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Polimorfismos no rDNA em uma planta de genoma reduzido
Utricularia gibba L. (LENTIBULARIACEAE). Evolucdo em concerto

incompleta e suaimplicacéo na inferéncia filogenética

RESUMO

A planta carnivora Utricularia gibba (Lentibulariaceae) apresenta um genoma
reduzido de aproximadamente 82 Mpb e foi empregada no presente estudo para se
investigar a diversidade de copias da regido ITS (nrDNA). Uma das caracteristicas do
NrDNA é que suas copias em tandem apresentam alto grau de similaridade pela acédo
homogeneizadora da evolucdo em concerto. Porém, neste estudo foram encontradas
variaces intragendmicas, intra e interpopulacionais nas regifes ITS em U. gibba.
Com o objetivo de elucidar o impacto dos polimorfismos nos espacadores ITS1, ITS2
e no gene 5,8S nas analises filogenéticas e filogeogréficas, foi clonada a regido ITS
completa de 25 individuos de 5 popula¢des, assim obtidos 292 cépias as quais foram
analisadas isoladamente cada regido (ITS1, 5,8S e ITS2) e em conjunto. Desta forma
foram avaliados o comprimento e o contetdo das regides, as varia¢cdes nucleotidicas
e haplotipicas e realizadas analises filogenéticas e filogeogréaficas. Para determinar a
funcionalidade das sequéncias obtidas foram identificados motifs conservados das
regibes ITS1 e 5,8S e para os haplotipos da regido ITS2 foi confirmada a sua estrutura
secundaria por transferibilidade das hélices em estruturas secundarias conhecidas de
espécies filogeneticamente relacionadas. Assim, as trés regifes apresentaram
polimorfismos representados em haplétipos para cada sequéncia. Os resultados
sugerem que todos os diferentes haplétipos presentes em U. gibba sdo coépias
funcionais que podem ser usadas como marcadores filogenéticos para o nivel de
espécie, seja de forma isolada ou a regido completa (ITS1+5,8S+ITS2). Entretanto,
em andlises filogenéticas e filogeograficas podem ser gerados artefatos e historias
evolutivas errbneas quando comparadas populacdes dentro de uma mesma espécie,
dada a presenca de haplétipos compartilhados por individuos de diferentes
populacoes.

Palavras chave: Evolugdo em concerto, ITS motifs, polimorfismos,
nrDNA, Utricularia gibba.



NnrDNA polymorphisms in a plant with minimal Utricularia gibba L.
(Lentibulariaceae): incomplete concerted evolution and its

implication in phylogenetic inference

ABSTRACT —

The aquatic carnivorous plant, Utricularia gibba (Lentibulariaceae) has a small
genome of with approximately 82 Mpb and was used in this work for the variance
analysis of the copies diversity of the ribosomal DNA ITS region (nrDNA). One of the
nrDNA features is that its its copies in tandem ys have present a high degree of
similarity in intra individual and interspecies genomes due the homogenizing action of
concerted evolution. However, in this study intragenomic, intra, and inter-populational
variations were found in ITS1 + 5.8S + ITS2 ITS regions in individuals and populations
evaluated. U. gibba. With the main objectiveaim of to elucidate the impact of
polymorphisms of thein the intergenic spacers ITS1, ITS2, and gene 5.8S and ITS2
regions in phylogenetic and phylogeographic analyszes, we was cloned the complete
ITS region of 25 individuals from 5 populations, thereby obtained 292 clones copies
and internal spacers ITS1 and ITS2 and the 5.8S gene were identified, which were
analyzed individually (ITS1, 5.8S, and ITS2) and togetherconcatenated. Thus we
evaluate the length and GC concentration of the regions, the nucleotide and haplotype
variations and achieved phylogenetic and phylogeographic analyzes were
madedinferences. To determine test the functionality of the sequences obtained we
were searched and compared conserved motifs in spacer ITS1 and 5.8S gene and the
haplotypes of spacer ITS2 was evaluated the ITS2 its secondary structure by
transferability of helices in known secondary structures known of closely
phylogenetically related species. Thus, the three regions showed polymorphisms
represented by generating haplotypes for each region. Thise results suggest that the
all different haplotypes present in U. gibba are functional copies that can should be
used as phylogenetic markers for species studies, either alone each isolated or the
complete ITS region (ITS1 + 5.8S + ITS2). But in phylogenetic and phylogeographical
analyszes artifacts and erroneous evolutionary histories can be generated when
populations from the same species were compared, in population studies due the
presence of haplotypes shared by individuals from different populations. Hence, the
present results show the need to analyze the variability of the ITS region before its use
as a molecular marker.

Keywords: Concerted evolution, ITS motifs, polymorphisms, nrDNA, Utricularia
gibba.
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1. INTRODUCAO

A familia de plantas carnivoras Lentibulariaceae agrupa cerca de 350 espécies
arranjadas em trés géneros: Pinguicula, Genlisea e Utricularia. Nesta familia
encontram-se 0s menores genomas de plantas conhecidos, particularmente as
espécies dos géneros Genlisea e Utricularia, tendo espécies que podem apresentar
genomas de 60 Mpb (ALBERT et al., 2010). A sua vez Utricularia gibba L., de habito
aquatico, possui um genoma relativamente pequeno de 82 Mpb (IBARRA-LACLETTE
et al., 2013), mesmo assim este acomoda um numero tipico de genes de uma planta.
Os genes que codificam rRNAs estdo presentes em conjunto e em grande numero de
copias no genoma dos organismos eucariotos (HOFMAN et al., 1979; BROSIUS et al.,
1981). Tais cépias séo bastante similares entre si e estdo arranjadas em tandem,
constituindo o chamado DNA ribossomal nuclear (nrDNA). Uma das propriedades
notaveis de nrDNA (incluindo ITS) é que seus genes paralogos nos individuos séo
bastante homogéneos, resultante da evolucdo concertada (ARNHEIM et al., 1980).
Entretanto, h& registro de casos em que o rDNA ndo evolui em concerto, ndo
ocorrendo a homogenizagédo entre as copias. De acordo com Carreto-Paulet et al.
(2015), o genoma de U. gibba evolui baixo uma forte pressao de selecéo, levando a
perda de genes ao longo do tempo. Assim duplicacdes génicas completas (Whole
Genome duplications) poderiam originar copias adicionais dos genes, por meio da
aquisicdo e expansdo das familias genicas, que podem servir como amortecedor
contra o colapso e a extensédo de linhagens (IBARRA-LACLETTE et al., 2011a, b;
CARRETO-PAULET et al., 2015).

Considerando a funcionalidade das regibes cistronicas, motifs conservados no
ITS1 foram descritos por Liu e Schardl (1994) e também para o gene 5,8S de acordo
com Harpke e Peterson (2008). Acredita-se que a configuracdo do espacador ITS2
apresenta uma estrutura secundaria muito conservada nas plantas com flores e
compartilhada com algas verdes. (MAlI & COLEMAN, 1997). Com o objetivo de se
predizer as estruturas secundarias das moléculas, a regido ITS2 dos haplétipos pode
ser comparada e modelada com estruturas da regido de espécies conhecidas (WOLF

et al.,2005). Assim no presente estudo foram obtidos 292 clones da regido ITS (ITS1,



5,8S e ITS2) de diferentes individuos de diferentes popula¢des de Utricularia gibba L.
Nesse contexto, 0s principais objetivos foram: (i) testar se h& variacdes
intragendmicas (nos mesmos individuos), intrapopulacionais (em diferentes individuos
das mesmas populacbes) e intraespecificas (com a comparacdo de diferentes
populacdes) na regido ITS de U. gibba, assumindo como premissa a existéncia da
evolucdo em concerto; (ii) inferir a funcionalidade das regides ITS1, 5,8S e ITS2 e (iii)
discutir sobre as implicacbes do emprego da regido ITS nas analises filogenéticas e

filogeograficas.
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6. CONCLUSOES

-Evidenciou-se evolugdo em concerto incompleta pelas variagbes
intragendmicas, interpopulacionais e intraespecificas no DNA ribossomal de
Utricularia gibba com a presencga de elevada proporgao de copias paralogas da regiao
ITS.

-Inferiu-se que todas as copias dos espagadores ITS1 e ITS2 e do gene 5,8S
encontradas nas diferentes cdpias sdo funcionais, sejam intragenémicas, inter ou

intrapopulacionais.

-Evidenciou-se que as copias da regido ITS do mesmo individuo sao

polifiléticas e ha hapldétipos compartilhados por individuos de populagdes diferentes.

-Os espacadores ITS1 e ITS2, mesmo apresentando taxas mutacionais
diferentes e regides conservadas proprias, mantém o carater informativo nas analises

de hipdteses filogenéticos e filogeograficos.

-Mostrou-se a necessidade da implementacédo de estratégias de prospecgao,
como a clonagem devido a possiveis erros na interpretacdo dos eletroferogramas

produzido por sequenciamento direto.
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