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BIOLOGIA REPRODUTIVA EM LENTIBULARIACEAE RICH.

RESUMO - Lentibulariaceae ¢ uma familia de plantas carnivoras diversa por apresentar alto
namero de espécies com ampla distribuicdo e diferentes padrdes morfdlogicos. Alem disso, séo
encontradas peculiaridades morfoldgicas (adaptacdo a diferentes ambientes) e genémicas
(reducdo de genomas) de forma que algumas espécies tém sido propostas como organismos-
modelos. No entanto, trabalhos em biologia reprodutiva e ecologia da polinizacéo séo escassos,
0s quais podem ser importantes para maior entendimento e subsidios para a preservacdo das
espécies na familia. Buscamos entender qual o estado da arte em biologia reprodutiva de
Lentibulariaceae, por meio de uma revisdo sistematica abrangente e analise critica. Além de
apontar caracteristicas florais que possam interferir no sistema reprodutivo, mostramos como
atributos florais e o sistema reprodutivo evoluiram na familia por meio de uma filogenia
existente para o grupo. Por fim, apontamos lacunas metodoldgicas e expomos direcdes futuras
a trabalhos de biologia reprodutiva na familia. Também avaliamos empiricamente, quais
caracteristicas florais sdo importantes para o sucesso reprodutivo de Utricularia damazioi e de
que forma esta espécie anual se mantém em ambientes isolados (campos rupestres, Cerrado).
Consideramos o espaco entre o labio inferior da corola e os 6rgéos reprodutivos importantes ao
encaixe planta-polinizador e consequente sucesso da polinizacdo. Além desta caracteristica, a
reflectancia floral parece ser promissora na predicdo de polinizadores. Devido ao seu tamanho
e comportamento, abelhas de tamanho médio (~ 10 mm de comprimento) sdo polinizadores
eficazes de Utricularia damazioi. Nesta espécie, quando a polinizacao cruzada ndo ocorre, a
autopolinizacdo espontanea tardia pode ocorrer. Assim, U. damazioi conta com a producao de
sementes por autofecundacdo na auséncia de vetores de polinizacdo e a diversidade genética
aumenta em sua presenga, mantendo caracteristicas florais atraentes. Essa flexibilidade
representa uma maior possibilidade de manter populacgdes isoladas. Devido a especificidade dos
microambientes onde ocorrem espécies de Lentibulariaceae, perturbacfes antropicas e
ambientais, como aridez sazonal, sdo capazes de destruir populagdes, assim como diminuir a
ocorréncia de polinizadores adequados. Desta forma, as adaptac¢6es do sistema reprodutivo que
promovem a autogamia, sdo derivadas na familia e podem ter evoluido como respostas a
perturbacdes ambientais e além de ser uma estratégia reprodutiva que mantém a ocorréncia de
populagdes anuais nestes microambientes.

Palavras-chave: acoplamento flor-polinizador, autofecundacéo tardia, hercogamia, plantas
carnivoras, polinizadores, reflectancia floral, revisdo sistematica.



REPRODUCTIVE BIOLOGY IN LENTIBULARIACEAE RICH.

ABSTRACT - Lentibulariaceae is a family of carnivorous plants that is diverse because it has
a high number of species with a wide distribution and different morphological patterns.
Furthermore, morphological (adaptation to different environments) and genomic (reduction of
genomes) peculiarities are found, so some species have been proposed as model organisms.
However, studies on reproductive biology and pollination ecology are scarce, which may be
important for greater understanding and subsidies for the preservation of species in the family.
Through a comprehensive systematic review and critical analysis, we seek to understand the
state of the art in Lentibulariaceae reproductive biology. In addition to pointing out floral
characteristics that may interfere with the reproductive system, we show how floral attributes
and the reproductive system evolved in the family through an existing phylogeny for the group.
Finally, we point out methodological gaps and expose future directions for work on
reproductive biology in the family. We also empirically evaluated which floral characteristics
are important for the reproductive success of Utricularia damazioi and how this annual species
maintains itself in isolated environments (campos rupestres, Cerrado). We consider the space
between the lower lip of the corolla and the reproductive organs to be important for the plant-
pollinator fit and consequent pollination success. In addition to this feature, floral reflectance
seems to be promising in predicting pollinators. Due to their size and behavior, medium-sized
bees (~10mm length) are effective pollinators of Utricularia damazioi. When cross-pollination
does not occur in this species, late spontaneous self-pollination can occur. Thus, U. damazioi
relies on seed production by self-fertilization in the absence of pollination vectors, and genetic
diversity increases in their presence, maintaining attractive floral characteristics. This flexibility
represents a greater possibility of keeping isolated populations. Due to the specificity of the
microenvironments where Lentibulariaceae species occur, anthropic and environmental
disturbances, such as seasonal aridity, can destroy populations and reduce the occurrence of
suitable pollinators. In this way, the adaptations of the reproductive system that promote
autogamy, are derived in the family and may have evolved as responses to environmental
disturbances in addition to being a reproductive strategy that maintains the occurrence of annual
populations in these microenvironments.

Keywords: carnivorous plants, delayed selfing, floral reflectance, flower-pollinator coupling,
herkogamy, pollinators, systematic review.



INTRODUCAO GERAL
1. A familia Lentibulariaceae Rich.

Lentibulariaceae (Lamiales) é uma familia de plantas carnivoras herbaceas, anuais ou
perenes que crescem em solos oligotréficos, Umidos e com alta luminosidade
(FLEISCHMANN; ROCCIA, 2018; JUNIPER et al., 1989; MCPHERSON, 2010). Quando
comparada as demais familias de plantas carnivoras, Lentibulariaceae é considerada altamente
diversa por apresentar um grande numero de espécies com ampla distribuicdo e diferentes

mecanismos para a captura de presas (FLEISCHMANN; ROCCIA, 2018).

Aproximadamente 350 espécies que comple a familia estdo classificadas entre os
géneros Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e Utricularia L. (FISCHER et al.,, 2004;
FLEISCHMANN; ROCCIA, 2018). Pinguicula é grupo irméo do clado Genlisea—Utricularia,
constituindo um grupo monofilético (JOBSON; ALBERT, 2002; MULLER, K.; BORSCH,

2005; MULLER et al., 2020; SILVA et al., 2018) (Figura 1).

O género Pinguicula compreende aproximadamente 100 espécies distribuidas em todos
0s continentes (exceto na Oceania e Antartida) e é o Unico que possui raizes (FLEISCHMANN;
ROCCIA, 2018). Diferentemente dos outros géneros na familia, que apresentam armadilhas
subterraneas, Pinguicula possui como armadilha folhas em forma de roseta, que secretam
mucilagem adesiva e enzimas digestivas (Figura 1a) (CASPER, 1966; HESLOP-HARRISON,

2004).

Genlisea compreende 31 espécies, que estdo distribuidas pelas regides tropical e
subtropical da América Central e América do Sul, Africa Subsaariana e Madagascar
(FLEISCHMANN, 2018). As armadilhas de Genlisea sdo folhas subterraneas modificadas,
denominadas rizofilos, por serem semelhantes a raizes e folhas simultaneamente
(FLEISCHMANN, 2018; REUT, 1993). Os rizofilos sdo aclorofilados, espiralados e

bifurcados, nos quais as presas entram através de aberturas e devido a presenga de “pelos de
1



retengdo” ficam aprisionadas e sdo digeridas (Figura 1b) (CARMESIN et al.,, 2021;

FLEISCHMANN, 2012, 2018).

Utricularia se destaca dentre os demais géneros por ser cosmopolita (ausente nos polos
e ilhas oceénicas), colonizar diversos habitats (aquético, terrestre, epifito, reofitico, litéfito) e
possuir o maior nimero de espécies. De cerca de 250 espécies, 71 sdo registradas no Brasil, das
quais sdo 22 endémicas de varios dominios fitogeogréaficos (FLORA DO BRASIL, 2020;
TAYLOR, 1989). Este género apresenta as armadilhas de maior complexidade funcional,
plasticidade fenotipica e velocidade de captura em plantas carnivoras: os utriculos. Tais
armadilhas sdo vesiculas subterraneas de origem foliar, providas de um mecanismo de suc¢ao
acionado quando tricomas sdo tocados por pequenos organismos (Figura 1c) (DARWIN;
DARWIN, 1888; GUISANDE, 2007; POPPINGA et al., 2016, 2017; REIFENRATH et al.,

2006; TAYLOR, 1989).

Assim como Genlisea, Utricularia apresenta auséncia de raizes e presenca de
armadilhas subterraneas, geralmente, folhas pecioladas em roseta e morfologia floral
semelhante de flores personadas com palato que oculta as estruturas reprodutivas (Figura 1b,
1c), caracteristicas que evidenciam a estreita relacdo entre os géneros (LLOYD, 1942). Além
da morfologia das armadilhas, uma forma de diferencia-los é observando o nimero de sépalas:
cinco em Genlisea (tal como em Pinguicula) e quatro (Utricularia subg. Polypompholyx) ou

duas (U. subg. Utricularia) em Utricularia (LLOYD, 1942; TAYLOR, 1989).



Lentibulariaceae

0 Pinguicula G Genlisea G Utricularia

Figura 1 — A familia Lentibulariaceae, em detalhe as armadilhas. (A) Pinguicula, em
detalhe insetos presos a mucilagem das folhas, (B) Genlisea aurea, em detalhe folhas
fotossintetizantes e armadilhas subterraneas espiraladas (rizofilos) e (C) Utricularia reniformis,
em detalhe utriculo com presa. Fontes: (A) Cristina Mercedes Panfet Valdés. Demais fotos,
Laboratdrio de Sistematica Vegetal, Universidade Estadual Paulista (Unesp), campus de

Jaboticabal — SP.

1.1. Biologia reprodutiva em Lentibulariaceae

As espécies de Lentibulariaceae podem apresentar estruturas especializadas que
possibilitam a reproducdo assexuada por propagacdo vegetativa. Em Pinguicula é comum a

reproducéo por folhas e gemas, porém também ocorre a presencga de hibernaculos: estruturas de
3



dorméncia, formadas por um agrupamento de folhas suculentas ndo carnivoras. Os hibernaculos
possibilitam que espécies sobrevivam a periodos de inverno ou estiagem e devido a presenca
de gemas, geram novas plantas clones quando o ambiente se torna favoravel (HESLOP-

HARRISON, 2004; LEGENDRE, 2000; MCPHERSON, 2010).

Em Genlisea a dispersao por reproducdo vegetativa é dificultada, devido a raridade da
presenca de estolGes e gemas axilares. Algumas espécies podem apresentar tubérculos capazes

de armazenar dgua, que garantem a resisténcia em periodos de estiagem (PLACHNO et al.,

2020).

Utricularia pode apresentar reproducdo vegetativa por meio de destaque de folhas ou
estolGes. Alem disso, espécies aquaticas podem conter 6rgdos de dorméncia denominados
turions, que armazenam amido, capazes de gerar novos individuos (ADAMEC, 1999; 2018;
2020; DARWIN, 1875; PLACHNO et al., 2020). Neste género também ¢é relatada a presenca
de tubérculos que armazenam agua ou carboidratos, conferindo resisténcia em condicdes

adversas (TAYLOR, 1989; PLACHNO et al., 2020).

Quanto a reproducdo sexuada de Lentibulariaceae, a maioria das espécies estudadas até
0 momento sdo autocompativeis (e.g. MOLAU, 1993; ARANGUREN et al., 2018; JEREMIE,
1989) de forma a apoiar a hipotese de que a autogamia seria o sistema de reproducédo
predominante na familia (HOBBHAHN; KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006). Poucas
espécies autocompativeis ndo realizam autopolinizacdo expontdnea e sdo consideradas
alégamas (e.g. ZAMORA, 1999; FLEISCHMANN, 2011; CLIVATI et al., 2014). A autogamia
é relatada majoritariamente em Utricularia, género mais derivado (JEREMIE, 1989). A
propagacao das sementes ocorre principalmente pela dispersdo anemocorica e hidrocérica de

capsulas e sementes (MENEZES et al., 2014; TAYLOR, 1989).



1.1.1. Biologia da polinizacdo em Lentibulariaceae

As flores de Lentibulariaceae sé&o hermafroditas e podem apresentar hercogamia —
separacdo espacial entre os 6rgédos reprodutivos masculinos e femininos; a corola é zigomorfa
em forma de goela, dividida em l&bios superior e inferior que escondem os 6rgéos reprodutivos;
com cores vibrantes e em muitas espécies guias florais e palato; possuem célcar e podem

produzir néctar (FLEISCHMANN; ROCCIA, 2018; TAYLOR, 1989).

As caracteristicas florais da familia fazem com que a maioria das espécies seja associada
a sindrome de polinizacdo melitéfila cf. Faegri e Van Der Pijl (1966), no entanto, diversos
grupos de polinizadores sdo relatados (e.g. ARANGUREN et al.,, 2018; HOBBHAHN;
KUCHMEISTER; POREMBSKI, 2006; ZAMORA, 1999). Porém, sdo escassos trabalhos
voltados a biologia reprodutiva e ecologia da polinizacdo em Lentibulariaceae, enquanto que a

morfologia vegetativa e genémica tém sido estudadas em énfase (MIRANDA et al., 2021).

Em Utricularia, existem dificuldades na classificacdo de espécies estreitamente
relacionadas que sdo relacionadas a complexos dentro das se¢Bes (TAYLOR, 1989). Assim,
estudos em biologia da polinizacdo podem elucidar questdes quanto aos mecanismos de
isolamento geogréafico, ecoldgico e reprodutivo, importantes ao maior entendimento da

especiacdo e colaborar com a classificacdo e preservacdo de Lentibulariaceae.

1.2. Utricularia damazioi Beauverd

Em Utricularia sect. Foliosa Kamienski, 31 bindmios foram sinonimizados em
Utricularia amethystina Salzm. ex A.St.-Hil. & Girard, espécie-tipo da se¢do, formando um
complexo de espécies (tratado nesse trabalho como U. amethystina s.l.) (TAYLOR, 1989). A
classificacdo destes bindmios foi custosa devido a diversidade morfolégica das sementes,

tamanho, formato e cor da corola (MENEZES et al., 2014; TAYLOR, 1989).



Sé&o caracteres exclusivos de secdo Utricularia sect. Foliosa armadilhas ovoides com
apéndices cobertos por tricomas glandulares e capsulas dorsiventralmente bivalvadas
(TAYLOR, 1989). Atualmente esta secdo € composta por mais duas espécies reconhecidas por
Taylor (1989), U. tridentata Sylvén e U. tricolor A.St.-Hil.; uma espécie recentemente
descoberta U. biceps Gonella & Baleeiro (GONELLA; BALEEIRO, 2018); e U. trinervia que

foi reestabelecida como espécie, antes vinculada a U. amethystina s.l. (GUEDES et al., 2021).

Utricularia amethystina s.l. tém distribuicdo disjunta pela regido Neotropical, com
registro em 18 paises dos continentes americanos, desde os Estados Unidos (Florida) ao sudeste
do Brasil (GUEDES et al., 2021; TAYLOR, 1989). Os morfotipos ocupam habitats de solo
hidromdrfico, apresentam habito terrestre ou litéfito, com folhas pecioladas e dispostas em
roseta na base da inflorescéncia racemosa, a corola geralmente € violeta, porém, populacdes
que apresentam corolas brancas ou amarelas ocorrem em menor frequéncia (TAYLOR, 1989).
Estudos recentes, suportados por filogenia, diferencas morfoldgicas e geogréficas, sugerem
que U. amethystina s.l. seja um complexo de espécies (BALEEIRO; JOBSON; SANO, 2016;

BALEEIRO; SANO; JOBSON, 2019; GUEDES et al., 2021).

Utricularia damazioi Beauverd € atualmente incluida em U. amethystina s.l.. No
entanto, Beauverd classificou U. damazioi como uma espécie distinta de U. amethystina s.s.
(Figura 2A) devido ao habito paucifloroso, folhas menores e corola unicolor violeta com um
calcar claviforme ereto, excedendo em menor proporcao o labio inferior (BOISSIER, 1907).
Além disso, U. damazioi se distingue por possuir corola maior com labio inferior proeminente
e profundamente trilobado (Figura 2B), ocorrer em regides de altitudes elevadas, restrita as
areas de campo rupestre, com registros no dominio Cerrado e se diferenciar filogeneticamente
de U. amethystina s.s.. Dentre os morfotipos de U. amethystina s.I, U. damazioi apresenta
floracdo em massa e tém maior ocorréncia no Sudeste, em oposto a U. amethystina s.s de maior
ocorréncia no Nordeste (BALEEIRO; JOBSON; SANO, 2016; BALEEIRO; SANO; JOBSON,

2019; BALEEIRO e tal., 2022; MENEZES, 2015).



Considerada a diversidade morfoldgica de U. amethystina s.l., na qual, morfotipos
podem florescer simultaneamente (BALEEIRO; JOBSON; SANO, 2016; SILVA et al., 2016),
ressaltamos a importancia em contribuir para o conhecimento da biologia reprodutiva de U.
damazioi, considerando a manutencdo da variabilidade genética em populagdes naturais, de

forma a contribuir para estratégias de conservacéo da biodiversidade.

Figura 2 — Comparacéo entre (A) Utricularia amethystina s.s., populacdo da Reserva
Bioldgica Guaribas (BA) (Foto cedida por Felipe Guedes) e (B) Utricularia damazioi,

populacdo da Serra do Cipé (MG). Barra de escala =~ 0,5 cm.

Desta forma, a fim de gerar maior conhecimento em biologia da polinizacdo em

Lentibulariaceae esta tese foi dividida em dois capitulos.

No primeiro capitulo buscamos, por meio de uma revisao sistematica abrangente, unir
informacdes sobre o sistema reprodutivo, polinizadores, atrativos e recursos florais, a fim de

avaliar o atual estado da arte em biologia da polinizacdo em Lentibulariaceae.



A partir das informacdes levantadas na revisdo sistematica, observamos se existem
caracteristicas florais preditivas quanto aos polinizadores, buscando padrdes nas corolas de
espéecies polinizadas pelos mesmos grupos taxonémicos. Adicionalmente, inferimos
filogeneticamente como caracteristicas do sistema reprodutivo, atrativos e recursos florais
divergiram evolutivamente entre os trés géneros de modo a elucidar os estados primitivos ou

derivados e propor a flor plesiomorfica de Lentibulariaceae.

Por fim, ap6s uma andlise critica dos estudos levantados, apontamos lacunas
metodoldgicas e no conhecimento e, consequentemente direcGes a futuros estudos em biologia

da polinizagdo em Lentibulariaceae.

No segundo capitulo, buscamos avaliar a importancia da reproducdo sexuada em
Utricularia damazioi e se ha dependéncia de polinizadores, de forma elucidar como a espécie
se mantem em ambientes isolados. Adicionalmente, acompanhamos mudancas na corola e nos
orgdos reprodutivos durante a antese com objetivo de avaliar a importancia de tais mudancas

no sucesso da reproducdo sexuada.

Também testamos a hipotese de U. damazioi ser polinizada por abelhas por meio da
avaliacdo de comportamento de visita e papel ecoldgico dos visitantes florais. Nesta analise,
incluimos o ajuste planta-polinizador para verificar sua aplicabilidade como inferéncia de
eficacia. Além disso, avaliamos de que forma caracteristicas florais sdo percebidas por

polinizadores eficazes e podem funcionar como atrativos.
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CAPITULDO 1: Biologia reprodutiva em Lentibulariaceae Rich.: revisio sistematica
e evolugdo

Capitulo formatado para publicacdo no perioddico Plant Biology (normas em anexo)
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RESUMO

Lentibulariaceae ¢ uma familia de plantas carnivoras diversa por apresentar alto
namero de espécies com ampla distribuicéo e diferentes padrdes morfologicos. Além
disso, sdo encontradas peculiaridades morfol6gicas como a adaptacdo a diferentes
ambientes e reducdo de genomas, de forma que algumas espécies tém sido propostas
como organismos-modelos. Porém, trabalhos em biologia reprodutiva sdo escassos,
0S quais podem ser importantes para maior entendimento e subsidios para a
preservacao das espéecies na familia. Buscamos entender o estado da arte em biologia
reprodutiva de Lentibulariaceae, por meio de uma revisdo sistematica abrangente e
analise critica. Além de apontar caracteristicas florais associadas a predicdo de
polinizadores, e que possam interferir no sistema reprodutivo, mostramos como
atributos florais e o sistema reprodutivo evoluiram na familia por meio de uma
filogenia existente para o grupo de forma a propor a flor plesiomorfica da familia. Por
fim, apontamos lacunas e expomos dire¢cOes a trabalhos de biologia reprodutiva na
familia. Diversos taxons sdo visitantes em Lentibulariaceae, no entanto, o déficit de
andlises da performance do polinizador impossibilitou estabelecer relagdes
significativas entre polinizadores e caracteristicas florais. Consideramos 0 espago
entre o labio inferior da corola e 0s 6rgdos reprodutivos importantes ao encaixe planta-
polinizador e consequente sucesso da polinizagcdo. Além desta, a reflectancia floral

parece ser promissora na predi¢cdo de polinizadores. Possivelmente o ancestral era
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albgamo e autocompativel, com caracteristicas associadas a melitofilia e polinizagédo
cruzada. Caracteristicas recentes que promovem autofecundacao, como a hercogamia
temporaria, corroboram uma possivel mudanca de alogamia para autogamia na
familia. Adicionalmente, caracteristicas que promovem a fecundacéo cruzada sdo
mantidas de forma a garantir o sucesso reprodutivo. Devido a especificidade dos
microambientes onde ocorrem espécies de Lentibulariaceae, perturbac6es antropicas
sdo capazes de destruir populacdes, assim como reduzir populacdes de polinizadores
adequados. Desta forma, adaptacBes do sistema reprodutivo que promovam a

autogamia podem ter evoluido como respostas a perturbacdes ambientais.

Palavras-chave: flor plesiomorfica, hercogamia, plantas carnivoras,

polinizadores, reflectancia floral, tricomas florais, visitantes florais.
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INTRODUCAO

Lentibulariaceae Rich. é uma familia de plantas carnivoras herbaceas, composta
por trés géneros: Pinguicula L., Genlisea A.St-Hil e Utricularia L., que possuem
armadilhas distintas (Krol et al. 2012; Ellison & Adamec 2018). Enquanto Pinguicula
captura e digere suas presas por meio de folhas mucilaginosas, Genlisea e Utricularia
apresentam armadilhas subterrdneas de origem foliar: bifurcacbes espiraladas
denominadas rizofilos em Genlisea e vesiculas, denominadas utriculos em Utricularia

(Fleischmann & Roccia 2018; Miranda et al. 2021).

Espécies de Lentibulariaceae, principalmente as pertencentes ao clado Genlisea-
Utricularia, sdo potenciais candidatas a organismo-modelo a diversas areas de pesquisa.
Nestas plantas os 6rgdos vegetativos apresentam transicdo difusa devido a expressao
ectépica de genes, dificultando sua classificacdo ou identificacdo (morfologia FAM -
Fuzzy Arberian Morphology) (Rutishauser & Isler 2001; Rutishauser 2016; Reut &
Ptachno 2020, 2022; Miranda et al. 2021). Além disso, é reportado em algumas espécies,
as maiores taxas de substituicdo nucleotidica dentre as angiospermas (Jobson & Albert
2002; Wicke et al. 2014; Carretero-Paulet et al. 2015), contracdo gendémica em diversas
linhagens (Veleba et al. 2014) e cromossomos de dimensfes comparaveis aos bacterianos
(Greilhuber et al. 2006; Albert et al. 2010; Ibarra-Laclette et al. 2011; Leushkin et al.

2013; Fleischmann et al. 2014).

Quando comparada as demais familias de plantas carnivoras, Lentibulariaceae tem
origem recente (ca. 43 Mya) (Fleischmann et al. 2018), de forma que, as altas taxas
evolutivas podem explicar a ampla distribuicdo e diversidade morfoldgicas encontradas.
Além das peculiaridades vegetativas e gendmicas, estas espécies apresentam um rico
conjunto de padrées morfoldgicos, principalmente quando comparados 0s 0Orgaos

vegetativos, e cores nas corolas (Ellison & Adamec 2018).
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Em Pinguicula ca. de 100 espeécies terrestres ou litdfitas estdo distribuidas em
todos os continentes exceto a Oceania e Antartida (Fleischmann & Roccia 2018; Shimai
et al. 2021). As flores sdo abertas e tubulares de forma que 0 acesso ao recurso presente
no célcar, e consequentemente aos Orgdos reprodutivos € facilitado (Fleischmann &
Roccia 2018). Algumas espécies apresentam protuberancias no labio inferior da corola
que parecem mimetizar p6len, movimentos nasticos noturnos e corolas com simetria
subradial (subg. Isoloba), considerando que a maior parte das espécies apresenta corola

zigomorfa (Fleischmann 2016).

Genlisea apresenta 31 espécies em sua maioria terrestres, distribuidas pelas
regides tropical e subtropical da América Central e América do Sul, Africa Subsaariana
e Madagascar (Fleischmann 2018; Silva et al. 2020). Em Genlisea, existem dois tipos
florais: hipocrateriformes (subgénero Tayloria) e personadas (“snapdragon” ou mascara)
(subgénero Genlisea), que possuem um palato protuberante que cobre o acesso ao calcar

e orgaos reprodutivos (Fleischmann 2018).

Utricularia € o género mais numeroso com ca. 250 espécies de distribuicdo
cosmopolita (com excecdo dos polos e regides desérticas), que colonizam diversos
habitats: aquaticos, terrestres, litofiticos, reofiticos e epifiticos (Taylor 1989; Silva et al.
2018). Em Utricularia as flores também séo personadas, mas ocorrem espécies nas quais
0 palato nédo cobre totalmente o0 acesso ao recurso (e.g. U. vulgaris) (Ptachno et al. 2018b)
e espécies em que o palato forma uma borda em uma invaginacédo, de forma que o célcar

(geralmente diminuto) é facilmente acessado (e. g. U. bremii) (Ptachno et al. 2017a).

Em Lentibulariaceae as flores sdo hermafroditas, apresentam dicogamia e
hercogamia de aproximacao, na qual, hé separagdo espacial dos 6rgdos reprodutivos, de

modo que o estigma é apresentado anteriormente as anteras (Webb & Lloyd 1986). As
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espeécies estudadas até 0 momento, sdo em sua maioria autocompativeis (Jérémie 1989;

Fleischmann 2012; Mues 2020) sendo a autogamia difundida no género Utricularia.

Ainda que a maioria das espécies possuam caracteristicas florais que se encaixam
na sindrome de polinizacdo melitofila (bilabiadas, zigomorfas, formato de goela, guias
florais; sensu Faegri & van der PijL 1966) ndo sdo encontradas apenas abelhas como
polinizadores (Garcia et al. 1994; Hobbhahn et al. 2006; Aranguren et al. 2018).
Efetivamente, o conceito de sindrome de polinizacdo, no qual adaptacfes florais sdo
convergentes a grupos de polinizadores que mais contribuem para o sucesso reprodutivo
(Stebbins 1970; Fenster et al. 2004; Ashworth et al. 2015) tem passado por
reformulacGes. Revisbes e metanalises postulam que € necessario abranger a diversidade
floral existente a partir de uma perspectiva ecoldgica de polinizacao funcional (Ollerton

et al. 2009; Rosas-Guerrero et al. 2014).

Plantas carnivoras geralmente apresentam especificidade ao habitat, ocorrendo em
solos Umidos e pobres em nutrientes (Ellison & Adamec 2018; Cross et al. 2020).
Mudancas ambientais, naturais ou devido as a¢Bes antropicas, podem dizimar populacdes
inteiras de Lentibulariaceae devido a sensibilidade das espécies (Garcia et al. 1994;
Hobbhahn et al. 2006). A longo prazo, essas mudancgas podem afetar a fenologia das
espécies, como mudangas sazonais de brotamento, hibernacao, antese e incompatibilidade
planta-polinizador (Richardson et al. 2013; Gérard et al. 2020). No entanto, sdo escassos
trabalhos em biologia reprodutiva e ecologia da polinizacdo, necessarios para maior
entendimento da dinamica populacional e das relacbes ecologicas e conservagao de

Lentibulariaceae.

Assim, de forma a agregar informacgGes sobre polinizadores, caracteristicas
reprodutivas e florais em Lentibulariaceae, nossos objetivos foram: (1) Apresentar o atual

estado da arte de biologia reprodutiva na familia, por meio de uma revisdo sistematica
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abrangente; (2) Levantar caracteristicas florais que possam ser preditivas quanto aos
polinizadores; (3) Inferir como caracteristicas florais reprodutivas e atrativas evoluiram
nos diferentes géneros de forma a propor a flor plesiomérfica para a familia e (4) Apontar
lacunas metodologicas e, consequentemente direcdes a futuros estudos em biologia

reprodutiva e da polinizacdo em Lentibulariaceae.

MATERIAL E METODOS

Busca e triagem dos estudos

Buscamos para cada género os termos “polinat*”, “reproductive system”, “floral
traits” e sinonimos (Apéndice S1) nas bases de dados Web of Science e Scopus, também
fizemos uma verificacdo no Google Scholar. Nao delimitamos o periodo ou idioma e
fizemos inclusdbes manuais por indicagdo de especialistas e busca de citagdes
(snowballing). Consideramos literatura convencional: livros, periddicos académicos,
boletins e jornais, que possuem numeragéo internacional (DOI, ISSN ou ISBN) e ndo
convencional: trabalhos de conclusdo de curso, dissertagdes, teses, boletins e jornais, sem
numeracgao internacional, ou seja, menos convencionais e de menor alcance (Botelho &

de Oliveira 2015).

Usamos como critério de inclusdo estudos que apresentaram ao menos
informagdes sobre os visitantes florais; sistema reprodutivo; atrativos; tricomas ou
recursos florais. Excluimos estudos que néo incluiram o local, método de observacéao e
tipo de polinizador para registro ao menos da ordem taxonémica e estudos que trouxessem
informacdes j& levantadas na revisdo (apud). Realizamos a triagem e exclusdo de

duplicatas com auxilio do software online Parsifal (2021).
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Extracdo, sumarizacgao e analise de dados

Extraimos de forma sistematizada informagdes previamente selecionadas
(Apéndice S2). Identificamos taxonomicamente as espécies de acordo com a literatura e
bancos de dados (Taylor 1989; Tropicos 2021; Guedes et al. 2022). Categorizamos as
informagdes extraidas quanto a: (A) Polinizador, modificado de Monteiro et al. (2021);
(B) Sistema reprodutivo; (C) Atrativos florais; (D) Tricomas e (E) Néctar. As descri¢des

detalhadas das categorias e subcategorias estdo na Tabela S1.

Devido ao fato de que nem todos os estudos realizaram testes necessarios para
identificacdo do sistema reprodutivo, analisamos de forma critica as informacdes
levantadas e com base na literatura (Lloyd & Schoen 1992; Goodwillie et al. 2005) e
metodologias aplicadas (amostragem e testes empiricos). Desta forma, classificamos a
dependéncia de polinizadores e o sistema reprodutivo. Adicionalmente, calculamos
indices de autocompatibilidade (SC) e autofecundidade (SF) (Lloyd & Schoen 1992),

quando possivel.

Quando aos recursos, neste trabalho categorizamos e interpretamos os resultados
de composicao do néctar de acordo com a razdo S/(F + G) de dissacarideo sacarose (S) e

hexoses glicose (G) e frutose (F) (Baker & Baker 1990).

Associagao entre aspectos florais e polinizadores

Com o objetivo de avaliar se existe associacdo entre polinizadores e aspectos
florais, selecionamos a taxonomia de (1) visitantes legitimos: que tocam os 6rgdos
reprodutivos, e (2) polinizadores eficazes: avaliados quanto a inferéncia da performance,
seja por eficacia (transferéncia de pdlen) ou eficiéncia (reflexo do sucesso reprodutivo da

planta ap0s a visita do polinizador) (Ne’eman et al. 2009).
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Das flores polinizadas, selecionamos: (1) Tipo floral: tubular, tubular com palato
conspicuo (protuberante com tricomas), hipocrateriforme, personada fechada, personada
aberta e personada aberta com invaginacdo do palato; (2) Cor da corola: branca (branca a
creme), amarela, roxa (lilds, arroxeada e azulada) e vermelha; (3) Reflectancia UV:
absorcéo UV, reflexdo UV e padréo bullseye (reflexdo UV nas pétalas e absor¢do UV no

centro).

Para mostrar as inter-relagdes levantadas, utilizamos Chord Diagrams com uso do
programa R v. 4.1.3 (R Core Team 2022), pacote circlize (Gu et al. 2014). Para avaliar
se ha associacdo entre as caracteristicas florais e o grupo polinizador, realizamos testes
qui-quadrado generalizados assintticos de Pearson com testes post hoc de
independéncia, as analises estatisticas foram realizadas em R v. 4.1.3 (R Core Team

2022), com uso do pacote fifer (Fife & Fife 2017).

Evolucédo de caracteristicas florais

A fim de discutir a evolucdo de caracteristicas florais em Lentibulariaceae,
plotamos em uma hipdtese filogenética (Silva et al. 2018), as seguintes informacdes: tipo
de sistema reprodutivo (apenas resultados de experimentos controlados — Tabela Al);
dicogamia; tipo de hercogamia; reflectancia UV, cor das pétalas, presenca e composi¢ao
do néctar e presenca de odor. Adicionalmente, incluimos o tipo de corola, diferenciado
neste trabalho em seis morfologias: (1) tubular, (2) tubular com projecéo do palato, (3)
hipocrateriforme (4) personada fechada, (5) personada aberta e (6) personada com palato
formando invaginagdo. As analises foram realizadas por meio de méaxima
verossimilhanca (Mk1 model) com uso do software Mesquite ver 3.70 (Maddison &

Maddison 2010).
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RESULTADOS

Literatura incluida

Incluimos no total 70 estudos (Apéndice S3). A maioria foi proveniente de
indicacdo de especialistas e busca de citagdes (78,5%), seguidos das buscas nos bancos
de dados (28,5%) (Fig. 1). Os estudos incluidos manualmente compreendem diversas
familias, de forma que, ndo possuem palavras chaves associadas a Lentibulariaceae e ndo
retornaram nas buscas dos bancos de dados. Dois estudos ainda ndo publicados também
foram incluidos (Dolsan et al. em prep.; Rodrigues et al. em prep.). Estudos que
retornaram das buscas foram excluidos principalmente em Pinguicula, por analisaram o
conflito polinizador-presa sem informacGes sobre polinizadores e em Utricularia por

trazerem caracteristicas sobre armadilhas e presas e ndo acerca da biologia floral.

A literatura foi majoritariamente do tipo branca representada principalmente por
periodicos cientificos (Fig. 2A). Atrativos, tricomas e recursos florais foram menos
estudados (Fig. 2B). Utricularia foi género o mais estudado (n = 46 estudos) porém,
Pinguicula foi o maior representado quanto a abrangéncia em nimero de espécies no
género (n = 52 espécies, 49% do género) (Fig. 2C). Os estudos sdo mais expressivos a
partir da década de 80, com pico maior na ultima década. Somente a partir de 1995 surgem
estudos em Genlisea (Fig. 2C), que sdo em menor nuimero, provavelmente devido a

distribuicéo restrita destas espécies.

Visitantes e polinizadores
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Em Lentibulariaceae os polinizadores pousam sobre o labio inferior da corola e
adentram a flor em busca de recurso, possivelmente néctar. Devido a disposicdo dos
Orgdos reprodutivos os visitantes tocam primeiramente a face receptiva do estigma e
depois as anteras. Geralmente € relatada a presenca de espago entre 0 estigma e anteras,
caracterizando a presenca de hercogamia de aproximacéo. Assim, durante a saida da flor,
0s polinizadores ndo conseguem tocar novamente a parte receptiva do estigma
dificultando a autopolinizacdo. Sdo visitantes florais legitimos moscas, borboletas,

abelhas, vespas e passaros (Tabela S3).

Pinguicula

Encontramos 15 estudos que relatam visitantes florais, porém apenas oito
registraram se houve visita legitima e dois avaliaram a performance do polinizador
(Tabela 1). ObservacGes crepusculares ocorreram em P. vallisneriifolia (Zamora, 1999),
porém sem resultados. Um estudo infere os polinizadores unicamente com base na

literatura e morfologia floral das espécies (Tabela 1; A5).

A grande maioria dos visitantes florais registrados sdo moscas. No entanto,
também sdo capazes de realizar visitas legitimas abelhas, borboletas e trips
(Thysanoptera) (Tabela S3). S&@o polinizadores eficazes Diptera: Syrphidae e
Lepidoptera: Pieridae (Tabela S3; Al) avaliados quanto a deposicdo de pdlen no corpo
ou probdscide apds a visita. As observagdes empiricas de polinizadores se concentram
em Cuba e EUA, as publicacfes sd@o em maior parte de origem espanhola, onde também

estdo a maioria dos grupos de pesquisa (Fig. 3A; Tabela S4).
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Genlisea

Encontramos dois estudos que relatam visitantes florais em trés espécies de
Genlisea porém, apenas um analisou a performance dos visitantes florais (Tabela 1). Sdo
visitantes florais abelhas, moscas e borboletas, dos quais borboletas séo ilegitimos
(Tabela S3). S&o polinizadores eficazes abelhas Hymenoptera: Apidae e Halictidae,
analisadas quanto a deposicdo de polen no corpo do visitante, germinagdo das sementes
apos as visitas e morfometria comparada entre os visitantes e a abertura da corola (entrada
do célcar) (Aranguren et al. 2018). As observacdes empiricas ocorreram no Brasil e Serra
Leoa. As publicacdes sdo dos EUA e Alemanha e os grupos de pesquisa sdo da Alemanha,

Brasil, Colémbia e Polénia (Fig. 3B; Tabela S4).

Utricularia

Encontramos 22 estudos que relatam visitantes florais em 22 espécies de
Utricularia, porém apenas sete estudos registraram se houve visita legitima e quatro
estudos analisam a performance do visitante (Tabela 1). Em maior parte, 0s visitantes
foram borboletas (Fig. 3C; Tabela S2), sdo capazes de realizar visita legitima abelhas,

borboletas, moscas, mariposas, vespas e passaros (Tabela S3).

Os polinizadores eficazes registrados sdo Hymenoptera: Apidae inferido por meio
da taxa de frutificacdo apds visitas Unicas; Hymenoptera: Apidae, Lepidoptera:
Hesperiidae, Noctuidae sp. e Sphingidae, inferidos por meio de anélises da remocéo de
polen das anteras e deposicdo de pdlen no estigma pelos visitantes (Hobbhahn et al.
2006). Hymenoptera: Apidae, Halictidae, Sphecidae e Ceratina sp., Diptera: Syrphidae
inferidos por meio de andlise de deposicdo de pdlen do estigma ap0s visitas Unicas
(Chaudhary et al. 2018). Diptera: Syrphidae inferido por meio da deposicdo de polen no

corpo do visitante (Plachno et al. 2018) e Hymenoptera: Apidae, Halictidae por meio da
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analise de polen depositado no corpo e morfometria comparada dos visitantes e corola

(Tabela S3).

Observagdes crepusculares e noturnas registraram visitantes em Dolsan et al. (em
prep.) e ndo obtiveram resultados em (Hobbhahn et al. 2006). Dois estudos definem de
forma indireta os polinizadores (Tabelal; A5). Taylor (1989) relata em uma exsicata a
visita de passeriforme (sem mais informagfes) em Utricularia campbeliana e Lowrie
(2001) acrescenta informag0es sobre a taxonomia e legitimidade das visitas registradas

por Keighery (1982) (Tabela 1; A3), em conversa com 0 mesmo.

As observacdes se concentram na india, Brasil e Australia (Fig. 3C), enquanto que
0s grupos de pesquisas com maior numero de publicacdes sdo do Brasil, Australia e
Poldnia. As publicacdes sdo em maioria internacionais, de nacionalidade americana e

alemd (Tabela S4).

Sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo foi mais estudado em Pinguicula, seguido de Utricularia e
Genlisea. Além da hercogamia de aproximacao é relatado outros tipos de hercogamia,
dos quais podem coocorrer na mesma espécie, assim como a auséncia de hercogamia
(Tabela 2). Sdo descritas a hercogamia temporaria na qual ha a diminui¢do do espaco
entre anteras e estigma durante a antese, favorecendo a autopolinizagdo (Willmer 2011).
E a hercogamia de movimento na qual o estigma é sensivel ao toque, e seu rapido
movimento evita que a parte receptiva entre em contato com o visitante quando 0 mesmo
estd deixando a flor (Webb & Lloyd 1986; Fetscher & Kohn 1999) ou forrageando por
longos periodos (Friedman et al. 2017) diminuindo a probabilidade de autopolinizacdo

mediada por vetor (e.g. Clivati et al. 2014).
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Pinguicula

Dos estudos que testaram o sistema reprodutivo por meio de experimentos
controlados, observamos que as espécies de Pinguicula apresentam sistemas reprodutivos
mistos a predominantemente alégamos. Na maioria das espécies é observada alta
dependéncia de vetores de polinizacdo, visto que a autopolinizacdo esponténea € rara,

resultando em indices de autofertilidade (SF) nulos (Tabela 2; B1).

Nas espécies com sistemas reprodutivos mistos a predominantemente al6gamos,
as sementes na natureza podem ser resultantes de uma mistura de fecundacéo cruzada e
autopolinizacdo mediada por vetor ou geitonogamia, devido a autocompatibilidade (SC)

(e.g. Zamora et al. 1996; Villegas & Alcala 2018).

Nas poucas espécies em que a autopolinizacdo espontanea é relatada, a
dependéncia de vetores é baixa, pois se a polinizacdo cruzada ndo ocorrer, as espécies
tém a possibilidade de se autofecundar devido a presenca de hercogamia temporaria. Em
P. vulgaris, por exemplo, ¢ relatada hercogamia “parcial” (Molau 1993), mais detalhada
como o contato do estigma com as anteras ao longo da antese (Heslop-Harrison 2004;

Nordin 2015).

Dos estudos que definiram o sistema reprodutivo sem experimentos controlados,
observamos maior numero de espécies que foram capazes de se autopolinizar
espontaneamente (Tabela 2; B2). No entanto, ainda observamos alta dependéncia de
polinizadores. Estudos que definem de forma indireta o sistema reprodutivo, integraram

informacdes sobre dicogamia e autopolinizacao espontanea (Tabela 2; B3).

Resultados divergentes entre estudos corroboram com a hipétese de que pode

haver variacGes populacionais quanto a autopolinizagdo espontanea. S&o exemplos P.
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alpina (Molau 1993; Heslop-Harrison 2004; Nordin 2015) e P. pumila (Fleischmann
2016; Bradford et al. 2020). Em P. lilacina é relatada a variacdo interpopulacional
(Fleischmann 2016). Em P. vulgaris, além dos estudos ja mencionados, também ocorre
dentro da mesma populacéo individuos que se autopolinizam em fase de botéo, devido a
auséncia de hercogamia e individuos em que, durante a antese, as anteras se posicionam
lateralmente distantes da parte receptiva do estigma, favorecendo a polinizacdo cruzada

(Pushkareva et al. 2018)

Nas espécies relatadas, a duragdo da antese teve mediana (Md) = 12 dias, a
dicogamia na maioria foi protandrica e, além da hercogamia temporéria, a de movimento
também foi observada. A viabilidade polinica foi alta (Md = 99%) (Molau 1993;
Pushkareva et al. 2018), e a receptividade estigmatica relatada apenas uma espécie, na
qual o estigma foi receptivo durante toda a vida da flor (Villegas & Alcal& 2018). A razdo
polen/ évulo (P/O) foi baixa (Md = 28,3), valores superiores a 100 aparecem foram
reportados por Molau (1993), com divergéncias para P. alpina e P. vulgaris em Nordin

(2015) (Tabela 2).

Genlisea

Um estudo testou o sistema reprodutivo por meio de experimento controlado, no
qual observamos que G. violacea é predominantemente aldgama, com alta dependéncia
de polinizadores, visto os baixos indices SC e SF (Tabela 2; B1). No mesmo estudo, é
relatada a presenca de hercogamia, viabilidade polinica alta (80% decrescente para 45%
apos 48 horas) e 100% de receptividade estigmatica em flores abertas (Aranguren et al.

2018).
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Por meio de observacdo direta em casa de vegetacdo, registraram-se especies
capazes de se autopolinizar quando realizados testes manuais, das quais, as de corolas
menores se autopolinizaram espontaneamente, enquanto que as de corolas maiores nao
(Tabela 2; B2). Genlisea violacea foi observada nos dois estudos e diverge quanto ao
resultado de autopolinizacdo espontanea, provavelmente devido a diferencas quanto a
amostragem, visto que o indice SF é baixo nesta espécie. Até o presente estudo, ndo ha

informacdes sobre a dicogamia e outros tipos de hercogamia no género.

Utricularia

Dos estudos que testaram o sistema reprodutivo por meio de experimentos
controlados, observamos que a maioria das espécies apresenta sistemas reprodutivos
mistos e sdo autocompativeis, com maior propor¢do de espécies dependentes de vetores

de polinizacdo devido ao baixo indice SF (Tabela 2; B1).

No entanto, observamos unicamente em Utricularia, algumas espécies de sistema
reprodutivo misto que apresentam altos indices SC e SF. Nestes casos, 0 SuCesso
reprodutivo pode ser alcancado tanto na presenca de vetor pela reproducdo cruzada e
autopolinizacdo mediada por vetor (na prépria flor ou individuo — geitonogamia) ou
ainda, na auséncia de vetores de polinizacdo devido a hercogamia temporaria e auséncia
de hercogamia, relatadas (Yamamoto & Kadono 1990; Chaudhary et al. 2018) Rodrigues
et al. em prep.). Em Utricularia a hercogamia temporaria ocorre pelo dobramento da
borda estigmatica (Kondo 1972), alongamento dos filetes (Kausik & Raju 1955;

Chaudhary et al. 2018) ou ambos (Khosla et al. 1998).

Assim como observado em Pinguicula vulgaris, é relatada a cleistogamia pré-

antese (Lord 1981) em U. inflexa, na qual ocorre a autopolinizacdo em fase de botéo.
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Pouco analisada, a agamospermia obteve baixo sucesso reprodutivo, Hobbhahn et al.
(2016) relatam possivel contaminacdo do proprio pdlen da planta ao ser emasculada

devido ao tamanho diminuto da corola.

Observac0es diretas sem experimentos sistematizados mostram espécies capazes
de se autopolinizar espontaneamente, provavelmente devido a auséncia de hercogamia
nestas espécies (Tabela 2; B2). A auséncia de dados em relacdo a amostragem e outros
testes dificulta inferir sobre o sistema reprodutivo e a real dependéncia de polinizadores.
Resultados divergentes sdo observados em U. amethystina quanto a autopolinizacdo
espontanea, que podem ser referentes a diferencas de amostragem ou ainda, por questoes
taxondmicas, uma vez que U. damazioi faz parte de um complexo de espécies outrora

sinonimizadas como U. amethystina (Taylor 1989; Rodrigues et al. em prep.).

Dos estudos que definiram indiretamente o sistema reprodutivo, Knuth (1898)
observou que a autopolinizacdo em U. vulgaris é rara e 0s demais acrescentam

informacdes sobre a hercogamia (Hildebrand 1869; Newcombe 1924).

Mais de um estudo analisou a mesma espécie, de forma que os resultados foram
incongruentes em U. reticulata, com auséncia de hercogamia em Kausik & Raju (1955)
e presenca em Hobbhahn et al. (2006); e em U. amethystina ausente em (Jérémie 1989)

e presente em Menezes (2015).

A duracdo da antese teve Md = 8 dias e a dicogamia foi relada em duas espécies
protandricas e duas protoginicas. A viabilidade polinica foi alta (Md = 91%)
acompanhada por 48h em Menezes (2015) e até o final da antese por Chaudhary et al.
(2018). Quando avaliado, o estigma foi receptivo durante toda a antese. A razéo P/O foi

baixa (Md = 19).
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Atrativos florais

Dentre os atrativos florais visuais, encontramos informacdes sobre a reflectancia
da corola e sua percepc¢éo por polinizadores. No entanto, apenas trés estudos séo focados
em Lentibulariaceae (Garcia et al. 1994; Dolsan em prep.; Rodrigues et al. prep.). Burr
et al. (1995) relatam que a maioria das espécies de Lentibulariaceae analisadas (44%)
apresentam padrdo UV na corola, no entanto, estes ndo foram especificados. Quanto ao
odor, estudos relataram a sua presenca com alguma descricdo organoléptica, sem analises

de volateis (Tabela 3).

Pinguicula

Dos estudos que analisaram a reflectancia nas corolas de Pinguicula, observamos
que a absorcao UV é mais frequente nas pétalas e anteras. Quatro espécies apresentaram
absorcdo no centro e reflexdo nas pétalas, indicando possivel padrdo bullseye (Tabela 3;
C1). Arnold et al. (2009) foram os Unicos a verificar como a reflectancia da corola é
percebida por possiveis polinizadores, da qual é distinguida por abelhas e moscas. Apenas
a presenca de odor é relatada em P. vulgaris (Kerner 1894 apud Heslop-Harrison 2004)

(Tabela 3; C2).

Genlisea
Em Genlisea, os resultados mostram reflectancia UV na corola, sem padrdao UV

em duas espécies (Tabela 3; C1). Ndo foram encontradas informagGes sobre odor.
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Utricularia

Dos estudos que analisaram os atrativos visuais observamos a ocorréncia do
padrdo bullseye: absorcdo UV no centro (palato) e reflexdo UV nas pétalas em estudos
gue mostram as diferentes estruturas (Lunau 2007; Mues 2020). Na maioria das espécies
é descrita a absorcdo UV na corola (Tabela 3; C1). A percepcdo da reflectancia da corola
no limiar de visao de polinizadores é descrita apenas em trés trabalhos (Bergamo et al.
2021; Dolsan et al. em prep.; Rodrigues et al. em prep.), coerentes com os polinizadores
observados para estas espécies (Clivati et al. 2014; Dolsan et al. em prep.; Rodrigues et

al. em prep.).

O odor quando relatado é adocicado, com exce¢do de U. neottiodides, que com
odor mais fermentado (semelhante a Annonaceae) atrai Dipteros, polinizadores da

espécie (Dolsan et al. em prep.).

Tricomas

Observamos uma alta diversidade de tricomas tectores e glandulares nas pétalas
(incluindo o palato) e no célcar de Lentibulariaceae. O maior nimero de estudos ocorreu

em Utricularia (Tabela 4).

Pinguicula

Em Pinguicula, grande parte das espécies apresenta tricomas proeminentes na
entrada da flor (e.g. P. alpina). Em algumas espécies foi encontrado amido nestes tipos
de tricomas tectores, sugerindo que estes podem atuar como recompensa alimentar.
Tricomas glandulares também sdo encontrados, porém sem analises histoquimicas

(Tabela 4). No calcar além de tricomas tectores sdo encontrados tricomas glandulares
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relacionados com a producdo de néctar, similares entre as espécies estudadas e demais

géneros na familia (Tabela 4).

Genlisea

Na corola de Genlisea sdo relatados tricomas tectores e glandulares (Tabela 4).
Um estudo sugere que tricomas glandulares encontrados em espécies do subgénero
Genlisea podem ter funcionalidade de osmdforos, ao encontrar lipideo em tricomas no
palato de G. hispidula, em associacdo com a ultrestrutura celular. Tais tricomas sao
morfologicamente semelhantes nas demais espécies estudadas (Ptachno et al. 2018a). Em
uma espécie do subgénero Tayloria também sdo relatados tricomas tectores e glandulares
no palato, os presentes no célcar se assemelham aos de Utricularia e sdo associados a

producdo de néctar (Aranguren et al. 2018).

Utricularia

Em Utricularia observamos uma grande diversidade morfoldgica de tricomas,
principalmente nas pétalas (Tabela 4). No palato, os tricomas tectores sao sugeridos como
pistas tateis a polinizadores, enquanto que os localizados no célcar proporcionam uma
superficie hidrofdébica na qual podem-se acumular micro gotas de néctar (Ptachno et al.
2018b). Em espécies basais, tricomas tectores ricos em cromoplastos bloqueiam a entrada
do célcar e sdo sugeridos como caracteristica que impede 0 acesso de visitantes ilegitimos
ao recurso, a0 mesmo tempo que podem ser atrativos tateis e visuais a polinizadores
(ainda ndo descritos para as espécies estudadas) (Ptachno et al. 2019b). Em algumas
especies, tricomas glandulares no palato apresentam lipideos (Ptachno et al. 2016, 2017b,

2017a).
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Baseado em observacdes anatdmicas e ultra-estruturais € proposta a secrecao de
néctar de um modo écrino em Utricularia a partir dos tricomas glandulares presentes no
calcar (Ptachno et al. 2018b). Tais tricomas nectarios apresentam morfologia semelhante,
no entanto, podem variar quanto a posicao na parte interna do calcar (abaxial ou adaxial)
entre as espécies estudadas (Ptachno et al. 2018b, 2019b). Nos estudos realizados até o
momento, ndo foi possivel relacionar as diferentes posi¢cdes dos tricomas nectarios com

os polinizadores, devido a falta de observac6es de visitantes florais nestas espécies.

Recursos

Nesta categoria Pinguicula foi o género mais abrangido. O néctar foi o Unico
recurso estudado embora o polen e exsudatos de estigmas sejam mencionados como
recursos buscados por Diptera na familia (Hobbhahn et al. 2006; Mller 1881; Dolsan et

al. em prep.).

Pinguicula

Em analises do néctar com flores previamente isoladas, o volume de néctar inicial
teve Md = 0,28 L, concentracdo de agucares Md = 9,20%, quantidade de agucares Md
= 0,14 mg (Tabela 5; E1). Destes estudos, dois observaram polinizadores, onde o baixo

volume de néctar é relacionado as poucas visitas observadas (Zamora 1999).

Um estudo avaliou a concentragdo e composicao do néctar disponivel em espécies
de jardins botanicos e de uma espécie em campo. Neste estudo, a concentracdo de
acucares teve Md = 9,14%, é notavel a elevada concentracdo de aglcares da espécie
analisada em campo (P. leptoceras = 26,24 %;) em comparag¢do com as demais (Tabela
5; E2).
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Quanto a composicdo do néctar, em duas espécies ha predominancia de sacarose,
em uma ha a predominancia de hexoses (glicose + frutose) e em duas o néctar € rico em
hexoses. Dois estudos registram a presenca de néctar em outras espécies de Pinguicula,

no entanto sem analises (Tabela 5; E3).

Utricularia
O volume de néctar em flores previamente isoladas, analisado apenas em uma
espécie, foi baixo (0,05 puL) com guantidade de agucares variavel entre os individuos (0

a 0,20 mg) (Tabela 5; E1).

O néctar disponivel, analisado nas demais espécies, teve volume Md = 0,25 pL,
concentracdo de aclcares Md = 45,7 % e quantidade de aclUcares Md = 0,024 mg. Com
excecdo de U. alpina, o néctar é predominado por hexoses em quantidades semelhantes
de glicose e frutose nas demais espécies, e rico em hexose em U. menziesii. Um estudo
detectou a presenca de aminoacidos, determinada comparando a amostra com uma escala

de histidina (Tabela 5; E2).

O néctar teve volume minimo e concentracdo méxima ao meio dia quando
analisado a cada hora, durante o dia, enquanto que a quantidade de agUcares permaneceu
constante entre as espécies estudadas (Hobbhahn et al. 2006). Chaudhary et al. (2018)
mostraram que a producdo do néctar se inicia antes da antese, com pico no dia da abertura
da corola e diminuicdo brusca em trés dias, produzido em pequenas quantidades, e ndo

reabastecido, em U. babui.

Em espécies com floracdo em massa pode haver bimodalidade quanto a producéo

de néctar, observada tanto nas espécies a nivel populacional quanto em plantas no nivel
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individual, sendo que a proporc¢éo de flores sem néctar foi maior em manchas de maior

densidade (Hobbhahn et al. 2006; Anand et al. 2007).

Dos estudos que observaram polinizadores, é relacionada as altas concentragdes
de agUlcares do néctar com a polinizacao por abelhas, porém moscas e borboletas também
podem polinizar tais espécies (Hobbhahn et al. 2006; Chaudhary et al. 2018). Outros
estudos registraram a presenca de néctar em mais espécies de Utricularia, do qual ainda

n&o foi analisado (Tabela 5; E3).

Caracteristicas florais e polinizadores

A partir das inter-relagdes levantadas observamos que ndo necessariamente
visitantes florais atuam como polinizadores eficazes (Tabela S3; Fig. 4). No entanto,
devido ao baixo numero de informacbes disponiveis ndo foi possivel inferir
estatisticamente se ha diferencas entre os aspectos florais: tipo da corola (Fig. 4A), cor da
corola (Fig. 4B), reflectancia UV (Fig. 4C) e grupos de visitantes e polinizadores eficazes

(Tabelas S5, S6, S7).

Evolucéo de caracteristicas florais e flor plesiomorfica de Lentibulariaceae

A reconstrucdo do carater ancestral por Méxima Verossimilhanca (ML), sugere
que os sistemas reprodutivos predominantemente alégamo (48%) e misto (46%) sé&o
carateres plesiomorficos em Lentibulariaceae, enquanto o sistema autdogamo €é derivado,
uma sinapomorfia de Utricularia. Observamos que sistemas mistos sdo 0 carater
plesiomorfico nos clados Genlisea-Utricularia (45%) e Utricularia (89%) (Fig. S1A). O

carater ancestral de dicogamia ndo foi resolvido (Fig. S1B).
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Ha a probabilidade de 67% de que a presenca de hercogamia (de aproximacao)
seja plesiomorfica na familia, da qual, é partilhado como carater ancestral, a hercogamia
de movimento (95%), enquanto que a temporaria € derivada (Fig. S2A-b). Observamos
nesta filogenia publicada para Lentibulariaceae que a hercogamia temporaria surgiu
apenas uma vez para Utricularia (U. cornuta e U. juncea). No entanto, outras espécies
ndo amostradas apresentam tal caracteristica no género e sdo distantes filogeneticamente
(Chaudhary et al. 2018). Esta caracteristica também surge independentemente em P.
alpina e P. vulgaris (que também apresenta hercogamia de movimento). Assim, a
hercogamia temporaria representa uma homoplasia, tendo surgido independentemente

nos géneros Pinguicula e Utricularia e (Fig. S2B).

Corolas de coloracdo roxa/lilas sdo ancestrais na familia (93%) e no clado
Genlisea-Utricularia (98%), do qual, corolas amarelas surgiram independentemente entre
0s géneros (Fig. S3A). Sdo condigdes plesiomorficas, corolas UV absorventes (98%),
enquanto a reflexdo UV aparece como um carater derivado, e padrdes bullseye como
homoplasias (Fig. S3B). A presenca de odor foi determinada como carater plesiomorfico
(100%) (Fig. S4A). Quanto ao recurso, a presenca de nectar é um carater plesiomorfico
(99%) (figura ndo apresentada), com maior probabilidade de ser dominante em hexose

(71%) em Utricularia (Fig. S4B).

O tipo de corola personada fechada é ancestral em Lentibulariaceae (56%) e no
clado Genlisea-Utricularia (96%), da qual derivam as corolas tubular, tubular com palato
alongado em Pinguicula. A corola hipocrateriforme também deriva da personada fechada
e é uma autapomorfia de Genlisea subg. Tayloria. As corolas personadas abertas e com
palato que forma uma invaginacdo sdo exclusivas de Utricularia, derivam da corola
personada fechada e sdo homoplasias, pois ocorrem independentemente em diferentes
linhagens (Fig. 5).
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Desta forma, propomos que a flor plesiomdrfica de Lentibulariaceae era alogama,
possuia hercogamia de aproximacdo e de movimento. Apresentava corola personada
fechada, roxa/lilas UV absorvente com presenca de odor, e producdo de néctar dominante

em hexose.

DISCUSSAO

Polinizadores

Em Lentibulariaceae a polinizagdo por diferentes grupos taxondmicos pode
ocorrer, mesmo em espécies com alta dependéncia de polinizadores, diferindo de estudos
que avaliaram esta condicdo (Rosas-Guerrero et al. 2014). Em Genlisea, por exemplo,
abelhas sdo principais polinizadoras, porém, sirfideos também sdo vetores de polen
(Aranguren et al. 2018), contradizendo ainda, a predicdo de Lepidoptera como

polinizador em relacéo a forma hipocrateriforme da corola (Fleischmann, 2012).

Portanto, em Lentibulariaceae deduzir o polinizador baseado em poucos tragos
florais sem estudos empiricos pode tornar as previsdes de sindrome de polinizacdo nao
confidveis, como ocorre em outras familias (Ollerton et al. 2009). Corolas personadas
roxas, com odor e producdo de néctar sdo atrativas a abelhas e plesiomérficas na familia.
Assim, é possivel que os polinizadores mais eficazes sejam abelhas que podem estar em
declinio devido a antropizacao de locais onde as espécies ocorrem (Hobbhahn et al. 2006;

Aranguren et al. 2018)

A previsdo de polinizadores por meio de caracteristicas qualitativas simples (como
forma, simetria, cor, odor e producgdo de néctar) pode nao ser assertiva e abordagens mais

especificas, com maior nimero de caracteristicas florais e das relagcdes ecoldgicas dos
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visitantes podem ser agregadas em sindromes proprias para o sistema de estudo (Dellinger
et al. 2019; Dellinger 2020). Medidas mais confiaveis, como a avalia¢do da performance
dos polinizadores (Rosas-Guerrero et al. 2014) e o registro mais detalhado e inclusivo de
atributos florais, podem diferenciar as sindromes de polinizagdo com maior precisao,

além de colaborar com mais informacdes evolutivas (Abrahamczyk et al. 2017a).

Como atributos florais observamos que a abertura da corola pode ser um aspecto
importante em polinizacdo por Diptera de proboscide curta, que pode ndo ter peso ou
forca suficiente para conseguir acesso ao recurso em corolas oclusas pelo palato. Corolas
abertas em Utricularia ocorrem em espécies de habitat aquatico (aquaticas e aquaticas-
reofiticas), destas, U. vulgaris e U. neottioides estdo distantes filogeneticamente e tém
somente Diptera confirmados como polinizadores (Plachno et al. 2018, Dolsan et al. em
prep.). De forma que, o acesso facilitado ao recurso pode ser uma caracteristica

convergente a polinizacao por Diptera em Utricularia.

Contudo, existem polinizadores eficazes que conseguem acesso a0 recurso
inserindo suas proboscides sem abaixar o palato em corolas fechadas, como Diptera
(probdscides longas e curtas) e Lepidoptera em Utricularia (Hobbhahn et al. 2006;
Chaudhary et al. 2018). Isso ocorre, em razao de que nestas espécies 0 espacgo interno
entre os 6rgdos reprodutivos e o labio inferior da corola é mais estreito, possibilitando
que as proboscides transfiram pdlen. Este espagco também pode ser estreito em algumas
flores tubulares de Pinguicula, caracteristica que possibilita que Lepidoptera seja

polinizadora (e.g. Villegas & Alcala 2018).

O espago existente entre os 0rgdos reprodutivos e labio inferior da corola diverge
entre as espécies de Lentibulariaceae, visto que visitantes de proboscides longas ndo sdo

polinizadores em outras espécies (Mdller 1881; Aranguren et al. 2018; Chaudhary et al.
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2018) Rodrigues et al. em prep.). Outro exemplo neste contexto, é Diptera (Syrphidae),
polinizador em U. vulgaris e ndo uma abelha menor (Lasioglossum) que também visitou

a espécie (Ptachno et al. 2018b).

Desta forma, consideramos a dimensé&o do espaco entre 0s 6rgdos reprodutivos e
o labio inferior da corola caracteristica floral importante ao maior entendimento do ajuste
planta-polinizador em Lentibulariaceae. Tal caracteristica quando confrontada com a
dimensdo dos visitantes e explorada com uso da morfometria dimensional ou
tridimensional, pode trazer uma abordagem mais preditiva quanto aos grupos de

polinizadores (Reich et al. 2020).

Adaptac0es do sistema reprodutivo

Podemos generalizar que em Lentibulariaceae o sistema reprodutivo alogamo é
primitivo enquanto que o autégamo é derivado, como proposto por Jérémie (1989).
Transi¢cBes da alogamia para a autogamia sdo recorrentes no reino vegetal devido a
seguranca reprodutiva na falta de polinizadores (Baker 1955; Kamran-Disfani & Agrawal

2014) e podem estar ocorrendo em Lentibulariaceae.

A autogamia é comum em diferentes géneros de plantas carnivoras (Jurgens et al.
2012; Salces-Castellano et al. 2016). Apesar de diminuir o pool génico, diminuindo a
capacidade de adaptacdo a mudancas (Stebbins 1957; Kamran-Disfani & Agrawal 2014),
a autogamia pode tornar uma espécie geneticamente isolada, de forma que, esta, mais
homozigdtica, adquire caracteristicas adaptativas a nichos ecolégicos especificos (Lloyd
1965) e pode colonizar novos bidtopos a partir de uma Unica semente (Baker 1955). Uma
adaptacdo importante a plantas carnivoras que sdo restritas a habitats inférteis, umidos e

abertos, com niveis extremamente baixos de nutrientes (Ellison & Adamec 2018).
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Em Lentibulariaceae observamos que caracteristicas que favorecem a
autopolinizacdo como a auséncia de hercogamia e hercogamia temporaria sdo derivadas
na familia. A hercogamia temporaria permite a autopolinizacdo tardia na auséncia de
polinizadores eficazes, ou seja, pode ser o "o melhor de dois mundos” para espécies
autocompativeis (Kerner von Marilaun & Oliver 1895; Lloyd 1992; Goodwillie & Weber
2018). Em contrapartida, a hercogamia de movimento é uma adequacao a alta frequéncia
de visitas florais, pois diminui as chances de geitonogamia e previne a autopolinizacdo
mediada por polinizadores (Newcombe 1922; Webb & Lloyd 1986; Chaudhary et al.
2018). A hercogamia de movimento € plesiomorfica em Lentibulariaceae, como proposto

por Jerémie (1989) para Utricularia e se mantém em varias espécies.

De forma geral, a hercogamia pode evoluir rapidamente em resposta a novas
pressdes de selecdo proporcionando resiliéncia dos sistemas reprodutivos em caso de
mudangas nas comunidades polinizadores (Opedal et al. 2017; Opedal 2018, 2019).
Assim, divergéncias entre os estudos em relagdo aos tipos de hercogamia que ocorrem
em Lentibulariaceae podem estar refletindo adaptacdes de populacBes distintas a

diferentes condi¢des ambientais, como a auséncia de polinizadores adequados.

As baixas razdoes de P/O encontradas geralmente relacionadas a flores
cleistdbgamas, fazem sentido neste cenario em que h&a mecanismos de polinizacao
altamente eficazes (Cruden 1977, 2000), seja devido a transferéncia eficaz de pdlen por
vetores de polinizacdo (e.g. Hobbhahn et al. 2006) ou em espécies em que ocorre a

autopolinizacdo tardia devido a hercogamia temporaria (e.g. Chaudhary et al. 2018).

Além disso, a cleistogamia, que pode representar adaptacdo a mudancas
ambientais desfavoraveis ou falta de polinizadores, é registrada em espécies de
Utricularia (Jérémie, 1989; Killian, 1951; Kondo, 1972; Yamamoto & Kadono, 1990) e

Pinguicula (Pushkareva et al. 2018). Outras adaptacOes do sistema reprodutivo sdo a
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longa receptividade estigmatica e a alta viabilidade polinica, que possibilitam uma janela

temporal maior na qual pode haver polinizagéo cruzada.

Assim, em Lentibulariaceae existem adaptacdes recentes do sistema reprodutivo
que favorecem a autopolinizacdo, porém sdo mantidas adaptagbes que promovem
polinizagdo cruzada de forma a manter o fluxo génico e a probabilidade de sucesso

reprodutivo na familia.

Atrativos florais

A cor da corola tem sido relatada como a caracteristica floral mais enganosa na
predicdo de polinizadores (Dellinger 2020) e deve ser tratada com cautela em
Lentibulariaceae uma vez que ndo ha até o0 momento, agrupamento desta caracteristica
com taxons especificos de polinizadores. Por outro lado, observamos que a reflectancia
da corola pode ser informativa, visto que, os padrdes de cores sdo percebidos pelos
polinizadores na familia (Bergamo et al. 2021; Dolsan el al. em prep.; Rodrigues et al.
em prep.) inclusive quanto ao comportamento inato de polinizadores frente a reflectancia

UVv.

Em U. vulgaris ocorre um tipo especifico de guias florais que mimetizam anteras
(Lunau 2006). Estas geralmente ocorrem em flores bilabiadas de forma que o l&bio
inferior é protuberante amarelo e UV absorvente, fechando o tubo floral (Lunau et al.
2017). Sirfideos Eristalis tenax respondem a este padrdo com um reflexo inato de
projecdo da probdscide (Lunau & Wacht 1994) e sdo polinizadores da espécie (Plachno

et al. 2018).

Padroes florais de UV também podem favorecer a atracdo das abelhas (Klomberg

et al. 2019; Tunes et al. 2021). Flores amarelas s&éo comuns entre plantas polinizadas por
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abelhas, que por serem coletoras de pélen, respondem inatamente a cores amarelas UV
absorventes (como o polen) e fazem contato antenal preferencialmente na area de
absorcdo UV (Papiorek et al. 2016). Flores amarelas e UV absorventes evoluiram
independentemente vérias vezes em angiospermas (Lunau et al. 2017). Em
Lentibulariaceae observamos a ocorréncia desta caracteristicaem U. triloba (Tunes et al.
2021), U. subulata (Mues, 2020) e no género Genlisea (Burr et al. 1995), ainda sem

observacao de polinizadores.

Em P. alpina, de corola branca, um padréo de absor¢do UV € observado nas guias
florais amarelas consideradas mimetizadoras de p6len (Lunau 2006). Nesta espécie foram
registradas visitas legitimas de moscas e abelhas (Mdller 1881; Molau 1993; Nordin
2015), de forma que as guias podem ser atrativas para os dois grupos taxondmicos. Guias
florais sdo uma caracteristica importante que direcionam os visitantes para areas da flor,

facilitando o acesso ao recurso floral e/ou transferéncia de pélen (Lunau et al. 1996).

Corolas e seus padrbes florais em Lentibulariaceae carecem de analises de
reflectancia, e mais ainda da observacdo conjunta do comportamento e percepcdo dos
polinizadores. A reflectancia da corola pode estar associada a mudancas de polinizadores
(Martinez-Harms et al. 2020) e, portanto, deve ser mais estudada como atrativo floral na

familia.

Diversidade de tricomas florais

Tricomas e papilas em Lentibulariaceae sdo considerados possiveis pistas tateis
aos polinizadores. As células conicas encontradas na familia podem conferir maior
intensidade de cor e cintilancia das pétalas, aumentar a aderéncia do polinizador e

diminuir a permeabilidade, caracteristicas atrativas a polinizadores (Cavallini-Speisser et
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al. 2021) e associadas a polinizacdo por abelhas (Papiorek et al. 2014; Dellinger et al.
2019). Células conicas sdo encontradas em Utricularia polinizadas por abelhas (Menezes
2015; Rodrigues et al. em prep.) e também em espécie polinizada por passaro (Ptachno
et al. 2019). Desta forma, é sugerido que a espécie polinizada por passaro, adaptou-se a
partir de uma linhagem plesiomorfica de espécies polinizadas por abelhas (Ptachno et al.

2019).

Algumas espécies de Pinguicula apresentam independentemente a presenca de
palato alongado rico em tricomas amarelo a esverdeado. Estes tricomas sdo considerados
uma possivel estrutura mimetizadora de anteras/p6len devido a observacao de florivoria
por Syrphidae (Fleischmann 2016). Nestes tipos florais séo registradas abelhas como

visitantes legitimos (Molano-Flores et al. 2018).

Devido aos comportamentos de florivoria observados em algumas espécies na
familia, tricomas proeminentes presentes nas entradas das flores sdo sugeridos como
recurso (Molano-Flores et al. 2018; Aranguren et al. 2018; Dolsan et al. em prep.).
Recentemente foi encontrado amido em tricomas de algumas espécies de Pinguicula
polinizadas por moscas e abelhas (Lustofin et al., 2020b). Tricomas de espécies de
Utricularia (subg. Polypompholyx) também foram analisados, porém, ndo continham
amido (Ptachno et al, 2019a). Tricomas nas entradas das flores de Lentibulariaceae
também séo interpretados como medidas contra ladrdes de néctar ao forcar que o visitante
floral tenha um tamanho especifico ou passe mais tempo na flor, aumentando a
probabilidade de tocar as estruturas reprodutivas (e.g. Pinguicula alpina) (Faegri & van

der PijL 1966).

Alguns estudos indicam ainda, que tricomas que contém lipideos presentes na
corola e palato possivelmente possam atuar como osmoforos (Ptachno et al. 2016, 2017b,

2018a). No entanto, coloragfes histoquimicas que identifiguem osmdéforos séo
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dificultadas devido a natureza hidrofobica da corola (Clivati et al., 2014; Ptachno et al.

2017).

De maneira geral, amido e lipideos sdo contetdos citoplasméticos dindmicos,
presente em maior ou menor quantidade em gléandulas florais de acordo com o tempo de
vida da flor e/ou condi¢bes ambientais. A prdpria reserva de energia para 0 processo
secretor de lipideos pode ser encontrada em forma de gréos de amido nas pétalas (Tolke
et al. 2020). Visto que ndo ha informagdes sobre os contetidos citoplasmaticos das pétalas
em situacgdes diversas (como durante a antese), mais estudos sdo necessarios para entender
as diversas funcdes propostas para alguns tricomas, além da relacdo dos tipos de tricomas

com os polinizadores e inferéncia de como estes podem ter evoluido na familia.

Recursos

Em Lentibulariaceae a baixa producdo de néctar associada as papilas e tricomas
presentes no célcar, faz com que este seja encontrado em goticulas. Caracteristica que
pode ser vantajosa, pois forca os visitantes a sondarem a superficie do célcar. Esses
movimentos adicionais podem aumentar a probabilidade de remocéo e de deposicédo de

polen (Hobbhahn et al. 2006).

Também pode conferir vantagem as espécies, a bimodalidade na producéo de
néctar, encontrada em Utricularia. Neste contexto, polinizadores visitam mais flores para
obter o recurso necessario, o que aumenta a probabilidade de polinizacdo cruzada, caso
essas flores sejam de plantas diferentes (Hobbhahn et al. 2006; Anand et al. 2007).
Quando o recurso ndo € visivel a abelhas, como ocorre em Lentibulariaceae, estas confiam

na honestidade da propaganda, de forma que caracteristicas de anuncio floral sdo mais

42



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

fortemente selecionadas que a propria presenca/quantidade de recurso (Armbruster et al.

2005; Bolstad et al. 2010).

A baixa producdo de néctar, assim como sua auséncia, pode ocorrer como
consequéncia da limitacdo de recursos, visto que em Utricularia ha uma diminuicéo
drastica da superficie foliar no periodo de floracdo (Killian 1953). Tal hipotese é
sustentada quando observamos maiores volumes de néctar em U. menziesii (Tabela S6),
que possui tubérculos que armazenam carboidratos, concomitantes ao periodo de floragéo

(Ptachno et al. 2020).

Apesar do baixo volume, alguns estudos mostram alta concentracao de aclcares,
porém, ainda ndo ha consenso se tanto as altas concentracdes, quanto as diferentes
quantidades de acUcares (frutose, sacarose, glicose) predizem polinizadores na familia

(Hobbhahn et al. 2006; Ptachno et al. 2019; Lustofin, et al. 2020a).

Estdo de acordo com as predi¢Ges de polinizadores quanto as quantidades de
acucares no néctar (Baker & Baker 1990): U. menziesii, rico em hexoses e polinizada por
passaros; U. multifida, rico em hexoses, pequenas abelhas sdo visitantes florais. E
contradizendo as mesmas: P. alpina, néctar dominado por sacarose e polinizada por
moscas e pequenas abelhas; U. reniformis, néctar dominado por hexoses, polinizada por
abelhas grandes. Desta forma, analises que incluam maiores amostragens de individuos,
acompanhamento da producdo de néctar durante a antese e em situacGes ambientais

diversas sdo necessarias para maior compreensdo da dinamica do néctar na familia.
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PRINCIPAIS PADROES ENCONTRADOS

A partir das informagOes levantadas e analises realizadas nesta revisdo
sistematica, observamos que diversos taxons podem polinizar Lentibulariaceae. O
polinizador adequado deve ter dimensdes suficientes, de forma que, o espago entre o labio
inferior da corola e os 6rgaos reprodutivos (varidvel entre as espécies) € uma importante

dimenséo ao encaixe planta-polinizador e consequente sucesso da polinizacao.

Possivelmente nesta familia o ancestral era alogamo e autocompativel, com
caracteristicas associadas a melitofilia e polinizacdo cruzada. Caracteristicas que
promovem autofecundacdo, como a hercogamia temporaria, sao recentes e corroboram
uma possivel mudanca de alogamia para autogamia. Adaptacdes do sistema reprodutivo
que promovam a autogamia podem ter evoluido como respostas a perturbacdes

ambientais.

O déficit de analises da performance do polinizador impossibilitou estabelecermos
relacBes significativas entre polinizadores e caracteristicas florais, muito provavelmente
devido a algumas dificuldades metodoldgicas (expostas abaixo). Esperamos que esta
revisao auxilie trabalhos na area de biologia da polinizacdo em Lentibulariaceae, assim

também, expomos direcdes promissoras a futuras pesquisas.

Lacunas metodoldgicas

Incongruéncias em estudos com as mesmas espécies demonstram que ha lacunas
metodoldgicas em biologia reprodutiva na familia. Metodologias necessarias como o

acompanhamento da antese sdo escassas em todas as categorias levantadas nesta reviséo.
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Os eventos durante a antese foram pouco estudados em relagdo ao tempo de
funcionalidade, ou mudanca de posicdo das estruturas reprodutivas. Desta forma, a
auséncia de hercogamia relatada em algumas espécies, pode ser o resultado final da
hercogamia temporaria. Tanto a antese, quanto a hercogamia e dicogamia foram

negligenciadas na maioria dos estudos.

Lacunas metodologicas também surgiram devido as dificuldades relatadas pelos
autores, dentre elas, o tamanho diminuto da corola que dificulta a realizacdo de
experimentos com o sistema reprodutivo, uma vez que a emasculacdo pode levar a
contaminacgéo ou destruicdo dos botbes (Hobbhahn et al. 2006, Chaudhary et al. 2018,
Dolsan et al. em prep.). Nesses experimentos o isolamento também deve ser feito com
cautela devido ao surgimento de insetos do solo como Diptera (Hobbhahn et al. 2006),
noctuideos (Chaudhary et al. 2018) e abelhas solitarias (Rodrigues et al. em prep.).
Experimentos também podem ser prejudicados em Pinguicula devido a contaminacao por

fungos nas anteras (Nordin, 2015).

A raridade da floragcdo em massa (Taylor 1989) dificulta grandes amostragens e,
consequentemente, diminui o nimero de visitantes florais (Clivati et al. 2014, Chaudhary
et al. 2018), o que impossibilita a realizacdo de experimentos especificos de desempenho
de polinizadores, como a avaliacdo da deposicdo de polen no estigma em flores nunca
visitadas (Ne’eman et al. 2009). Outras dificuldades sdo a localizagdo de manchas
populacionais devido a alta especificidade de héabitats e a sazonalidade marcada da
floracdo de certas espécies (Taylor 1989; obs. pess.). Observacfes noturnas sédo
negligenciadas, porém, quando realizadas, mostraram visitantes crepusculares em
especies melitofilas (Hobbhahn et al. 2006) e noturnos em espécies miofilas (Dolsan et

al. em prep.).
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1 Devido ao fato de o néctar em Lentibulariaceae ser produzido em pequenas
2 quantidades e ndo se acumular na parte inferior do célcar, a coleta para analise e medigdes
3 precisas do volume sdo dificultadas (Anand et al. 2007). Incongruéncias sdo encontradas
4  quanto a producdo de néctar em U. alpina (Jérémie 1989; Abrahamczyk et al. 2017b), da

5 qual pode estar refletindo a falta de acompanhamento da producdo de néctar durante a

6 antese.

7

8 Direcdes futuras

9 Visto que Lentibulariaceae € uma familia pouco estudada quanto a biologia

10  reprodutiva e da polinizacdo, apontamos pontos promissores a serem explorados em

11 futuros trabalhos:

12 Polinizadores

13 e A legitimidade das visitas e, principalmente a analise da performance dos
14 polinizadores sdo imprescindiveis, pois dificultam o entendimento das relacdes
15 entre polinizadores e tipos florais.

16 e A morfometria do espaco entre 0s 6rgdos reprodutivos e o labio inferior da corola
17 deve ser explorada como caracteristica importante a compreensdo do ajuste
18 planta-polinizador. Assim como, a morfometria dos visitantes comparada a da flor
19 pode ajudar a responder sobre a legitimidade e eficacia dos polinizadores.

20 e Estudos que agreguem informacdes de polinizadores e atributos florais sdo
21 necessarios.

22 e Observac0es de polinizadores em diversas estagdes do ano sao escassas.

23
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Sistema reprodutivo

O acompanhamento da antese durante a vida da flor com foco nas alteragdes da
hercogamia é imprescindivel, pois tais mudancas afetam diretamente o sistema
reprodutivo.

Estudos do sistema reprodutivo devem incluir mais testes empiricos, de forma a
colaborem com o entendimento ndo apenas do tipo de sistema reprodutivo
(autopolinizagdo manual; polinizacdo cruzada), mas também com a dependéncia
de polinizadores (autopolinizagdo espontanea; controle em campo).

O uso de abordagem assistida por marcadores moleculares pode medir a extenséo
da depressdo por endogamia e mostrar se a autofecundacdo tardia é de fato o
melhor dos dois mundos para essas espécies. Além de poder elucidar os niveis de
clonalidade e geitonogamia em uma populacdo e auxiliar na pesquisa de
conservacao preventiva, especialmente em grandes populacGes devido a sua

raridade.

Atrativos, tricomas e recursos florais

A reflectancia floral em conjunto com a percepcdo e comportamento de
polinizadores pode ser promissora a predi¢do de polinizadores.

Extracdo e analise de volateis florais deve ser mais explorada, visto que é relatada
a presenca de odor em algumas espécies.

Analises de tricomas presentes no palato, visto os casos de florivoria na familia.
Analises e acompanhamento da producdo de néctar durante a antese s&@o
recomendados para se compreender completamente o modo de secrecéo do néctar

nos géneros.
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TABELAS

Tabela 1. Visitantes florais em Lentibulariaceae (Categoria A). Metodologias
aplicadas e visitantes registrados.
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Pinguicula (A1) Molau (1993) P. alpina X X X .
. Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
P. villosa X i
. Lepidoptera
P. vulgaris X
Villegas & Alcalé (2018) P. moranensis X X X X X Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera
Pinguicula (A2)  Miiller (1881) P. alpina X X X Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
P. vulgaris X X X Lepidoptera
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Garcia et al. (1994) P. longifolia X X Lepidoptera
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Zamora (1999) P. vallisneriifolia X X X Lepidoptera, Thysanoptera
Nordin (2015) P. alpina X X X Diptera, Hymenoptera
Molano-Flores et al. (2018) P. ionantha X X
P. lutea X X Hymenoptera, Lepidoptera
P. planifolia X X
Pinguicula (A3)  Shimai (2018) P. macroceras X X X Coleoptera, Diptera
P. ramosa X X X
Pinguicula (A4)  Willis & Burkill (1903) P. vulgaris X Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera
Zamorra et al. (1996) P. mundi X Diptera, Hymenoptera
Dominguez (2012) P. filifolia X
P. albida X Thysanoptera
P. cubensis X
Dominguez (2013) P. filifolia X
P. albida X Hymenoptera
P. cubensis X
Fleischmann (2016) P. ionantha X
P. lutea X Diptera, Hymenoptera
P. leptoceras X
Bradford & Rogers (2020) P. pumila X Diptera, Hymenoptera
Benavente-Romo & Sandoval- ) Diptera, Lepidoptera
Ortega (2021) P. oblongiloba X '
Pinguicula (A5)  Heslop-Harrison (2004) P. vulgaris
P. grﬁndlflora Diptera, Hymenoptera
P. lusitanica
P. alpina
Genlisea (Al) Aranguren et al. (2018) G. violacea X X X X X X Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera
Genlisea (A3) Fleischmann (2011) G. stapffi X X X
R Hymenoptera
Genlisea (A4) G. aurea X
Utricularia (A1) Hobbhahn et al. (2006) U. albocaerulea X X X X X
U. graminifolia X X X X X X Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera
U. reticulata X X X X X
Chaudhary et al. (2018) U. babui X X X X Diptera, Hymenoptera
Rodrigues et al. (em prep.) U. damazioi X X X Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera
Utricularia (A2) Clivati et al. (2014) U. reniformis X Hymenoptera
Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Dolsan et al. (em prep.) U. neottioides X X X X X Lepidoptera
Utricularia (A3) Plachno et al. (2018b) U. foliosa X X X Diptera, Hymenoptera, Hemiptera,
U. vulgaris X X X Thysanoptera
Utricularia (A4)  Hensius (1890) U. vulgaris X X Diptera
Killian (1951) U. striatula Diptera
Keighery (1982) U. menziesii Passeriforme
Gibson (1997) U. dichotoma X X Lepidoptera
Gibson (1999) U. multifida X Hymenoptera
Janarthanam (1999) U. reticulata Hymenoptera
Proctor, Yeo & Lack (1996) U. vulgaris Diptera, Hymenoptera
Hingston & Quillan (2000) U. dichotoma Diptera, Hymenoptera, Lepidoptera
Salmon (2001) U. gibba
U. dichotoma Hymenoptera, Lepidoptera
U. delicatula X
Araki & Kadono (2003) U. australis Diptera, Hemiptera
Bourke (2005) U. multifida Hymenoptera
Balachandran et al. (2014) U. lazulina X
U. reticulata X Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera
U. striatula X
Menezes (2015) U. amethystina X X X Hymenoptera, Lepidoptera
Plachno et al. (2017b) U. bremii X X Hymenoptera
Plachno et al. (2019b) U. multifida Hymenoptera
Aranguren et al. (2018) u. trll_ot?a X X Diptera
U. laciniata X X
Utricularia (A5) Lowrie (2001) U. menziesii X X X Passeriforme
Taylor (1989) U. campbeliana Passeriforme
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Tabela 2. Sistema reprodutivo em Lentibulariaceae (Categoria B). Dados levantados pelos estudos, sistema reprodutivo e dependéncia de

polinizadores.
= = = )
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Pinguicula (B1) Molau (1993) P. alpina 0 (30) alta
P. villosa 82,6% (30) baixa
P. vulgaris 64,6% (26) baixa
(Zf;;(é;a etal. P. submediterranea 91% (17) 90% (21) 0 (26) misto alta
P. mundi 46,1% (13) 70% (10) 0(12) misto alta
Zamora (1999) P. vallisneriifolia 81,5% (30) 95,8% (30) 0(30) 70, 22% (30) misto alta
Villegas & Alcala . N predominantemente
(2018) P. moranensis 250 (10) 450 (10) 0 (10) 350-400 (10) alégama alta
Molano-Flores et . .
0, - - 0, -
al. (2018) P. ionantha 90% (5-10) 0 (5-10) 80% (5-10) misto alta
P. lutea 90% (5-10) 0 (5-10) 90% (5-10) misto alta
P. planifolia 95% (5-10) 0 (5-10) 90% (5-10) misto alta
Mues (2020)  P. agnata 40% (15) 0(10) predominantermente alta
alégama
P. cyclosecta 0(33) 0(14) alégama alta
P. ehlersiae 0(25) 0(14) alégama alta
P. emarginata 25,0% (17) 0(12) predom[nantemente alta
alégama
P. esseriana 0,0% (39) 0(9) alégama alta
P. gigantea 28,5% (15) 0(14) predominantemente alta
alégama
P. gracilis 0,0% (31) 0(5) alégama alta
. o predominantemente
P. gypsicola 35,2% (19) 0(17) alégama alta
Lo o predominantemente
P. hemiepiphytica 25,0% (15) 0(4) alégama alta
P: h'lrtlflora var. 33.3% (10) 06) predom{nantemente alta
hirtiflora alégama
P. ibarrae 70,0% (21) 0 (10) misto alta
P. jaumavensis 68,7% (26) 0 (16) misto alta
P. laueana 80,0% (6) 0(5) misto alta
P. medusina 80,0% (10) 0(5) misto alta
P. mirandae 25,0% (10) 0(4) predominanterene alta
alégama
P. moctezumae 0,0% (15) 0(5) alégama alta
P. moranensis 66,6% (15) 0(6) misto alta
P. moranensis f. alba 91,6% (17) 0(12) misto alta
P. potosiensis 100,0% (5) 0(1) misto alta
P. rectifolia 50,0% (15) 0(12) misto alta
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Dicogamia

protandria

protandria
protandria

SCI

SFI

P/O

101

0,65
0,85

0,55

O O O O O oo o oo o o oo o

o

OO0 o000 O OoOooo o

800
130
450

19

41
30

208

253
193

38
18,9
26,6

16
513

372

40,6

117
8,7

10,1
18,6

64,3

18,1
52,1
431
255
322
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Pinguicula (B2)

Pinguicula (B3)

Willis & Burkill
(1903)

Wood & Godfrey
(1957)

Garcia et al.
(1994)
Heslop-Harrison
(2004)

Nordin (2015)

Fleischmann
(2016)

Pushkareva et al.
(2018)

Bradford &
Rogers (2020)
Miiller (1881)

Casper (1966)
apud Lowel (1894)

Casper (1966)
apud Henslow
(1880)

P.

P.

P.
P.
P.
P.

P. longifolia subsp.

vulgaris

caerulea

lutea
pumila
planifolia
primuliflora

longifolia

P.

P
P
P
P
P
P
P
P.
P
P
P
P
P
P
P
P

vulgaris

grandiflora

. lusitanica
. alpina

. alpina

. vulgaris

. caerulea

. ionantha

lutea

. primuliflora
. pumila

. debbertiana
. filifolia

. lusitanica

. takakii

. sharpii

. lilacina

vulgaris

P. pumila

P.

P.

alpina
villosa
vulgaris

lusitanica

sim
sim
sim
sim
sim

sim

sim

100% (45)

sim

ndo (30)
sim
12,5% (8)

sim
sim

sim
sim
variavel entre
populacdes

sim

6,25% (16)

sim
sim

sim

movimento,
temporaria

temporaria

ausente

ausente

movimento

protandria

0,12

441
85

progdmia 10 - 12

protognia
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Avranguren et al.

predominantemente

1 1 0, 0, 0, 0, 1 a
Genlisea (B1) (2018) G. violacea 29,4% (17) 41,2% (17) 5,2% (19) 87,5% (24) albgamo alta aproximacéo 0,71 0,12
. Fleischmann T . "
Genlisea (B2) (2011) G. exhibitionista sim ndo
G. filiformis sim sim
G. flexuosa sim nao
G. glandulosissima sim sim
G. lobata sim néo
G. margaretae sim sim
G. metallica sim néo
G. nebulicola sim néo
G. nigrocaulis sim sim
G. oligophylla sim nao
G. oxycentron sim sim
G. pygmaea sim sim
G. repens sim sim
G. uncinata sim ndo
G. violacea sim ndo
Utricularia (B1) Kondo (1972) U. juncea 82% (28) 86% (38) misto temporaria 0,95
U. cornuta 93% (16) 96% (29) misto temporaria 0,96
IZénoan'E(}tfgfm ;p‘c’)‘r‘]:gcz,['s var. 0% (26) 0% (64) 0% (86) 0% (101) estéril masculina aproximagio 0,00 0 54
U. tenuicaulis* 92,3% (17) 69% (13) 0 (64) 69,5% (72) misto alta aproximagao 1,33 0 53,5
U. aurea 0% (15) 83,3% (30) 96,6% (29) 81% (82) 73,7% (57) misto baixa ausente 0,86 0,83 64,8
U. gibba 93,8% (16) 78,6% (14) baixa ausente 26,4
Khosla et al. U. inflexa 70% 97-100% obrigatbriamente baixa ausente 13
(1998) autdgama
g?gé)& Kadono ; _ stralis 931% (58)  85,7% (21) 0 (56) misto alta 1,08 0
(Kzzrgg;/ama stal. U austalls. 0% (16) 0%(26) 0% (87) estéril masculina alta 000 0
V. australis f. 155%(12)  475% (47) 0% (17) predominantemene alta 032 0
tenuicaulis* alégama
U. macrorhiza 45% (12)  283% (67) 0(51) predominantemente alta 0,15 0
alégama
Hobbhahn et al. . aproximacéo,
0, 0, -
(2006) U. albocaerulea <1% (1000) Apis 75% (29) alta movimento 17+-4
U. graminifolia 11% (28) 92% (29) 100% (20) 7% (15) misto alta aproximagéo 0,92 0,07  34+-13
U. reticulata 87% (30) 80% (10)  <1% (1000)  Apis 83% (12) misto alta aproximagao, 108 001  19+9
movimento
Clivati et al. . . . aproximacéo,
0, 0, 0, -~
(2014) U. reniformis 0(12) 100% (7) 90% (10) 0 (13) 10% (30) misto alta movimento 20 1,11 0,00
aproximacéo,
Chaudnary etal. ;oo eterita 0 87% (50) 67%(50)  65% (50) 63% (50) misto baixa movimento,  protandria 1,70 140 19
(2018) L horas
temporaria
aproximacéo,
U. babui 0 78% (50) 80% (50) 68% (50) 65% (250) misto baixa movimento, protandria 6 1,06 1,00 24
temporaria
Rodrigues etal. ;4o oioi 05) 100% (17)  100%(15)  95% (20) 100% (17) misto baixa aproximagao, o nia 6 1,00 095
(em prep.) temporaria
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Utricularia (B2) Knuth (1899) U. vulgaris rara
Newcombe (1922) U. vulgaris 100% (7) sim movimento
Kausik & Raju . . .
U. reticulata sim ausente rotognia
(1955) icu i u protogni
Jérémie (1989) U. alpina néo baixa sim aus_ente, 10
movimento
. . ausente
U. gibba sim usente,
movimento
- . ausente,
U. uliginosa sim R
movimento
. . . ausente,
U. jamesoniana sim .
movimento
U. pusilla sim aus:ente,
movimento
U. australis nao movimento
U. amethystina sim aus_ente,
movimento
U. hispida sim aus_ente,
movimento
. ausente,
U. nana sim R
movimento
U. sandersoni sim aus_ente,
movimento
Menezes (2015)  U. amethystina 0(9) 0 (10 aproximacéo 10
Utricularia (B3) Hildebrand (1865) U. vulgaris aproximagao,
movimento
. estigmas ndo
Newcombe (1924) U. alpina 9 P
sensiveis
U. uliginosa estlgm,as pao
sensiveis
Dol 1. - imaca )
olsan etal. (em U. neottioides aprox.l magao, protognia 3-4
prep.) movimento

* sindnimos de U. australis

SCI/SF1: valores em negrito foram publicados, os demais foram calculados neste trabalho.
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Tabela 3. Atrativos florais em Lentibulariaceae (Categoria C). Dados levantados pelos

estudos.

Geénero (Categoria) Referéncia  Espécie Cor . . Partes da flor
(Reflectancia)  Percepcéo polnizadores Absorcdo UV Reflexdo UV Odor
R Garciaetal . .
Pinguicula (C1) (1994) P. longifolia Guias
Burretal. (1995) P. agnatha *
P. alpina *
P. colimensis *
P. ehlersiae *
P. esseriana *
P. leptoceras *
P. lusitanica *
P. moranensis *
P. orchidioides *
P. vulgaris *
Pinguicula sp. *
Lunau (2007) P. alpina Guias
Arnold et al . abelha: azul; mosca: azul
(2009) P. vulgaris Rosa/roxa (p-y+)
Mues (2020) P. agnata Pétalas, anteras
P. cyclosecta Pétalas, anteras
P. emarginata Pétalas, anteras
P. gigantea Pétalas, anteras
P. gracilis Pétalas, anteras
P. gypsicola Pétalas, anteras
P. hirtiflora Pétalas, anteras
P. ibarrae Pétalas, anteras
P. laueana Pétalas, anteras
P. medusina Pétalas, anteras
P. moctezumae Pétalas, anteras
P. retifolia Pétalas, anteras
P. mirandae Pétalas (difusa),
anteras
. Pétalas (difusa),
P. moranensis
anteras
P. moranensis f. Pétalas (difusa),
alba anteras
P. potosiensis Pétalas (difusa),
anteras
P. ehlersiae Centro, anteras Pétalas
P. esseriana Centro, anteras Pétalas
P. hemiepiphytica Centro, anteras Pétalas
P. jaumavensis Centro, anteras Pétalas
Kerner (1894)
Pinguicula (C2) apud Heslop-
Harrison (2004)  P. vulgaris presente
Genlisea (C1) Burretal. (1995) G. roraimensis *
Genlisea sp. *
Utricularia (C1) Burretal. (1995) U. caerulea *
U. pubescens *
U. chrysantha *
U. dichotoma *
U. gibba *
U. graminifolia *
U. lateriflora *
U. livida *
U. nephophyla *
U. sandersonii *
U. vulgaris *
U. multifida *
U. tenella *
Lunau (2007) U. vulgaris Palato Pétalas
Mues (2020) U. subulata Palato Pétalas
Bergamo et al. abelha: azul (pétalas)
(2021) U. reniformis
Tunes et al.
(2021) U. triloba amarela Pétalas
presente (semelhante a
Utricularia (C1, C2) Dolsan (em prep.) U. neottioides creme mosca: verde (p- y-) Pétalas anonacea)
Rodrigues (em flores flicsia e abelha: azul (pétalas), presente (semelhante a
prep.) U. damazioi flores lilases verde(guias) Pétalas (difusa) canela)
Utricularia (C2) Taylor (1989) U. albocaerulea presente

Slinger (1954)

Jobson & Baleeiro
(2015)

U. livida

U. byrneana

presente (aroma
delicado de mel)
presente (doce
fragrancia
almiscarada)

(*) sem definicéo de qual parte da flor
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Tabela 4. Diversidade de tricomas florais levantadospelos estudos em Lentibulariaceae (Categoria D).

Geénero Referéncia Espécie Petalas/palato - - Calcar - -
Tectores Glandulares Histoquimica Tectores Glandulares Histoquimica
Pinguicula Pushkareva et al . (2018) P. vulgaris multicelulares capitados
Lustofin et al . (2020a) P. moctezumae multicelulares
P. esseriana multicelulares
P. moranensis multicelulares
P. emarginata multicelulares
P. rectifolia multicelulares
P. mesophytica multicelulares
P. hemiepiphytica multicelulares
P. agnata multicelulares amido
P. albida multicelulares amido
P. ibarrae multicelulares amido
P. martinezii multicelulares amido
P. filifolia multicelulares amido
P. gigantea multicelulares amido
P. lusitanica multicelulares
P. alpina multicelulares
P. vulgaris multicelulares
capitados, base e pedunculo
Lustofin et al . (2020b) P. moctezumae papilas unicelulares, cabeca
multicelular (4-8)
capitados, base e pedunculo
P. moranensis papilas unicelulares, cabega
multicelular (4-8)
capitados, base e pedunculo
P. rectifolia papilas unicelulares, cabeca
multicelular (4-8)
capitados, base e pedunculo
P. emarginata papilas unicelulares, cabega
multicelular (4-8)
capitados, base e pedunculo
P. esseriana papilas unicelulares, cabega

multicelular (4-8)
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tricomas capitados, Unica

Genlisea papilas conicas célula basal, peddnculo lipideo
Plachno et al . (2018a) G. hispidula unicelular (2)*
tricomas capitados, unica
papilas cénicas célula basal, pedinculo
G. subglabra unicelular (multicelular)
tricomas capitados, Unica
papilas conicas célula basal, peddnculo
G. roraimensis unicelular (multicelular)
tricomas capitados, unica
papilas cénicas célula basal, pedinculo
G. africana unicelular (multicelular)
tricomas capitados, Unica
papilas conicas célula basal, pedinculo
G. repens unicelular (multicelular)
tricomas capitados, Unica
papilas conicas célula basal, peddnculo
G. pygmaea unicelular (multicelular)
células conicas, tricomas de duas apilas unicelulares
Aranguren et al . (2018) G. violacea a trés células pedunculados pap
Utricularia Clivati et al . (2014) U. reniformis papilas captados
. élul oni il . . . (nculo unicelular com
Menezes (2015) U. amethystina celulas conicas e pap as unisseriados, captados papilas pedunculo u cei u ar com base
alongadas na face interna larga (nectéario) (1-8)
.. ani élul I lipi . .
Plachno et al . (2016) U. dunlopii u' ca ce u_a basal, p deo, . papilas unicelulares glandulares
pedunculo unicelular (4) proteina, amido
U. paulinae papilas compridas, unicelulares, unica célula basal, amido apilas unicelulares landulares
P capitadas com pontas esféricas pedunculo unicelular (4) pap 9
U. dichotoma papilas compridas, unicelulares, unica célula basal, papilas unicelulares glandulares
: capitadas com pontas esféricas pedunculo unicelular (4)
U. uniflora papilas compridas, unicelulares, unica célula basal, papilas unicelulares
: capitadas com pontas esféricas pedunculo unicelular (4)
. apilas conicas a viliformes multicelulares, unisseriados L apilas conicas e . . L
Ptachno et al . (2017a) U. cornigera pap B ’ lipideo pap capitados (8-10) proteina, lipideo
(guias) (1-2) globosas
- . - multicelulares, unisseriados s papilas conicas a multicelulares, unisseriados, - s
U. nelumbifolia papilas conicas lipideo . : proteina, lipideo
(1-3) vilosas capitados
dnica célula basal, Unica célula basal, pedunculo
Plachno et al . (2017b)  U. bremii pedunculo unicelular amido, lipideo . ' P
(multicelular) unicelular (multicelular)
dnica célula basal, unica célula basal, pedinculo
U. minor pedunculo unicelular amido, lipideo . ,.p
(multicelular) unicelular (multicelular)
Chaudhary et al . (2018) U. praeterita papilas conicas esféricos
U. babui papilas cénicas esféricos
Plachno et al. (2018b) U. vulgaris papilas unicelulares unlca_ célula basal, .pedunculo
unicelular (multicelular)
. . . unica célula basal, pedinculo
U. australis papilas unicelulares . h
unicelular (multicelular)
- . . unica célula basal, pedidnculo
U. bremii papilas unicelulares . .
unicelular (multicelular)
. . P unica célula basal, pedidnculo
U. foliosa papilas cénicas . h
unicelular (multicelular)
Plachno et al. (2019a) U. menziesii papilas, tricomas unicelulares papilas un|ca_celula basal, .pedunculo Cu“CL.“a,l' amido,
unicelular (multicelular) lipideo
Plachno et al. (2019b) U. multifida paplla}s, trlc‘(I)mas multlcelul'z:lres, glandulares lipideo (pouco) paplla's, tricomas glandulares
células "quebra-cabeca multicelulares
L papilas, tricomas
U. tenella landulares lipideo (pouco : landulares
9 P G ) multicelulares 9 65
U. violacea glandulares pir‘_l):jlliis(’:;’:f;;)gss glandulares
Dolsan (em prep.) U. neottioides papilas glandulares

*Entre parénteses: nUmero de células da cabeca do tricoma, intervalo se houver variagdo



Tabela 5. Anélises de néctar em Lentibulariaceae (Categoria E). Dados
levantados pelos estudos e razdo S/(F + G) (Baker & Baker 1990).

Género

Concentracéo de

Quantidade de

(Categoria) Referéncia Espécies Presenca  Volume (ul)  acucares (%) acucares/ flor (mg) Composicéo (%) SI(F + G)
Pinguicula (E1) Garcia et al. (1994) P. longifolia
Zamora (1999) P. vallisneriifolia 0.03
Mues (2020) P. agnata 0
P. cyclosecta 1.747 £ 0.485 113+11 0.20 + 0.06
P. ehlersiae 0.789 + 0.449 155+4.38 0.14 +0.06
P. emarginata 0
P. esseriana 0.557 +0.252 11.3+6.0 0.07 £0.03
P. gigantea 0.189+0.190 38.2+184 0.15+0.15
P. gracilis 0.149 +0.071
P. gypsicola 0.260 + 0.107 9.3+20 0.02+0.01
P. hemiepiphytica 3.934 +3.083 9222 0.39 +0.27
P. hirtiflora var. hirtiflora 0.003 +0.003
P. ibarrae 0.036 + 0.012
P. jaumavensis 0.319 +0.205 12.3+9.2 0.03 +0.03
P. laueana 2.248 +1.739 81+17 0.18 £0.16
P. medusina 0.022 +0.015
P. mirandae 0.009 +0.012
P. moctezumae 9.658 + 3.558 9.0+43 0.97 £0.72
P. moranensis 1.092 +0.861 73+25 0.08 + 0.06
P. moranensis f. alba 4.322 £ 4.457 79+23 0.28 +0.21
P. potosiensis 2.124 +0.878 51+11 0.11 +0.06
P. rectifolia 1.179 + 1.360 73+24 0.09 + 0.06
Sacarose: 100
- Abrahamczyk et al. . . sacarose-
Pinguicula (E2) P. alpina 1.8 Glicose: 0 ]
(2017) dominante
Frutose: 0
Sacarose: 100 sacarose-
P. gigantea 12.8 Glicose: 0 ;
dominante
Frutose: 0
Sacarose: 3 hexose-
P. leptoceras 26.24 Glicose: 47 .
dominante
Frutose: 49
Sacarose: 16
P. macrophylla 24 Glicose: 5 rico em hexose
Frutose: 77
Sacarose: 21
P. moctezumae 9.14 Glicose: 18 rico em hexose
Frutose: 60
Pinguicula (E3) Heslop-Harrison (2004) P. vulgaris sim
P. lusitanica sim
Fleischmann (2016) P. caerulea sim
P. ionantha sim
P. lutea sim
P. primuliflora sim
P. pumila sim
P. debbertiana sim
Genlisea (E3)  Aranguren etal. (2018) G. violacea sim
Utricularia (E1) Anand et al. (2007) U. graminifolia <05 0-0.20
Utricularia (E2) Hobbhahn et al. (2006) U. albocaerulea sim
U. graminifolia 0.03 (Md) 37.9+137 0.005 + 0.005
U. reticulata 0.06 (Md) 535+11.4 0.005 + 0.004
Abrahamczyk et al. . Saca_rose: 100 sacarose-
U. alpina 275 Glicose: 0 .
(2017) i dominante
Frutose: 0
Sacarose: 6.068 hexose-
U. nephrophylla 84.1 Glicose: 44.449 dominante
Frutose: 49.481
Sacarose: 1.924 hexose-
U. reniformis 32.7 Glicose: 45.796 dominante
Frutose: 52.279
Chaudhary et al. (2018) U. babui 0.25+0.01 60 0‘4.8 rr]gI_mL
(amino&cidos)
U. praeterita nao
Sacarose: 10
Plachno et al. (2019a)  U. menziesii 3.0 Glicose: 50 rico em hexose
Frutose: 50
. Frutose 0.042 + 0.005 Frutose 54 + 0.5 hexose-
Plachno etal. (2019b) V. multifida Glicose 0.036 + 0.005 Glicose 46 + 0.5 dominante
U. tenella Frutose 0.008 + 0.003 Frutose 54 + 1.2 hexose-
Glicose 0.006 + 0.002 Glicose 46 + 1.2 dominante
U. violacea Frl_Jtose 0.020 + 0.001 F(utose 58 +0.3 hex.ose-
Glicose 0.014 +0.001 Glicose 42 + 0.3 dominante
Utricularia (E3) Menezes (2015) U. amehtystina sim
Plachno et al. (2016) U. paulinae sim
U. uniflora sim
Plachno et al. (2017a)  U. nelumbifolia sim
Plachno et al. (2018) U. vulgaris sim
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FIGURAS

Figura 1. Diagrama de fluxo PRISMA 2020 para o ntimero de estudos encontrados, triados

e incluidos na revisdo, por meio de banco de dados e outras fontes (baseado em Page et al., 2020).

Identificacdo

Inclusdo

[ Identificacdo de estudos por meio de bancos de dados ] [ Identificagdo de estudos por outras fontes ]

ﬂ{egistros identificadosx

¢ Pinguicula
Web of Science (n = 48)
Scopus (n = 43)
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Web of Science (n = 6)
Scopus (n=5)

« Utricularia
Web of Science (n = 68)

Qcopus (n=57) /

l

Estudos avaliados para
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* Pinguicula (n = 39) —
* Genlisea (n=28)
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l
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* Pinguicula (n = 8)
+ Genlisea (n=2)

s Utricularia (n = 16)

1

* Utricufaria (n = 46)
+ Estudos em comum (n =5)
* Total de estudos (n =70)

Estudos incluidos no total:
*  Pinguicula (n = 26)
* Genlisea (n=4)

removidas:
* Pinguicula
(n=52)
* Genlisea
(n=3)
« Utricularia

( Estudos \

excluidos:

* Pinguicula
(n=32)

* Genlisea
(n=6)

e Utricularia

\ (n=79) /
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\ (n=31) /

Estudos incuidos por: \

* Pinguicula
Indicagdo de especialistas (n = 10)
Busca de citagbes (n = 9)
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Indicagio de especialistas (n = 0)

Busca de citacGes (n = 2)

» Utricularia
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67



Figura 2. Literatura incluida. (A) Numero de estudos classificados por tipo de
literatura, branca (branco) e cinzenta (cinza); (B) Porcentagem de estudos que
abrangeram os principais resultados; (C) Resultados por género: porcentagem de estudos
(gréfico a esquerda), de espécies (grafico a direita) e nUmero de estudos por periodo

(gréfico abaixo).
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Figura 3. Visitantes florais registrados em (A) Pinguicula, (B) Genlisea e (C)
Utricularia. Porcentagens das ordens taxonémicas dos visitantes, caracteristicas

analisadas dos visitantes e localizacGes das especies de Lentibulariaceae observadas.
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Figura 4. Visitantes florais (esquerda) e polinizadores (direita) por tipos florais.
(A) Tipos de corola; (B) Cor das pétalas e (C) Reflectancia da corola (apenas visitantes
florais). Imagens: U. reniformis, G. violaceae e P. moranensis (Laboratorio de
Sistematica Vegetal - FCAV/UNESP); U. vulgaris (Plachnno et al. 2018b) e U. bremii
(Plachnno et al. 2017a); P. caerulea Disponivel em:
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blue_Flower_Butterwort_(Pinguicula_caerul

ea) (38311735434).jpg

72



73



Figura 5. Distribuicdo de formatos de corola em filogenia de Lentibulariaceae.

Imagens: U. reniformis, G. violaceae e P. moranensis (Laboratorio de Sistemética

Vegetal - FCAV/UNESP); U. vulgaris (Plachnno et al. 2018b) e U. bremii (Plachnno et

al. 2017a); P.

caerulea

Disponivel

em:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Blue_Flower_Butterwort_(Pinguicula_caerul

ea)_(38311735434).jpg
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INFORMACAO SUPLEMENTAR

Apéndice S1. Termos para buscas booleanas usadas contra os bancos de dados Web of

Science e Scopus.

A

“Utricularia” AND (“pollinat*” OR “visit*” OR “breeding system” OR
“reproductive biology” OR “allogamy” OR ‘“autogamy” OR ‘“herkogamy” OR
“floral biology” OR “floral morphology” OR “floral traits” OR “floral scent” OR
“nectar” OR “rewards” OR “resources” OR “reflectance” OR “UV” OR “volatiles™)
“Pinguicula” AND (“pollinat®*> OR “visit*” OR “breeding system” OR
“reproductive biology” OR “allogamy” OR ‘“autogamy” OR ‘“herkogamy” OR
“floral biology” OR “floral morphology” OR “floral traits” OR “floral scent” OR
“nectar” OR “rewards” OR “resources” OR “reflectance” OR “UV” OR “volatiles”)
“Genlisea” AND (“pollinat®” OR “visit*” OR “breeding system” OR “reproductive
biology” OR “allogamy” OR “autogamy” OR “herkogamy” OR “floral biology” OR
“floral morphology” OR “floral traits” OR “floral scent” OR “nectar” OR “rewards”
OR “resources” OR “reflectance” OR “UV” OR “volatiles”)

Apéndice S2. Informacdes extraidas dos estudos.

e Estudo: titulo, ano, autores, objetivos, principais resultados, dificuldades,
perspectivas;

e Espécies: localidade, clima, habito, habitat, subgénero, secdo, espécie;

e Corola: cor, formato, tamanho, tamanho do célcar, hercogamia, dicogamia, tempo
de antese;

e Sistema reprodutivo: testes do sistema reprodutivo, amostragem, viabilidade
polinica, receptividade estigmatica, razdo P/O, hercogamia, dicogamia;

e Atrativos: reflectancia floral, percepcao dos polinizadores e odor;

e Tricmomas florais: tricomas tectores e glandulares, nectarios, histoquimica;
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e Neéctar: presenca, volume, concentracdo de acglcares, quantidade de agUcares,
CcoOmposicao;

e Observacbes do visitante floral: tipo de observacdo, populacGes observadas,
densidade de individuos floridos, periodo, dias/horas observadas, tdxons dos
visitantes, legitimidade da visita, morfometria do visitante, medida de

eficacia/eficiéncia, recurso buscado, comportamento.

Apéndice S3. Estudos incluidos na revisao sistematica.
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Tabela S1. Descricdo das categorias criadas para as informacdes extraidas.

Categoria Descrigdo
A Polinizador
Observacdes sistematicas e diretas no campo da transferéncia de pdlen entre flores por visitantes florais que polinizam
i a flor. Ha a comprovacéo do polinizador pela avaliagdo do sucesso na deposicao de pdlen (eficacia) ou no sucesso
Polinizador . . . L NI . L . X X
Al reprodutivo da planta apos a visita do polinizador (eficiéncia). Os dados podem incluir analise do p6len aderido ao inseto,
comprovado - p ) X ) o T
deposicdo de pdlen no estigma, retirada de pdlen das anteras, sucesso de frutificagdo e de germinagdo das sementes
(Ne'eman, 2010).
Polinizador . " . . . . -
A2 definido por Observagéo sistematica e dlrlet_a no campo d_e um visitante em contat~o com a antera /_estlgma, inferido como polinizador.
X 1 Os dados podem incluir horario e frequéncia das visitas e informagoes sobre biologia floral.
observacao direta
Polinizador
A3 definido por Polinizador definido por observacdo de campo circunstancial e oportunista de visitantes florais em contato com a antera
observacao / estigma. Considere uma eventual avaliacdo qualitativa da frequéncia de visitacéo e biologia floral.
circunstancial
A4 R_eglstro de Visitante floral registrado, sem informaces sobre o contato com antera/ estigma.
visitante floral
Definicédo Sistema polinizador definido apenas com base na morfologia floral e atributos florais observados em campo, fotos,
A5 indireta de comprovantes de herbério ou literatura geral. Podem incluir informacgdes ndo publicadas sobre observacdes de outros
polinizador pesquisadores.
Sistema
B .
reprodutivo
Sistema Definig&o do sistema reprodutivo a partir de experimento de polinizagdo sistematizado e controlado. Podem incluir dados
B1 reprodutivo de hercogamia, dicogamia, tempo de antese, avaliacdo da viabilidade das estruturas reprodutivas (receptividade
comprovado estigmatica, viabilidade polinica), razdo P/O, indices de autocompatibilidade de autofertilidade.
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Sistema
reprodutivo

Inferéncia do sistema reprodutivo por meio de observacdo em campo/casa de vegetacdo da producao de frutos. Podem

B2 definido por incluir polinizagbes manuais eventuais, razdo P/O, nimero de graos de pdlen por antera ou hercogamia.
observacao direta
Sistema
B3 repro_dutivo Sistema reprodutivo def_inido apenas com base na morfo_logia floral e atributos florais opservados em campo, fotos,
definido comprovantes de herbario ou literatura geral. Podem incluir observacdes sobre a hercogamia.
indiretamente
C Atrativos
c1 Visual An@li_se da reflectancia floral. Podem incluir registros em camera de absorcdo/reflexdo UV e percepcdo dos
polinizadores.
C2 Odor Presenca de odor. Podem incluir descri¢dao do odor, analises histoquimicas ou de volateis.
Tricomas P_adréo ,m_orfoanatémico de tricomas tectores e secretores presentes nas pétalas ou calcar. Podem incluir analises
histoquimicas.
E Néctar
E1 Néctar inicial An,élises do n(?ctar em flores isoladas previamente. Podem incluir volume, composi¢do, concentracdo ou quantidade de
acUcares no néctar.
E2 Néctar disponivel Anéli_ses do néctar disponivel em flores ndo isoladas previamente. Podem incluir volume, composi¢do, concentracao ou
(stand-crop) quantidade de acgUcares no néctar.
E3 Presenca Relato momentéaneo da presenca ou auséncia de néctar.
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Tabela S2. Nimero de registros de visitantes em espécies de Pinguicula, Genlisea e

Utricularia classificados por ordem e familia taxonémica em ordem decrescente do

namero de registros. NI = ndo identificado.

Género Ordem

Familia

Registros

Pinguicula Diptera

Syrphidae
Muscidae
Bombyliidae
Empididae
Anthomyiidae
NI
Calliphoridae
Culicidae
Curculionidae
Dolichopidae
Scathophagidae

17

P PR RPRRPNDWDNO

Lepidoptera

Pieridae
Hesperiidae
Nymphalidae
Papilionidae
Rhopalocera
Lycaenidae
Sphingidae
NI
Geometridae
Pyralidae

=
o

P P NNDDNDDND W WO oo

Hymenoptera

Apidae
Halictidae
NI
Andrenidae
Vespidae

-
(00)

Coleoptera

NI
Nitidulidae
Staphylinidae
Curculionidae

Thysanoptera

NI

AR, NN DNDNIRFP P B~O

Total

120

Genlisea Hymenoptera

Apidae
Halictidae
NI
Megachilidae

Diptera

NI

Wik P NN B~
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Syrphidae

Lepidoptera

Hesperiidae

Total

H
N LN

Utricularia Lepidoptera

Nymphalidae
Hesperiidae
Lycaenidae

Pieridae
Papilionidae
Noctuidae
Sphingidae
NI
Pyrelidae
Scoliidae
Sphecidae

N
(63}

P PP NDMONOO OO

Hymenoptera

Apidae
Halictidae
Megachilidae
NI
Anthophoridae
Braconidae
Formicidae
Lycaenidae
Mymaridae
Vespidae

=N
NN

Diptera

Bomblyidae
NI
Syrphidae

Ceratopogonidae

Muscidae
Limoniinae
(Tipulidae)
Tabanidae

Coleoptera

NI
Curculionidae

Passeriformes

Meliphagidae
Trochilidae

Thysanoptera

NI

Hemiptera

Aphididae

NP, Wk, NP, P DLW, PR R R R WO

Total

157
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Tabela S3. Visitantes legitimos, polinizadores e visitantes ilegitimos registrados em Lentibulariaceae.

Género Visitantes legitimos Polinizador Visitante llegitimo
(Categoria) Referéncia Espécie Ordem Familia Ordem
Pinguicula (A1) Molau (1993) P. alpina Diptera Syrfidae Coleoptera
Villegas & Hymenoptera, Diptera
Alcalé (2018) P. moranensis Lepidoptera Pieridae (Syrfidae)
Hymenoptera, Diptera,
Pinguicula (A2) Muiiller (1881) P. alpina Diptera Coleoptera, Lepidoptera
Hymenoptera
P. vulgaris Hymenoptera Coleoptera, Lepidoptera
Garcia et al.
(1994) P. longifolia Lepidoptera Coleoptera, Syrfidae
Diptera
Hymenoptera
Zamora (1999)  P. vallisneriifolia Hymenoptera alguns Diptera
Diptera
Lepidoptera
Coleoptera
Thysanoptera
Nordin (2015)  P. alpina Diptera
Hymenoptera
Molano-Flores et o ;
al. (2018) P- lonantha Hymenoptera
Lepidoptera
P. lutea Hymenoptera
Lepidoptera
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P. planifolia Hymenoptera
Pinguicula (A3) Shimai (2018) P. macroceras Hymenoptera
P. ramosa Diptera besouros
Aranguren et al.
Genlisea (Al) (2018) G. violacea Hymenoptera Apidae Lepidoptera
Halictidae
Diptera
Fleischmann
Genlisea (A3) (2011) G. stapffi Hymenoptera
Hobbhahn et al. U. albocaerulea,
Utricularia (A1) (2006) U. reticulata Diptera
Hymenoptera Apidae
Lepidoptera
U. graminifolia Diptera
Hymenoptera Apidae
Lepidoptera Hesperiidae
Noctuidae
Sphingidae
Chaudhary et al.
(2018) U. babui Diptera Syrphidae Bombyliidae
Hymenoptera Apidae
Halictidae
Sphecidae
Rodrigues et al.
(em prep.) U. damazioi Hymenoptera Halictidae Curculionidae, Lepidoptera
Apidae
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Clivati et al.
Utricularia (A2) (2014)

Dolsan et al. (em

prep.)

Ptachno et al.
Utricularia (A3) (2018b)

Utricularia (A5) Lowrie (2001)

U. reniformis

U. neottioides
U. foliosa

U. vulgaris
U. menziesii

Hymenoptera
Diptera
Hymenoptera

Diptera
Passeriforme

Syrphidae
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Tabela S4. Distribuicéo global de registros de visitantes florais. Nimero de estudos por grupos de pesquisa e publicagdes de estudos que registraram

visitantes florais em Lentibulariaceae.

Espécies observadas Grupos de pesquisa Publicacbes
Género Pais N? de Pais N? de Pais N? de
registros registros registros
Pinguicula Cuba 6 Espanha 3 Espanha 3
EUA 4 Brasil 2 México 2
Espanha 2 Cuba 2 Escocia 2
Japao 2 EUA 2 Cuba 2
México 2 México 2 Suécia 2
Suécia 2 Suécia 2 EUA 2
Suica 1 Alemanha 1 Finlandia 1
Finlandia 1 Japédo 1
India 1 Suica 1
Japdo 1
Sri Lanka 1
Genlisea Brasil 2 Brasil 1 EUA 1
Serra Leoa 1 Colombia 1 Alemanha 1
Polbnia 1
Alemanha 1
Utricularia india 8 Brasil 8 Estados 6
Unidos
Brasil 7 Austrélia 6 Alemanha 5
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Australia
Nova Zelandia
Republica
Checa
Gra Bretanha
Guiné
Japéo
Holanda
Poldnia

PR R RERER P WO

Polbnia
india
Republica
Checa
Alemanha
Canada
Franca
Gra Bretanha
Holanda
Inglaterra
Japdo
Nova Zelandia
Colémbia

PR R RPRRPRRPRPREPERLR N WO

Australia
Brasil

Inglaterra

Franca
Holanda
india
Nova Zelandia
Reino Unido

P R R R R N W®
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Figura S1. Distribuicdo de caracteristicas florais em filogenia de Lentibulariaceae. (A)
Sistema reprodutivo, (B) dicogamia.
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Figura S2. Distribuicdo de caracteristicas florais em filogenia de Lentibulariaceae. (A)
Presenca de hercomamia, (B) tipo de hercogamia.
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Figura S3. Distribuicdo de caracteristicas florais em filogenia de Lentibulariaceae. (A)
cor da corola, (B) reflectancia UV.
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Figura S4. Distribuicdo de caracteristicas florais em filogenia de Lentibulariaceae. (A)
Presenca de odor, (B) composi¢do do néctar.

g U. multifida
oL U. violacea
o B U volubilis

g U uniflora
- U. dichotoma

0
Q
& £ Sacarose
@odor presente o) monanthos 8 O
0 U. adpressa N OHexose
LU gﬁg‘erﬁ &
icef G LU bifida &
@ M!S‘SMQ data fr 0 L. prehensilis 5,
8 BU. foveolota &)
&) &L L. graminifolia &
(0 “Q L. uliginosa ¢
o L. comuta 8
WL juncea g
0 B L. lociniata 6
o/ B U. simulans a
Wp L. costata 6
“0 L. purpureccaerulea g
g L. laterifolia 6
g U. bisguamata )
o/ U. arenaria &
o Uy ® U pubescens ¢
Pu livida g
B U. sandersonii @
B U coerulea 8
B L. strigtula i
£ L. alpina 0
0|
0

Qodor ausente 8 U erectifiora
@Missing data

B L. asplundii
B U. nephrophyila
B U. geminiloba
B0 U. nelumbifolia
B U. reniformis
0 AU calycifida q
0 L. amethysting & 4
(B tridentata g
B L. huntii g
"B U tricolor g
0 8 U. langifolia &
&P U. hispida a
QY U. praelonga it
@LU. ofivacea a
~" B U. dimorphanta &)
R U. floridana A

WU striota
B U resupinata
BU. reflexa
BLP U. aurea
L. inflexa
LU gibba
o U. geminiscapa
0 B U gustralis
o B U. macrorhiza _ _
S U. stellaris A ~
0 0 U vulgaris A
= -R- LB U intermedia a
| B L. stygia it
& BU minor a
0 8L L. bremii a
"9 U. ochroleuca 0
LU breviscopa a
B U. radiata g
£ L. hydrocarpa a
QL. inflata &)
0 U. foliosa 0
£ U. cucullota g
0 U purpurea g
B U. myriocista 0
B U. flaccida &
{0 [ U. neottioides G
0 N/ 9V. oliveriana g
U BU. nervosa a o
6 U. subulata A
O U. trilobo =

QG. violacea
~" B'G. guianensis
W G. aurea
R G. filiformis
BF. filifolia
0 P. moranensis
A P. gypsicola
' B P. agnata
¥ B P. ehlersiae
¥ B P. gracilis
8 P. villosa
P grandiflora
0 P. vulgaris
£ F. caerulea
O P. lusitanica

94



Tabela S5. Numero de espécies de Lentibulariaceae em cada categoria de tipo floral com
cada legitimo visitante floral ou polinizador. Tu = Tubular, Tp = Tubular com palato
piloso conspicuo, Hi = hipocrateriforme, Pc = palato fechado, Po = palato aberto, In =
invaginacao do palato.

Visitante Tipos florais

legitimo Tu Tp Hi Pc Po In
Abelha 5 3 1 8 0 0
Borboleta 2 0 0 3 0 0
Mosca 4 0 1 4 1 1
Passaro 0 0 0 1 0 0
Curculionidae 1 0 0 0 0 0
Tripsidae 1 0 0 0 0 0
Polinizador

Abelha 0 NA 1 5 0 NA
Borboleta 1 NA 0 1 0 NA
Mosca 1 NA 0 1 1 NA
Passaro 0 NA 0 0 0 NA
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1  Tabela S6. Numero de espeécies de Lentibulariaceae em cada cor de corola com cada legitimo

2 visitante floral ou polinizador. Wh = branco a creme, Ye = amarelo, Re = vermelho, Pu = roxo

3  aazulado.
Visitante Cor da corola
legitimo Wh Ye Re Pu
Abelha 3 2 0 12
Borboleta 2 1 0 5
Mosca 4 1 0 8
Passaro 0 0 1 0
Curculionidae 1 0 0 0
Tripsidae 1 0 0 0
Polinizador
Abelha 0 0 NA 6
Borboleta 0 0 NA 2
Mosca 1 1 NA 1
Passaro 0 0 NA 0
4
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Tabela S7. NUmero de espécies de Lentibulariaceae na categoria UV de cada visitante floral
legitimo. N&o hé& resultados suficientes para polinizadores. UV- = absor¢do de UV, BE =
bullseye. Os dados de refletancia UV estdo disponiveis apenas para grupos de visitantes

legitimos.

Visitantes

legitimos UVv- BE
Abelha 4 0
Borboleta 2 0
Mosca 3 1
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CAPITULO 2: Sexual reproduction of the carnivorous plant Utricularia damazioi
Beauverd (Lentibulariaceae)

Capitulo submetido ao periddico Plant Biology (anexo da submissao ao final do capitulo)

RESEARCH ARTICLE

Sexual reproduction of the carnivorous plant Utricularia damazioi Beauverd

(Lentibulariaceae)

Fernanda G. Rodrigues®?*, Hugo Dolsan'?, Priscila Tunes?, Elza Guimaraes? and Vitor F. O.

Miranda®?

! Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias,

Departamento de Biologia Aplicada a Agropecuaria, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brazil;

2 Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Biociéncias, Botucatu, S&o Paulo,

Brazil;

*fernanda.gomesrodrigues@hotmail.com

Running title: Reproductive flexibility of Utricularia damazioi.
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ABSTRACT

Utricularia L. presents complex flowers, but studies related to sexual reproduction are scarce.
Utricularia damazioi is incorporated into U. amethystina s.l., but its recognition as a species is
supported by morphology, DNA sequences and geographic distribution. Utricularia damazioi
occurs in campos rupestres (rupestrian fields) and presents flowers with coloring ranging from
fuchsia to lilac. We elucidate how this species maintains itself in isolated environments,
assessing whether there is pollinator dependence to and which floral traits are important for
reproductive success. We followed changes in the color, odor, and reproductive organs
disposition during anthesis. We determined the reproductive system through pollination tests
and recorded the floral visitor’s behavior. We compared the corolla morphometry to the floral
visitors, selecting important traits for the flower-pollinator coupling. We measured the floral
reflectance with a spectrophotometer to evaluated whether changes in corolla color are
perceptible to the bees and whether spots act as floral guides. Utricularia damazioi presents
protogyny and approach herkogamy. The non-discrimination of corolla color changes by bees
promotes cross-fertilization at the anthesis beginning, when the flowers are functionally female
and prevents geitonogamy among functionally hermaphrodite flowers. Small and medium-
sized bees are effective pollinators due to their size and behavior. When cross-pollination does
not occur, delayed selfing pollination can occur. U. damazioi relies with the seeds production
by self-fertilization on the pollination vectors absence and genetic diversity increases in their
presence, maintaining floral traits attractive. This flexibility represents a greater possibility of

maintaining isolated populations.

Keywords: delayed selfing, flower-pollinator coupling, floral reflectance, herkogamy,

nototribic pollen deposition.
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INTRODUCTION

Utricularia L. (Lentibulariaceae) is one of the most numerous genera of carnivorous
plants, presenting around 250 cosmopolitan species, absent at the poles, desert areas and
oceanic islands (Taylor 1989; Cross et al. 2020). The traps, called utricles, are leaf
modifications of greater complexity and speed among carnivorous plants (Poppinga et al. 2016,

2017; Westermeier et al. 2017; Whitewoods et al. 2020).

Utricularia species occupy the greatest diversity of habitats (aquatic, terrestrial,
epiphytic and lithophytic) when compared to other Lentibulariaceae genera (Taylor 1989;
Ellison & Adamec 2018). In addition, they do not present clear boundaries between the
vegetative organs and fit into the FAM morphology (Fuzzy Arberian Morphology) (Rutishauser
& Isler 2001; Rutishauser 2016, 2020; Reut & Ptachno 2022). High mutational rates are also
recorded in their genomes (Jobson & Albert 2002; Albert et al. 2010). Thus, several species are
proposed as model organisms in several areas. However, studies on the reproductive system
and pollination ecology, important for a better understanding of the species biology and

preservation, are scarce in the genus (Miranda et al. 2021).

In reproductive biology, a great color variety of zygomorphic corollas is observed in
Utricularia, with these bilabial corollas in a maw shape, calcarated, often with contrasting floral
guides (Taylor 1989; McPherson 2010). The flowers are hermaphrodites and can show an
approach herkogamy, with spatial separation of reproductive organs (anthers below the lower
lip of the stigma), so that the stigma is presented to the pollinator before the anthers (Webb &
Lloyd 1986). Movement herkogamy (Clivati et al. 2014), temporary herkogamy (Chaudhary et

al. 2018) or absence of herkogamy (Jérémie 1989) can also occur.

Due to the bilabial corolla, zygomorphic in the gullet shape and calcar with nectar
production, Utricularia flowers often fit the bee pollination syndrome sensu Faegri & van der
PijL (1966). However, recent studies have shown that beyond bees, there are participation of
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butterflies, moths, wasps, flies and birds as effective pollinators in Utricularia species

(Keighery 1982; Hobbhahn et al. 2006; Clivati et al. 2014; Chaudhary et al. 2018).

Utricularia damazioi Beauverd is among the synonymized names of the binomial U.
amethystina Salzm. ex A.St.- Hil. (Taylor 1989), treated as a species complex in this work as
U. amethystina s.I.. The U. amethystina holotype has a tiny purple corolla (~0.8 cm long) with
yellow floral guides, cream spur and is distributed in the North and Northeast states of Brazil,
in the Atlantic Forest (Guedes et al. 2021). However, when considering the species of the

complex, there are variations in corolla color, size and shape (Taylor 1989).

Another pattern that corroborates the distinct species recognition within the complex is
the disjunct distribution of U. amethystina s.l.. Species in the complex occur widely in warmer
Neotropics regions in hydromorphic soil habitats, from Florida (USA) to southeastern Brazil

(Taylor 1989, Miranda et al. 2015; Guedes et al. 2020).

The morphotypes within the complex, historically treated as species (Taylor 1989), do
not have completely known geographical circumscriptions, partly because they have been
treated in the past three decades as a single species. In Brazil, there are records in different
phytogeographic domains in the North, Northeast, Midwest and Southeast regions, with more
contrasting morphological variations in geographically isolated and mountainous regions, such

as campos rupestres (Baleeiro et al. 2016, Miranda et al. 2015; Guedes et al. 2020).

Due to morphological intersections, 31 binomials were grouped by Taylor (1989) as
synonyms for the species. Recent studies supported by sequence-based phylogeny of three
plastid regions (rps16, trnL-F, trnD-T) and ribosomal nuclear ITS, in addition to morphological
differences, suggest that U. amethystina is a species complex with at least eight differentiated
morphotypes from the holotype (Baleeiro et al. 2016, 2019; Silva et al. 2019; Guedes et al.

2021).
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Utricularia damazioi is one of the few morphotypes that presents mass flowering and a
larger corolla compared to the others (pers. obs., Baleeiro et al. 2022). Furthermore, differs
from U. amethystina, mainly because it is annual, has a larger entire lilac corolla (~ 2 cm long)
with a prominent and deeply trilobed lower lip, occur in high altitudes regions (~1000 m alt.)
in areas of campos rupestres in the Cerrado domain, with records in the states of Bahia, Goias

and Minas Gerais (Baleeiro et al. 2016, 2019, 2022, Menezes 2015).

The high morphological variation in these species may occur due to geographic
isolation, as the campos rupestres vegetation presents many microenvironments and occurs in
fragments of several phytogeographic domains (Silveira et al. 2016; Miola et al. 2021). In
addition, even though they have infertile soils, the campos rupestres together with their
ancestral origin and mild climate act as environmental filters responsible for high diversity and
endemism due to old, climatically buffered and infertile landscapes (OCBIL theory) (Hopper
2009; Miola et al. 2021), representing an important biodiversity hotspot in Brazil (Silveira et

al. 2016).

In Brazilian campos rupestres, the Lentibulariaceae family is represented by at least 14
Genlisea and 30 species of Utricularia, 11 of which are endemic to each genus (Guedes et al.
2022). Carnivory has become a common strategy in this type vegetation due to seasonal soil
moisture and nutrient shortages (Oliveira et al. 2016). However, the campos rupestres are the
most critical biodiversity hotspot in Brazil because they suffer from various threats such as
agriculture, mining and unsustainable tourism, so conservation proposals are urgent (Fernandes
et al. 2020). Thus, we emphasize the importance of U. damazioi reproductive biology
knowledge, considering its conservation and the genetic variability maintenance in natural

populations, to contribute to biodiversity conservation strategies.

Furthermore, the morphotypes of U. amethystina s.l. can co-occur and not all have floral

characteristics associated with pollination by bees (Baleeiro et al. 2016; Silva et al. 2016).
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Utricularia hirtella has a tiny white corolla and is phylogenetically distant from U. damazioi,
however, both are commonly observed co-occurring and co-flowering in campos rupestres
(Baleeiro et al. 2022). Thus, information about pollination and the reproductive system is
essential to allow us to investigate in the future whether there is reproductive isolation between
such morphotypes, and whether this may acting as a speciation mechanism. In this way, the
present study constitutes the initial step to unravel possible mechanisms of reproductive

isolation acting among the U. amethystina s.I. morphotypes.

In this way, we aimed to elucidate how U. damazioi maintains itself in these isolated
environments by studying the breeding system and the relationship of this species with floral
visitors. Specifically, we sought to understand (1) if there is dependence on pollinators, as
annual plants tend to be self-pollinated (Munoz et al. 2016); (2) whether there is late self-
pollination, as in some species in the family this can occur (Chaudhary et al. 2018); (3) effective
pollinators are bees due to morphological similarities with species pollinated by bees and (4)

whether corolla color patterns can function as floral attractants for effective pollinators.

MATERIALS AND METHODS

Location of populations and study species

The study was carried out in two U. damazioi populations located in campus rupestres
vegetation on the Cerrado. Population 1 is located at Serra da Canastra National Park, in the
S30 Roque de Minas (MG) municipality in 1,458 m altitude (total area of ~39,000 m?)
(collection license ICMBio / MMA / SISBIO n° 70131-1). Population 2 is located at Serra do
Cipo National Park, south of the Espinhago Range, in the Santana do Riacho (MG) municipality
on an altitude of 1,358 m (total area of ~21,000 m?) (collection license ICMBio / MMA /
SISBIO n°76942-1) (Appendix S1). The populations are distant from each other by 327.63 km,
and the climate is considered high-altitude subtropical (Cwb) (Kdeppen 1948).
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We studied the populations during the flowering time, on wet and hot seasons (summer),
from February to March 2020 and January to February 2021. The core material of both
populations is deposited in the JABU Herbarium, located at the University of Paulista State

(Unesp), Jaboticabal (Brazil).

Utricularia damazioi is a terrestrial herbaceous that presents petiolate leaves arranged
in a rosette (Fig. 1a), can reproduce vegetatively by stolons and sexually. The flowering occurs
annually in hot and humid seasons (pers. obs., Baleeiro et al. 2022) resulting in dehiscent
capsules and possibly anemochoric (Taylor 1989) and hydrochoric (Menezes et al. 2014) seeds.
The studied populations have fuchsia to lilac corolla flowers, a lower lip deeply trilobed,
gibbous palate with two crests with yellow spots with white outlines (Fig. 1b), and approach

herkogamy (Fig. 1c).

Floral biology

Such as other species in the genus, U. damazioi can be propagated by vegetative
reproduction through stolons (Taylor, 1989). In this way, we established individual
inflorescences with a minimum distance of 1 m from each other, to minimize the possibility of
resampling clones. We unsystematically marked one pre-anthesis bud (1 day before flower
opening) per individual (n = 10) to describe events during anthesis and determine its duration.
Likewise, stigmatic surface receptivity evaluation was performed in pre-anthesis buds (n = 10)
and newly opened flowers (~2 days after corolla opening, flowers with open anthers) (n = 10)

using 3% hydrogen peroxide (Dafni et al. 2005).

We recorded the anthesis time and color changes, and monitored the floral odor presence
through an organoleptic test (Dafni et al. 2005). A different set of three flowers (n = 3

individuals) was stored in a Falcon tube every hour during the observation period and the odor
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was evaluated after about three minutes of storage, by two people, on two non-consecutive

days.

Breeding system

In population 2, we performed breeding system tests in one flower per individual using
flowers previously isolated by voile bags since pre-anthesis to ensure the flowers were intact
and not fertilized at the follow tests application: (1) spontaneous self-pollination (n = 20), which
we kept the flowers isolated until abscission or fruit formation; (2) manual self-pollination (n =
17), where after the complete corolla opening and anther dehiscence manual self-pollinations
were performed with pollen from the same flower; (3) cross-pollination (n = 15), which as soon
as the corollas opened we removed the anthers and pollinated these flowers with a pollen
mixture from 2 to 3 individuals in the hermaphrodite phase, at least 10 m apart; (4) open
pollination (control, n = 17), which we followed a group of individuals exposed to natural
pollination in the field; and (5) apomixis (n = 6 individuals cultivated in a greenhouse), through
emasculation still in the seedling phase bud to avoid contamination because in greenhouse the

anthers opened early, before or during the flowers opening.

In the manual self-pollination and cross-pollination treatments, we deposited the pollen
on the receptive stigma with the aid of toothpicks. Self-fertility (SF) and self-compatibility (SC)

indices were calculated according to Lloyd & Schoen (1992).

Floral visitors

Due to the unequal flowering individuals distribution in the populations we established
observation sites that had the highest density of open flowers per m?, at least 5 m apart. The
observations occurred between 06:00 and 18:00, totaling 223 h and were distributed in

population 1 for 148 h on seven observation sites, from February 20 to March 19 of 2020, and
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in population 2 for 75 hours on two locals, from January 28 to February 13 of 2021 (Appendix

S2).

During the periods of observations the temperature and rainfall average in population 1
were 19 £ 2.6 °C (min. 14.3 °C; max. 28°C) and 832 + 118.7 mm (min. 588 mm / max. 963
mm), respectively (Source: CEMIG meteorological station) and in population 2 of 22 + 2.55
°C (min. 19 °C; max. 30 °C) and 19 £ 15.5 mm (min. 1 mm; max. 42 mm), respectively (Source:

PARNA Cip6 meteorological station).

For each floral visitor the behavior was recorded through the total number of flowers
visited per shift, the visits per population relative frequency and the time spent on each flower.
The number of flowers visited was represented graphically as a function of the observation time
and place on the population by a LOESS regression with 95% confidence intervals, using the

“msir” package (Scrucca 2011) in R statistical software (R Core Team 2022).

Whenever possible, visitors were photographed and captured for taxonomic
identification, to quantify pollen load and to perform morphometric analyses. We consider
legitimate visitors those who presented expected dimensions and behaviors associated with the
flower coupling to be in contact with the reproductive organs and consequently perform the

pollination (Freitas 2018).

In addition to floral visitors behavior, we consider the following variables together to

stablish the ecological visitors role and the pollinators efficiency:

1) The behavior of each visitor on search for floral resources (nectar)

2) Compatibility among visitor and flower dimensions

3) Pollinator performance, assessed by ‘efficacy’ on pollen deposition successful,
estimated by the amount and location of U. damazioi pollen adhered to each visitor body

(Ne’eman et al. 2009), which reinforces informations about the coupling.
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To verify the pollen charge in captured visitors in the two populations, we made
permanent slides with pollen removed from the following insects’ parts: (1) head, (2) thorax,
(3) legs and (4) proboscis. For each insect part the pollen was collected with the aid of a small
brush. To avoid pollen grains losses that eventually were retained or detached from the insect's
body, we also made slides with (5) body washing and (6) the recipient washing where the insect
was stored, both with 100% ethanol. The insects dry weight were also measured to classify

them together with the total size.

Morphometric analyzes

In population 2 we performed flower morphometric analyzes to verify differences
among two floral phases observed during anthesis: (1) flower in female phase (receptive stigma
and closed anthers) (n= 16 individuals) and (2) flower in hermaphrodite phase (receptive stigma

and open anthers with exposed pollen) (n = 16 individuals).

We collected the flowers unsystematically in population 2 and fixed them in 70%
ethanol. We used the Olympus SZX7 stereoscope equipped with an Olympus DP26 digital
camera and the CellSens 1.8 image analyzer (Olympus) for following length and width
measurements: total corolla, upper lip, lower lip, palate, ridges, spur; perimeter of the entrance
of the calcar. We also measured the distance between anthers and stigma and distance among
these and the lower lip (Fig. 2). We tested the data normality using the Shapiro-Wilk test
(Shapiro & Wilk 1965) and compared the variables sampled among the two flower phases with
parametric Student t-statistics and non-parametric Mann-Whitney tests (Wilcoxon 1945; Mann

& Whitney 1947), considering p-value < 0.05 significant.

In addition, we measured important structures for flower-pollinator coupling in the
insects of the two populations: proboscis length and width, head and thorax dorsiventral
perimeters, and head and thorax dorsiventral thickness for each floral visitor.
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UV color and pattern

We observed in the two populations that the color of U. damazioi corolla changes
throughout anthesis, ranging from fuchsia in the bud and newly opened flower stages to lilac in
approximately two days until senescence. We tested in population 1 whether the two colors
match the bees' vision, whether both corolla colors are distinguishable from the environment,
and whether the ridges spots contrast with the petals in both cases, which would characterize

them as visual floral guides.

We measured the reflectance on the flower lower lips and yellow ridges portions with a
spectrophotometer at wavelengths between 300 and 700 nm (Jaz UV / Vis, Ocean Optics Inc.,
Florida, USA) of population 1. We use the color hexagon (Chittka & Menzel 1992) as a color
space model for the interpretation of how flowers are perceived from the bees trichromatic
vision. To compute the colors loci in the color hexagon we used the default backgrounds for
green leaves (AV 4000) and for daytime lighting (D65). We use photoreceptors excitation of
Bombus terrestris (Peitsch et al. 1992) to represent the bees spectral sensitivity, once that there

is no data for the native bee species of the studied area.

We calculate the distance (in hexagon units, Chittka e Menzel 1992) among the petals
color loci of fuchsia and lilac flowers, between the petals and the background, and between the
petals color loci and the ridges, considering the bees perception threshold of 0.27 JND (Just
Noticeable Differences). These analyzes were conducted with the “pavo” package (Maia et al.
2013) in R statistical software (R Core Team 2022). Additionally, we used a photographic
camera with a modified sensor, exclusively allowing the light capture at UV wavelengths (340

- 400 nm), so that it was possible through photography to identify UV corolla patterns.
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RESULTS

Floral biology

The flowers of Utricularia damazioi showed protogyny and approach herkogamy. The
stigma was already receptive from the pre-anthesis phase (bud) and remained in open flowers
(~2 days after corolla opening) when the anthers were already open. Anthesis lasted an average

of 6 £ 2.7 days.

The corolla opening begins with the spur extension and is completed in ~24 hours
(Appendix S3). At this stage, the flower is functionally female because the stigma is receptive,
however, the thecae dehiscence have not yet occurred (Appendix S3). The anthers dehiscence
begins ~24 to 48 hours after the complete corolla opening when the pollen becomes available
and the stigma remains receptive, characterizing this floral phase as functionally hermaphrodite
(Fig. 1c). During the bud phase and for about two days after the flower opening the corolla has
fuchsia color, and after this, the color changes through lilac gradients (Fig. 1b). The
inflorescence is racemose, and may simultaneously present capsule, immature fruit, flower and
bud stages in ascending sequence, varying from 6 to 30 cm (Fig. 1a). Inflorescences rarely have

more than one open flower simultaneously.

Reproductive system

The spontaneous and manual self-pollination treatments in U. damazioi resulted in a
high fruiting percentage, with self-fertility (SFI = 0.95) and self-compatibility (SCI = 1.00)
values. The reproductive system is mixed, with no difference between manual self-pollination
and manual cross-pollination treatments, both with 100% in the fruit set (Table 1). In
individuals manually pollinated (self and cross-pollination), the flowers entered in senescence

(Appendix S3g), on average 4+1.8 days after treatment application. The beginning of fruit
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development, indicated by ovary swelling after the corolla fall, was observed on average 8 +

2.7 days after treatment.

Floral visitors

In both populations, the highest visits frequency to U. damazioi occurred between 10:00
am and 3:00 pm, when the presence of a more prominent sweet odor, similar to cinnamon, was
noted. Wasps (Hymenoptera) and flies (Diptera: Syrphidae and Muscidae) were rarely recorded
and used the flower only as a landing platform. Hymenoptera (Apidae, Andrenidae, Halictidae,
Megachilidae), Lepidoptera (Hesperiidae), and Coleoptera (Curculionidae) made legitimate

visits (Fig. 3).

Among legitimate visitors, four bee species from the Augochlorini tribe and two other
unidentified Andrenidae species showed similar behavior. For the present study, we classified
these bees as small (Fig. 3a, 3b) (~6 mm in length and <0.001g dry weight), except
Augoclhoropsis sp. 3, which is medium-sized (Fig. 3c) (10.6 mm in length and 0.015 g in dry

weight).

The small bees were seen in flight or walking on the ground when approaching the
observation sites. These rose along the inflorescence axis to the corolla, where they remained
on the palate (~5s), opened the corolla by pushing the palate downwards, entered the spur with
all or part of the thorax, touching the reproductive organs (Fig. 3b, detail 3c). When leaving the
flowers, the bees showed a massive pollen deposition in the dorsal region of the thorax and
head (Fig. 3a, 3c, 4a, 4b). The peak visits occurred between 11:00 am and 2:00 pm (Appendix
S4, S5) when the bees visited ~3 flowers within a radius of ~1 m by shift. The relative frequency
of visits was low (~2.7%) and both Andrenidae and Augochlonini moved away as the observer

approached.
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In comparison with the other visitors, two species of the Augochlorini tribe (Augochlora
sp. and Augochloropsis sp. 1) remained longer in contact with the reproductive organs (20 and
30s on average, respectively) (Table 2) and Augochlora sp. presented repetitive distension

movements of the tongue on the palate.

Among medium-sized bees that made legitimate visits, Apis mellifera (11 mm long,
0.017 g dry weight) was observed in both populations. This bee landed on the palate and quickly
opened the corolla pushing it down. Apis mellifera inserted the head into the spur, touching the
reproductive organs (Fig. 3d). The head site presented the highest concentration of pollen in
this species (61%, Fig. 4c). The peak of visits occurred at 2:00 pm in population 1, and 9:00 am
in population 2 (Appendix S4, S5). Visits occurred on ~5 flowers (population 2) and ~12
flowers (population 1), within a radius of ~2 m. Apis mellifera were the bees that had the highest
relative frequencies in the two populations (~18% and ~61%) and stayed a short time (~3s) in

contact with the reproductive organs (Table 2).

Large bees that performed legitimate visits were Centris sp. (16.6 mm in length and
0.106 g of dry weight), Centris (Hemisiella) tarsata Smith (11.6 mm in length and 0.026 g of
dry weight), and Megachile sp.. The Centris bees presented similar behavior, grabbing to the
palate, opening the corolla and inserting the head towards the spur entrance, touching the
reproductive organs (Fig. 3e). The head was the body region that concentrated the highest pollen
amount (59%, Fig. 4d). Visits were concentrated between 10:00 am and 12:00 pm (Appendix
S4), when these bees visited ~18 flowers within a ~4 m radius, spending little time in contact
with the reproductive organs at each visit (~2-3s). Centris sp. had the highest relative frequency

of the number of flowers visited (~40%) (Table 2).

Megachile sp. was observed in a single shift, visiting ten flowers. This bee, in flight,
projected its tongue towards the corolla and forced the opening by inserting its head between

the corolla’s lower and upper lips, and touching the reproductive organs with the head front
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without landing the flower (Fig. 3f). The visits occurred at 10:40 am (Appendix S4). Megachile
sp. visited nearby flowers within a ~2 m radius and stayed in the flowers for a short time (~3 s)

(Table 2). This species was not collected for pollen quantity assessment.

Curculionidae sp. was seen walking on the lower lip and completely entering the flower,
which made it impossible to visualize the contact with the reproductive organs, leaving after
~10 s. They were seen in both populations, but only once in each, visiting a single flower (Table

2). A low pollen amount was found in the body of a collected individual (Fig. 4e).

Two species of Lepidoptera, Hesperiidae sp. and Synale elana elana Pl6tz, ‘groped’ the
palate with the proboscis and inserted it towards the spur, remaining ~ 6 s per flower (Fig. 3g).
It was not possible to visualize whether the proboscis touched the reproductive organs.
Hesperiidae sp. was the visitor who performed the highest shift number (n = 14) among all
visitors and presented a similar relative frequency to Apis (~18%) (Table 2). The peak of
Hesperiidae sp. occurred between 12:00 and 15:00 (Appendix S4). The species visited ~2
flowers within a ~2 m radius. We found a low pollen amount in the collected individuals, all

located on the proboscis (Fig. 4f).

The higher flowering plant density at the observation sites probably increased
attractiveness through the higher floral announcement, because it was directly proportional to
the visit number and visitors’ taxonomic diversity (Appendix S1). The observation sites within
each population that received fewer visits, in addition to lower open flowers density, were closer
to anthropized areas: in both population 1 in locals close to ~35 m of the PARNA Serra da
Canastra road and population 2, all the observation sites were close to ~300 m from the MG-

010 highway, which has an intense vehicles flow.
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Floral morphometry

We observed significant differences between female and hermaphrodite flowers in most
of the characters measured, except the palate width, the ridges, and the distance between the
stigma lateral and anthers (Appendix S6). Character dimensions were larger in flowers in the
hermaphrodite phase, probably due to the longer anthesis and subsequent flower development

(Fig.1b).

We observed a distance decrease between the stigma medial portion and the anthers
along the anthesis (Appendix S6g). This distance was zero in one individual, showing that it
may become less pronounced during anthesis and may even lead to a herkogamy loss in this

species.

The lateral and medial portions of the stigma lower lip showed different conformations.
In the female phase of some individuals, the stigma was folded up (n = 7), so the receptive
medial portion was well away from the anthers, while the lateral portion was not; this position
was also found in flowers during the hermaphrodite phase, but in lower samples (n = 2). The
folded up position of the stigma was reflected in the space decrease between the stigma and the
lower lip, which in these flowers was null because the entire non-receptive stigma part stayed

in contact with the lower lip.

Flower-pollinator coupling

Hesperiidae sp. was the only visitor to have a longer proboscis than the spur (Fig.5a),
which facilitated access to the spur bottom without the need to insert other body parts into the
corolla. The spur opening perimeter on the two phases (female and hermaphrodite) allows the
head and thorax entry of smaller bees, Augochloropsis sp. 3, medium-sized bees, and

Curculionidae (Fig. 5b, 5c). Bees with a head perimeter greater than the spur entrance could
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insert only part of the head, like Apis mellifera, so this was a limiting factor for them to penetrate

deeper into the corolla looking for resources (Fig. 5b, 5c¢).

In both floral phases, we observed that the minimum dorsiventral thickness, needed for
the inserted structure by the visitor in the spur opening for the legitimate visit, is achieved by
all visitors, except the Hesperiidae sp proboscis. This is only sufficiently thick to touch the

stigma, with more probability to occur in flowers in the female phase (Fig. 6a).

Thus, the pollen charge found in small bees and Augochloropsis sp. 3 (medium size)
was similar in the head and thorax regions, except Augochloropsis sp. 1 (small size) did not

present pollen, even having adequate dimensions to touch the anthers (Fig. 6a, 6b).

In Apis, the pollen charge was higher in the head region. We found significant pollen
amounts on all bee’s legs as well. Hesperiidae sp. showed only two U. damazioi pollen grains
on the proboscis and Curculionidae presented one that emerged from washing the insect body

with 100% ethanol, after analysis under a stereomicroscope (Fig. 4).

We emphasize that the two species of Andrenidae and Apis mellifera from population 2
suffered contamination by mites, which may have compromised the remaining amount of the
original pollen charge in specific specimens body places. In addition, it is possible that insects
that presented little or no pollen (such as Augoclhoropsis sp. 1, Hesperiidae sp., and
Curculionidae sp.) were captured on their first visits of the day, or visiting flowers in the female

phase, still without pollen available.

UV color and pattern
Fuchsia and lilac flowers showed reflectance curves with similar patterns (Fig. 7a, 7b,
respectively), with peaks between 400-500 nm and 600-700 nm. Fuchsia flowers achieved

higher reflectance percentages in the 600-700 nm range. However, when represented in the
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color hexagon, the fuchsia and lilac flowers occupied the same hexagon region, exciting the

blue photoreceptor of the bees (Fig. 7c).

Both flower sets are chromatically and achromatically discriminated from the
background by the bees; however, bees can only discriminate between fuchsia and lilac flowers

achromatically, with no difference in color contrast (Appendix S7).

The yellow ridges spots of both flowers sets show reflectance curves with similar
patterns, with a peak between 500-700 nm (Fig. 7d, 7e), mainly exciting the bee's green
photoreceptor (Fig. 7f). They are discriminated from the rest of flower by bees chromatically
and achromatically in both fuchsia and lilac flower sets (Appendix S7). Additionally, we found
the entire corolla reflects wavelengths between 300 and 400 nm, corresponding to the UV color,

but this reflection is less than 5% and does not show a UV reflection pattern (Appendix S8).

DISCUSSION

Reproductive flexibility of Utricularia damazioi

In Utricularia damazioi the stigma premature receptivity could allow self-pollination
still in the bud stage due the self-compatibility, as occurs in U. stellaris (Khosla et al. 1998).
However, approach herkogamy and protogyny temporarily minimize the self-pollination

possibility, increasing the chances of cross-fertilization on the first days of anthesis.

Despite the mechanisms that disfavor self-pollination (protogyny and herkogamy), U.
damazioi presented a mixed breeding system, with a high capacity to produce fruits in the
pollinator absence. In general, Utricularia species are self-compatible and those that present
temporary herkogamy (Chaudhary et al. 2018) or absence of herkogamy (Jérémie 1989) can

achieve pollination vector independence.
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When compared to flowers in the functionally female phase (first days of anthesis),
flowers in the hermaphrodite phase revealed a smaller distance between the reproductive organs
and one individual did not present herkogamy. Thus, may occur a distance decrease between
stigma and anthers or even loss of herkogamy during anthesis in U. damazioi. This condition
corroborates the high success of spontaneous self-pollination observed in our results, together
with the high pollen viability (~60%, in 48 hours) and long stigmatic receptivity (Menezes

2015)

The temporary herkogamy (Willmer 2011), known in other species of Utricularia
(Kausik & Raju 1955; Kondo 1972; Chaudhary et al. 2018) enables self-pollination at the
anthesis ending, when cross-pollination does not occur, conferring an advantage in the
pollinators absence (Kerner von Marilaun 1890; Lloyd 1992; Goodwillie & Weber 2018). Thus,
late spontaneous self-pollination in U. damazioi may represent an opportunity for sexual
reproduction and propagation via seeds even under unfavorable environmental conditions and

in pollinators absence.

Effective pollinators

Due to the gullet-shaped bilabial pattern of U. damazioi flowers and the position of the
reproductive organs, pollen deposition is nototribic. As the space is restricted, the pollinator
exit is only possible with a backward movement, similar to that described for bees that visit
bilabial flowers of other species (Westerkamp & Clalen-Bockhoff 2007). This floral
morphological pattern is a result of bees’ adaptation, while insects with proboscises larger than
a spur, such as Lepidoptera, no longer insert body parts into the flower (Westerkamp and

Clalken-Bockhoff 2007).

Visitors with larger proboscises in relation to spur size, access the nectar more easily
and forage for a shorter time, reducing the probability of nototribic pollen deposition in bilabial
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and spurred flowers (Naghiloo et al. 2021). Hesperiidae butterflies did not show pollen
deposition on the body when visiting U. damazioi. However, the flower handling time was
similar to the bees’ time. This probably happened due to the low nectar production in
Utricularia, which does not accumulate at the spur bottom and become dispersed in droplets
throughout papillae (Hobbhahn et al. 2006; Anand et al. 2007) as observed in U. damazioi

(observe. pess.; Menezes 2015).

Low nectar production may be advantageous, because it forces visitors to investigate all
spur surfaces and these movements increase the pollen removal and deposition probability
(Hobbhahn et al., 2006). However, the low pollen amount found in Hesperiidae and
Curculionidae specimens is not sufficient for most ovules fertilization in U. damazioi, which

has about 300 ovules per flower (Menezes 2015).

Hesperiidae species with similar behavior (inserting only the proboscis into the flower)
were effective in pollinating U. graminifolia (~200 ovules), however, the pollen charge in these
lepidopterans was higher because there was no space between the reproductive organs and
lower lip (Hobbhahn et al., 2006). Therefore, this space is a limiting factor for U. damazioi

pollination.

Bees from Augoclorini and Andrenidae had a higher nototribic deposition proportion
due to the head and thorax dimensions when compared to the spur entrance perimeter. Thus,
the nototribic pollen deposition of U. damazioi also results from the specific position adopted
by the bees during the flowers visit with the spur entrance perimeter preventing larger bees

from touching the reproductive organs with other body parts besides the head.

The optimal pollen deposition in 'safe places' such as the dorsal region, where bees
cannot see, taste, feel or clean it (Koch et al. 2017), results in less pollen loss and higher
pollination efficiency (Westerkamp and ClaBen-Bockhoff 2007). In this way, U. damazioi
presents an ecological specialization of functional group in which the pollinators are insects
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with similar morphological and behavior patterns (Armbruster 2017). These pollinators have a
tongue smaller than the spur, and also enough strength and weight to force and lower the palate,
and adequate proportions to touch the reproductive organs with the body dorsal region, leading

to nototribic pollen deposition.

Thus, we assume that small and medium-sized bees are more effective pollinators due
to the higher nototribic pollen deposition proportion. The other bees also showed legitimate
visiting behavior, however, pollen transfer tends to be lower because the pollen is concentrated
in the head, which is easier to clean than the dorsal region. (Koch et al. 2017). According to
Menezes (2015), an Augochloropsis species was also recorded legitimately visiting U. damazioi
in PARNA Serra da Canastra. Andrenidae, Centris, and Megachile are recorded for the first

time in Utricularia.

Apis mellifera has been observed in other Utricularia, together with other native Apis
in India (Hobbhahn et al. 2006, Chaudhary et al. 2018). In Brazil, this is an exotic species of
great importance for agricultural crops pollination (Rucker et al. 2012). Despite being related
to the reduction of wild pollinator diversity through competition (Goulson 2003; Freitas et al.
2009), Apis mellifera does not necessarily reduce the native species abundance or richness more
than other bees that reach the same dominance levels (Garibaldi et al. 2021). As visitors to U.
damazioi, Apis mellifera do not have ideal body dimensions for greater nototribic pollen
deposition and showed a higher visits frequency compared to other bees. Thus, it is important
to consider that the native pollinator displacement may be occurring due to resources

competition by these species.

Floral attractions
The reflectance curve observed in the U. damazioi corollas absorbs UV (u -) and green
(g -), and reflects blue (b +) and red (r +). Flowers of this type comprise 25.2% of the reflection
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pattern in angiosperms (Chittka & Menzel 1992). As the most bee species do not have receptors
sensitive to longer wavelengths in the red range (Briscoe & Chittka 2001), the difference
between fuchsia and lilac flowers cannot be perceived by bees through chromatic contrast, and

can only be perceived achromatically (Chittka et al. 1994).

In a scenario where bees overlook lilac flowers, visiting only fuchsia flowers
(functionally female), they would not have pollen to transfer and therefore would not act as
pollinators. Thus, the species sexual reproduction would be restricted to spontaneous self-
pollination, when the flowers are functionally hermaphrodites and the distance between anthers
and stigma is reduced. On the other hand, if the bees overlook the fuchsia flowers, visiting only
the lilacs flowers (functionally hermaphrodites), they could favor self-pollination and

geitonogamy.

How bees don't use achromatic cues in close-range discrimination tasks (Giurfa et al.
1997), the two floral colors are not differentiated during foraging. This is relevant for U.
damazioi, because allows bees to visit indistinctly newly opened flowers functionally female
(fuchsia) and more mature functionally hermaphrodite flowers (lilacs). Thus, newly opened
flowers, functionally female, are likely to receive pollen from other plants, favoring cross-
fertilization. Sexual and outcrossing is important for heterozygosity and genetic diversity
increasing (Stebbins 1957), with adaptation to common microenvironments in rupestrian fields,

which would explain the high intraspecific morphological diversity within U. amethsytina s.1..

The selection of flowers by the floral visitors involves a critical search time and the
flower chromatic and achromatic properties affect this time by guiding visitors toward the
flowers (Lunau et al. 1996; Lunau 2006). Bees can detect small flowers like those of U.
damazioi (~2 cm in length) mainly by the achromatic contrast between the flower and the

background (Spaethe et al. 2001).
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Additionally, we observed that the bee green receptor is excited by the yellow crests
portion reflectance (patternu - b - g + r +, Chittka et al. 1994) and the chromatic and achromatic
contrast between the corolla and the yellow ridges portion is perceived by the bees. In this way,
the ridges are visible and distinguishable from the rest of the corolla by the bees, functioning

as intrafloral visual guides sensu Dafni & Giurfa (1999).

Floral guides are important for visitors orientation toward the flower opening and
increasing coupling accuracy (Dafni & Giurfa 1999). Bees hover more in flowers with floral
guides and land on them more frequently. Such attractiveness is the spontaneous behavioral
response manifestation that does not require learning (Lehrer et al. 1985). However, floral
guides can only be perceived at a close distance (~2 cm) (Vorobyev et al. 1997) and are

irrelevant for recognition at intermediate or long distances (Lunau 1990, 1991).

In this sense, the landing reaction at greater distances can be triggered by different color
olfactory and visual signals, such as the landing area shape (Lunau 1990, 1991). The U.
damazioi zygomorphic pattern is accurately and reliably visualized by the bees compound eye
(Menzel & Shmida 1993). In addition, ventral "landing areas™ with long wave colors, such as
the blue reflectance trilobed lower lip of U. damazioi, enhance the bees landing response (Dafni

& Giurfa 1999).

In this way, the odor, the zygomorphic pattern, and the achromatic contrast of the U.
damazioi flowers against the background may be acting on the bees attraction at greater
distances. Later, these can be directed to the flower opening due to the high contrast between
the floral guides and the corolla. Additionally, a tactile stimulus such as the ridges and
trichomes on the palate can guide the correctly engage visitor to the resource, favoring contact

with the flower reproductive organs.

Furthermore, the petals and guides of U. damazioi absorb UV (reflectance values below
5%) (Camargo et al. 2019; Tunes et al. 2021). The yellow and UV absorbing color of the guides
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located in the low ridges relief may be related to anther mimicry, usually found on flowers
where anthers and pollen are hidden or unattractive (Lunau 2006). This characteristic may be
responsible for the fact that Augochlorini spends more time on the palate, however, we did not
investigate whether there was antennal contact between the bees and the guides during visits,
indicating the pollen search (Lunau 2006). This behavior still needs to be further investigated
to verify if the anther mimicry hypothesis fits U. damazioi or if these bees behavior is related
to floral herbivory, as observed in yellow regions of the Genlisea violacea palate (Aranguren

et al. 2018).

How does U. damazioi maintains itself in campos rupestres?

The carnivorous plant U. damazioi finds in campos rupestres on Cerrado, present
ecologically specialized flowers to small to medium-sized bees, which are its main pollinators
due to the precise coupling and greater nototribic pollen deposition. Functionally female
flowers, at the anthesis beginning, are not chromatically distinguishable from hermaphrodites
by bees, allowing the existence of a temporal window that favors cross-fertilization. If the
crossing does not occur, hermaphroditism and the distance decrease between anthers and stigma

during anthesis increase the chances of spontaneous self-pollination.

As U. damazioi, many annual species occur in inhospitable environments seasonally, so
self-fertilization may be selected to compensate for the population density and/or pollinators
decrease for example in arid periods (Munoz et al. 2016). Species under such conditions may
show reduced herkogamy compared to perennial plants (Ma et al. 2021). By directly
influencing the breeding system, herkogamy is one of the floral traits that evolve more quickly

in the face of environmental conditions changes (Opedal et al. 2017; Opedal 2018, 2019)

Taxonomic diversity and the number of visits were directly proportional to the flower

density among the observation sites, which has also been described for other Utricularia
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(Hobbhahn et al. 2006, Chaudhary et al. 2018). Habitat loss can lead to a density decrease in
populations of U. damazioi and it is known that habitat fragmentation, one of the greatest threats
to global biodiversity, negatively impacts the plant populations genetic diversity, especially by
reducing pollinator visits and reproductive success (Cristobal-Pérez et al. 2021). It is important
to consider that, in our study, we verified the U. damazioi plants that occur isolated or in low
density have a low pollinator visits frequency. In this scenario, late spontaneous self-pollination
can be essential for its maintenance, ensuring the progenies production regardless of the pollen

transfer vectors presence.

Reproduction by seeds has advantages over vegetative (clonal) propagation in this
species, because allows the hundreds of propagules to dispersion with genetic variability from
a single flower. These are more likely to be distributed over a broad area by wind or water
(Menezes et al. 2014) than vegetative propagules, which represents greater chances of finding
favorable establishment microsites and maintenance to the next generations. This founding and
colonization process would explain the presence of populations with a low number of
individuals, often found isolated in Cerrado fields, rocky fields, and on the creeks banks and

waterfalls.

Although recurrent selfing may lead to reduce the adaptation potential due to genetic
diversity loss in populations (Stebbins 1957), recent studies have indicated that the potential for
autogamous populations evolution can be comparable to the allogamous populations in the
short and long term (van Ginkel & Flipphi 2020; Clo & Opedal 2021). Self-fertilization
increases reproduction via seeds, highly dispersible, important for new populations
recolonization and foundation (Baker 1955), enables sexual reproduction even in isolated
flowers in situations where synchronous populations are very distant; and keeps the gene pool

adapted to local environmental conditions with little genetic recombination (Lloyd 1965).
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Final considerations

Utricularia damazioi can rely on seed production safety by self-fertilization in the
pollination vectors absence and on the potential genetic diversity increase in their presence. In
this context, the maintenance of flowers with morphology associated with bees pollination (e.g.
accentuated zygomorphy, presence of landing platform and spur), trophic resources and floral
attractions (e.g. conspicuous coloration to bees, presence of contrasting floral guides and odor)
raise gquestions about pollinator-mediated selection, even in settings where pollinators are not

essential.

This flexibility may represent greater possibilities to variations adaptation to
environmental conditions which this species may be submitted spatially and temporally.
Especially in the current rapid global changes scenario resulting from intense human activity
and in which the conservation of highly specialized species or species with restricted

distribution such as carnivorous plants is challenging (Cross et al. 2020).
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TABLES

Table 1. Percentage of fruit set in different pollination treatments in Utricularia damazioi

(Lentibulariaceae).

Treatment Fructification (%o)
Autonomous self-pollination (n = 20) 95

Hand self-pollination (n = 17) 100

Hand cross-pollination (n = 15) 100
Agamospermy (n = 6) 0

Control (natural conditions) (n = 17) 100
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Table 2. Legitimate visitors, number of shifts performed, flowers visited per shift, flowers

visited in total, relative frequency and time spent on each visit to flowers of U. damazioi

(Lentibulariaceae).

Visited flowers

Flowers . Time/
- .. .. Total flowers Relative
Legitimate visitors Turns visited/turn visited frequency (%) flower (s)
(mean % dp) (mean + dp)

Population 1
HYMENOPTERA
Apidae
Apis mellifera 3 12,3+6,8 37 18,78 33+15
Centris sp. 3 26,6 +5,7 80 40,61 3+1,7
Centris (Hemisiella)
tarsata 1 10 10 5,08 2
Halictidae
Augochlorini
Augochlora sp. 2 32+17 4 2,03 20
Augochloropsis sp. 1 1 1 1 0,51 30
Augochloropsis sp. 2 3 16+11 5 2,54 10
Augochloropsis sp. 3 2 414 8 4,06 4+x14
Megachilidae
Megachile sp. 1 10 10 5,08 3
LEPIDOPTERA
Hesperiidae
Hesperiidae sp. 14 23+15 36 18,27 6,6 +4,3
Synapte elana elana 1 5 5 2,54 5
COLEOPTERA
Curculionidae
Curculionidae sp. 1 1 1 0,51 10
Population 2
HYMENOPTERA
Andrenidae
Andreniidae sp. 2 3 6 33,33 4+14
Apidae
Apis mellifera 2 55+3,5 11 61,11 3,5+0,7
COLEOPTERA
Curculionidae
Curculionidae sp. 1 1 1 5,56 10
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FIGURES

Figure 1. Utricularia damazioi. (A) Habitat with inflorescences, in detail the petiolate leaves
in a rosette; (B) Functionally female fuchsia-colored flower on the left and functionally
hermaphrodite lilac-colored flower on the right, (UL) upper lip, (P) palate, (LL) lower lip, (Sp)
spur, arrow points to corolla ridges (bar ~12 mm scale); (C) Details of reproductive organs: (St)

lower lip of stigma and (An) open anthers displaying pollen.
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Figure 2. Utricularia flowers with indication of the distance between the reproductive organs
and the inner wall of the lower lip: stigma (yellow) and anthers (red). On the left, illustration of
U. vulgaris (illustration by H. Dolsan, inspired by Baillon 1892) and on the right, a fresh cut of

U. damazioi.

134



Figure 3. Flower visitors of Utricularia damazioi. (A) Augochlora sp., arrow indicates
nototribic pollen deposition; (B) Augochloropsis sp. two; (C) Augochloropsis sp. 3, with arrow
indicates nototribic pollen deposition, in detail bee inserting thorax in calcar in search of
resource; (D) Apis mellifera; (E) Centris sp.; (F) Megachile sp. and (G) Hesperiidae sp.

inserting the proboscis into the flower.
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Figure 4. Proportion of Utricularia damazioi pollen grains, extracted from different parts of
the visitors' body, below the amount or mean and standard deviation (when more than one
individual). (A) Andrenidae sp. (n = 2), (B) Augochloropsis sp. 3, (C) Apis mellifera (n = 3),

(D) Centris (n = 2), (E) Curculionidae and (F) Hesperiidae sp. (n = 2).
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Figure 5. Morphometry of Utricularia damazioi and legitimate floral visitors. The figures show
the comparison between: (A) the lengths of the calcar of the corolla and tongue (* = proboscis)
of visitors; (B) Perimeter of the base (opening) of the calcar and circumference of the head of
the visitors and (C) Perimeter of the base (opening) of the calcar and dorsiventral circumference
of the thorax of the visitors. Flowers in female phase in fuchsia and hermaphrodite in lilac.
Visitors: small bees (1) Andrenidae (n = 2) and (2) Augochloropsis sp. 1; medium bees (3)
Augochloropsis sp. 3 and (4) Apis mellifera (n = 3); large bees (5) Centris sp. and (6) Centris

tarsata, (7) Curculionidae and (8) Hesperiidae (n = 2).
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Figure 6. Morphometrics of Utricularia damazioi and legitimate visitors with their respective
pollen load (represented by the average, when there was more than one individual). Distance
from the lower lip to reproductive organs (y axis). Measurements of flowers in the female
functional phase in fuchsia and measurements of flowers in the hermaphrodite functional phase
in purple. (A) Number of pollen grains recorded on the head (* = proboscis) of floral visitors.
(B) Number of pollen grains recorded on the thorax of floral visitors. Visitors: small bees (1)
Andrenidae (n = 2) and (2) Augochloropsis sp. 1; medium bees (3) Augochloropsis sp. 3 and
(4) Apis mellifera (n = 3); large bees (5) Centris sp. and (6) Centris tarsata; (7) Curculionidae
and (8) Hesperiidae sp. (n = 2)..
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Figure 7. Color of the corolla and floral guides of Utricularia damazioi. Mean reflectance
curves and standard deviation of fuchsia flowers (A) corolla, (D) guides; Mean reflectance
curves and standard deviation of lilac flowers (B) corolla, (E) guides; Color hexagon
representing the color loci of fuchsia (red dots) and lilac (blue dots) flowers against a

background of standard green leaves (AV400) based on sensitivity of photoreceptors of Bombus

terrestris, (C) corolla, (F) guides.
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SUPPORTING INFORMATION

Additional supporting information may be found online in the Supporting Information section

at the end of the article.

Appendix S1. Known populations of Utricularia damazioi, sources: Laboratory of Vegetal
Systematics (LSV/ FCAV) — UNESP, Jaboticabal (SP), and, Baleeiro et al. (2016; 2019).
Populations studied (yellow dots): (A) Location of the population studied within the limits of
PARNA Serra do Cipé (MG) and (B) respective habitat; (C) Location of the studied population
within the limits of PARNA Serra da Canastra and (D) respective habitat.

250 500 km Utricularia damazioi
@ LSV /FCAV
A Baleeiro et al. (2016; 2019)

140



Appendix S2. Observation sites sampled in the populations of Utricularia damazioi studied,

their area, density, number of hours and days observed and flowers visited.

Observation

Observation Density Visited
Area (m?)

sites (flowers/m?) Hours Days flowers
Population 1

1 5 43.3 37h 2 1

2 125 102.6 10h40 3 97

3 20 713 49h20 6 39

4 50 79.3 9h30 3 24

5 125 94.3 11h30 2 8

6 25 42 18h 1 28

7 100 10 12h 1 0
Population 2

1 41.25 6.2 27h30 5 3

2 65.7 0.86 47h30 5 15
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Appendix S3. Flowers and floral structures of Utricularia damazioi. (A) flower bud, (B) bud
in the pre-anthesis phase, (C) and (D) extension of the calcar, (E) open flower, (F) functionally
female flower, the star indicates lower lip of the stigma and arrow the anthers, (G) immature

fruit in early development after corolla fall and (H) immature fruit.
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Appendix S4. Frequency of visits per hour per plant of flower visitors observed in population

1. Trend lines (solid lines) depict a visual relationship between the number of visits per hour

and the time of day based on smoothing weighted local regression (LOESS). The dashed lines

represent the upper limits of the 95% confidence interval. We omitted the line representing the

lower bounds of the 95% confidence interval because they were zero.
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Appendix S5. Frequency of visits per hour per plant of flower visitors observed in population

2. Trend lines (solid lines) depict a visual relationship between the number of visits per hour

and the time of day based on smoothing weighted local regression (LOESS). The dashed lines

represent the upper limits of the 95% confidence interval. We omitted the line representing the

lower bounds of the 95% confidence interval because they were zero.
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Appendix S6. Morphometric variables of flowers of Utricularia damazioi (Lentibulariaceae)
in female and hermaphrodite phases. Length and width (A) of the corolla, (B) total length and
perimeter of the enlarged base of calcar, length and width of (C) upper lip, (D) lower lip, (E)
palate, (F) ridges, (G) distance between the lateral and medial portions of the stigma and anthers
and (H) distance from the lower lip and reproductive structures.
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Appendix S7. Chromatic (dS) and achromatic (dL) contrasts (mean * sd) between the analyzed

data sets in Just Noticeable Differences (JND).

Mean = dp
Data set ds dL
Lower lip fuchsia flowers x background 0.686 + 0.0 47721 +0.5
Lower lip lilac flowers x background 0.652 £ 0.0 48.124 £ 1.6
Lower lip fuchsia flowers x lower lip lilac flowers 0.105+0.0 1.584+1.6
Lower lip fuchsia flowers x yellow portion of floral
guides 1.261+0.3 1881+1.1
Lower lip lilac flowers x yellow portion of floral
guides 1.163+0.1 4209+21
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Appendix S8. UV photograph of the corolla of Utricularia damazioi (Lentibulariaceae)

highlighting the absence of UV patterns on the corolla.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando as hipéteses propostas para o presente estudo, e levando-se em conta a
caréncia de trabalhos em biologia reprodutiva na familia Lentibulariaceae, nossos resultados
forneceram pela primeira vez informagdes sobre o sistema reprodutivo do ponto de vista

morfologico e evolutivo.

Consideramos o espago entre o labio inferior da corola e os 6rgdos reprodutivos
importantes ao encaixe planta-polinizador e consequente sucesso da polinizagdo. Quando
aplicada empiricamente em U. damazioi a anélise destas dimensoes teve sucesso como forma
de avaliacdo da eficiéncia dos polinizadores. Além desta caracteristica, vimos a importancia de
acompanhamento de mudancgas nas posi¢des dos 6rgdos reprodutivos ao longo da antese, visto
que a hercogamia temporéaria pode ocorrer, como garantia reprodutiva frente a condicGes

ambientais desfavoraveis.

A avaliacdo da reflectancia floral em conjunto com a observacdo do comportamento de
polinizadores trouxe maior conhecimento da importancia da manutencao de atrativos florais na

corola, mesmo em espécies autoférteis.

Desta forma, ressaltamos que caracteristicas levantadas da revisao sistematica que
foram apontadas como promissoras a trabalhos de biologia reprodutiva na familia, de fato
guando aplicadas empiricamente trouxeram maior compreensdo neste ambito, com a espécie
estudada U. damazioi. Assim, fornecemos subsidios tedricos que foram testados empiricamente

aos proximos trabalhos de biologia reprodutiva em Lentibulariaceae.
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Abbreviation
Note that common abbreviations can be used without explanation. Others must be explained. In case of
doubt always give an explanation. Use FW = fresh weight and DW = dry weight.

Scientific Names

Scientific names should be cited in their complete form when first mentioned with genus - species -
authority - cultivar (cv.) or subspecies (ssp.) where appropriate. Latin names should be underlined or
typed in italics. Subsequently the generic names should be abbreviated, but avoid confusion: e.g. use A.
comosus if the only genus with a first fetter A in your paper is Ananas; but use unambiguous
abbreviations if you have more than one genus with the same first letter, e.g. Ananas comosus, Aechmea
nudicaulis = A. comosus, Ae. nudicaulis, etc. Common names of organisms must be accompanied by the
correct scientific name when first mentioned. For rare or exotic genera it may be useful to give the name
of the family and/or higher taxon in brackets when first mentioned.

Copyright

Authors will be required to assign copyright of their paper to the German Society for Plant Sciences, Royal
Botanical Society of the Netherlands and Wiley. Copyright assignment is a condition of publication and
papers will not be passed to the publisher for production unless copyright has been assigned. (Papers
subject to government or Crown copyright should tick relevant box on the form). The publishers will not
refuse any reasonable request by authors for permission to reproduce their contributions to the journal.

Reprints

A PDF offprint of the online published article will be provided free of charge to the corresponding author,
and may be distributed subject to the Publisher's terms and conditions. The corresponding author will be
asked to provide up to seven email addresses for early distribution of a PDF offprint by the publisher.
Paper offprints of the printed published article may be purchased if ordered via the method stipulated on
the instructions that will accompany the proofs. Printed offprints are posted to the correspondence
address given for the paper unless a different address is specified when ordered. Note that it is not
uncommon for the printed offprints to take up to 8 weeks to arrive after publication of the journal. For
further information please contact C.O.S. Printers PTe Ltd, 9 Kian Teck Crescent, Singapore 628875; Fax:
+65 6265 9074; E-mail: offprint@cosprinters.com.

Author material archive policy

Please note that unless specifically requested, the Publisher will dispose of all hardcopy or electronic
material submitted 2 months after publication. If you require the return of any material submitted, please
inform the editorial office or production editor as soon as possible after the final decision about
publication.

Production

You will receive a proof of your article approximately 4 weeks after acceptance. The proof will contain
instructions on how to return corrections and answers to the queries listed at the end of the proof.
Article Promotion Support for Plant Biology Authors

Wiley Editing Services offers professional video, design, and writing services to create shareable video
abstracts, infographics, conference posters, lay summaries, and research news stories for your research —
so you can help your research get the attention it deserves.
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