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Resumo

A célere perda da biodiversidade exerce marcante impacto global negativo. Sendo que os
estudos de genética de populagdes nos permite tracar planos para conservagao da variabilidade
genética e, consequentemente, a conservagao da biodiversidade. Dentro deste contexto, inimeras
espécies da fauna e flora ainda carecem de estudos populacionais a fim de se avaliar o tamanho das
populacdes, conectividade, diversidade genética, heterozigosidade hibridizacdo e a capacidade de
se adaptarem as mudancas climaticas, e entender os fatores que governam as mudancas genéticas
e, nesse contexto, o género Utricularia ndo é excecdo. Estas espécies de plantas carnivoras
possuem adaptacOes foliares, chamados de utriculos, para a captura, digestdo de presas e
absorcao de seus nutrientes. Além disso, sdo plantas modelo para estudos gendémicos pois
possuem 0s menores genomas entre todas as angiospermas e possuem elevadas taxas de
substituicao nucleotidicas, sendo U. gibba a espécie de menor genoma sequenciado € montado em
alta qualidade. As espécies U. gibba e U. foliosa sao amplamente distribuidas na América do Sul, e
para compreender melhor o estado de conservacao e processos que permitiram a colonizagao delas
em diferentes locais, é importante conhecer a diversidade das populagcdes do Brasil e de paises
vizinhos, como a Coldmbia. Sendo assim, a pesquisa tem como objetivo principal a analise
filogenética e filogeografica a partir de dados de sequenciamento de nova geragédo
(Genotype-by-Sequencing - GBS) em populacdes de U. gibba e U. foliosa. As analises indicam que
U. foliosa e U. gibba enfrentam desafios significativos de isolamento genético e perda de habitat. As
populacdes amazbnicas estdo em melhor estado de conservacdo devido a alta conectividade
genética. Contudo, as populacdes do Sudeste, Centro-Oeste e da Colémbia sdo mais vulneraveis,
necessitando de medidas especificas como a criacdo de areas protegidas, restauracdao de habitats
degradados e mitigacado de impactos antropogénicos para garantir sua sobrevivéncia a longo prazo.



Introducao

Brasil e Colémbia abrigam uma diversidade de espécies tdo grande que fazem parte dos
paises megadiversos do planeta, e essa riqueza esta representada em inUmeros ecossistemas e
formas de vida (Myers et al. 2000; Hrdina and Romportl 2017). No entanto, é alarmante que no
ultimo relatério do WWF seja reportado que na América Central e do Sul houve uma perda de 80%
das espécies (WWF World Wide Fund for Nature 2018). Atividades humanas como agricultura,
pecuaria e crescimento urbano tém reduzido ecossistemas, fragmentando-os, isolando populacdes
de espécies selvagens, expondo-as a extingdo e comprometendo os servicos ecossistémicos
(Frankham 2005; Aguilar et al. 2008). E por isso que politicas publicas nacionais como o Pacto pela
Sustentabilidade do Plano Nacional de Desenvolvimento 2018-2022, alinhado aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), buscam proteger esses sistemas naturais (Gobierno de
Colombia; DNP 2018).

A familia Lentibulariaceae ¢ um grupo de plantas carnivoras muito bem representadas
nesses paises, considerando que o Brasil € um centro de diversidade da familia (Taylor 1991;
McPherson 2010), entretanto, o conhecimento sobre o estado de conservacao dessas espécies é
escasso. Além disso, estudos sobre a diversidade de espécies que sdo encontradas na Coldbmbia
séo pifios. As Lentibulariaceae fazem parte da ordem Lamiales, do clado Asterideas (APG IV, 2016),
uma ordem relativamente jovem (originada ha cerca de 95 milhdes de anos) que possui o maior
numero de espécies carnivoras conhecidas, e cujas linhagens evoluiram a partir de ancestrais com
folhas adesivas (McPherson 2010; Schéaferhoff et al. 2010; Refulio-Rodriguez and Olmstead 2014). A
familia Lentibulariaceae é composta por aproximadamente 370 espécies agrupadas em trés
géneros: Pinguicula, Genlisea e Utricularia, cujos mecanismos de captura de presas sao diferentes
para cada género (Juniper et al. 1988; Fleischmann 2012a; Fleischmann et al. 2015; Ellison and
Adamec 2018).

As espécies de Utricularia e Genlisea tém sido foco de varios estudos relacionados tanto ao
seu habito carnivoro, quanto aos seus atributos relacionados ao genoma e evolucdo do DNA. O
clado Utricularia-Genlisea apresenta as espécies que com as maiores taxas de substituicdo de
nucleotideos em todas as angiospermas, sendo esta caracteristica possivelmente relacionada a alta
diversificagdo e adaptagdo aos diversos ambientes onde as espécies ocorrem, principalmente de
Utricularia (Jobson et al. 2004; Mdller et al. 2004; Cieslak et al. 2005; Albert et al. 2010). Varias
espécies de Utricularia e Genlisea tém genomas minimos, alguns com 0s menores genomas
conhecidos para plantas (Ibarra-Laclette et al. 2013; Fleischmann et al. 2014; Veleba et al. 2014).

A secao Utricularia (Utricularia sect. Utricularia) é a segunda segdo mais rica do género
Utricularia com aproximadamente 40 espécies (Taylor 1989; Fleischmann 2012b; Adamec 2020)
distribuidas em todo o mundo, com espécies nas regides articas e temperadas do Hemisfério Norte,
mas que possui mais espécies distribuidas na regido tropical (Thor 1988; Taylor 1989). Apesar da
alta diversidade morfolégica encontrada nas espécies da secdo, a maioria delas compartilha
caracteristicas como a forma oval dos utriculos (as armadilhas foliares) com dois apéndices simples
ou ramificados (Taylor 1989; Reifenrath et al. 2006), flores de corola amarela (as vezes brancas,
lilases ou roxas) (Ptachno et al., 2018; Taylor 1989), pdlen colporado 10-22 e sementes aladas ou
com projegdes multicelulares (Taylor 1989; Lobreau-Callen et al. 1999; Beretta et al. 2014). A
identificacdo baseada em o6rgaos vegetativos € imprecisa para algumas espécies, principalmente
para espécies europeias (Astuti and Peruzzi 2018a; Adamec 2020; Astuti et al. 2020). A maioria das
espécies tem folhas (as vezes interpretadas como filocladios) divididas em segmentos capilares com
dentes terminais (Taylor 1989; Astuti and Peruzzi 2018a) e algumas apresentam ramos dimérficos
constituidos por ramos clorofilados, com funcao fotossintetizante, e ramos com fungao carnivora,
portadora das armadilhas (utriculos) (Taylor 1989; Adamec 2007). Certas espécies tém flutuadores
radiais espiralados na base das inflorescéncias que os mantém florescendo acima da superficie da
agua (Taylor 1989). Questbes basicas sobre a anatomia desses 6rgédos (Deva 1953; Rutishauser
1993), bem como se sdo homdlogos ou homoplasticos, resultado de multiplas origens filogenéticas,
ainda sdo desconhecidas. As espécies perenes de climas temperados e polares produzem
hibernaculos formados pela condensacéao das folhas modificadas nos apices caulinares (Ptachno et
al. 2014; Adamec 2018; Adamec et al. 2020), sendo sinapomorfia para a secdo Utricularia (Ptachno
et al. 2020). Essas estruturas resistem ao congelamento de corpos d'agua no inverno,



regenerando-se em novas plantas durante a primavera (Adamec 2011a, 2018; Adamec and
KuCerova 2013). Assim, eles desempenham um papel importante para a colonizacdo e
estabelecimento de novas populacdes (Grace 1993; Les and Philbrick 1993).E entre as espécies da
secdo, as mais amplamente distribuidas no Brasil e na Coldmbia sdo as espécies objeto deste
estudo: Utricularia gibba e U. foliosa.

Figura 1. A. Flores de Utricularia gibba. B. Habito de U. foliosa

Utricularia gibba (Fig. 1A) € uma espécie de distribuicdo cosmopolita, caracterizada por seu
pequeno tamanho, flores amarelas, estoldes capilariformes e frutos secos. Tém despertado grande
interesse da comunidade cientifica por ser a espécie de menor genoma sequenciado entre todas as
angiospermas (~100 Mpb; Ibarra-Laclette et al., 2013; Lan et al., 2017). Ja U. foliosa (Fig. 1B), que
ocorre somente na regido neotropical e afrotropical, € uma espécie caracterizada por flores
amarelas, estoldes achatados robustos, que podem atingir metros de comprimento, e frutos
bacaceos deiscentes.

Ambas as espécies colonizam corpos de aguas rasas a profundas em lagos, rios e planicies
alagaveis. Além disso, U. gibba também pode ser encontrada sob o solo, em esfagno umido. Além
da reproducdo sexuada, se propagam por reproducdo clonal, que favorece a dispersdo e
sobrevivéncia dessas espécies em ambientes estressantes, de variacdo hidrica sazonal. Devido a
ampla distribuicdo latitudinal e altitudinal dessas espécies, a morfologia varia em caracteres como
tamanho do habito, tamanho da corola, comprimento da inflorescéncia, entre outros. Em trabalhos
anteriores a monografia de Taylor (1989), varias dessas diferencas morfoldgicas sutis levaram a
confusdo e separagbes de espécimes, que motivou descricdes de novas espécies, atualmente
sinonimizadas em U. gibba (Taylor 1989).

Assim, a quantidade de evidéncias que indica as complexas relagcées entre as espécies de
Utricularia e também as lacunas no conhecimento sobre sua histéria evolutiva exigem o uso de
marcadores moleculares mais polimérficos, e efetivos para andlise em nivel populacional, como
Genotyping-by-Sequencing, com abordagens e propostas analiticas atualizadas para que se possa
reconstruir uma hipétese filogenética robusta que permita compreender as relagdes entre as
populacdes e o estado de conservagao das espécies.



Objetivos

Objetivo geral
Estudar a histdria evolutiva, biogeografica e estado de conservagédo de espécies de Utricularia
gibba e Utricularia foliosa em populagcdes do Brasil e da Colémbia.

Objetivos especificos
(1) Estimar a diversidade genética de espécies Utricularia foliosa e U. gibba do Brasil € da
Colémbia.

(2) Prospectar marcadores genéticos (SNPs) dos diferentes compartimentos gendmicos de
espécies da secao Utricularia, das espécies neotropicais Utricularia foliosa e U. gibba.

(3) Determinar as relagdes evolutivas e filogenéticas entre as populacdes e espécies brasileiras,
colombianas da secéo Utricularia.

(4) Buscar polimorfismos nas espécies brasileiras e colombianas, assim como verificar se ha
alguma congruéncia com as relagdes filogendmicas e geograficas (estrutura genética e
conectividade entre as populagdes de cada pais).

Material e Métodos

Coleta do material vegetal e armazenamento das amostras

Foram coletados espécimes de populagdes de Utricularia gibba e U. foliosa do Brasil, nos
Estados de Sdo Paulo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goids e Amazoénia. Os
espécimes da Coldbmbia foram coletados nas regides dos departamentos de Meta, Cundinamarca,
Santander, Antioquia e Atlantico pela equipe do proprio pais, que foi organizada pela Profa. Dra. Yani
Aranguren. De cada uma das localidades foram coletados pelo menos 10 individuos de cada
populagdo amostrada. Foram coletados flores, eixos florais, folhas e/ou estolées de cada individuo
em silica gel, alcool 70% e material para as exsicatas que foram depositadas no herbario da
Universidad del Atlantico (DUGAND) e Herbario JABU (Unesp/FCAV, Sao Paulo, Brasil) JABU
(UNESP). Todas as coletas foram realizadas com autorizacao legal dos 6rgaos competentes (SISBIO
para as populagdes no Brasil autorizagcdes n.48516 e 74307).

Extracdo de DNA

Extracdoes de DNA foram feitas usando o kit DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, EUA) a partir de
25-30 mg de tecido desidratado, e a quantidade e a qualidade do DNA foram avaliadas por
eletroforese em gel de agarose (1,5%), espectrofotometricamente em Nanodrop (razdo 1,7-1,8 na
relacdo absorbancia 260/280 nm) e fluorometricamente em Qubit (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA).

Preparacao das bibliotecas NGS e sequenciamento

As bibliotecas GBS foram preparadas a partir de, no minimo, 300ug de DNA gendmico.
Resumidamente, porém descrito com maiores detalhes na secdo “Resultados e Discussoes”,
primeiramente, foi feita uma etapa de otimizacdo da construcao das bibliotecas GBS a partir do
protocolo. Para isso foram utilizadas amostras de Utricularia gibba com grandes quantidades de
DNA e de alta qualidade para a realizacdo do teste de digestdo por enzima de restricdo, sendo que a
enzima escolhida para a digestao fora a Pst/ (enzima de restricdo proveniente da espécie Providencia
stuartii; sitio de reconhecimento CTGCA/G). A partir dos resultados, constatou-se que a enzima
empregada era eficiente na digestdo do DNA das amostras, sendo assim, essa mesma enzima foi e
serd empregada para a digestdo das amostras aplicadas ao estudo. Cada amostra recebeu
adaptadores projetados com barcodes aleatérios de 4-8 bp na extremidade 5' (para multiplexacéo) e
um adaptador comum com extremidades adesivas complementares ao local de restricdo na



extremidade 3'. Os adaptadores foram ligados ao DNA digerido usando ligase T4 e os fragmentos
ligados foram purificados com beads magnéticos (Agencourt AMPure XP — BECKMAN COULTER).
Apo6s a purificacao, a qualidade das bibliotecas foi avaliada com o Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). Por fim, antes do sequenciamento, a biblioteca foi quantificada por
meio de uma PCR em tempo real com o KAPA Biosystems Quantification Kit (lllumina), diluida para
10 nM, novamente quantificada por meio de uma PCR em tempo real com o KAPA Biosystems
Quantification Kit, e entdo sequenciada em uma flow cell do equipamento NextSeq 2000 lllumina
com o Kit P2V2 (100 ciclos - Single Read) na facility no Brasil (EcoMol) e produziu cerca de 2 milhdes
de leituras por amostra.

Analise bioinformatica: Identificacao de SNPs

Para realizar as analises computacionais descritas abaixo foram utilizados servidores do
Laboratério de Bioinformatica (LB) e do Laboratério de Genémica e Bioinformatica (LGB), localizados
na mesma instituicdo sede, cujos responsaveis sdo os professores associados Dr. Daniel Guariz
Pinheiro e Dr. Alessandro de Mello Varani, respectivamente.

As sequéncias obtidas (reads) foram avaliadas por qualidade usando o programa FastQC
(Andrews 2015). A partir do pipeline ipyrad v.0.9.84 foi possivel realizar o demultiplex (parametros:
max_barcode_mismatch=0, que ndo permitem mismatch) das amostras com o emprego da lista de
barcodes, permitindo que as reads correspondentes de cada amostra fossem separadas de acordo.
Também fora feito corte (trimagem) por qualidade e tamanho (parametros: max_low_qual_bases=>5;
phred_Qscore_offset=33; filter_adapters=2; filter_min_trim_len=35). As analises foram realizadas com
abordagem de novo (pardmetro de clusterizacdo que corresponde a 85% de similaridade:
clust_threshold=0,85), e para os dados de U. foliosa e U. gibba, fora também feito com referéncia, ou
seja, a partir do mapeamento das sequéncias nos seus genomas. Para a abordagem com referéncia
utilizamos dados de genome skimming produzidos no projeto FAPESP n.18/02285-6 da espécie
Utricularia foliosa e os genomas completos publicados de U. gibba que foram produzidos por
sequenciamento de reads curtos e reads longos (Lan et al.,, 2017) e estes foram comparados.
Também foi levado em conta testes com diferentes quantidades de missing data apés a montagem
dos clusters dos loci a fim de permitir encontrar uma maior acuracia dos resultados.

Avaliacao da diversidade genética e caracterizagcao genotipica

A diversidade genética foi avaliada por meio do calculo de resumos estatisticos por
populacdo selecionando os loci presentes em mais de 50% dos individuos a fim de reduzir a
probabilidade de encontrar artefatos, ou SNPs nao informativos (Catchen et al. 2013) a partir de
script in house python. A andlise multivariada de PCA e a andlise de agrupamento foram realizadas
com os pacotes pandas e ipyrad a partir de programa in house utilizando frequéncias alélicas para
realizar a caracterizagdo e comparagao genotipica das populagdes.

Determinacao da estrutura genética

A estrutura genética foi determinada usando o programa STRUCTURE versdo 2.3.4 com
5.000 de burn-in, 50.000 réplicas MCMC (Markov Chain Monte Carlo) usando o modelo de
ancestralidade Admixture, com 3 réplicas para cada k. A amplitude testada para K foi determinada
de 2 a 5 para Utricularia foliosa e de 2 a 15 para U. gibba. E o K 6timo foi calculado pelo método de
Evanno (Evanno method; Evanno et al., 2005).

Analises filogenémicas a partir de dados GBS

A partir de matrizes de sequéncias geradas pelo programa ipyrad, foram geradas arvores
filogenéticas a partir do critério de maxima verossimilhanca a partir do software IQ-TREE 2 (Minh et
al. 2020), para isso foram calculados os modelos de cada conjunto de sequéncias a partir do
software ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) e o modelo best-of-fit foi designado a partir do
critério de BIC (Bayesian Information Criteria). Os valores de suporte de clados foram avaliados a
partir de Ultrafastbootstrap (UF; Hoang et al., 2018) com 1000 réplicas, implementado no programa
IQ-TREE 2. Os valores considerados como “alto e baixo suporte de UF” estdo de acordo com as



recomendacdes do desenvolvedor (ver em http://www.igtree.or: Fr ntly-Ask
Estas arvores foram visualizadas e editadas no programa online iTOL (https://itol.embl.de/).

Resultados

Genotipagem por sequenciamento

A partir das do pipeline ipyrad, foi possivel obter 10.397 loci compartilhados entre as
amostras de U. foliosa e 17.875 loci para U. gibba, resultando em uma matriz de 9.294 SNPs
(17,77% de dados faltantes) e uma supermatriz de 312.088 nucleotideos (23,23% de dados
faltantes) para U. foliosa e 17.875 loci, 5.467 SNPs (19,50% de dados faltantes) e uma matriz de
sequéncias de 135.022 (26,07 % de dados faltantes), para U. gibba respectivamente.

Dataset 1: Todas as populacoes de U. foliosa

A partir da matriz de sequéncia foi possivel reconstruir a histéria evolutiva das populagdes
analisadas. A analise da matriz indicou que o melhor modelo evolutivo, dada a matriz, fora TVM + F
+ | + G4 de acordo com o critério de BIC. Os resultados da arvore (Figura 2) indicam que as
populacdes de Utricularia foliosa se agrupam de acordo com a localizagdo geografica. Sendo que as
espécies da Coldmbia (representadas por “CO”), estdo mais relacionadas entre si em comparacao
com as populagcdes do Brasil (representadas por “BR”). Por sua vez, a arvore também indica
proximidade entre as populacbées da CO e as populagdes da Amazdnia, principalmente as
provenientes de Manaus € Manacapuru. Ademais, a arvore também indica proximidade filogenética
entre as populagdes de Mogi das Cruzes.
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Figura 2. Arvore de ML de todas as amostras de Utricularia foliosa sequenciadas para o projeto. As
cores dos clados denotam as diferentes regides geograficas empregadas neste estudo. Os valores
nos ramos indicam o suporte de Ultrafast Bootstrap.
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Quando analisada a estrutura genémica de Utricularia foliosa, € possivel observar que os
melhores valores de K, avaliadas pelo método Evanno (Figura 3A), indicam que ha estruturagéo
genética uniforme nas populagdes do Brasil provenientes de Sdo Paulo e Minas Gerais, e nas
populagbes do Amazonas (Figura 3C). Para a Coldmbia também ha estrutura genética para todas as
populacdes. Porém, para a andlise de K = 3, indica que existem contribuicbes genéticas de mais de
uma populacdo ancestral nas populagbes do Rio de Janeiro e para K= 14, para a populacédo de
Botujuru de Mogi das Cruzes. Também foi possivel observar estruturagcdo genética entre as
populagbes do Amazonas com as da Colédmbia, exceto para a populagdo de Barcelos que indica
isolamento geografico (BA_AM).
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Figura 3. A. Valores de likelihood do método AK para as populacdes de U. foliosa. B. Andlise de
componentes principais indicando a dispersao entre amostras nos dois primeiros componentes. C.
Estrutura das populacdes de U. foliosa. As siglas correspondem as localizagdes geograficas
presentes em Material Suplementar 1 (vide final do documento).

O PCA (Figura 3B) também indica resultados semelhantes. O PC1 vs. PC2 distinguem a
mesma estrutura encontrada nos resultados do STRUCTURE para K= 3. As populagdes de Sao
Paulo e Minas Gerais continuam claramente separadas das do Amazonas e Rio de Janeiro. Ja as
populacdes da Colébmbia se sobrepdem com as populacdes de Manaus e Manacapuru, enquanto as
do Rio de Janeiro e Barcelos estéo isoladas.



Dataset 2: Todas as populacoes de U. gibba

A matriz de sequéncias de U. gibba indica que o melhor modelo evolutivo dado os dados é
o TVM + F + | de acordo com o critério de BIC. Os resultados da arvore filogenética mostram, no
geral, agrupamentos dos individuos de acordo com sua localizagdo geogréafica. Sendo que, para o
Brasil, as populagdes do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul formam um clado irmao, exceto para
as populacdes de Sonora (MS), que formam clado irmdo com a populacédo de Goias. Também, as
populacdes de Manacapuru e Manaus formam um clado irmédo, ambos do estado do Amazonas.
Interessantemente, as populagdes de Mogi das Cruzes (SP) e Macaé (RJ) formam grupos irméos,
indicando que ambos compartilharam ancestral comum em sua histéria evolutiva. Os demais clados
formam grupos isolados. Ja para as populagcdes da Coldémbia, houve agrupamento das populacdes
de Antioquia + Cundinamarca, e Santander + Atlantico. Entre ambos os paises houve o
agrupamento da populagdo de Villavicencio (Meta) e as populacdes do Amazonas do Brasil,
sugerindo ancestralidade comum. As demais populagdes formam clados isolados na arvore de ML.

Populations from Brazil Pog i from Colombi
7] Moagi das Cruzes - APA (SP) | vilavicencio (Meta)

:I Mogi das Cruzes - Ceramica (SP) § . El Rosal (Cundimarca)
|| Poconé - Barrinha (MT) B ubague (Cundimarca)

B sales (sP) || sabana de Torres (Santander)
[] Planalto (5P) I Barrancabermeja (Santander)
I Macae (R) [ Puerto Wilchez (Santander)

r‘ Serra da Canastra (MG) . Guarne (Antioguia)

[] carrancas (MG) B Rio Negro (Antioquia)
| | Aparecida do Taboado (MS) By . Santo Tomas (Atlantico)
. Aguidauana (M5)

U Sonora (MS)

[] Nova Andradina (MS)
|| Poconé - Pixaim (MT)
[ ] chapada do Céu (GO)
|| eiritiba Mirim (SP)
B Manaus (AM)

. Manacapuru (AM)

Figura 4. Arvore de ML de todas as amostras de Utricularia gibba sequenciadas para o projeto. As
cores dos clados denotam as diferentes regides geograficas empregadas neste estudo. Os valores
nos ramos indicam o suporte de Ultrafast Bootstrap.
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Figura 5. A. Valores de likelihood do método AK para as populagdes de U. foliosa. B. Andlise de
componentes principais indicando a dispersao entre amostras nos dois primeiros componentes. C.
Estrutura das populacdes de U. gibba. Siglas correspondem as localizagcbes geograficas presentes
em Material Suplementar 1 (vide final do documento)

Ao analisar a estrutura das populacgdes de Utricularia gibba, o método Evanno sugere que ha
5 (grafico de barras da Fig. 5 acima) ou 7 populacdes (grafico de barras da Fig. 5 abaixo). A analise
do STRUCTURE com K = 5 indica que as populagoes de Biritiba Mirim, Sales e Planalto, todas de
Sao Paulo, formam estrutura com as populagdes de Minas Gerais, Goias e as populacdes de Sonora
e Nova Andradina do Mato Grosso do Sul. Também, que as populacdes de Aparecida do Taboado e
Aquidauana, ambas do Mato Grosso do Sul, do Mato Grosso e do Amazonas também estédo
estruturadas. Ja as populacdes de Mogi das Cruzes compartilham material genético com outras trés
populacbes e a populagdo de Pixaim em Poconé (PI_POC_MT), com pelo menos duas. As
populagbes da Coldmbia também estdo, no geral, estruturadas em Cundinamarca + Antioquia,
Atlantico, Meta + a populacdo de El Rosal em Cundinamarca. Sendo que as populagcdes de
Santander compartilham loci com as de Meta e El Rosal em Cundinamarca. Interessantemente, as
populacdes também compartilham loci entre as populagcées de Amazonas, Mato Grosso do Sul e
Mato Grosso.

J&, quando o K= 7 é possivel verificar eventos semelhantes, exceto nas populagdes de Mogi
das Cruzes que nado apresentam contribuigées genéticas diversas como em K=5.

O PCA indica resultados semelhantes ao da estrutura genética das populacdes (Figura 5B).
No Brasil, as populagcées de Mogi das Cruzes (SP) e Rio de Janeiro encontram-se sobrepostas,
portanto possuem uma relagdo préxima, enquanto a populacéo de Poconé de Pixaim também forma
um grupo isolado. As populagdes da Coldmbia indicam um isolamento das populagdes do Atlantico



e as populacdes de Santander, ja as demais estdo sobrepostas com populagdes do Brasil do
Amazonas.

Os trabalhos com genética de populagdes de Utricularia sao pifios, na literatura vigente
somente ha trabalhos com avaliagdo de microssatélites (Clivati et al., 2012), AFLP (Kameyama et al.,
2005; Kameyama & Ohara, 2006a; 2006b) e aloenzimas (Chung et al., 2017). Sendo este o primeiro
trabalho que analisa a estrutura genética de populagdes de Utricularia a partir da genotipagem em
populacdes do Brasil e Coldmbia.

A andlise combinada das arvores filogenéticas e da estrutura genética das populacdes de
Utricularia foliosa e Utricularia gibba revela padrdes complexos de diversidade e conectividade
genética influenciados por fatores geograficos, hidrograficos e pelos sistemas reprodutivos dessas
espécies aquaticas. Sendo que, de acordo com os dados foi observado, no geral, baixa diversidade
genética dentro das populagdes, como ja visto em outros trabalhos para a espécie U. vulgaris
(Kameyama & Ohara, 2006a), e alta diversidade genética entre a maioria das populagdes dos
estados do Brasil e departamentos da Colémbia.

A filogenia das populacdes de Utricularia foliosa mostra que as populagdes brasileiras de
Mogi das Cruzes (APA, Ceramica, Botujuru), Ubarana, Campos Gerais e Macaé formam clados
geneticamente coesos. Isso sugere que essas populacdes estdo isoladas geneticamente,
possivelmente devido a reproducé@o clonal e a limitada dispersdo de sementes ou propagulos.
Apesar da populacdo de Barcelos indicar que esta geneticamente isolada, as populacdes
amazénicas (Manaus, Manacapuru) exibem maior conectividade genética indicando que os rios da
bacia amazénica atuam como corredores de dispersao, facilitando a troca genética entre essas
populacdes. As populagdes colombianas de Sabanagrande e Inirida sdo geneticamente distintas,
refletindo barreiras geograficas que limitam o fluxo génico com as populagdes brasileiras.

Para Utricularia gibba, a filogenia revela uma diversidade genética significativa entre as
populacdes brasileiras de Mogi das Cruzes (APA, Ceramica), Planalto, Serra da Canastra,
Aquidauana, Poconé e outras localidades. A alta diversidade genética dentro dessas populagdes
sugere uma predominancia de reproducdo sexual, promovendo variabilidade genética. As
populagbes amazobnicas (Manaus, Manacapuru) mostram maior conectividade genética, reforgando
a importancia dos rios como vias de dispersao. As populagcdes colombianas (Villavicencio, El Rosal,
Ubaque) formam clados geneticamente distintos, indicando que barreiras naturais limitam o fluxo
génico entre as populacdes brasileiras e colombianas.

A estrutura genética das populagdes de Utricularia foliosa e Utricularia gibba foi analisada
para diferentes valores de K e PCA, que indica conectividade e isolamento genético.

Para U. foliosa, os resultados de K=3, K=12 e K=14 mostram a seguinte estrutura: - K=3: As
populacdes sdo agrupadas em trés grandes grupos. As populacdes de Sao Paulo (APA, Botujuru,
Ceramica, Ubarana), Minas Gerais (Campos Gerais) e Rio de Janeiro (Macaé) formam um clado
coeso, enquanto as populacdbes amazodnicas (Manaus, Manacapuru, Barcelos) formam outro
juntamente com as populacdes colombianas (Sabanagrande e Inirida), € a populagcdo do Amazonas
da cidade de Barcelos constituem um terceiro agrupamento, refletindo a separagdao geografica e
barreiras hidrograficas; - K=12: A estrutura genética mostra maior complexidade, revelando
diversidade intra-populacional. Populagcbes de Mogi das Cruzes e Ubarana sdo subdivididas,
refletindo variacdo genética dentro dessas localidades. Populagdes de Campos Gerais e Macaé sdo
também geneticamente coesas, enquanto populacdes amazbnicas e colombianas mostram uma
conectividade maior. As populacdes de Barcelos continuam geneticamente distintas.; - K=14: A
analise revela uma resolucao ainda maior. As populagdes de Sao Paulo, Minas Gerais e da Amazénia
sdo diferenciadas com precisdo, mostrando micro-habitats e variacdo genética detalhada. As
populacdes colombianas continuam junto com as da Amazdbnia e Rio de Janeiro, e Barcelos
geneticamente isoladas, destacando barreiras geogréficas significativas.

A populacao da Colémbia, Sabanagrande e Inirida, localizada ao longo do rio Magdalena, e
rio Inirida, respectivamente, pode ser influenciada pela conectividade hidrografica local, mas ainda
permanece influenciada pelas populagcdes amazdnicas brasileiras. Esse isolamento geografico reflete
a troca genética entre essas populacdes e a potencial conectividade proporcionada pelo rio.

Para U. gibba, os resultados de K=5 e K=7 mostram a seguinte estrutura: - K=5: Revela
cinco grandes grupos genéticos. As populagdes de Mogi das Cruzes - SP (APA, Ceramica), Rio de



Janeiro (Macaé) formam grupos coesos. Ja as populacdes de Sao Paulo (Planalto, Salto), Minas
Gerais (Serra da Canastra), Goias e do Mato Grosso do Sul (Sonora e Nova Andradina) formam um
segundo agrupamento. As populacdes do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (Aparecida do
Taboado, Aquidauana, Poconé) mostram uma conectividade genética significativa com populacdes
amazodnicas (Manaus, Manacapuru), enquanto as populagdes colombianas (Villavicencio, El Rosal,
Ubaque) sdo geneticamente separadas; - K=7: Mostra uma resolucdo ainda maior, contudo com
estrutura semelhante ao resultado para K=5.

As populacbdes colombianas de Utricularia gibba, representadas por localidades como
Villavicencio, El Rosal, Ubaque, Sabana de Torres, Barrancabermeja, Rio Negro e outras, exibem
uma diversidade genética significativa, refletindo a variagdo ambiental e as barreiras naturais que
influenciam essas regioes. A regidao de Villavicencio (Meta) é caracterizada por humedais e outros
corpos d'agua, que promovem uma alta diversidade genética dentro da populagdo local. As
populacdes de El Rosal e Ubaque (Cundinamarca) sdo geneticamente distintas, provavelmente
devido as barreiras geogréficas, como montanhas, que limitam o fluxo génico entre essas
localidades.

Nas regides de Sabana de Torres e Barrancabermeja (Santander), as popula¢gdes mostram
subestruturas genéticas detalhadas, refletindo a influéncia dos corpos d'agua locais e a separagéo
geografica que molda a diversidade genética. Da mesma forma, as populagdes de Rio Negro e
Guarne (Antioquia) sdo geneticamente distintas, destacando a influéncia de barreiras geogréaficas
significativas e a variabilidade ambiental. Essas barreiras naturais e a variabilidade dos habitats
contribuem para a manutencdo das diferencas genéticas observadas entre essas populagdes
colombianas de Utricularia gibba.

Conclusoes

Com os dados obtidos foi possivel estimar a diversidade genética das espécies Utricularia
foliosa e U. gibba do Brasil e Coldmbia, prospectar marcadores genéticos de diferentes espécies,
determinar as relagcbes evolutivas e filogenéticas entre as populagcbes e espécies brasileira e
colombianas e encontramos polimorfismos que indicam conectividade entre as populacbes da
Amazonia brasileira com populagdes da Colémbia.

A analise integrada das arvores filogenéticas e da estrutura genética das populagdes de
Utricularia foliosa e Utricularia gibba revela uma complexa rede de conectividade e isolamento
genético influenciada por fatores geograficos e hidrogréaficos. O sistema reprodutivo misto e clonal
das espécies contribui para a estrutura genética observada, com baixa diversidade genotipica
dentro das populagdes, destacando a importancia da dispersao aquatica e das barreiras geograficas
na manutencdo da variabilidade genética entre as populacdes. A conectividade hidrografica na
Amazébnia facilita a troca genética, enquanto barreiras geograficas isolam populagbes em outras
regides. Ja, as populagdes colombianas, em particular, mostram uma alta diversidade genética e
sdo significativamente diferenciadas das populagdes brasileiras, refletindo a influéncia de barreiras
naturais e variacdo ambiental. Esses resultados s&o cruciais para a conservacdo e manejo dessas
espécies, e indicam observacfes sobre os padrdes de dispersdo e a diversidade genética
necessarias para estratégias de conservacao eficazes.

As andlises sugerem que ambas as espécies, Utricularia foliosa e Utricularia gibba,
enfrentam desafios significativos relacionados ao isolamento genético e a perda de habitat. As
populagbes amazobnicas de ambas as espécies parecem estar em um estado de conservagéo
relativamente melhor devido a alta conectividade genética. No entanto, as populagdes do Sudeste,
Centro-Oeste e as colombianas sdo mais vulneraveis e podem necessitar de medidas de
conservagcao especificas para proteger e restaurar seus habitats e promover a conectividade
genética. Medidas como a criagdo de areas protegidas, a restauracédo de habitats degradados e a
mitigacdo de impactos antropogénicos sao cruciais para garantir a sobrevivéncia a longo prazo
dessas plantas aquaticas.
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