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

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

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

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

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



1. INTRODUCAO

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

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

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



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

Utricularia

Pinguicula §

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

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

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



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

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

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

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

substituicdo nucleotidicas encontradas no clado Genlisea-Utricularia (ALBERT



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

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

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

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

um desses tratamentos.

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

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



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

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

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

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

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