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FILOGENIA DAS CARNIVORAS "TIPO-ORQUIDEA" (gen. Utricularia sect.
Orchidioides E Iperua: LENTIBULARIACEAE) COM OBSERVACOES SOBRE O
SISTEMA ESTOLAO-TUBERCULO

RESUMO - As plantas carnivoras "tipo-orquidea" (Utricularia) compreendem 15
espécies separadas em duas sec¢des: Orchidioides e Iperua. Essas espécies robustas e
principalmente epifitas foram originalmente agrupadas dentro de sect. Orchidioides
pelos primeiros sistemas taxondémicos. Estas espécies foram divididas mais tarde em
duas secOGes quando sect. Iperua foi proposta. Devido a falta de fortes evidéncias
apoiadas em uma perspectiva filogenética robusta, apresentamos uma proposta
filogenética baseada em quatro sequéncias de DNA diferentes (plastidial e nuclear) e
morfologia para testar a monofilia de ambas as se¢6es. Em comparacdo com todos os
estudos filogenéticos anteriores, cobrimos o maior nimero de espécies dentro das
secdes: 11 espécies das secdes Orchidioides e Iperua com 14 espécies como grupo
externo. A maxima verossimilhanca e inferéncia Bayesiana foram aplicadas as
sequéncias de DNA de rps16, trnL-F, matK, ITS e em trés caracteres morfoldgicos: (1) a
crista da corola, (2) os érgaos primarios no embrido e (3) os tubérculos. Além disso,
apresentamos uma analise histoquimica dos estol6es e tubérculos sob uma perspectiva
evolutiva. Nossas analises mostraram a parafilia de sect. Iperua, j& que Utricularia
humboldtii estd mais relacionada com o clado de sect. Orchidioides. Utricularia
cornigera esta agrupada ao clado de sect. Iperua, baseado em sequiéncias de cpDNA,
mas é alinhada a sect. Orchidioides de acordo com o conjunto de dados ITS. Os
caracteres morfologicos também néo sustentam a divisdo das espécies "tipo-orquidea”
em duas secdes. Além disso, de acordo com analises histoldgicas, o sistema estolao-
tubérculo de ambas as sec¢des tém como funcéo principal o armazenamento de agua,
sendo esta uma importante adaptacao derivada de estolées pelo menos duas vezes na
historia filogenética das plantas carnivoras “tipo-orquideas”. Assim, nosso estudo
fornece fortes evidéncias, baseadas em sequéncias de DNA de dois compartimentos
gendmicos (plastidial e nuclear) e morfologia, para agrupar as se¢0es Utricularia sect.
Orchidioides e sect. Iperua.

Palavras-chave: filogenia molecular, morfologia, secdo Orchidioides, se¢ao Iperua,
tubérculo, Utricularia



PHYLOGENY OF THE “ORCHID-LIKE” BLADDERWORTS (gen. Utricularia sect.
Orchidioides AND Iperua: LENTIBULARIACEAE) WITH REMARKS ON THE
STOLON-TUBER SYSTEM

ABSTRACT - The “orchid-like” bladderworts (Utricularia) comprises of 15 species
separated into two sections: Orchidioides and Iperua. These robust and mostly epiphytic
species were originally grouped within the section Orchidioides by the first taxonomical
systems. These species were later split into two sections when sect. Iperua was
proposed. Due to the lack of strong evidence based on a robust phylogenetic
perspective, we present a phylogenetic proposal based on four different DNA
sequences (plastidial and nuclear) and morphology to test the monophyly of both
sections. In comparison with all previous phylogenetic studies, we covered the largest
number of species across the sections: 11 species from sections Orchidioides and
Iperua with 14 species as an external group. The maximum likelihood and Bayesian
inferences were applied to DNA sequences of rpsl6, trnL-F, matK, ITS and three
morphological characters: (1) the crest of the corolla, (2) the primary organs in the
embryo and (3) tubers. Additionally, we present a histochemical analysis of the stolons
and tubers from an evolutionary perspective. Our analyses showed the paraphyly of
sect. Iperua, since Utricularia humboldtii is more related to the clade of sect.
Orchidioides. Utricularia cornigera is grouped in the sect. Iperua clade based on cpDNA
sequences, but it is nested to the sect. Orchidioides according to ITS dataset.
Morphological characters do not support the breaking up of the “orchid-like” species into
two sections, either. Moreover, according to histological analyses, the stolon-tuber
systems from both sections serves exclusively for water storage, are important
adaptations and have been derived from stolons at least twice in the phylogenetic
history of “orchid-like” bladderworts. Thus, our study provides strong evidence, based on
DNA sequences from two genomic compartments (plastid and nucleus) and morphology
to group the Utricularia sect. Orchidioides into the sect. Iperua.

Keywords: molecular phylogeny, morphology, section Orchidioides, section Iperua,
tuber, Utricularia.
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1. INTRODUCAO

Lentibulariaceae € uma familia cosmopolita que apresenta a maior diversidade
de espécies, habitos e formas de vida entre as plantas carnivoras. Cerca de 350
espécies estao distribuidas em trés géneros: Pinguicula, Genlisea e Utricularia, dos
quais Pinguicula € grupo irméo do clado Genlisea-Utricularia (JOBSON; ALBERT, 2002;
MULLER et al.,, 2004). O género Utricularia apresenta como armadilhas pequenas
vesiculas chamadas utriculos, que tém um mecanismo de succ¢do ativo desencadeado
quando os tricomas proximos a sua entrada sdo estimulados por pequenos organismos
(POPPINGA et al., 2016). Com base na morfologia vegetativa, das inflorescéncias e
habitat, Taylor (1989) dividiu as espécies do género Utricularia em dois subgéneros:
Polypompholyx e Utricularia e estes em 35 secbes. No entanto, dentro do subgénero
Utricularia ha controversas sobre a classificacdo de dois taxons infragenéricos muito

proximos: as sec¢des Orchidioides e Iperua.

As nove espécies de Utricularia sect. Orchidioides A.DC. estdo distribuidas na
América Central, Antilhas e América do Sul e sdo chamadas de carnivoras “tipo-
orquideas” (Figura 1 A-C). Além disso, sdo epifitas perenes ou terrestres, com um
conjunto de tubérculos na base do pedunculo (Figura 9 B-C). Por outro lado, Utricularia
sect. Iperua P.Taylor tem seis espécies distribuidas na América do Sul (Figura 1 D-G).
Estas podem ser litéfitas, terrestres ou epifitas-aquaticas (e.g. U. nelumbifolia e U.
humboldtii que tém como habitat fitotelma em bromélias) e a maioria delas formam
estoldes carnosos (Figura 9A), com excecédo de U. geminiloba que apresenta tubérculos
(Figura 9 B-C), semelhante a Orchidioides. Ambas as se¢des contém exemplares muito
semelhantes em suas flores e folhas robustas, morfologias de armadilhas e calices
(TAYLOR, 1989).

De Candolle (1844) criou a secédo Orchidioides, que incluia espécies com
tubérculos. Kamienski (1895) expandiu mais tarde esta se¢éo e incluiu espécies nao

tuberosas como Utricularia nelumbifolia e U. reniformis. Barnhart (1961), por



Figura 1. Espécies de Utricularia “tipo-orquidea” da sect. Orchidioides: (A) U. quelchii
N.E.Br., (B) U. asplundii P.Taylor e (F) U. alpina Jacquin.; e sect. Iperua: (C) U.
humboldtii Schomb., (D) U. reniformis A.St.-Hil., (E) U. nephrophylla Benj. e (G) U.
geminiloba Benj. (As setas apontam a crista da corola) (Crédito das fotos a Martin
Hingst (A), Nicole Rebbert - utricularien.de (B), Barry Rice (C) e Ron Lane (F)).



outro lado, prop6s o novo género Orchyllium para agregar a espécie U. alpina (como
Orchyllium alpinum) como espécie-tipo. Huynh (1968) questionou a secdo Orchidioides
desde que incluiu espécies de diferentes grupos baseados em caracteres do polen.
Taylor (1986), baseado nas diferencas morfoldégicas da corola, sementes e polen,
dividiu a secdo Orchidioides e propds a secdo Iperua, com Utricularia humboldtii

Schomb. como espécie-tipo.

Héa discussdes interessantes sobre a morfologia genérica de Utricularia e se as
espécies tém ou ndo um bauplan com 6rgaos vegetativos bem delimitados como em
outras angiospermas ou se elas se encaixam dentro do conceito de FAM (Fuzzy
Arberian Morphology) (RUTISHAUSER; ISLER, 2001; RUTISHAUSER, 2016). Assim,
ndo é uma tarefa facil classificar as espécies por meio de caracteres morfolégicos.
Taylor (1989), em sua monografia, levanta algumas duvidas sobre a morfologia de
Utricularia. Nas sec¢Oes Orchidioides e Iperua, especificamente, U. reniformis foi

guestionada, pois tem estoldes espessos, como o0s tubérculos.

Estudos moleculares recentes buscam sanar algumas duvidas apresentadas na
classificacdo taxondmica de Taylor (1989) e também consideraram estas sec¢bes
usando uma abordagem filogenética. Jobson et al. (2003) mostraram a monofilia de
secOes de Iperua e Orchidioides com uso das sequéncias plastidiais rpsl16 e trnL-F e
Miuller e Borsch (2005), por outro lado, propuseram a exclusdo da secao Iperua com
base no intron plastidial trnK e 0 gene matK. No entanto, por ndo ser o principal objetivo
destes trabalhos, ambas as sec¢des sdo pouco representadas em nuamero de espécies e

tipo de marcador molecular.

Assim, 0 nosso objetivo foi testar a hipotese de agrupamento das secdes
Orchidioides e Iperua, por meio de um estudo com amplo nimero de espécies, 0 uso de
marcadores moleculares representativos e observar a distribuicAo de caracteres
morfolégicos que foram relevantes na criagcdo dessas sec¢des. Dessa forma, avaliamos
11 das 15 espeécies descritas para ambas as secoes, além de incluirmos também a

recentemente espécie descrita Utricularia cornigera Studni¢ka, uma espécie com



semelhanca morfologica as espécies da secdo Iperua (STUDNICKA, 2009). Foram
avaliados um amplo numero de marcadores moleculares de dois compartimentos
gendmicos (sequéncias de DNA plastidial rps16, trnL-F e matK e regido nuclear ITS) e
também realizamos uma analise filogenética das seguintes caracteristicas morfoldgicas:
1) a crista no l&bio inferior da corola, 2) érgaos primarios no embrido e 3) a presenca de
tubérculos, além de termos realizado uma andlise histoquimica com discussdo da

funcao e evolucao destes Orgaos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Lentibulariaceae Rich.

Considerada a familia de plantas carnivoras mais diversa por apresentar
diferentes habitos de vida, distribuicAo cosmopolita e mecanismos diversos para a
captura de presas, Lentibulariaceae possui aproximadamente 350 espécies distribuidas
em trés géneros: Pinguicula L., Genlisea A.St.-Hil. e Utricularia L. (FISHER et al., 2004;
GUISANDE et al., 2007).

Pinguicula, grupo-irmdo do clado Genlisea-Utricularia e Unico que apresenta
raizes verdadeiras, possui 0 mecanismo de captura de presas menos complexo entre
os trés géneros: suas folhas apresentam tricomas que secretam mucilagem adesiva e
enzimas nas quais insetos sao aderidos e digeridos (CASPER, 1966) e que também
sao capazes de se movimentar, aumentando o contato com a presa (DARWIN, 1888;
LLOYD, 1942).

As espécies de Genlisea possuem armadilhas foliares subterraneas em formato
de “Y”, espiraladas ao longo da maior parte de sua extensdo denominadas rizofilos
(FLEISCHMANN, 2012). Micro-organismos como protozodrios e algas entram através

de pequenas aberturas dos rizéfilos e ficam aprisionadas devido a presenga de “pelos



de retengdo” que permitem apenas 0 movimento unidirecional em direcdo a
extremidade distal, onde a digestdo é entdo feita por enzimas (BARTHLOTT et al.,
1998; GOEBEL, 1891; JUNIPER et al. 1989; LLOYD, 1942; PLACHNO et al., 2008).

Utricularia, grupo-irméo de Genlisea, constitui um grupo monofilético juntamente
com Pinguicula (JOBSON; ALBERT, 2002; MULLER et al., 2000, 2005, 2006). O género
possui uma das mais complexas armadilhas em plantas carnivoras: os utriculos,
pequenas vesiculas de origem foliar que se fecham por uma valvula devido a um
mecanismo de succdo ativo, desencadeado quando os tricomas préximos a sua

entrada sdo estimulados por pequenos organismos (POPPINGA et al., 2016).

Os géneros Genlisea e Utricularia apresentam as maiores taxas de mutagcéao de
DNA conhecidos entre todas as plantas com flores (CARRETERO-PAULET et al.,
2015a, 2015b; JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2004; MULLER et al., 2004,
2006;. WICKE et al., 2013.;) e apresentam espécies com genoma reduzido, inclusive
com cromossomos de dimensdes bacterianas (ALBERT et al., 2010; GREILHUBER et
al., 2006; IIBARRA-LACLETTE et al.,, 2011). Genlisea tuberosa, espécie com um
genoma de 61 Mpb, € o menor conhecido em plantas atualmente (FLEISCHMANN et
al., 2014).

Tais peculiaridades gendomicas em Lentibulariaceae coincidem com sua alta
plasticidade e adaptacéo a diversos habitats. Desta maneira, a evolucao da riqueza de
espécies pode ser originaria de elevadas taxas de mutacdo e reducdo do genoma
(RUTISHAUSER, 2016). Assim, tém aumentado o numero de estudos sobre contracao
gendmica em vegetais com 0 uso destas espécies como modelos para se investigar 0s
processos relacionados a evolucdo gendmica (IBARRA-LACLETTE et al.,, 2011;
IBARRA-LACLETTE et al., 2013, LEUSHKIN et al., 2013, VU et. al, 2015).



2.2. Género Utricularia L.

Dentro da familia Lentibulariaceae, o género Utricularia se destaca por ser o
mais rico, com aproximadamente 230 espécies, agrupando cerca de 35% das espécies
na familia (GUISANDE et al., 2007) sendo 65 espécies catalogadas no Brasil, dentre as
quais 16 sado endémicas (MIRANDA et al., 2016). Taylor (1989) baseando-se na
morfologia vegetativa, no particular das armadilhas e das inflorescéncias, dividiu o
género Utricularia em dois subgéneros: Polypompholyx (Lehm.) P.Taylor, contendo trés
espécies distribuidas em duas secbBes e Utricularia, 0 mais representativo com 33

secdes e mais de 215 espécies.

Utricularia apresenta armadilhas consideradas, funcional e arquitetonicamente,
as mais complexas do reino vegetal (DARWIN, 1888; LLOYD, 1942; REIFENRATH et
al., 2006, VINCENT et al., 2011, ADAMEC, 2011, 2013). Estas estruturas sao folhas
modificadas em forma de vesiculas com tricomas em sua entrada, que quando
estimulados por pequenos organismos, funcionam como gatilhos, desencadeando um
rapido processo de expansédo do utriculo. A diferenca de pressao criada forca a entrada
de agua e assim, a presa € succionada e depois digerida no interior da armadilha
(POPPINGA et al., 2016; REIFENRATH et al., 2006), por enzimas digestivas ndo sé
secretadas por glandulas internas, mas também pela comunidade microbiana presente
em associacdo no seu interior (CARAVIERI et al., 2014; SIROVA et al., 2009).

O género Utricularia também apresenta maior polimorfismo morfolégico,
especializacdo para captura de presas e alta diversidade em plasticidade fenotipica, de
habitat e nutricional, guando comparado aos demais géneros na familia (LLOYD, 1942;
TAYLOR, 1989; JUNIPER et al., 1989). Provavelmente, isso se deve a consequéncia do
grande numero de habitats em que sé&o encontradas, podendo ser terrestres, aquaticas
e livres, aquaticas e fixas, reofiticas, litofiticas e epifitas, sendo que a maioria € de
ambiente terrestre e aquatico (TAYLOR, 1989; GUISANDE et al., 2007), somado as
altas taxas mutacionais em seu genoma (JOBSON; ALBERT, 2002).



No decorrer do processo de diversificacdo e expansdo da &rea de ocorréncia
deste género surgiram, a partir do habito terrestre, os hébitos: litofitico, reofitico,
epifitico, aquatico-fixo e aquatico-livre (TAYLOR, 1989), tendo algumas espécies a
capacidade de apresentar mais de um habito e colonizar diferentes ambientes. Por
meio de reconstrucdes filogenéticas (JOBSON et al., 2003; MULLER et al., 2004;
MULLER; BORSCH, 2005), acredita-se que Utricularia tenha origem neotropical, regido
com a maior riqueza de espécies, tendo havido uma posterior dispersao para as regides

Afrotropical e Australasia, assim como para o resto do mundo (GUISANDE et al., 2007).

Utricularia é cosmopolita ausente nos polos e, geralmente, encontrado em
condicBes consideradas limitrofes para a maioria das plantas (TAYLOR, 1989). No
entanto, sdo tolerantes a estes ambientes, j& que os nutrientes sdo absorvidos pelas
folhas modificadas em armadilhas ao invés de raizes (JUNIPER et al., 1989;
PEROUTKA et al., 2008), além de possuirem 6rgaos especializados possibilitando que

estas plantas entrem em dorméncia ou se regenerarem (TAYLOR, 1989).

2.2.1. Utricularia sect. Orchidioides e Iperua

Dentro do subgénero Utricularia, Orchidioides e Iperua sdo duas sec¢des muito
proximas que apresentam espécies robustas com flores exuberantes (e.g. U.
humboldtii, com inflorescéncias que podem chegar a 2m de altura com corola de até 10
cm de largura), chamando a atencao de colecionadores que realizam hibridizacées com
espécies dentro e entre as secdes (STUDNICKA, 2005a). Além de chamarem atencéo
por sua beleza, sdo muito semelhantes entre as espécies destas se¢cbes os padrbes
morfologicos das armadilhas, dos calices, grandes folhas e flores, e em alguns casos, o
habito epifito (TAYLOR, 1989). Tais similaridades trazem duvidas quanto a classificagéo
morfolégica destas espécies dentro das se¢fes, uma vez que uma mesma espécie

pode apresentar diversos habitos.



A secao Orchidioides foi criada por De Candolle (1844), que agrupou espécies
com caracteristicas orquidaceas, se referindo aos tubérculos. A secdo ficou
representada por espécies de Utricularia conhecidas até entdo com essa caracteristica,
Utricularia montana (U. alpina) e U. unifolia. Kamienski (1895) expandiu mais tarde esta
secdo e incluiu Utricularia endresii e as espécies ndo tuberosas U. nelumbifolia, U.
humboldtii e U.reniformis, por também serem robustas e se assemelharem de forma

geral as orquideas.

Uma divisao diferente em Lentibulariaceae foi proposta por Barnhart (1961), que
criou um numero expressivo de géneros dentro da familia. Em seu trabalho, Barnhart
(1961) propds o novo género Orchyllium com cerca de 10 espécies, varias delas
representando as maiores espécies (mais robustas) dentro da familia. Dentro do novo
género sugerido, Barnhart (1961) agrupou espécies epifitas e terrestres, que se
assemelham as orquideas — por serem cultivadas como orquideas e introduzidas
constantemente ao cultivo, e incluiu U. alpina (como Orchyllium alpinum) como espécie-

tipo.

Huynh (1968) estudou espécies de Utricularia a partir da morfologia do pdlen e
as dividiu em grupos numéricos, questionando a secéo Orchidioides quando separou U.
quelchii das demais espécies inclusas anteriormente nesta secdo e incluiu U.
humboldtii, descrita anteriormente por De Candolle (1844) como species dubiae. Este
grupo, denominado de grupo lll, agregava caracteristicas polinicas como: endoabertura
nao muito definida, aberturas maiores do que nos grupos anteriores e a presenca de

uma faixa equatorial cuja largura coincide com o comprimento das ectoaberturas.

Diferentemente dos autores anteriores, Taylor (1989) dividiu o género Utricuaria
em subgéneros e se¢cbes com base ndo apenas na morfologia vegetativa ou em
caracteristicas de apenas uma estrutura reprodutiva como fez Huynh (1968), mas
também na morfologia da inflorescéncia e no habito das espécies. Especificamente,
gquanto as especies agrupadas anteriormente como “tipo-orquideas” (em sect.

Orchidioides e gen. Orchyllium), Taylor (1989) manteve a denominacgao originada por



De Candolle (1844) e agrupou na secado Orchidioides nove espécies das Antilhas,
América Central e América do Sul, epifitas ou terrestres que apresentam tubérculos e

sementes estreitamente cilindricas ou fusiformes, semelhantes as de orquideas.

Baseando-se principalmente nas diferencas morfolégicas da corola, sementes e
polen, Taylor (1986, 1989) observou que algumas espécies incluidas por autores
anteriores ndo se encaixavam em sect. Orchidioides e prop6s a criagcdo de uma secéo
exclusiva denominada Iperua, com Utricularia humboldtii Schomb. como espécie-tipo.
Nesta secdo, encontram-se cinco espécies da América do Sul, litéfitas e epifitas
terrestres ou aquaticas, com estolées carnosos e uma excessdo com tubérculos (U.
geminiloba). A segéo Iperua tem como caracteres exclusivos a presenca de “cristas”
(protuberéncias) no labio inferior da corola e sementes amplamente cilindricas, com
algumas espécies que apresentam testa fina, transparente e um embrido com 6rgaos
foliares clorofilados (TAYLOR, 1989).

2.2.2. Abordagem Fuzzy Arberiam Morphology (FAM)

A morfologia vegetativa de Utricularia ndo apresenta um bauplan definido, ou
seja, um conjunto de regras arquitetbnicas comuns a um grupo de organismos. Sua
inflorescéncia tipica, com flores bilabiadas, € comum com as que ocorrem em Lamiales
(CLIVATI et al., 2014; PLACHNO et al., 2017), por outro lado, a parte vegetativa dessas
espécies apresenta orgdos com transicao difusa e distingdo muitas vezes vaga. Assim,
esse género se adequa a abordagem de modelo morfolégico FAM (Fuzzy Arberiam
Morphology), observada também em Genlisea e na familia Podostemaceae
(RUTISHAUSER; ISLER, 2001; RUTISHAUSER, 2016).

Formulada por Agnes Arber (1950), a abordagem FAM trata as categorias
estruturais como "folhas" e "raizes"” em plantas vasculares como conceitos com

fronteiras difusas (fuzzy), permitindo formas de transicdo entre elas. Essa abordagem
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complementa a tradicional Morfologia Classica de Plantas (abordagem CLAM), que
defende que categorias estruturais de plantas vasculares séo consideradas conceitos
com fronteiras claras e sem intermediarios (RUTISHAUSER; ISLER, 2001).

A morfologia pouco convencional em Utricularia é alvo de discusséo, causando
controvérsias na classificacdo taxonémica de suas espécies. Por fugirem do padrdo
classico, as espécies de Utricularia sdo conhecidas como morfologicamente
desajustadas, no entanto, estas plantas sao altamente especializadas em seus habitats,
com adaptacles fisiologicas extremas (RUTISHAUSER, 2016). Exemplos dessas
adaptacdes sdo 6rgdos que possibilitam a sobrevivéncia de espécies em temperaturas
e condicbes ambientais desfavoraveis, como turides, propagulos resistentes ao
congelamento do ambiente aquatico, que possibilitam que essas plantas se regenerem
(ADAMEC, 2008) ou tubérculos, que armazenam nutrientes e proporcionam que
algumas espécies passem por periodos de dorméncia e resistam a estiagem (TAYLOR,
1989). Desta maneira, é interessante um maior conhecimento da morfologia vegetativa
em Utricularia, pois além de colaborar com a classificacdo taxonémica, contribui para

um melhor entendimento da morfologia FAM e evolucdo dessas estruturas.

2.2.3. Filogenia Molecular em Utricularia

Atualmente, a taxonomia em Utricularia € baseada na classificacdo de Taylor
(1989) por esta ser a obra mais completa taxonomicamente ja que aborda o maior
namero de espécies dentro do género, além de considerar diversas estruturas
morfoldgicas, habitat e habito. No entanto, devido a morfologia ndo convencional de
Utricularia dificultar sua classifiacdo, algumas duvidas séo levantadas. Desta maneira,
estudos em biologia molecular vém sendo realizados com intuito de esclarecer a

classificac@o e evolugdo destas espécies.
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De acordo com estudos filogenéticos, Lentibulariaceae é uma familia
monofilética, sendo o género Pinguicula um grupo irmdo de Genlisea e Utricularia
(JOBSON et al., 2003; MULLER et al., 2002; MULLER et al., 2004). Jobson et al. (2003)
utilizaram sequéncias de DNA cloroplastidial (cpDNA) de introns rps16 e regido trnL-F e
propuseram a divisdo do subgénero Polypompholyx em duas sec¢des Polypompholyx e
Pleiochasia Kam. Esta divisdo também foi observada por Miller e Borsh (2005), que
realizaram um estudo utilizando o intron cloroplastidial trnK e o gene matK e, além
disso, propuseram o ressurgimento do subgénero Bivalvaria S.Kurz e a excluséo das

secdes Psyllosperma e Iperua criadas por Taylor (1989).

A excluséo da secédo Iperua, no trabalho de Miller e Borsch (2005), foi proposta
devido a Utricularia humboldtii, sua espécie-tipo, se agrupar filogeneticamente a secéo
Orchidoides. O mesmo néo foi visto em Jobson et al. (2003), pois U. humboldtii é
ausente e as analises com as espécies incluidas comprovaram a monofilia dos clados,
sustentando a existéncia das duas secdes. Ambos os estudos ndo tiverem grande
representatividade em nimero de espécies das secdes e marcadores moleculares, mas
obtiveram éxito com o uso das sequéncias plastidiais que validaram a classificacédo de

Taylor (1989) na maioria das espécies.

Veleba et al. (2014) reunindo os dados de Jobson et al. (2003) e Miiller e Borsch
(2005), acrescentados de sequéncias nucleares ITS em espécies de Pinguicula,
obtiveram o mesmo resultado com Utricularia humboldtii e apresentaram apenas uma

secdo denominada Orchidioides, como proposto por Muller e Borsch (2005).



12

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de plantas e marcadores de DNA

As amostras vegetais foram obtidas tanto de populagdes naturais como de
plantas cultivadas e as sequéncias de DNA foram obtidas a partir do banco de dados
Genbank / NCBI (Tabela 1). De acordo com estudos anteriores, quatro sequéncias de
DNA foram selecionadas como marcadores devido ao seu sinal filogenético: (1) rpsl16
(OXELMAN et al., 1997; JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003); (2) trnL-F
(TABERLET et al., 1991; JOBSON; ALBERT, 2002; JOBSON et al., 2003); (3) matK
(MULLER; BORSCH, 2005; SILVA et al., 2016), e (4) regido ITS (HILLIS; DIXON,
1991).

Obtivemos, portanto, um total de 76 sequéncias, das quais 26 foram produzidas
neste estudo, com sequéncias para cinco espécies de Utricularia sect. Orchidioides
(que tem um total de nove espécies descritas) e seis para Utricularia sect. Iperua, com
inclusdo de U. cornigera, representando assim todas as espécies conhecidas desta
secao. Além disso, 14 espécies de outras sec¢des foram usadas como um grupo externo
(Tabela 1).

3.2. Amplificagdo e sequenciamento

O DNA foi extraido com o emprego do método CTAB (DOYLE; DOYLE, 1987),
modificado por Lodhi et al. (1994). As reacOes de amplificacdo dos marcadores
nucleares foram realizadas em 25 L de solucdo contendo 20 mM de MgCI2, 100 mM
de dNTPs, 10 mM de cada iniciador, 1 U de Dream Taq Polimerase (Fermentas) e, em
meédia, 50 ng de molde de DNA. Para a regido ITS, os iniciadores e o adjuvante de

sulfoxido de dimetilo (DMSO) foram utilizados como recomendado por Miranda et al.



13

(2010). Para o matK e trnL-F os iniciadores utilizados foram de acordo com Lim et al.
(2012) e Taberlet et al. (1991), respectivamente.

Os perfis térmicos das reacBes de amplificagdo foram adaptados a partir de
referéncias anteriores (ver item 3.1.). Para o espagador intergénico trnL-F o perfil
térmico foi de 95°C de 3'; 30 ciclos de 1' a 94°C, 45" a 52°C, 1'a 72°C e 5' de extenséo
final a 72°C. Para o gene matK, foi de 94°C a 1', 35 ciclos de 40" a 94°C, 20" a 52°C,
50" a 72°C e 10' de extenséao final a 72°C . Para os ITS foi de 95°C a 3', 35 ciclos de
30" a 95°C, 30" a 54°C, 1' a 72°C e 5' de extensao final a 72°C. Os amplicons foram
verificados por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, precipitados com 100% de
isopropanol, purificados com etanol a 70% e sequenciados pelo método desenvolvido
por Sanger et al. (1975) em um sequenciador automatico, modelo 3730x| ABI (Applied

Biosystems).

3.3. Sequéncias e andlises filogenéticas

A identidade de cada sequéncia foi verificada com a aplicagdo do BLASTN
(ALTSCHUL et al., 1990). Utilizando o programa Geneious v10.0 (KEARSE et al.,
2012), verificou-se sua qualidade phred de cada base onde, quando esta estava abaixo
do ideal (30), ajustes manuais como a inser¢cdo de mascaras e corte de extremidades
foram feitos utilizando o programa BioEdit v7.5.0.2 (HALL, 1999). O MAFFT v7 (Katoh
et al., 2002) foi utilizado para alinhar as sequéncias, com parametros pré estabelecidos
pela propria plataforma online. Os conjuntos de dados (matrizes) foram criados no
BioEdit v7.5.0.2 (HALL, 1999) com a adicdo de mascaras (missing data = "?”; WIENS,
2006).

Produzimos cinco conjuntos de dados: um para cada marcador isolado e um
para uma analise combinada (evidéncia total). Para o fragmento matK, as sequéncias
obtidas a partir do GenBank (ver Tabela 1) foram trimadas para obter uma regiao
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homéloga de acordo com as sequéncias amplificadas pelos iniciadores 3F KIM e
1R_KIM (LIM et al.,, 2012). Em cada conjunto de dados gerado, foi realizada uma
inferéncia bayesiana na plataforma CIPRES (MILLER et al., 2010) com parametros pré
estabelecidos pela plataforma online. Além disso, foi realizada uma analise de maxima
verossimilhanca também com a plataforma CIPRES (MILLER et al., 2010), pela qual foi
empregado o melhor ajuste (best - of - fit) conforme selecionado pelo Akaike Information
Criterion (AIC) (AKAIKE, 1973), gerado pelo programa jModelTest v2.1.1 (DARRIBA et
al., 2012), sendo o modelo de melhor ajuste para os marcadores plastidiais o GTR + G
(TAVARE, 1986) e do espacador nuclear o TIM3 + | + G. O programa PAUP * 4.0
(SWOFFORD, 1998) foi utilizado para se obter os valores de bootstrap (2.000
pseudorréplicas e busca heuristica com 1.000 repeticbes com adicdo aleatéria de
sequéncias e o algoritmo TBR) da analise de maxima verossimilhanca. As arvores
obtidas de ambas as andlises foram editadas pelos programas TreeGraph 2 (STOVER,
2010) e FigTree v1.3.1 (RAMBAUT, 2009).

3.4. Caracteres morfolégicos

Realizamos testes filogenéticos das trés caracteristicas morfoldégicas que
supostamente sustentam as diferencas entre as secdes e foram, portanto,
historicamente empregadas nas circunscrigcdes taxonémicas de Orchidioides e Iperua.
Estes foram: (1) crista na protuberancia do labio inferior da corola (Figura 1C, E), (2) a
presenca de tubérculos (TAYLOR, 1986, 1989) e (3) os 6rgdos primarios no embrido,
de acordo com Ptachno e Swigtek (2010). Uma matriz binaria de presenca e auséncia
destes caracteres morfoldgicos foi gerada para cada espécie presente neste estudo,
usando o programa NDE Nexus Data Editor (PAGE, 2001), que sobrepbs a arvore de
inferéncia Bayesiana combinada (evidéncia total), para a qual foi utilizado o programa
Mesquite (MADDISON; MADDISON, 2010).
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Tabela 1. Espécies de Utricularia incluidas neste estudo, sua origem e acesso ao

GenBank, por marcador molecular.

Secéo Espécie Acesso GenBank Froceaenciaadas amostas)
(voucher) rps16 trnL-F matK ITS
Orchidioides U. asplundii AF482558.1 AF482631.1 KY68970" KY689711°
(TS000261)
U. quelchii - KY689702" AF531846.1 -
(TS000260)
U. endresii - AF482642.1 KY799062" KY689709"
(TS000262)
U. alpina AF482556.1 AF482629.1 AF531822.1 KY689712"
(TS000263)
U. praetermissa - KY689703" KY689698" KY689705"
(TS000264)
Iperua U. humboldtii - KY689704° AF531836.1 -
(TS000199)
U. geminiloba - AF482646.1 KX604216.1 KY689716"
(VFOM2045)
U. nephrophylla AF482588.1 AF482664.1 AF531827.1 KY689707*
(VFOM2047)
U. reniformis AF482595.1 AF482671.1 KX604218.1 KY689706"
(VFOM2044)
U. nelumbifolia AF482586.1 AF482662.1 KX604217.1 KY689708"
(VFOM2055)
U. cornigera - KY689701" KY689699" KY689710"
(TS000265)
Utricularia U. aurea AF482559.1 AF482632.1 KX604176.1 KY689714°
(TS000267)
U. australis AF482560.1 AF482633.1 AF531823.1 -
U. intermedia AF482575.1 AF482651.1 AF531839.1 -
U. macrorhiza AF482581.1 AF482657.1 AF531835.1 KY689719°
(TS000266)
U. minor - GU169706.1 JN894028.1 KY689721°
(TS000268)
U. vulgaris - JQ728994.1 JN894054.1 KY689722°
(TS000269)
Psyllosperma U. huntii AF482574.1 AF482650.1 - -
U. praelonga AF482591.1 AF482667.1 AF531843.1 -
U. longifolia AF482580.1 AF482656.1 AF531834.1 KY689718"
(VFOM1680)
U. hispida - - AF531829.1 KY689717*
(VFOM1637)
U. calycifida - - AF531824.1 -
Foliosa U. tricolor AF482600.1 AF482677.1 KX604210.1 KY689720"
(VFOM2043)
U. tridentata - - AF531825.1 -
U. amethystina AF482557.1 AF482630.1 - KY689713"

(VFOM1644)

% Procedéncia de amostras sequenciadas neste estudo: ! Colecdo de Plantas Carnivoras - Carlos Rohrbacher; 2
Colecao de Plantas Carnivoras - Barry Rice; 8 Colecéo de Plantas Carnivoras - Instituto de Botanica da Academia
Checa de Ciéncias, Tfebori, Republica Tcheca (vouchers depositados no Herbario JABU - UNESP / FCAV).
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3.5. Histoquimica de 6rgéos e tecidos de armazenamento

Para melhor compreensdo e comparacdo dos tecidos de armazenamento,
realizou-se andlise histoquimica dos estoldes de Utricularia reniformis, U. nelumbifolia
(secdo Iperua) e tubérculos de U. geminiloba (secdo Iperua) e U. alpina (secéo
Orchidioides). Os estolées de U. reniformis, U. nelumbifolia e tubérculos de U.
geminiloba foram coletados de populacdes naturais em dezembro de 2015, ou foram
retirados da colecdo do Jardim Botanico da Jagiellonian University em Cracdvia,
Polbnia, e os vouchers foram depositados no Herbario JABU (VFOde Miranda et al.,
2044, 2055 e 2045, respectivamente).

Os seguintes reagentes foram utilizados para mostrar a anatomia geral e os
componentes de armazenamento: IKI (iodeto iodo-potassio) para amido + proteinas,
solucdes etandlicas saturadas de Sudan Ill e Sudan IV para lipidos, alum carmim e iodo
verde 0,1 % (w/v) para lignina + celulose e vermelho de ruténio para pectina +
mucilagem (FILUTOWICZ; KUZDOWICZ, 1951; RUZIN 1999) (Esquema 1).

O material (estoldes espessos de Utricularia reniformis, U. nelumbifolia e
tubérculos de U. geminiloba, U. alpina) foi fixado em 2,5% (v/v) de glutaraldeido / 2,5%
(v/v) formaldeido em 0,05 M tampédo de cacodilato de sddio (pH 7,0) durante varios
dias, lavados trés vezes no mesmo tampao e pés-fixados em 1% (w/v) de tetréxido de
O0smio em solucdo durante 1,5 h a 0°C. Seguiu-se com desidratacao utilizando uma
série de etanol graduada e infiltragcdo seguida de incorporacdo utilizando um kit de

incorporacao de epoxi (Fluka).

As secdes semifinas (0.9 — 1.0 um) preparadas para microscopia de luz (LM)
foram coradas para histologia geral utilizando azul de metileno aquoso / azure Il (MB /
All) durante 1-2 min (HUMPHREY; PITTMAN, 1974) e examinadas com um microscopio
Optico “Olympus” BX60.
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Esquema 1. ReaglOes esperadas para 0s reagentes histoquimicos utilizados,
classificados de acordo com as estruturas a serem observadas.

igni . 1. Amido e .
1. Lignina e 2. Pectina e . 2. Lipideos
celulose . proteinas
mucilagem Sudan Ill e Sudan IV
i IKI (iodeto iodo- Sl ER SR G
Alum carmim - Vermelho de -
verde iodo TR potassio)
. Positivo
Positivo . !
. Positivo - coloragao
- coloracao verde Positivo ) vermelha para
ara paredes - coloragao roxa o
hare & - coloracdo rosa tanh lipideos
lenhificadas : | __ou castanho para
. intenso para amido
- coloracao | pectinas )
vermelha para . -coloragaolazul
paredes - coloracao rosa para proteinas
celuldsicas brllha.nte para
mucilagem

3.6. Funcéo fotossintética de estoldes e tubérculos

Para verificar a presenca de cloroplastos e possivel atividade fotossintética em
estoldes e tubérculos, esses 6rgaos foram colocados em estufa. Trés fragmentos de
estoldo (cerca de 2 cm) de Utricularia reniformis e trés tubérculos de U. geminiloba
foram colocados em placas de Petri com papel absorvente iamido e armazenados a
25°C sob condi¢des de luz natural durante 30 dias. As fotografias dos fragmentos e
tubérculos foram entdo captadas.
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4. RESULTADOS

4.1. Filogenia das segOes de Utricularia: Orchidioides e Iperua

As arvores filogenéticas de inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanca (ML)
sao congruentes em sua topologia geral (Figuras 2-3) e mostram oS grupos suportados
por probabilidades posteriores (PPs) e ML bootstraps em = 50% na maioria dos clados
(Tabela 2).

Tabela 2. Matrizes e analises estatisticas de alinhamentos e cladogramas inferidos pela
maxima verossimilhanca (ML) e inferéncia bayesiana (IB). (PP = probabilidades

posteriores).

Clados com suporte 2 50%

(n (%))’

. - Caracteres
Conjunto Terminais .
de dados Genoma (n) considerando
gaps (bp) PP bootstrap
(1B) (ML)
rps16 Plastidial 14 926 11 (84) 10 (77)
trnL-trnF Plastidial 22 1.091 16 (76) 12 (57)
matK® Plastidial 23 883 19 (86) 16 (72)
ITS Nuclear 17 962 12 (75) 10 (62)
. Nuclear +
Combinado Plastidial 25 3.864 20 (83) 17 (71)

! A percentagem de clados (%) foi calculada a partir do total de possiveis clados das arvores (=
ndmero de terminais -1).
2 As sequéncias obtidas a partir de GenBank (ver tabela 1) foram trimadas para se obter uma

regido homologa de acordo com o fragmento amplificado pelos iniciadores 3F_KIM e 1R_KIM
(LIM et al., 2012).

Na analise do intron rps16, em que foram utilizadas as sequéncias das sec¢des
estudadas em Jobson e Albert (2002), encontrou-se um resultado semelhante ao da
classificagcdo de Taylor (1989) (Figura 2A). Os outros marcadores plastidiais (trnL-F e
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matK, Figuras 2B, C) mostram a sect. Iperua como um grupo parafilético, pela inclusao
de U. humboldtii (taxonomicamente reconhecida como pertencente a sect. Iperua) na
secdo Orchidioides. Além disso, as sequéncias trnL-F e matK posicionaram U.

cornigera na sect. Iperua.

A arvore resultante do espacador trnL-F (Figura 2B) apresentou que U.
humboldtii € um grupo irmdo para as outras espécies na se¢ao Orchidioides e que U.
cornigera deve ser incluida na secdo Iperua como um grupo irmdo ao clado U.
nelumbifolia-U. reniformis. Com este marcador, a analise ML mostrou as espécies U.
nelumbifolia, U. reniformis, U. cornigera e U. geminiloba como grupo monofilético
(Figura 2B). U. humboldtii esta em posi¢éo similar, alinhada como um ramo externo do

clado formado por U. praetermissa, U. endresii, U. quelchii, U. asplundii e U. alpina.

A éarvore matK (Figura 2C) mostrou que U. humboldtii estd intimamente
relacionada como um grupo irmdo da secdo Orchidioides, assim uma topologia

semelhante ao conjunto de dados trnL-F foi encontrada (Figura 2B).

Além disso, enquanto os marcadores plastidial trnL-F e matK mostraram
Utricularia cornigera alinhada ao clado da sect. Iperua, o conjunto de dados ITS (Figura
2D), por outro lado, mostrou esta espécie agrupada em sect. Orchidioides como um
grupo irmao de U. praetermissa, com valores maximos de suporte de ambas as
analises (100% de PP e ML bootstrap). As secles Iperua e Orchidioides foram

mostradas como parafiléticas (Figura 2D), com U. humboldtii ausente nesta analise.

A éarvore resultante dos conjuntos de dados concatenados apresenta a secao
Iperua como um grupo parafilético, que mostra Utricularia humboldtii como um ramo
externo da sect. Orchidioides (Figura 3 - Clado A). U. cornigera é mostrada no clado da
sect. Orchidioides, como um grupo monofilético com U. asplundii, U. quelchii e U.
praetermissa - mas este clado ndo é fortemente suportado (PP 53% e ML bootstrap
<50%). Apesar deste baixo suporte, o clado da sect. Orchidioides, que inclui U.
cornigera, é fortemente suportado pela inferéncia bayesiana e ML bootstrap, com 100%

e 99% em cada analise, respectivamente (Figura 3).
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Figura 2. Arvores de inferéncia bayesiana para (A) rps16, (B) trnL-F, (C) matK e (D) ITS.
NUumeros acima dos ramos sao as probabilidades posteriores, seguidas por bootstraps

de maxima verossimilhanca. (- denota ramos com um valor de suporte <50).
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Figura 3. Inferéncia bayesiana para analise combinada (rps16 + trnL-F + matK + ITS).

Numeros acima dos ramos séo as probabilidades posteriores, seguidas por bootstraps
de maxima verossimilhanca. (- denota ramos com um valor de suporte <50).
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4.2. Distribuicdo dos caracteres morfoldgicos

Ambas as caracteristicas de cristas no labio inferior da corola (Figura 4A) e
tubérculos (Figura 4C) ndo suportam a visdo de que sdo sinapomorficas para as se¢des
Orchidioides e Iperua.

De acordo com a andlise combinada, a crista na corola possivelmente apareceu
pelo menos duas vezes. Uma vez na linhagem ancestral do complexo Orchidioides-
Iperua (Figura 4A - clado A + clado B), que foi perdido pela linhagem ancestral do clado
Iperua surgindo posteriormente como uma reversao em U. cornigera (Figura 4A - clado
A)

Os o6rgdos primarios do embrido (Figura 4B) ocorrem em U. cornigera
(STUDNICKA, 2009), U. humboldtii (Figura 4B — clado A) e U. nelumbifolia (Figura 4B —
clado B) e nas espécies de sect. Utricularia (PLACHNO; SWIATEK, 2010 e respectivas
referéncias). A falta de informacdes sobre a embriologia de varias espécies torna dificil
tracar uma hipotese robusta e bem sustentada para a evolucao desse carater.

O carater tubérculos também foi mostrado como homoplésico, com duas origens
independentes: um para secdo Orchidioides, com a reverséo para U. cornigera (Figura
4C — clado A) que carece de tubérculos, e outra para U. geminiloba (Figura 4C — clado
B).
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Figura 4. Distribuicdo dos caracteres morfolégicos com base na arvore combinada
bayesiana. (A) Crista no labio inferior da corola, (B) érgaos primarios no embrido e (C)
tubérculos. (Detalhe em B: Crédito fotogréafico para Barry Rice).
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4.3. Analise histoldgica de estoldes e tubérculos

Em nossas analises, os estoldes espessos de Utricularia reniformis (Figuras 5 e
9A) e U. nelumbifolia (Figura 7) e os tubérculos de U. geminiloba (Figuras 6, 9B, C) e U.

alpina (Figura 8) tém anatomia e substancias de armazenamento semelhantes.

No geral, como mostrado nas secc¢les transversais, a epiderme e o cortex
parenquimatoso circundam o cilindro ectofilico central. Somente os estolfes de U.
nelumbifolia tém muitas lacunas (Figura 7A-D). O cértex consiste em grandes células de
parénquima com grandes vacuolos, os elementos do xilema e do floema séo separados
uns dos outros. Em ambos os érgdos ocorrem pequenos tricomas epidérmicos, cada
um constituido por uma célula basal, uma curta, central e uma cabeca longa (Figura
TE).

Muito pequenas e raras goticulas lipidicas foram observadas no citoplasma das
células corticais (Figura 5C). As paredes celulares coradas com vermelho de ruténio
(Figuras 5E e 6G) nao apresentaram mucilagem e as coradas com IKlI nao
apresentaram amido ou proteinas de armazenamento (Figuras 5D, 6F, 7F e 8C). As
inclusBes de proteinas paracristalinas estavam ocasionalmente presentes nos nucleos
de varios tipos de células (Figuras 5F, 6H). As paredes celulares da célula de barreira
dos tricomas coraram seletivamente com Sudan (Figuras 6D e 7E).
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Figura 5. Anatomia e histoquimica de estoldes de Utricularia reniformis. A-B. Anatomia
geral do estoldo, notar o cortex parenquimatoso (Pc) que envolve o cilindro ectofilico
central (CC); Floema (pf), xilema (x), barra = 100 um. C. Reacao para lipidos (Sudan
IV), goticulas lipidicas pequenas (seta), barra = 50 um. D. Secéo apds tratamento com
IKI, notar a auséncia de graos de amido, barra = 100 ym. E. Sec¢éo tratada com
vermelho de ruténio para pectinas e mucilagem, notar a reacdo positiva das pectinas
nas paredes celulares, barra = 200 ym. F. Secdo semi-fina, notar os vacuolos e o
nacleo com inclusédo de proteina paracristalina, barra = 20 um.
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Figura 6. Anatomia e histoquimica de tubérculos de Utricularia geminiloba. A-C
Anatomia geral do tubérculo, notar o cortex parenquimatoso (Pc) que envolve o cilindro
ectofilico central (CC); Floema (pf), xilema (x), barra = 100 um. D. Reacé&o para lipideos
(Sudan 1V), notar reacédo positiva ha célula barreira do tricoma (seta), barra = 100 um.
E. Reacdo para lipideos (Sudan V), barra = 100 um. F. Secéo apds tratamento com IKI,
notar a falta de grdos de amido, mas a reacao positiva para a proteina e tricomas, barra
=100 y m. G. Secéo tratada com vermelho de ruténio para pectinas e mucilagem, notar
a reacdo positiva das pectinas nas paredes celulares, barra = 100 um. H. Secéo
semifina, notar os vacuolos e o nucleo com inclusdo de proteina paracristalina, barra =

20 ym.
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Figura 7. Anatomia e histoquimica de estolées de Utricularia nelumbifolia. A-B.
Anatomia geral do estoldo, notar o cortex parenquimatoso (Pc) que envolve o cilindro
ectofilico central (CC); Floema (pf), xilema (x), lacuna (La), barra = 100 um. C.
Autofluorescéncia de tecidos sob UV; Cortex parenquimatoso (Pc), cilindro central (CC),
xilema (seta), barra = 100 um. D. Reacédo negativa para lipideos (Sudan Ill), barra = 100
pm. E. Reacdo para lipidios (Sudan V), notar a reacdo positiva na cuticula das células
epidérmicas e da célula barreira do tricoma, célula terminal (tc), célula barreira (seta),
célula basal (bc), barra = 50 uym. F. Secao apoés tratamento com IKI, notar a auséncia de
graos de amido, barra = 100 pym.
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Figura 8. Anatomia e histoquimica de tubérculos de Utricularia alpina. A-B. Anatomia
geral do tubérculo, notar o cOrtex parenquimatoso (Pc) que envolve o cilindro central
ectofilico (CC); Barra = 100 ym. C. Secéo apos tratamento com IKI, reacdo positiva
para a proteina nos nucleos, barrara = 100 ym. D. Reagéo para lipideos (Sudan 1V),
barra = 100 ym.
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Figura 9. Habito de Utricularia reniformis (A) e tubérculo de U. geminiloba antes (B) e
apos (C) uma experiéncia de 30 dias para verificar a funcao fotossintética (L = folha, E
= estoldo, T = tubérculo). (Crédito da foto a David Banks (A)) Barra =5 mm.

5. DISCUSSAO

5.1. Filogenia do complexo Orchidioides-Iperua - uma secéo é suficiente

Nossos resultados apoiam a parafilia de Utricularia sect. Iperua, enquanto que
sect. Orchidiodes revelou-se monofilética (Figuras 2 e 3). A espécie chave que faz a
sect. Iperua parafilética € U. humboldtii, que é a espécie tipo atribuida a esta secdo
(TAYLOR, 1986, 1989). Resultados semelhantes foram obtidos por Miller et al. (2004)
com base no matK e no intron trnK e, posteriormente, Muller e Borsch (2005) sugeriram
a aceitacdo de apenas a sect. Orchidioides, apoiando De Candolle (1844) e Kamienski
(1895). De Candolle baseou seu sistema em apenas trés espécies do complexo: U.
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alpina (como U. montana) e U. unifolia, classificada como sect. Orchidioides e,

curiosamente, U. humboldtii, que foi mantida em sua se¢do como species dubiae.

Utricularia humboldtii, uma espécie perene e uma das maiores terrestres do
género, produz flores exuberantes que é um traco comum do complexo Orchidioides-
Iperua. Esta espécie é encontrada como epifita terrestre ou mesmo aquatica, uma vez
que as plantas podem projetar estoldes aéreos horizontais que atingem e crescem
entre as folhas de bromélias (TAYLOR, 1989). Enquanto as espécies de sect. Iperua
sdo distribuidas na América do Sul, principalmente no sul e sudeste do Brasil (BFG,
2015, MIRANDA et al., 2015), U. humboldtii € a Unica espécie desta secdo que ocorre
nas terras altas da Guiana. Assim, os clados A e B (Figura 3) também séo suportados
pela distribuicdo de espécies (com excecdo de U. cornigera, que € endémica do
sudeste do Brasil) (BFG, 2015, MIRANDA et al., 2015).

5.2. Utricularia cornigera Studni¢ka

Em nossa analise com os marcadores plastidiais trnL-F (Figura 2B) e matK
(Figura 2C), Utricularia cornigera esta alinhada a sect. Iperua relacionada ao clado U.
reniformis-U. nelumbifolia e com U. geminiloba, apesar da incongruéncia encontrada
com esta espécie ao considerar ambos os marcadores. A hipotese de um hibrido
natural, proveniente do cruzamento entre U. reniformis e U. nelumbifolia
(FLEISCHMANN, 2012), foi refutada por Studnicka (2013; 2015) por uma experiéncia
de cruzamento. As sementes e padrdo de germinacao resultantes se assemelham as
de U. geminiloba (STUDNICKA, 2005).

No entanto, na analise de ITS, Utricularia cornigera é incluida a sect.
Orchidioides, com suporte maximo em ambas as analises filogenéticas (PP e ML), e
também permaneceu em Orchidioides na &rvore concatenada (Figura 3). Enquanto o

DNA materno (cpDNA, neste caso) suporta uma estreita relacdo com as espécies de
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sect. Iperua, a regido ITS, de origem biparental, sugere que U. cornigera tem a mesma

espécie ancestral comum relacionada ao clado Orchidioides.

As multiplas copias da regido ITS encontradas em genomas eucariéticos podem
ser um problema quando se utilizam estes dados para inferéncias filogenéticas, uma
vez que ndo se pode garantir que as sequéncias obtidas sejam ortologas (MIRANDA et
al., 2010). No entanto, apesar das multiplas cépias, a evolugdo em concerto ocorre
quando as diferencas de sequéncias entre cOpias no mesmo genoma se
homogeneizam para a mesma sequéncia por meio de mecanismos como 0 cruzamento
desigual de alta freqiiéncia e a conversdo genética (ALVAREZ; WENDEL, 2003).
Considerando que a importancia da regido ITS para as inferéncias filogenéticas se deve
principalmente ao seu alto sinal para solucionar a filogenia de taxons relacionados
(HILLIS; DIXON, 1991), os resultados apresentados neste estudo sao muito
importantes. Contudo, outras andlises com o uso de diferentes marcadores nucleares
devem abordar esta questdo. As topologias apresentadas pelo ITS e a analise
combinada proporcionam suporte filogenético para o reconhecimento de U. cornigera

Ccomo especie.

5.3. Distribuicdo de caracteres morfologicos

Taylor (1986, 1989) utilizou trés caracteres principais para justificar a divisdo da
secao Orchidioides e para a criacdo da secao Iperua: a crista no labio inferior da corola
e a morfologia das sementes e do pdlen. O pdlen ja foi estudado nas espécies destas
secbes por Hyunh (1968), que colocou Utricularia alpina, U. praetermissa, U.
jamesoniana e U. humboldti em um grupo, semelhante aos nossos resultados

moleculares, que incluiu U. humboldtii na se¢éo Orchidioides (Figura 3 - clado A).

A caracteristica crista no labio inferior da corola (Figura 4A) € exclusiva da secao

Iperua segundo Taylor (1989). No entanto, uma vez que nossos resultados moleculares



33

mostraram que U. humboldtii e U. cornigera estdo intimamente relacionadas com o
clado da secéao Orchidioides, esse carater torna-se inutil como diagnostico para esta
secao (Figura 4A — Clado A).

Para as sementes e embrides, Taylor (1989) observou que os da secéo
Orchidioides sdo mais uniformes, o que é notavelmente diferente daqueles da sec¢éo
Iperua: neste ultimo, Utricularia humboldti e U. nelumbifolia formam testa fina e
transparente, contendo embrides clorofilados com numerosos 0rgdos primarios
(GOEBEL, 1891; MERL, 1915; LLOYD, 1942 - ver seta na Figura 4B).

Os 6rgéos primarios dos embrifes de U. nelumbifolia e U. reniformis A.St.-Hil.
‘Enfant Terrible’ foram estudados por Ptachno e Swigtek (2010). Em U. nelumbifolia, os
orgdos primarios sdo homoélogos aos encontrados nas plantulas da secao Utricularia;
Similares a estrutura da "folha", mas com a funcao provavel da absor¢cédo de nutrientes
do ambiente. Estes numerosos 0rgdos embrionarios primarios sdo adaptacfes para
germinacdo em tanques de bromélias (Studnika 2009; 2011). Plachno e Swigtek
(2010) também discordaram da secédo Iperua, pois verificaram que os embrides de U.
nelumbifolia e U. reniformis sensu stricto tinham estruturas semelhantes, ao contrario de
U. humboldtii. Nas ultimas espécies, a parte basal do embrido ndo é tdo proeminente e
0s oOrgaos primarios dominam (GOEBEL, 1893). De qualquer forma, o padrdo de
germinacdo de U. reniformis ‘Enfant Terrible’ é diferente do de U. reniformis sensu
stricto (GOEBEL, 1893; MERL, 1925), U. humboldtii e U. nelumbifolia. Quanto as
demais espécies desta secdo, o embrido em U. nephrophylla ndo apresenta "folhas"
primordiais (MERL, 1925) e / ou, como em U. geminiloba, ndo estdo suficientemente
desenvolvidas (TAYLOR, 1989) ou ndo foram observadas (PLACHNO; SWIATEK,
2010). A espécie recentemente descrita U. cornigera (STUDNICKA, 2009) tem
embribes verdes com numerosos O0rgaos primarios, ao contrario da "verdadeira" U.

reniformis.

Tubérculos, como um érgéo especializado em armazenamento de agua, ocorrem

em todas as espécies da sect. Orchidioides, como adaptacdo para estas espécies que
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sao epifitas (TAYLOR, 1989). Na secéo Iperua, os tubérculos estdo presentes apenas
em U. geminiloba (Figura 4C — Clado B) que é encontrada como litofita ou terrestre.
Apesar das diferencas entre essas formas de vida, os habitats epifiticos e litéfiticos
podem representar restricbes similares, com condicbes sazonais severas e altamente
variaveis. U. geminiloba é comumente encontrada em paredes graniticas com pouca
matéria organica (TAYLOR, 1989; MIRANDA, pers. observ.) e, portanto, os tubérculos

sdo uma importante fonte de agua nas estacdes secas.

Taylor (1989) observou grande similaridade entre os tubérculos em geral e os
estoldes de U. reniformis (Figura 7), que s&o crassos, sem constricdo e quase como
tubérculos muito alongados. Contudo, o autor ndo obteve mais informacfes sobre estas

estruturas.

5.4. Funcdo e evolucdo do sistema estoldo-tubérculo: existem diferencas entre

estoldes e tubérculos?

A anatomia dos estoldes espessos de Utricularia reniformis e dos tubérculos de
U. geminiloba assemelha-se a anatomia dos estoldes de U. alpina (BRUGGER;
RUTISHAUSER, 1989) e U. longifolia (RUTISHAUSER; ISLER, 2001). Mas, neste caso,
com um cortex mais desenvolvido. Ao contrério de nossa observagdo em U. reniformis
e U. geminiloba, os estoldes espessos de U. humboldtii (BRUGGER E RUTISHAUSER,
1989) e U. nelumbifolia apresentam muitas lacunas (Figura 7). Nossa observacéao
concorda com a de Adlassnig et al. (2005), na medida em que os tubérculos de U.
alpina séo constituidos por células parenquiméaticas desenvolvidas compreendendo um
vacuolo muito desenvolvido. Darwin (1875) também analisou os tubérculos de U. alpina
e ndo encontrou amido e sugeriu que sua funcao fosse de 6rgados de armazenamento
de agua (JUNIPER et al., 1989).
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Taylor (1989) reconheceu que os tubérculos das espécies da secéo Orchidioides
funcionavam como pseudobulbos de orquideas, o que permite a sobrevivéncia das
espécies em periodos secos. Devido a este ao estresse hidrico em espécies que
crescem muito acima do solo, a aquisicdo e armazenamento de agua sao 0s principais
fatores abibticos para o crescimento de espécies epifitas, enquanto a disponibilidade de
nutrientes e a irradiagdo solar continuam sendo uma preocupacdo secundaria (ZOTZ;
HIETZ, 2001; LAUBE; ZOTZ, 2003). Assim, na maioria das epifitas, existem estruturas
adaptativas como pseudobulbos (Orchidaceae), velame (Orchidaceae, Araceae,
Bromeliceae) e também tricomas foliares (Bromeliaceae), que facilitam a absorcdo de
agua (BENZING; SHEEMANN, 1978). Além disso, quando expostos a luz, os tubérculos
e estoldes podem desempenhar um papel importante como 6rgaos fotossintéticos
(Figura 9B, C).

Na secdo Iperua, Utricularia geminiloba € uma espécie terrestre e litofitica que é
freqientemente encontrada em paredes Umidas e pode sobreviver por periodos secos,
como U. reniformis, que é terrestre, epifita e também litofitica. De acordo com Taylor
(1989), nem sempre é certo se uma espécie de Utricularia € uma holoepifitica, uma
epifita facultativa ou acidental, como algumas espécies foram raramente observadas
em seu habitat natural. Por exemplo, U. alpina, embora normalmente uma epifita,

cresce ocasionalmente no solo (TAYLOR, 1989).

A partir deste estudo, é possivel inferir a estreita relagdo entre tubérculos e
estolbes espessos como uma estratégia de sobrevivéncia crucial para epifitas e litofitas.
No entanto, outras secdes do género Utricularia também possuem espécies com
tubérculos ou estoldes espessos (por exemplo, nas secdes Aranella, Chelidon,
Phyllaria, Pleiochasia, Utricularia) e até mesmo uma espécie de Genlisea (RIVADAVIA
et al., 2013). Nestes casos, também pode ocorrer uma funcdo de armazenamento de
nutrientes, particularmente para espécies encontradas em ambientes pobres e
sazonalmente estressantes. Por exemplo, U. menziesii, que tem um periodo de
dorméncia durante todo o verdo australiano quente e seco (TAYLOR, 1989). Os

tubérculos desta espécie podem desempenhar um papel importante no armazenamento
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de carboidratos (RICE, 2011), mas estudos posteriores com andlise histolégica sédo
necessarios para comprovar essa suposicao. Desta forma, é possivel que o sistema
estoldo-tubérculo, com sua funcdo primaria de armazenamento de agua, tenha se
originado independentemente (como homoplasias) dentro do género Utricularia como
uma adaptacao aos déficits hidricos, com ocorréncia comum no complexo Orchidioides-

Iperua.

6. CONCLUSOES

Nossas andlises filogenéticas, com maior representatividade em nuamero de
espécies e marcadores moleculares dentre 0s estudos ja realizados nestas secoes,
apresentam a secdo Iperua como parafilética, com a inclusdo de sua espécie tipo
Utricularia humboldtii e a espécie U. cornigera a secao Orchidioides. Desta forma, a
distribuicdo de caracteres morfologicos sobre a filogenia ndo sustenta a criacdo da

secao Iperua, como feito por Taylor (1989).

Além disso, os estoldes e tubérculos das espécies da seccédo Iperua tém padrdes
anatdbmicos semelhantes aos dos tubérculos de Orchidioides e desempenham a mesma
funcdo primaria que os 6rgdos de armazenamento de &gua, com uma origem

potencialmente comum.

Nossos resultados, portanto, mostram que as se¢des Orchidioides e Iperua estéo
intimamente ligadas e apoiam sua unido em uma sec¢do chamada Orchidioides, como

sugerido por Miiller e Borsch (2005).
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