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AVALIACAO DE GENES NUCLEARES PARA FILOGENIA E PLASTOMA DE
LENTIBULARIACEAE

RESUMO

As relacOes filogenéticas dos géneros Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e Utricularia L.
dentro da familia Lentibulariaceae foram bem estudadas. Pesquisas indicam um grupo
monofilético, no qual Pinguicula € irméo do clado Genlisea-Utricularia. Porém, algumas
lacunas entre os géneros ainda existem. Essas incluem as delimitacdes e relacdes entre
secbes ou subgéneros e circunscricdo infra-genérica, principalmente as espécies
descobertas recentes. Além disso, as espécies desta familia, apresentam uma grande
variedade de habitats, formas de vida, mecanismos e especializacdes de captura das
presas e caracteristicas fenotipicas, o que aumenta a dificuldade de identificacao,
sobretudo no uso exclusivo de caracteristicas morfoldgicas. As abordagens filogenéticas
embasadas em caracteres moleculares com 0s genes nucleares e plastoma podem
contribuir nas discrepancias taxonémicas da familia. Sendo assim, o presente estudo
teve como objetivos principais (i) testar os genes alcool desidrogenase e nitroreductase
para filogenia de Genlisea e Utricularia (Lentibulariaceae) e (ii) montar e caracterizar o
plastoma de Pinguicula moranensis. Tanto 0s genes nucleares como 0 genoma de
cloroplasto de Pinguicula moranensis foram caracterizados nesse estudo. No0Ssos
resultados abrem pistas que contribuem para discussfes evolutivas dos genes élcool
desidrogenase e nitroreductase nas espécies de Lentibulariaceae. Além disso, 0 nosso
estudo apresenta pela primeira vez o plastoma montado de Pinguicula moranensis e
fornece novos insights para a compreenséo sobre a evolugéo, filogenia e gendmica de
Lentibulariaceae.

Palavras chaves: Angiospermas, evolucdao, filogenia molecular, genoma, ptDNA
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EVALUATION OF NUCLEAR GENES FOR LENTIBULARIACEAE PHYLOGENY AND
CHLOROPLAST GENOME

ABSTRACT

The phylogenetic relationships of the genera Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil., and
Utricularia L. within the Lentibulariaceae family have been well studied. Research
indicates a monophyletic group, in which Pinguicula is sister to the Genlisea-Utricularia
clade. However, some gaps between the genera still exist. These include the delimitations
and relationships between sections or subgenera and infra-generic circumscriptions,
especially for recently discovered species. Additionally, species in this family exhibit a
wide variety of habitats, life forms, prey capture mechanisms, and phenotypic
characteristics, which increases the difficulty of identification, especially when relying
solely on morphological characteristics. Phylogenetic approaches based on molecular
characters with nuclear and plastome genes can contribute to taxonomic discrepancies
within the family. Therefore, the present study aimed to (i) test the alcohol dehydrogenase
and nitroreductase genes for the phylogeny of Genlisea and Utricularia (Lentibulariaceae)
and (ii) assemble and characterize the plastome of Pinguicula moranensis. Both the
nuclear genes and the chloroplast genome of Pinguicula moranensis were characterized
in this study. Our results provide clues that contribute to evolutionary discussions of the
alcohol dehydrogenase and nitroreductase genes in Lentibulariaceae species.
Additionally, our study presents for the first time the assembled plastome of Pinguicula
moranensis and provides new insights into understanding the evolution, phylogeny, and

genomics of Lentibulariaceae.

Key-words: Angiosperms, Evolution, Molecular phylogeny, genome; ptDNA



CAPITULO 1 - ConsideragBes gerais
1- Introducéao geral

A monofilia da familia Lentibulariaceae Rich (Lamiales) encontra-se totalmente
resolvida quanto a posicao filogenética dos seus trés géneros constituintes (Pinguicula
L., Genlisea A.St.-Hil., and Utricularia L.). Pois, diversos estudos baseados em caracteres
morfoldgicos, moleculares atestam e comprovam esta abordagem (Taylor, 1989; Miiller
et al., 2004 e 2006; Silva et al., 2018a; Fonseca, 2021). No entanto, do ponto de vista
taxondmico, especialmente nos taxons pertencentes ao clado Genlisea - Utricularia,
ainda existem algumas lacunas que necessitam ser resolvidas. Isso inclui a definicdo
taxondmica de secBes ou subgéneros, identificacdo imprecisa e as relacdes entre
espécies em nivel infragenérico (Jobson et al., 2003; Mdller e Borsch, 2005; Bobrov et
al., 2017; Westermeier et al., 2017; Silva et al., 2018a e 2023; Shimai et al., 2021). Além
disso, a crescente descoberta de novas espécies pertencente a familia Lentibulariaceae
pode provocar alterac6es ao perfil filogenético ou atualizacdes na taxonomia, quer seja
intra ou extra secdes, visto que as espécies desta familia sdo caracterizadas pela
diversidade fenotipica, habitats e formas de vida.

Essas lacunas destacam a importancia de realizar pesquisas taxonémicas mais
abrangentes nos trés géneros que constituem a familia Lentibulariaceae. Entretanto, com
base nas iniciativas tecnoldgicas, em particular no sequenciamento gendémico, diversas
técnicas tém sido empregadas para promover a identificagdo de taxons mais confiaveis
e a reconstrucdo de hipéteses filogenéticas soélidas, contribuindo assim para uma
taxonomia natural e mais defensavel (Silva et al., 2018a). Os caracteres moleculares,
combinados com ferramentas atuais baseadas em sistematica filogenética, podem ser
muito Uteis para sugestdes nas delimitacdes taxonémicas, evolucdo, circunscricdo dos

géneros de Lentibulariaceae e outras familias de angiospermas.

Nos dultimos anos, espécies de Lentibulariaceae foram sequenciadas (DNA
cloroplastidial, nuclear e mitocondrial), sendo que algumas dessas possuem seus

genomas montados e caraterizados (Wicke et al., 2013; Ibarra-Laclette et al., 2013; Silva



et al., 2016, 2018a, 2018 e 2019; Li e Liu, 2022; Matos et al., 2022). O que tem
possibilitado a identificacdo e selecdo dos genes Uteis para estudos filogenéticos e
evolutivos das espécies da familia. Além disso, as funcdes e as estruturas desses genes
tém ajudado a esclarecer os padrdoes taxondmicos e evolutivos, bem como as
caracteristicas especificas, como caracteristicas fenotipicas e adaptacdo em ambientes

adversos.

Os representantes da familia Lentibulariaceae, principalmente as espécies do
clado Genlisea-Utricularia, possuem os menores genomas nucleares dentre todas as
angiospermas sequenciadas até o presente momento, Genlisea tuberosa (61 Mpb,
Genlisea aurea (63,6 Mb) e Utricularia gibba (100 Mb) respetivamente (Ibarra-Laclette et
al.,, 2013; Lan et al., 2017), além de possuirem altas taxas de mutacdo nos seus
compartimentos intracelulares (Greilhuber et al., 2006; Silva et al., 2023), tornando-as

fortes candidatas para modelos em estudos sobre filogenia e evolucéao.

Em Spermatophyta, incluindo Lentibulariaceae, como em todas as angiospermas,
0s genes cloroplastidiais e nucleares tém sido os mais utilizados em estudos sobre
flogenia de espécies e historia evolutiva genética, em detrimento dos genes
mitocondriais (Palmé et al., 2009; Cai e Ma et al., 2016; Silva et al., 2016, 2018a 2018 e
2019; Fonseca, 2021; Li e Liu, 2022).

Os genes nucleares apresentam vantagens para filogenia por possuirem heranca
biparental, possibilitando o resgate da ancestralidade completa das geracdes (Small et
al., 2004; Palmé et al., 2009; Cai e Ma et al., 2016; Huang et al., 2023; Zhang et al., 2024).
Adicionalmente, alguns genes do compartimento nuclear demonstram taxas evolutivas
consideravelmente elevadas, proporcionando uma maior precisdo na distincdo entre
espécies intimamente relacionadas (Wolfe et al., 1987). E importante destacar que 0s
genes nucleares de angiospermas sofrem poliploidia ou duplicagbes, o que permite o
surgimento de genes homologos quer seja artélogo ou paralogos, com dificuldade de

identificacéo (Soltis et al., 2011; Guo et al., 2023). Portanto, torna-se importante avaliar



gue genes nucleares se tornam viaveis e congruentes para estudos filogenéticos nos

organismos fotossintéticos (Cai e Ma et al., 2016).

Os plastomas séo fundamentais para a filogenia e outros estudos genémicos, pois
apresentam um elevado grau de polimorfismo e conservacgao genética, facilitando para o
desenvolvimento de codigos de barras genéticos, estudos de genética populacional,
reconstrucado de arvores filogenéticas de alta resolucdo e conservagdo de espécies
ameacadas e resolucéo de discrepancias taxonémicas (Downiwe e Palmer 1992; Daniell
et al., 2016; Robbins e Kelly, 2023). Esses genomas tém sido bem explorados por
diversos pesquisadores e estudos publicados recentemente revelam uma quantidade de
>13.000 sequéncias depositadas e/ou publicadas no banco de dados publico do NCBI
(National Center for Biotechnology Information) (Wang et al., 2024). Porém para a familia
Lentibulariaceae ha poucas sequéncias gendmicas de plastoma, sendo apenas 7 para
Genlisea e 7 para Utricularia (Silva et al., 2023). Pinguicula € 0 que menos registrou
investigacbes de plastoma com quatro sequéncias publicadas, Pinguicula vulgaris L.
(NC_084256.1), Pinguicula jackii Barnhart (NC_068629.1), Pinguicula ehlersiae Speta &
F.Fuchs (Wicke et al., 2013) e Pinguicula alpina L. (Li e Liu, 2022), sendo as duas ultimas

com seus genomas cloroplastidiais montados e caracterizados.

Nesse contexto, diante da relevancia da filogenia na classificacdo de plantas,
juntamente com a utilidade de Lentibulariaceae como modelo para estudos filogendmicos
e evolutivos e de outra natureza, esta dissertacédo teve como objetivos, divididos em dois

capitulos:

Capitulo 1: Testar os genes alcool desidrogenase e nitrorredutase para filogenia

de Genlisea e Utricularia (Lentibulariaceae)

Capitulo 2: Montar e caracterizar o plastoma de Pinguicula moranensis e inferir

sua posicéo filogenética dentro da familia Lentibulariaceae;


https://www.ipni.org/a/9965-1
https://www.ipni.org/a/9965-1
https://www.ipni.org/a/35881-1
https://www.ipni.org/a/35881-1
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4- Conclusions

For the first time, the ptDNA genome of Pinguicula moranensis was assembled and
evaluated through this study, which contributed to updating the genomic data on
Lentibulariaceae. Our results place the ptDNA genome of P. moranensis (147,072 bp) as
the smallest within the genus, when compared to previously published taxa. The
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guadripartite structure, genetic material, and genomic composition do not differ much from
the other chloroplast genomes in the family published so far. In addition, we compared
the newly assembled genome with the sequences of P. vulgaris and P. jackii in terms of
degree of identity and repeats. Regarding identity, the results indicate highly conserved
and similar structures between the species, with non-significant divergences only in the
spacer regions, RNA transporter genes, inverted region genes, and genes of the NDH
complex, which is typical in the genomes of Lentibulariaceae species. Regarding
palindromic repetitions in P. vulgaris, there is some divergence. The phylogenetic
analyses reveal a close relationship between P. moranensis and P. jackii, corroborating

other authors based on geographical hypotheses.

These results awaken new research visions to understand the evolution and
biogeography of different taxa of this family and contribute to the taxonomic resolution of
Pinguicula, which has been undergoing strong updates and debate in scientific literature.
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