS-trnG, um primeiro alinhamento foi realizado entre 

as espécies de cada seção não sendo necessária nenhuma exclusão. Um segundo 

alinhamento foi realizado, portanto, para todas as espécies e desse foi necessária a 

exclusão de dois indivíduos de Utricularia gibba e um indivíduo de Utricularia 

rostrata. A matriz de 587 caracteres gerada por esse alinhamento está disponível em 

Anexos (Anexo 8.2). 

Não foram amplificadas as espécies Utricularia blanchetii, Utricularia laxa, 

Utricularia nana e Utricularia geminiloba (Tabela 3) e dentre as espécies restantes 

14 indivíduos não foram amplificados para o marcador coxI. Dentre as amostras 

amplificadas, 23 sequências foram perdidas pois não apresentavam condições 

adequadas de picos nos eletroferogramas, apesar de apresentarem bandas visíveis 

e únicas no gel de agarose. As sequências que foram obtidas apresentaram boa 

qualidade para a maioria das espécies, porém para 20 indivíduos apenas uma das 

fitas, senso ou antissenso foram amplificadas. Na verificação dos “hits” feita com o 

aplicativo BLASTN foi observado que duas porções diferentes do gene coxI foram 

sequenciadas, não sendo possível a geração de sequências consenso.  

   (continuação) 
 

 U. praelonga  A.St.-Hil. & Girard - + - 

 U. pusilla Vahl - + - 

 U. reniformis  A.St.-Hil. + + + 

 U. rostrata  A.Fleischm. & Rivadavia - + - 

U. simulans Pilg. + + + 

U. striata  LeConte ex Torr. + + - 

 U. subulata L. + + + 

 U. tricolor A.St.-Hil. + + + 

 U. triloba Benj. + + + 

TOTAL: 22 26 17 
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Assim,  foram realizados dois alinhamentos, um entre as sequências senso e 

outro entre as sequências antissenso. Desses dois alinhamentos foi observado um 

“gap” de aproximadamente 100 pb entre as duas sequências (tomando como 

referência o “scaffold” de Utricularia gibba que apresenta coxI – SCF00367- código 

de acesso KC997779.1) e para evitar a perda de dados relativa a não utilização de 

uma das sequências para as análises, ambas foram concatenadas manualmente e 

gerado um único alinhamento. Esse gene apresentou baixo rendimento de 

sequências em relação aos outros dois marcadores utilizados para as análises e, 

após os alinhamentos foram excluídas oito espécies (Tabela 3) e 37 indivíduos por 

não apresentarem identidade suficiente (similaridade média par-a-par <50%) nos 

alinhamentos e o “gap” formado entre as duas fitas foi substituído pela máscara “N”. 

A matriz de 1.392 caracteres gerada está disponível em Anexos (Anexo 8.3). 

 

4.2 Discriminação das espécies 
 

Baseados nas matrizes de dados, os modelos evolutivos “best-of-fit” 

escolhidos para os três marcadores foram: GTR+G+I para o espaçador trnS-trnG e 

GTR+G para ambos, trnL-trnF e coxI. As taxas de discriminação intraespecífica, 

interespecífica e também entre as seções do gênero Utricularia L. foram calculados 

com base nas sequências de cada uma das regiões avaliadas separadamente 

(Tabela 4). As matrizes de distância para cada um dos marcadores estão 

disponíveis nos Anexos 8.4, 8.5 e 8.6. 
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Tabela 4. Dados descritivos das sequências de DNA e resultados das distâncias intraespecíficas, interespecíficas e entre as 
seções de Utricularia (Lentibulariaceae). 

 
Região Genoma Sucesso de 

Amplificação 
Espécies / 
Indivíduos 

Tam. do 
Alinhamento 

N° sítios 
variáveis 

Sítios 
únicos 

GC 
(%) 

Dist. Intraespecífica 
Média 

Dist. Interespecífica 
Média 

Dist. Média entre 
Seções 

trnS-trnG cp DNA 98,4 % 22 / 97 1.153 555 (48,13%) 27 (2,34%) 30,0 0,004 (0,0 – 0,033) 0,260 (0,003 – 0,454) 0,036 (0,0 – 0,085) 

trnL-trnF cp  DNA 62,2 % 26 / 76 587 210 (35,77%) 23 (3,91%) 36,5 0,004 (0,0 – 0,063) 0,190 ( 0,009 – 0,409) 0,029 (0,0 – 0,099) 

COX1 mt DNA 63,7% 17 / 44 1.392 119 (8,54%) 18 (1,29%) 40,5 0,006 (0,0 – 0,080) 0,043 (0,0 – 0,238) 0,025 (0,0 – 0,080) 
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A análise baseada na árvore de “Neighbor-Joining”  para  o marcador trnS-

trnG mostrou que a maioria das espécies se agruparam em seções de acordo com o 

proposto para a filogenia do gênero baseados em caracteres morfológicos e 

moleculares, formando grupos monofiléticos moderadamente congruentes com as 

propostas filogenéticas mais recentes para Utricularia (Figura 3). O mesmo não 

aconteceu para as espécies de Utricularia utilizando o  marcador trnL-trnF, onde 

seções Setiscapella, Psyllosperma e Aranella não se mostraram de forma 

monofilélita e para o marcador coxI, onde somente a seção Calpidisca mostrou-se 

monofilética (Figuras 4 e 5), entretanto a mesma está representada por apenas uma 

espécie (U. arenaria). A eficácia de discriminação interespecífica foi de 82% para o 

marcador trnS-trnG, 61% para o marcador trnL-trnF e 24% para o marcador coxI. Em 

relação à discriminação intraespecífica os valores obtidos foram de 36%, 23% e 24% 

para trnS-trnG, trnL-trnF e coxI, respectivamente. 
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Figura 3. Árvore resultante da análise de “Neighbor-Joining” com o emprego do modelo 
GTR “General Time Reversible” utilizando o marcador trnS-trnG para as espécies de 
Utricularia. Os valores de “bootstrap” acima de 50% encontram-se próximos dos ramos.  
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Figura 4. Árvore resultante da análise de “Neighbor-Joining” com o emprego do modelo 
GTR “General Time Reversible” utilizando o marcador trnL-trnF para as espécies de 
Utricularia. Os valores de “bootstrap” acima de 50% encontram-se próximos dos ramos. 
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Figura 5. Árvore resultante da análise de “Neighbor-Joining” com o emprego do modelo 
GTR “General Time Reversible” utilizando o marcador coxI para as espécies de Utricularia. 
Os valores de “bootstrap” acima de 50% encontram-se próximos dos ramos. 
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5. DISCUSSÃO 

 
O DNA “Barcoding” objetiva a identificação de espécies com base em regiões 

de DNA (HEBERT et al., 2003) e,  para isso, algumas regiões cloroplastidiais têm 

sido propostas como “barcodes” para plantas (CBOL, 2009). O emprego de 

abordagens baseadas em dados moleculares têm sido de grande valia para a 

resolução de incongruências na filogenia do gênero Utricularia (MÜLLER et al., 

2000; JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003; MÜLLER et al., 2004; 

MÜLLER; BORSCH, 2005). 

Dentre as regiões avaliadas nesse estudo como candidatas a “barcode”, o 

espaçador trnS-trnG apresentou o maior número de sítios variáveis (48,13%), foi de 

fácil amplificação (98,4% sucesso de amplificação), porém não foi uma região de 

comprimento curto (1.153 pb). O espaçador trnL-trnF apresentou o menor 

comprimento, 587 pb e 35,77% de sítios variáveis, porém com 62,2% de sucesso de 

amplificação. Apesar de não serem propostas pelo CBOL como “barcodes” para 

plantas, estas regiões apresentaram algumas das características consideradas 

desejáveis para regiões de DNA candidadas a “barcodes” (comprimento curto, altas 

taxas de amplificação e sequenciamento, variabilidade que permita a discriminação 

intra e interespecífica, possuir um grande número de cópias por célula, ter “primers” 

universais e resolver todas ou a maioria das espécies em todos os níveis 

taxonômicos) (KRESS et al., 2005; CBOL, 2009; HOLLINGSWORTH; GRAHAM; 

LITTLE, 2011). O gene coxI apresentou 8,54% de sítios variáveis, demonstrando a 

alta conservação e baixo polimorfismo dessa região (MOWER et al., 2007), foi a 

região que apresentou maior comprimento (1.392 pb), o sucesso de amplificação foi 

de 63,7%, porém muitas sequências foram descartadas após os alinhamentos, o 

que diminuiu a amostragem final para esse marcador. 

A avaliação da discriminação interespecífica revelou uma baixa porcentagem 

de espécies resolvidas e monofiléticas para o gene coxI (24%). Fazekas et al. 

(2008), utilizando o mesmo gene conseguiram apenas 10% de espécies resolvidas. 

O CBOL (2009) propõe para “locus” único uma porcentagem de 43 – 69% de 

discriminação entre espécies. Com os marcadores cloroplastidiais utilizados nesse 

trabalho a discriminação interespecífica foi de 82% e 61% para trnS-trnG e trnL-trnF, 
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respectivamente, sendo então os valores compatíveis ao esperado para marcadores 

quando avaliados sozinhos. 

A eficácia de discriminação de espécies varia consideravelmente entre as 

diversas famílias de angiospermas. Estudos realizados pelo “China Plant BOL 

Group” (2011) sugerem uma discriminação de 26,4% para o gene rbcL, 44,8% para 

matK e 45,2% para trnH-psbA. Kress e Erickson (2007) encontraram para o 

espaçador intergênico trnH-psbA o valor de discriminação de 82,6%; esse valor é 

compatível com os resultados obtidos no presente trabalho para o espaçador 

intergênico trnS-trnG. Pettengill e Neel (2010) encontraram valores de discriminação 

de 29,8% para matK, 30,3% para rbcL, 58,7% para trnH-psbA.  

Alguns estudos apontam a região matK como sendo de difícil amplificação 

(STARR; NACZI; CHOUINAED, 2009). Feng et al. (2013) consideraram essa região 

como sendo o melhor “barcode” com 19% de discriminação entre espécies, 

enquanto que rbcL e trnH-psbA falharam em discriminar as espécies de Populus L. 

Lahaye et al. (2008) propuseram matK como o “barcode” universal para plantas com 

flores, porém segundo Kress e Erickson (2008) um sistema de identificação 

“barcoding” deve ser eficaz para todas as plantas terrestres, não apenas para 

angiospermas.  

Devido à grande controvérsia entre assumir apenas uma região de DNA como 

“barcode” e resultados divergentes entre a eficácia de discriminação de espécies 

para os marcadores quando utilizados sozinhos, o CBOL (2009) propos a utilização 

da combinação entre as regiões de DNA cloroplastidial rbcL + matK como “core 

barcodes”. No entanto, Feng et al. (2013) verificaram que mesmo com as regiões em 

combinação, a discriminação de espécies apresentou baixa eficácia (28,6%), assim 

como Hollingsworth et al. (2011) em estudos com Araucaria e Ran et al. (2010) com 

Pinaceae. Zhang et al. (2013) utilizaram o espaçador trnS-trnG em conjunto com 

outros dois marcadores (ndhF e waxY) e obtiveram 100% de identifição em 

Solanaceae. Segundo Fazekas et al. (2008), a análise de múltiplos “loci” de regiões 

cloroplastidiais é a estratégia mais eficaz para a identificação de espécies de 

plantas, porém a quantidade e a identidade dessas regiões ainda não estão 

estabelecidas (PENNISI, 2007). 
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Fazekas et al. (2008) relatam que a diferença de opinião entre a escolha do 

melhor “barcode” para plantas está relacionada com os critérios considerados como 

mais importantes para medir o sucesso de regiões como “barcodes”, ou seja, a falta 

de consenso em utilizar uma medida satisfatória e padronizada para avaliar o 

sucesso de discriminação entre espécies (KRESS; ERICKSON, 2008).  

A avaliação da monofilia baseada na topologia das árvores “Neighbor-Joining” 

foi um dos critérios utilizados nesse trabalho para medir o sucesso de discriminação 

das regiões cloroplastidiais e mitocondrial, já que segundo Henning (1966), apenas 

grupos monofiléticos são naturais e seriam os únicos que realmente respeitam o 

conceito evolutivo da ancestralidade comum. Assim, o gene mitocondrial coxI não foi 

eficaz na discriminação das espécies de Utricularia avaliadas, fato esse também 

observado por Fazekas et al. (2008) que apesar da baixa eficácia do gene, não 

consideram que coxI deva ser descartado como marcador “barcode” para plantas 

sem evidências suficientes para isso. 

De acordo com os resultados obtidos pela avaliação das árvores “Neighbor-

Joining”, os grupos formados pelas espécies avaliadas corroboram moderadamente 

com os estudos realizados por Taylor (1989) baseados somente em características 

morfológicas. Porém foram encontradas ingrongruências nas propostas filogenéticas 

baseada em dados moleculares de Utricularia (MÜLLER et al., 2000; JOBSON; 

ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003; MÜLLER et al., 2004; MÜLLER; BORSCH, 

2005) com a utilização desses dados. Esse resultado demonstra a enorme 

importância dos estudos taxonômicos aliados aos dados moleculares para 

discriminação de espécies. Apesar da amostragem de espécies e indivíduos 

avaliados nesse trabalho não ter sido muito alta,  os espaçadores cloroplastidiais 

possibilitaram uma resolução em níveis de espécies e também de indivíduos para 

algumas espécies, e estas se agruparam em seções de acordo com o proposto para 

a filogenia molecular do gênero (JOBSON et al., 2003; MÜLLER; BORSH, 2005). 

Os valores de distância intraespecífica foram de 0,004 para ambos os 

espaçadores trnS-trnG e trnL-trnF e de 0,006 para coxI, demonstrando a baixa 

resolução entre os indivíduos representantes de cada uma das espécies de 

Utricularia. Resultados semelhantes foram encontrados por Lahaye et al. (2008) 

para o espaçador trnH-psbA (0,0023) e Yan et al. (2011) para o espaçador psbK-
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psbI (0,004), nos quais a baixa eficácia na diferenciação intaespecífica também foi 

relatada. 

Considerando os valores de distância de ramos, os dois marcadores 

cloroplastidiais avaliados – trnS-trnG e trnL-trnF – apresentaram  valores diferentes 

de zero para as distâncias interespecíficas com média de 0,260 e 0,190, 

respectivamente. Segundo Jobson et al. (2002) uma possível explicação para esses 

altos valores de distância é a elevada taxa de evolução molecular comumente 

observada para espécies de Utricularia. 

Utricularia é um gênero de plantas carnívoras que juntamente com o gênero 

Genlisea têm sido propostos como plantas modelo pelo fato de possuírem os 

menores genomas dentre as angiospermas (GREILHUBER et al., 2006; 

FLEISCHMAM et al., 2014). A miniaturização do genoma é uma tendência 

compartilhada entre esses dois gêneros e está associada, dentre outros fatores, ao 

baixo conteúdo de GC e altas taxas de substituição de nucleotídeos (GREILHUBER 

et al., 2006; IBARRA-LACLETTE et al., 2013). Uma baixa porcentagem de GC foi 

observada nas sequências dos três marcadores analisados nesse trabalho - 30% em 

trnS-trnG, 36,5% em trnL-trnF e 40,5% em coxI.  

As armadilhas de sução (utrículos) presentes nas espécies de Utricularia 

demandam um alto gasto energético e as taxas respiratórias nessas estruturas são 

muito maiores que em qualquer outro tecido da planta (ADAMEC, 2006). Isso pode 

aumentar as concentrações intracelulares de ROS - espécies reativas ao oxigênio – 

(IBARRA-LACLETTE et al., 2011), que segundo Albert et al. (2010), pode ser a 

causa do aumento nas taxas de substituição de nucleotídeos encontradas em 

Utricularia. Um dos problemas causados pelo acúmulo de ROS nas células são as 

mutações na cadeia de DNA (IBARRA-LACLETTE et al., 2011). O dano mais comum 

é a alteração da base nitrogenada guanina que sofre uma conversão em 8-

Oxoguanina e passa a se parear com a adenina no processo de replicação do DNA 

(KANVAH et al., 2010), podendo ser uma hipótese para explicar as elevadas taxas 

de AT encontradas nas sequências estudadas. 

Estabelecer uma região padrão para “barcoding” em plantas não é um 

processo tão usual como foi a seleção de coxI para animais, no entanto, com o 

volume de dados avaliados, a atual compreensão da estrutura genômica e a taxa de 
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substituição nucleotídica dentre outras caraterísticas do DNA de plantas, a 

probabilidade de encontrar um gene que seja aplicável e funcione tão bem quanto 

coxI para “barcoding’ em animais está cada vez mais próxima (NEWMASTER; 

FAZEKAS; RAGUPATHY, 2006).  

 
6. CONCLUSÕES 

 

O gene coxI apresentou maior número de espécies não resolvidas, apesar de 

ser uma região de fácil amplificação e sequenciamento, é um gene muito 

conservado e por esse motivo, aliado à baixa recuperação de sequências nos 

alinhamentos, não foi considerado um bom “barcode” para Utricularia. 

 O emprego dos espaçadores cloroplastidias trnS-trnG e trnL-trnF resultaram 

em grande número de espécies monofiléticas, apesar da baixa resolução 

intraespecífica na análise “Neighbor-Joining”. Além disso, se avaliadas também 

outras características como a facilidade de amplificação e sucesso do 

sequenciamento, a quantidade de sítios variáveis, o tamanho do alinhamento e a 

resolução de clados baseada na filogenia do gênero, esse dois marcadores podem 

ser considerados como possíveis “barcodes” para Utricularia. 

Não há dúvidas de que as abordagens utilizadas para DNA “Barcoding” de 

plantas serão refinadas futuramente, no entanto o passo chave para isso está no 

consenso sobre o padrão de “loci” que permitam sequenciamento em larga escala. 

Os resultados obtidos nesse trabalho com a utilização das regiões de DNA podem 

ser de grande valia na busca por regiões promissoras em “barcode” de plantas, e 

aliados a outros resultados obtidos com diversas abordagens tanto moleculares 

quanto taxonômicas formarão um banco de dados robusto que ajudará a responder 

questões ecológicas e filogenéticas da família Lentibulariaceae.   
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8. ANEXOS 
 

8.1 Matriz do alinhamento trnS-trnG 

 
 



49 

 

                                                                                                         (continuação) 

 
 



50 

 

                                                                                                       (continuação)

 
 



51 

 

                                                                                                        (continuação)

 
 



52 

 

                                                                                                         (continuação)

 
 



53 

 

                                                                                                         (continuação)

 
 



54 

 

                                                                                                        (continuação)

 
 



55 

 

                                                                                                         (continuação)

 
 



56 

 

                                                                                                        (continuação)

 
 



57 

 

                                                                                                        (continuação)

 
 



58 

 

                                                                                                        (continuação)

 
 



59 

 

                                                                                                        (continuação)

 
 



60 

 

                                                                                                         (continuação)

 
 



61 

 

                                                                                                         (continuação)

 
 



62 

 

                                                                                                         (continuação)

 
 



63 

 

                                                                                                     (continuação)

 
 



64 

 

8.2 Matriz do alinhamento trnL-trnF 
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8.3 Matriz do alinhamento coxI 
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8.4 Matriz de distância trnS-trnG de acordo com o modelo GTR+G+I 
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8.5 Matriz de distância trnL-trnF de acordo com o modelo GTR+G 
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8.6 Matriz de distância coxI de acordo com o modelo GTR+G 
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