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RESUMO

Utricularia € um género cosmopolita de plantas carnivoras que concentra na regiao
neotropical tanto a maior riqueza de espécies quanto maior grau de endemismo. No
Brasil algumas espécies foram adicionadas a listas regionais de espécies
ameacadas, dentre elas a endémica Utricularia longifolia. Neste trabalho
empregaram-se métodos filogeograficos e morfometria para estudar a estrutura
genética de populacdes de Utricularia spp. Foram amostradas populacbes de
Utricularia spp. nos Estados de Mato Grosso, Rio de Janeiro e S&o Paulo. As
amostras mantidas a -20°C para extracdo de DNA e em FAA70 para morfometria.
Para a extracdo de DNA utilizou-se protocolo CTAB adaptado, e as reagdes de
amplificacdo das regides rpl20-rps12 (cpDNA), ITS 1 e ITS2 (rDNA) otimizadas. As
sequéncias foram editadas com o aplicativo BioEdit e alinhadas empregando o
ClustalW. A identificacdo dos haplotipos, bem como o calculo de indices de
diversidade e testes de neutralidade, foram laborados com emprego do aplicativo
DNAsp. A rede de haplétipos foi construida com base no critério de Neighbor-Joining
e emprego do aplicativo Network. A estrutura genética foi investigada com emprego
do Structure. Os resultados da morfometria foram analisados através de testes
estatisticos bésicos, de agrupamento, correlagdo mdultipla e ANOVA. A maior
diversidade nucleotidica e haplotipica foi observada em Angra dos Reis (RJ), a maior
populacdo amostrada. As popula¢cdes amostradas nos municipios de Angra dos Reis
e Rio de Janeiro (RJ) apresentaram D de Tajima significativamente negativo,
sugerindo efeito gargalo recente. As populagdes de Angra dos Reis (RJ) e Bananal
(SP) compartilharam os haplétipos mais frequentes em ambas, assim como foram
agrupadas pelo Structure; por outro lado o hapl6tipo cloroplastidial mais frequente no
municipio do Rio de Janeiro, apresentou distribuicdo rara nas demais populacdes
investigadas. No entanto, este compartiihamento de hapl6tipos entre as trés
populacdes parece ser vestigial, sendo que o0s agrupamentos obtidos através da
morfometria de Utricularia longifolia corroboram esta hipétese. Com estes resultados
€ possivel inferir que a populacdo de Angra dos Reis ocupou recentemente a regiao,
recebendo contribuicdes de linhagens amplamente distribuidas no Rio de Janeiro e
em Bananal, que foram posteriormente eliminadas, e diversificou-se através de
mutacbes pontuais. A morfometria de Utricularia foliosa indicou diferenca
significativa entre amostras coletadas a curta distancia (<100m) em Sao Paulo e
nenhuma diferenca intrapopulacional significativa no Mato Grosso. No entanto,
houve diferenca significativa entre as amostras provenientes dos dois Estados. Além
disso, os resultados da morfometria de Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla
refletiram os problemas na identificacdo destas espécies, uma vez que ndo foram
obtidos agrupamentos exclusivos para cada espécie, sugerindo a necessidade de
uma revisao taxondmica da secéo Setiscapella, a qual estdo submetidas.

Palavras-chave: Genética de populacdes, morfometria, espécies ameacadas.



ABSTRACT

Utricularia is a near cosmopolitan carnivorous plant and the species richest region
are in the neotropics, as well as the highest degree of endemism. Bladderworts are
herbs with various habits, from epiphytic to aquatic, and can reproduce vegetative or
sexually. Some species are endangered in Brazil. The morphological intraspecific
variation in plants has been employed in different studies but in phylogrographic
approaches haplotypic distribution and diversity have been used successfully in
endangered species evaluation and management. In this study, morphometric and
phylogeographic methods were used to evaluate the dynamism and genetic structure
of Utricularia sp. populations. Samples from S&o Paulo, Rio de Janeiro and Mato
Grosso were collected and properly fixed to morphometric studies and DNA isolation.
Morphometric data was described statistically as well as tested by clusters, multiple
correlations and ANOVA. For DNA isolation was used CTAB modified protocol and
for rpl20-rps12 (cpDNA), ITS 1 and ITS2 (rDNA) amplification, protocols were
optimized. Resulting sequences were aligned using ClustalW. Haplotypes
identification, diversity index and neutrality were tested using DNAsp. Haplotypes
network were drawn based on Neighbor-Joining and using Network. Genetic
structure was investigated using Structure. The morphometric data from Utricularia
foliosa pointed differences among samples from close places (<100m) in Sdo Paulo
but no differences among samples from Mato Grosso from 30 to 180 km apart each
other. However, samples from both states were different from each other.
Furthermore, morphometric data of Utricularia nigrescens and Utricularia pusilla
reflected taxonomic problems, indicating the need of the Section Setiscapella
revision. Clusters grouped by morphometric data were congruent to the haplotypes
distribution so that population from Rio de Janeiro was isolated but genetically close
related to Angra dos Reis. Utricularia longifolia population previously classified as
threatened (Bananal and Rio de Janeiro) are less diverse than population from Angra
dos Reis, which means that the genetic diversity probably was not protected by the
Floresta da Tijuca National Park.

Keywords: Utricularia, population genetics, morphometric, endangered species.
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1 INTRODUCAO

1.1 LENTIBULARIACEAE

Lentibulariaceae Rich. é dentre as familias de plantas carnivoras a mais rica,
agrupando cerca de 320 espécies e constituida de trés géneros: Pinguicula L.,
Genlisea A.St-Hil. e Utricularia L. (Figura 1; JUNNIPER et al. 1989; TAYLOR 1989;
BARROSO 1991; FISHER et al. 2004; GUISANDE et al. 2007). A morfologia
divergente das armadilhas presentes na familia s&o sinapomorfias para os géneros:
armadilhas adesivas em Pinguicula, “folhas utriculiferas” — duas folhas dispostas em
hélice com tricomas internos direcionados para impedir a saida da presa — em
Genlisea, e por fim, uma armadilha de succdo em Utricularia. A atracdo da presa €,
provavelmente, mediada por fatores quimicos, apesar de se tratar de uma questao
ainda pouco compreendida (BARTHLOTT et al. 1998; PLACHNO et al. 2008).
Entretanto, para Pinguicula pode envolver fatores visuais e olfativos (FISHER et al.
2004; JURGENS et al. 2009).

Lentibulariaceae esta amplamente distribuida sendo considerada cosmopolita;
Pinguicula apresenta seu centro de diversidade no México se estendendo pela
América do Sul andina. Genlisea ocorre nas areas tropicais da América do Sul,
Africa e Madagascar, enquanto Utricularia estd amplamente distribuida
apresentando alta diversidade na Ameérica do Sul (Brasil, Venezuela e Guiana),
Austrélia e india (TAYLOR, 1989; FISCHER et al., 2004).
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Figura 1. Representantes dos trés géneros de Lentibulariaceae. A: Pinguicula lythophytica
(RODRIGUEZ, 2009). B: Genlisea aurea (FERRAMOSCA, 2008). C: Utricularia longifolia (MULLINS,
2005). Fotos cedidas pelos autores.

1.2 Utricularia L.

O género foi descrito com 7 espécies (LINNAEUS, 1753), as quais, atualmente,
sdo consideradas oito porque U. caerulea agrupava duas espécies. (TAYLOR,
1989). Vahl (1804) descreveu mais 34 espécies, incluindo o primeiro registro do
género na Africa tropical. Labilladiére (1804) descreveu as primeiras espécies
australianas. Muitos outros autores contribuiram para a taxonomia de Utricularia
descrevendo novas espécies (BROWN, 1810; SMITH, 1819; WALLICH, 1828-1830;
LE CONTE, 1824), mas, merecem destaque A. St. Hilaire e Girard, que de 1830 a
1838 descreveram muitas espécies da América do Sul, especialmente do Brasil.

Devido ao interesse e intenso trabalho de tantos botanicos, em
aproximadamente 90 anos o género Utricularia saltou de 8 espécies para 131
(TAYLOR, 1989), um aumento de aproximadamente 18 novas espécies descritas/
ano, e atualmente contém aproximadamente 220 espécies distribuidas em dois
subgéneros (Polypompholyx e Utricularia) e 35 sec¢des (TAYLOR, 1989; GUISANDE
et al., 2007). Utricularia apresenta a maior riqueza de espécies, além de maior
divergéncia morfolégica e especializacdo para captura de presas, quando
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comparado aos demais géneros da familia: Pinguicula e Genlisea. Entre as demais
familias de plantas carnivoras, Utricularia agrupa cerca de 35% das espécies
(GUISANDE et al., 2007).

O género pode ser caracterizado por seus utriculos — folhas modificadas em
vesiculas adaptadas para captura de presas por succdo — que apresentam alta
divergéncia morfolégica, sendo por isso, muito utilizado para taxonomia (LLOYD,
1942; JUNNIPER et al., 1989; TAYLOR, 1989; BARROSO, 1991) além de despertar
grande interesse quanto as adaptac6es morfoldgicas para a carnivoria (ADAMEC et
al., 2006; Reifenrath et al., 2006), composicao da sua “dieta” e conteudo do utriculo
(Diaz-OLARTE et al, 2007; DACUNHASANTINO & BIANCHINIJR, 2008;
PEROUTKA et al., 2008; SIROVA et al., 2009); bem como os beneficios nutricionais
da carnivoria (ADAMEC, 2006; ADAMEC, 2008a; ADAMEC, 2008; SIROVA et al.,
2009).

Utricularia € um género cosmopolita ausente nos polos e, geralmente, em
regides muito aridas e algumas ilhas oceéanicas (TAYLOR, 1989). A regido
neotropical contém a maior riqueza de espécies, destacando-se entre as terrestres e
epifitas de tanques de Bromeliaceae, enquanto as espécies aquaticas ocorrem com
maior frequéncia no Hemisfério Norte (GUISANDE et al., 2007). Reconstrucfes
filogenéticas recentes (JOBSON et al., 2003; MULLER et al., 2004; MULLER &
BORSCH, 2005) tém permitido inferir sobre a biogeografia de Utricularia, indicando
gue a maior linhagem dentro do género, que inclui a cosmopolita secdo Utricularia,
teve origem neotropical concordando tanto com a ampla distribuicdo de
representantes desta linhagem nas savanas da América do Sul (MULLER &
BORSCH, 2005) quanto com a predominancia do habito terrestre — indicado como
estado plesiomorfico — entre estes representantes (GUISANDE et al., 2007).
Portanto, no decorrer do processo de diversificacdo e expansdo da area de
ocorréncia de Utricularia surgiram, a partir do habito terrestre, os habitos: 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.

Guisande et al.(2007) utilizando uma analise discriminante do tamanho maximo
atingido por algumas estruturas (rizoide, folha, estoldo, semente, corola e

inflorescéncia) conseguiram apenas distinguir o grupo de espécies epifitas e
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aguaticas-livres, as espécies com os demais habitos apresentaram sobreposicao
com as espécies terrestres. De acordo com os autores (GUISANDE et al., 2007),
esta sobreposicdo de caracteristicas morfolégicas entre as espécies terrestres,
reofiticas, litofiticas e aquaticas-fixas, contribui para a capacidade de algumas
espécies ocorrerem em mais de um tipo de ambiente, aléem de corroborar a hipétese
de plesiomorfia do habito terrestre.

A compreensdo dos mecanismos de dispersdo das espécies pode auxiliar a
compreender a historia biogeografica do género, no entanto, as informacdes
disponiveis sdo escassas e estdo disponiveis apenas para espécies terrestres e
aquaticas (MULLER & BORSCH, 2005) para as quais aves migratorias podem ser 0s
vetores de dispersao carregando em seus pés propagulos como sementes e turions,
ou mesmo pequenos fragmentos de estoldo (TAYLOR, 1989). Todavia, outros
aspectos da biologia reprodutiva de Utricularia ndo podem ser negligenciados uma
vez que influenciam no sucesso da colonizacdo e manutencdo de populacfes em
diferentes ambientes, dentre elas, estratégias de atracdo do polinizador,
mecanismos de cruzamento sexual, producao e sobrevivéncia de propagulos e seu

sucesso reprodutivo, e reproducao vegetativa.

1.3 BIOLOGIA REPRODUTIVA DE Utricularia

1.3.1 Morfologia de estruturas reprodutivas

Apesar das espécies de Utricularia ndo estarem sujeitas ao conflito
polinizador-presa, a que podem estar submetidas outras espécies carnivoras, 0
comprimento da inflorescéncia € muitas vezes compativel com as espécies
carnivoras que buscam a protecéo dos polinizadores aumentando a separacao entre
as flores e suas armadilhas (ANDERSON & MIDGLEY, 2001; GUISANDE et al.,
2007). O escapo floral alongado em Utricularia pode sugerir um investimento na
exposicao das flores para atracdo dos polinizadores ou facilitar a dispersao de

sementes, embora sejam escassas as informacdes sobre os polinizadores de
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Utricularia, como tamanho, comportamento ou eficiéncia na polinizagcéao
(HOBBHANN et al., 2006).

A morfologia floral € quase uniforme entre as espécies de Utricularia, no
entanto, existe uma alta diversidade de detalhes que variam de modo espécie-
especificos e séo Uteis para a taxonomia do grupo (TAYLOR, 1989). O célice, que
em Pinguicula e Genlisea apresenta 5 sépalas, em Utricularia foi reduzido para
quatro sépalas no subgénero Polypompholyx e duas sépalas no subgénero
Utricularia, sendo um importante carater diagnostico do género (FISHER et al.,
2004). A corola é simpétala (Figura 2), sendo o labio superior formado pela fuséo de
duas pétalas e o inferior pela fusdo de trés pétalas (FISHER et al., 2004). O labio
superior, frequentemente, € menor do que o inferior e bilobado; ja o labio inferior &,
frequentemente, trilobado. Na base do labio superior existe uma cavidade que abriga
0s Orgaos reprodutivos, esta bolsa é fechada por uma expanséo do labio inferior,
frequentemente, inflada, e em algumas espécies bem pronunciada, chamada palato.
A partir da base do labio inferior parte um tubo com tamanho e morfologia variaveis,
chamado calcar, onde o pequeno volume de néctar é armazenado (TAYLOR, 1989).

Figura 2. Flor de Utricularia nigrescens Sylvén representando a morfologia floral do género. LS: labio
superior; PT: palato; LI: labio inferior; CC: calcar.
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As flores variam muito quanto ao tamanho, margem e pilosidade da corola,
sendo estas caracteristicas Uteis para a identificacdo de espécie (Figura 3). Podem
variar entre 2mm a 10cm de largura, mas frequentemente se enquadram entre 5mm
e 2cm. O tamanho maximo da corola € muito similar entre as espécies terrestres,
aquaticas-livres e aquaticas-fixas; dentre as reofiticas e litofiticas estes valores sao
inferiores, enquanto as espécies epifitas apresentam flores maiores, que podem
indicar uma estratégia para atracao de polinizadores (GUISANDE et al., 2007). A cor
da corola é geralmente amarela ou violeta, mas também ocorrem as cores vermelha,

azul, branca e marrom, além de combinacdes entre elas (TAYLOR, 1989; Figura 3).

Figura 3. Flores de Utricularia spp. 1. Utricularia amethystina (FERRAMOSCA, 2010; trés morfotipos
florais); 2.Utricularia nephrophylla; 3.Utricularia tricolor; 4.Utricularia poconensis (FERRAMOSCA,
2008); 5. Utricularia geminiloba; 6. Utricularia campbeliana (RIVADAVIA, 1998); 7. Utricularia
praelonga (MIRANDA, 2008); 8. Utricularia tenuissima; 9. Utricularia nigrescens; 10. Utricularia
neottioides (FERRAMOSCA, 2008); 11.Utricularia reniformis (MIRANDA, 2008). Fotos cedidas pelos
autores.
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A morfologia dos estames apresenta pouca variagdo em Lentibulariaceae,
com filamentos curtos e inflados, bitecas e deiscéncia longitudinal das anteras. O
gineceu consiste de dois carpelos fundidos formando um ovério unilocular, um
estilete de tamanho varidvel e o estigma, geralmente, bilabiado (FISHER et al.,
2004).

1.3.2 Fenologia reprodutiva e mecanismos de reproducgéo sexual

A fase reprodutiva corresponde a um periodo critico na manutencdo das
populacfes vegetais, uma vez que € altamente relacionada as variacées ambientais
sazonais como fotoperiodo, umidade, temperatura e disponibilidade de polinizadores
e dispersores. Estes fatores podem influenciar na intensidade e qualidade da
floragé&o e frutificagdo, bem como o desenvolvimento e estabelecimento de plantulas,
sendo por este motivo relevante para estudos populacionais (LOCATELLI &
MACHADO, 2001; THURY et al., 2000; TANNUS et al., 2006).

A fenologia reprodutiva de Utricularia é pouco estudada, a julgar pela
coloracdo e forma das flores considera-se que sejam, em geral, polinizadas por
insetos (JUNNIPER et al., 1989) com tamanho suficiente para pressionar o labio
inferior da corola ou palato para baixo e expondo a abertura para o célcar, onde é
armazenado néctar, passando pelas estruturas reprodutivas (HOBBHANN et al.,
2006). Apesar das observagOes de visitantes florais de Utricularia terem sido mais
casuais do que fruto de estudos sisteméticos, foram observados individuos de
Hymenoptera, Dyptera, Lepidoptera e beija-flores (TAYLOR, 1989). Contudo, foi
encontrado no célcar de Utricularia foliosa um individuo de Phlaeothripidae
(Thysanoptera; Figura 4A; Silva comunicacdo pessoal). Insetos desta ordem sao
conhecidos fit6fagos, mas também podem atuar como polinizadores, fungivoros e,
eventualmente, ectoparasitas (PINENT et al., 2008), porém nao apresentam o
tamanho esperado para polinizadores de Utricularia. Todavia, visitantes florais que
nao se ajustem as sindromes florais podem ser negligenciados em estudos da

biologia reprodutiva, apesar da importancia potencial de sua atuacéo para 0 sucesso
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reprodutivo de algumas espécies, como observado em Trytoniopsis revoluta
(Iridaceae; MERXEM et al., 2009).

Tao parcas sao as informagdes sobre os polinizadores e dispersores de
Utricularia quanto sobre o regime de floragéo, periodos de maior ocorréncia e fatores
ambientais sazonais de importancia. Mittelstaedt & Miranda (em preparacéao) fizeram
um levantamento dos periodos de floracdo de 60 espécies de Utricularia que
ocorrem no Brasil, a partir de materiais depositados em herbarios nacionais e
internacionais, com representantes de 17 se¢Oes do género. Foram identificadas
diferencas fenolGgicas entre espécies aquaticas e terrestres, sendo que as primeiras
apresentaram dois picos de floragdo (margo e agosto), enquanto as terrestres
floresceram entre fevereiro e julho. De modo geral, as espécies apresentaram pico
de floracdo concordante com o periodo mais umido de cada regido geopolitica

brasileira.

Figura 4. Inseto da ordem Thysanoptera encontrado dentro do célcar de uma flor de Utricularia
foliosa, potencial polinizador da espécie. A. Individuo de Phlaeothripidae (Thysanoptera) dentro do
calcar de Utricularia foliosa (SILVA, 2009). B. Flor de Utricularia foliosa, a seta indica o
posicionamento do célcar. Fotos cedidas pelos autores.

Quanto ao periodo de floragdo, algumas espécies como Utricularia gibba e
Utricularia subulata podem apresentar flores ao longo de todo o ano, enquanto

outras espécies tém a floracdo restrita a um periodo do ano, como Utricularia
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breviscapa que floresce entre marco e junho (CORDEIRO & MIRANDA, em
preparacao) no Municipio de Mogi das Cruzes (S&o Paulo: Brasil).

Todavia, espécies de Utricularia que ocorrem em ambientes efémeros podem
apresentar eventos de floragdo em massa, como conhecido para 12 espécies
indianas, e melhor observado para trés delas: Utricularia albocaerulea apresentou
entre 300-600 flores/ m2; para Utricularia reticulata observou-se 500-1100 flores/mz;
enquanto Utricularia purpurascens saltou, em uma semana, de menos que 1 flor/m2
para 300-700 flores/m2 (HOBBHANN et al., 2006).

Ambientes sazonais, que sofrem drasticas mudancas em poucas semanas,
como o platé indiano onde se observaram eventos de floragdo em massa de trés
Utricularia (HOBBHANN et al., 2006) poderiam sugerir a ocorréncia de reproducao
autogamica em uma eventual escassez de polinizadores, uma vez que este tipo de
reproducdo é bem conhecido para inUmeras espécies de Utricularia. No entanto, as
espécies estudadas demonstraram incapacidade de se autopolinizar, embora sejam
autocompativeis se a transferéncia de pélen for mediada por um visitante floral entre
as flores de uma mesma inflorescéncia ou de individuos clonais (HOBBHANN et al.,
2006). A necessidade de um vetor de transferéncia de polen para a autopolinizacao
€ um fato raro para espécies do género, onde a ocorréncia de autopolinizacéo é bem
registrada (LLOYD, 1942; JUNNIPER et al., 1989; TAYLOR, 1989; FISHER et al.,
2004; GUISANDE et al., 2007).

As flores casmogamas de Utricularia sdo o tipo mais frequente, adaptadas
para a reproducao cruzada uma vez que demonstram caracteristicas atrativas para a
polinizagdo por diferentes animais, como coloragdo da corola e guias de néctar
(WhitEhead & PEAKALL, 2009), odor (TAYLOR, 1989) e producdo de néctar com
elevadas concentracdes de acucar (HOBBHANN et al., 2006). Embora apresente
estes atributos, muitas espécies de Utricularia com flores casmdégamas podem em
eventual escassez de polinizadores realizar a autopolinizagdo sem necessitar de um
vetor de transferéncia de pélen (TAYLOR, 1989; GUISANDE et al., 2007).

Por outro lado, certas Utricularia desenvolvem flores cleistbgamas
eventualmente, quando estimuladas por fatores ambientais estressantes (TAYLOR,
1989; GUISANDE et al., 2007) ou como modo exclusivo de reproducédo sexual. O

balanco entre estratégias reprodutivas de cleistogamia e casmogamia pode garantir
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estabilidade evolutiva com um pequeno incremento de diversidade genética atraves
da reproducéo cruzada (CULLEY & KLOOSTER, 2007).

1.3.3 Mecanismos de reproducéo clonal

A reproducdo clonal implica na capacidade da planta produzir individuos
completos — que atingirdo a fase reprodutiva — seja a partir da fragmentacdo da
“planta-mée”, da producdo de propagulos vegetativos especializados, como 0s
turions, ou ndo-especializados. Essa estratégia de reproducéo pode estar associada
a manutencdo em ambientes estressantes, no entanto, também é encontrada em
todos os tipos de ambientes (DIJK & TUSSENBROEK, 2009; SOSNOVA et al.,
2009). Considerando o baixo sucesso da reproducdo sexual encontrado em algumas
espécies de Utricularia (KAMEYAMA et al., 2005; KAMEYAMA & OHARA, 2006),
bem como as estratégias de estabelecimento e manutencdo em ambientes abertos,
tipicamente ruderais (ELLISON & GOTELLI, 2001; ELLISON et al., 2003), é possivel
afirmar que as espécies de Utricularia apresentam reproducdo assexuada
predominante.

Os efeitos da predominéncia da reproducédo clonal sobre a biologia e genética
de populacbes sdo pouco conhecidos, uma vez que as teorias ecoldgicas e
evolutivas tém sido desenvolvidas sobre os individuos como unidade de estudo
(SANCHEZ, 2007), enquanto espécies clonais freqilentemente formam manchas
adensadas de ramets - individuos geneticamente idénticos originados da
fragmentacdo ou do desenvolvimento de estruturas de propagacdo clonal — e
apresentam baixa mobilidade dos propagulos (DIJK & TUSSENBROEK, 2009).

Dada a capacidade de espécies clonais originarem novos individuos a partir
de fragmentos de um individuo adulto, os modelos tradicionais para o
desenvolvimento de érgdos bem como a classificacdo em trés 6rgaos basicos: raiz,
caule e folha, nem sempre podem ser aplicados (RUTISHAUSER & ISLER, 2001).
Ha necessidade de considerar modelos mais flexiveis para o desenvolvimento do
plano corpéreo, como a organizacdo modular, na qual repeticbes modulares
constituem os diferentes 6rgdos (RUTISHAUSER & ISLER, 2001; SANCHEZ, 2007).
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Além disso, em plantas clonais é frequentemente dificil identificar plantulas e
individuos adultos, além de ocorrer sobreposicdo de geracbes através da
manutencdo de genotipos no tempo e espaco. Assim esses fatores certamente
impactam sobre a biologia de popula¢ées (SANCHEZ, 2007).

Os impactos da reproducdo vegetativa sobre a estrutura e dinamica
populacional podem ser mensurados tanto através de espacadores intergénicos,
guanto da analise morfométrica; ambas as abordagens tém sido utilizadas para a
identificacdo de variacdo intra e interespecifica (VEASEY et al., 2001; ELLISON et
al., 2004; PINHEIRO & BARROS, 2007; DIJK & TUSSENBROEK, 2009). Embora a
reproducdo clonal potencialmente reduza a diversidade genética nas populacdes
(e.g. Utricularia australis; KAMEYAMA & OHARA, 2006), como resultado também
pode aumentar a adaptabilidade e capacidade de colonizacdo especialmente em
ambientes perturbados (ELLISON & GOTELLI, 2001; ELLISON et al., 2003).

1.4 VARIACAO NUCLEOTIDICA APLICADA AO ESTUDO DE
POPULACOES

A variacdo nucleotidica encontrada em genomas plastidiais tem sido a principal
fonte de informacado para estudos filogeogréficos devido a sua heranga uniparental,
qgue permite reconstruir linhagens maternas (BEHEREGARAY, 2008; SCHAAL et al.,
1998; NIELSEN & BEAUMONT, 2009; AVISE, 2009) por outro lado, loci nucleares
poderiam, em principio, subsidiar andlises filogeograficas, no entanto, a heranca
biparental exigiria um tempo de coalescéncia quatro vezes maior do que um genoma
hapléide em decorréncia do efeito dobrado da diploidia de genes autossémicos
somado a dupla transmisséo através de ambos os genitores (AVISE, 2009).

Por outro lado, espacadores nucleares por ndo serem transcritos tendem a
acumular mutacdes Uteis ao estudo evolutivo, sendo os espacadores ITS, se ndo
uma exce¢do um grupo menos variavel dentre outros espacadores porque Sao
responsaveis pela estabilidade da estrutura secundaria da familia multigénica 18S-
23S, o que implica que mutacBes compensatdrias possam ocorrer nos sitios

localizados na regido de caule da estrutura secundaria do ITS (BALDWIN et al.,
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1995; FELINER & ROSSELLO, 2006). Dada esta importancia evolutiva da estrutura
secundaria da regido ITS, mecanismos de restricdo evolutiva e homogeneizacéo das
multiplas cépias no genoma foram descritos e violam as premissas de neutralidade e
independéncia dos caracteres, tornando polémica a utilizagdo de suas sequéncias
para fins filogenéticos (FELINER & ROSSELLO, 2007). Apesar disto, as regides
ITS1 e ITS2 tém sido amplamente utilizada para estudar o relacionamento
interespecifico, e em alguns casos intraespecifico. (MARTEL et al., 2004; LORENZ-
LEMKE et al., 2006; EIDESEN et al., 2007; PARRA-O et al., 2007)

Estudos filogeograficos em plantas ainda séo escassos, comparado ao volume
produzido para outros organismos, apesar de se tratar de uma ferramenta
potencialmente valiosa para estudar a diversidade morfolégica e adaptacdes, bem
como investigar padroes de fluxo génico e estrutura populacional; tal escassez,
conforme sugerido por Schaal et al. (1998), deve-se a falta de variacdo genética util
disponivel para a analise filogeografica. Enquanto investigacdes filogeograficas com
modelos animais baseiam-se fortemente sobre a variagdo encontrada no DNA
mitocondrial (mtDNA), em plantas este genoma apresenta taxas de mutacéo até 100
vezes mais lenta (Avise, 2009), além de apresentar uma estrutura complexa na qual
recombinacdes entre sequéncias homologas do cromossomo circular produzem
moléculas circulares menores, subgendémicas (CHIES, 2003).

Como alternativa a impossibilidade de utilizar o mtDNA em plantas, para fins
filogeograficos tem sido frequente o uso de espacadores do DNA cloroplastidial
(cpDNA; SCHAAL et al.,, 1998) que também apresenta genoma haploide e
transmissdo comumente uniparental e materna (em angiospermas), ocorrendo
eventualmente transmisséo paterna ou biparental (CHIES, 2003; MUSCHNER et al.,
2006; AVISE, 2009). No entanto, de modo geral o cpDNA é uma molécula com
substituicdes lentas (cerca de 3-4 vezes mais rapida que o mtDNA; AVISE, 2009)
apresentando taxas mutacionais intermediarias entre 0 mtDNA e o DNA nuclear em
plantas, tanto que seus genes — como o rbcL — sdo freqientemente usados para
reconstrucdo filogenética de taxons superiores (APGIII 2009), sendo em alguns
casos Uteis também para o estudo infragenérico (WILLIAMS et al., 1994).

Alguns estudos tém revelado que o padrdo de distribuicdo de haplotipos de
cloroplasto de uma fracdo consideravel de espécies contém pouca ou nenhuma

variagdo genética (SCHAAL et al., 1998). Embora as taxas de mutacdo do cpDNA



30

sejam relativamente lentas, regides espacadoras de genes cloroplastidiais tém sido
amplamente utilizado para fins filogeograficos em plantas, sendo identificados de 6 a
13 haplotipos entre distintos grupos de angiospermas, com N entre 121 e 392
individuos amostrados (COLLEVATTI et al., 2003; ZHANG et al., 2005; LORENZ-
LEMKE et al., 2006; IKEDA et al., 2008).

Finalmente, analises baseadas em cpDNA utilizando métodos filogeograficos e
construcdo de redes de haplétipos tém sido utilizadas com éxito para fins de
conservagao, identificando divergéncia entre localidades de maneira mais eficaz que
marcadores AFLP foram capazes (em Cedrela odorata; CAVERS, 2004), além de
evidenciar estruturacdo genética em diferentes ecétipos (CAVERS et al., 2003a) e
de modo combinado auxiliar a propor estratégias de conservacdo (CAVERS et al.,
2003; CAVERS et al., 2003; CAVERS, 2004).

2 OBJETIVOS

21 GERAL

Estudar a estrutura genética e dinamica de populacbes de Utricularia

(Lentibulariaceae) ameacadas e ndo-ameacadas.

2.2 ESPECIFICOS

Estudar a variacdo morfométrica de Utricularia foliosa.

Estudar a variagdo morfométrica de Utricularia longifolia correlacionada a
caracteristicas ambientais.

Estudar a variacdo morfométrica correlacionada ao habito distinto entre
Utricularia foliosa e Utricularia longifolia.
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Estudar a variagdo morfométrica entre Utricularia nigrescens e Utricularia
pusilla.

Estimar a diversidade e a estrutura genética local e entre localidades distintas
de Utricularia longifolia, baseado na identificacdo de hapl6tipos obtidos de

sequéncias nao-codificadoras de rDNA e cpDNA.

3 METODOS

3.1 ESPECIES ESTUDADAS

As espécies estudadas (Tabela 1) foram selecionadas de acordo com o habito
de vida, distribuicdo — sendo Utricularia longifolia e Utricularia nigrescens endémicas
do Brasil — e sua inclusdo na Lista Vermelha de Espécies Vegetais Ameacadas do
Estado de Sao Paulo (MAMEDE et al., 2007).
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Tabela 1. Localidades visitadas para as espécies de Utricularia estudadas, com indicacdo da
coordenada geogréfica e status local de ameaca.

Espécie  Habito Localidades visitadas Coleta Coordenadas Geogréaficas  Status local

(s/f) (long., lat.) de ameaca?
Mogi das Cruzes (SP) S -46.143889 , -23.532778 Néo
_ © ameacada
© ?'5 > Santo Antonio do Leverger N2 -56.047778 , -15.724722 Nao
S S S (MT) ameagada
O 8
£2 'S Santo Antonio do Leverger N2 -55.815833 , -15.992222 Né&o
-2 gz (MT) ameacada
Marica (RJ) K2 - N&o
ameacada
Mogi das Cruzes (SP) S -46.143889 , -23.532778 Néo
i ameacada
3 ) Pocone (Pousada Piuval: S -56.589722 , -16.388056 Né&o
% = MT) ameacada
- 3 Poconé (Rod. S -56.666667 , -16.403056 Nao
= 3§ Transpantaneira: MT) ameacada
3 < Santo Antonio do Leverger S -56.047778 , -15.724722 N&o
g ameacada
Saquarema (RJ) N2 - Nao
ameacada
Angra dos Reis (RJ) S -44.485278,-23.011389 Nao
© o ameacada
2 E Bananal (SP) S -44.377778,-22.798611 Em Perigo
g5 j
- 15 g Rio de Janeiro (RJ) S -43.229167,-22.958611 Criticamente
S b= ;
g8 z o ) em P~er|go
3 = Teresopolis (RJ) N2 - Nao
= 2 ameagcada
Chapada dos Guimaraes S -55.833333, -15.383333 N&o
c 2 o (MT) ameacada
E '3 \C = , ~ _ .
§ § % § Guaréa (SP) N2 Em perigo
550 G . - :
D¢ = Itararé (SP) N2 - Em perigo

1: Localizado N<5 individuos na populacao;

2: Nao foram localizadas populac6es da espécie procurada;

3 Lista Vermelha de Espécies Ameacadas no Estado de Séo Paulo (MAMEDE et al., 2007); Espécies
ameagcadas de Extin¢gdo (SMMA/RJ, 2010)



33

3.2 COLETA & CONSERVACAO

Os pontos de coleta foram selecionados baseados nos registros de coleta do
SpeciesLink (CRIA, 2009), bem como no acervo dos herbarios da Universidade de
Mogi das Cruzes (HUMC), Universidade de Sao Paulo (SPF), Universidade
Estadual de Campinas (UEC), Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz (ESA)
e do Instituto de Botanica de Sao Paulo (IBt).

Foram realizadas expedicfes de coleta entre marco de 2008 a maio de 2009,
durante as quais foram registradas as coordenadas geogréficas, altitude e
caracteristicas relevantes do ambiente (detalhadas no Apéndice A), bem como
coletados cerca de 30-50 espécimes por populacdo. As amostras foram fracionadas
inicialmente em duas: tecido congelado para extracdo de DNA gendmico; ramets
fixados em FAA70 e conservados em colecéo liquida do Herbario Mogiense (HUMC)

para estudos morfologicos.

3.3 MORFOMETRIA

3.3.1 Obtencéao de dados

Os caracteres morfolégicos mensurados, de acordo com a disponibilidade de
estruturas para cada populacdo amostrada e caracteristicas proprias de cada
espécie, estdo dispostos na tabela 2. Foi empregado o microscopio estereoscopico
optico CZM4 (Labomed) acoplado a camera fotografica digital (3 megapixel); as
estruturas estudadas foram fotografadas e posteriormente mensuradas através do
aplicativo Motic Images Plus. Os dados foram organizados em matriz para posterior
andlise estatistica.



Tabela 2. Caracteres morfoldgicos e critérios utilizados na morfometria de cada Utricularia

estudada.

Caracteres medidos

Critérios utilizados

Comprimento do eixo floral

Lg. do eixo floral
Cp. das escamas do eixo floral
Lg. das escamas do eixo floral

Cp. da inflorescéncia

Lg. da inflorescéncia

Cp. do pedicelo floral

Lg. do pedicelo floral

Cp. da sépala

Lg. da sépala

Lg da bractea

Cp da bractea

Cp. do labio superior da flor
Lg. do labio superior da flor
Cp. do célcar

Lg do célcar

Cp. do labio inferior da flor
Lg. do labio inferior da flor
Lg. da porcéo direita do

A partir da base a primeira bractea
da inflorescéncia

Aproximadamente na porgéo central
Maior comprimento

Maior largura

Desde a primeira bractea ao apice
(incluindo a flor terminal)
Aproximadamente na porcao central
Da bractea a base do calice
Aproximadamente na porgéo central
Maior comprimento

Maior largura

Maior comprimento

Maior largura

Maior comprimento

Maior largura

Maior comprimento

Maior largura

Maior comprimento

Maior largura

Maior largura

Z 0OunuoumuununuvtunmzzZz2un000n0unng no 220 0 Utricularia foliosa

n nononnnnzzzznonoon o 000 0| yycularia nigrescens

2 2 Z2Z2ZZZZ2ZununzZzZunununuwmw uno unounuonu n Utriculariapusilla

Z VL nnnzzzznonon 0 0OOO 0| ytrcularia longifolia

labio inferior

glgij(;a Fnc;regriaz)or direita do Maior altura N S N N

Cp. do utriculo Desde a entrada a parede oposta S S S S

Lg. do utriculo Maior largura S S S S
A partir da insercao do pedicelo no

Cp. do pedicelo do utriculo estoldo a insercdo do pedicelo no S S S S
utriculo

Diametro do estolédo Préximo a base do eixo floral S S S S

Diametro do peciolo foliar Na base do limbo foliar N N N S

Diametro do nervura central Aproximadamente na porgdo central N N N S

Lg. foliar Maior largura N S S S

Cp. foliar Maior comprimento N S S S

S: indica caracteres mensurados para a espécie; N: caracteres nao mensurados.

34
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3.3.2 Analise morfométrica

Fenogramas foram construidos com base na distancia euclidiana, utilizando o
critério de UPGMA, com o emprego do aplicativo Statistica (StatSoft Inc.), para
verificar a congruéncia dos dados morfométricos com a distribuicdo geografica das
espécies e populacdes. Testes de correlacdo mdultipla foram empregados para
avaliar a plasticidade fenotipica em diferentes condi¢cdes ambientais (como altitude,
distancia geografica, latitude) obtidos em campo, através de GPS, e em bases de
dados climaticos do Instituto Nacional de Metereologia (INMET), Embrapa e Alerta
Rio. Uma comparacdo morfométrica entre diferentes habitos de Utricularia spp. foi
realizada adicionando as analises Utricularia reniformis, morfotipo “Enfant Terrible”,
uma vez que esta espécie é estritamente litofitica. Foi realizada estatistica descritiva
basica e analise de variancia, seguido de regressdao multipla utilizando o aplicativo
Statistica (StatSoft Inc.).

3.4 METODOS MOLECULARES

3.4.1 Extrac&do de DNA gendmico

Foram testados trés kits para extracdo de DNA gendmico de plantas (Plant
DNAZzol Invitrogen, PureLinkTM Spin Column® da Invitrogen e Invisorb Spin Plant
Mini Kit da Uniscience) e um protocolo CTAB adaptado para purificacdo de amostras
contaminadas com carboidratos. Dentre os protocolos testados optou-se pela
extracdo com CTAB utilizando-se preferencialmente 0,29 de tecido vegetal
congelado, embora tenha sido possivel realizar a extracdo com amostras menores
(0,02-0,159 de tecido vegetal congelado).

As amostras foram pulverizadas em nitrogénio liquido e imediatamente

ressuspendidas em 2mL do tampédo 1 de extracdo (Tabela 3) e centrifugadas. A
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seguir o sobrenadante foi descartado e adicionado o tampdo 2 de extracdo e
novamente centrifugado as amostras, ao final o sobrenadante foi descartado; a
amostra foi homogeneizada em 300uL do tampéo 3 e transferida para novos tubos,
onde fora previamente adicionado 300puL do tampédo 3 de extracdo frio (4°C),
procedendo a terceira centrifugacdo. Concluidas estas etapas iniciais de limpeza,
adicionou-se 800uL de uma solugcdo CTAB saturada com NaCl com adicdo, no
momento de uso, de RNAse A bovina e beta-mercaptoetanol, e levadas ao banho-
maria a 37°C por aproximadamente 45min. Posteriormente, duas lavagens com uma
solucéo de cloroformio:isoamilico (24:1) foram realizadas, seguidas de precipitacado

com isopropanol/ etanol. Ao final, o pellet foi seco a vacuo e eluido em TE pH 8,0.

Tabela 3. Descricdo das etapas e solucdes do protocolo de extracdo de DNA genbmico vegetal com
CTAB, adaptado para purificacdo de amostras ricas em carboidratos.

Etapa Solucgdes Composicéao Centrifugacéo
2mL tampéo 1 (B1) B1: 0,4M Sacarose; 10mM Tris- 4000 rom (ou
HCI pH8,0; 5mM 1940g) por 20 min,
betamercaptoetanol (BME); a4°C.
0,7/mM fluoreto de

fenilmetilsulfonil (PMSF); 5mM
MgCl2; Agua destilada auto-
clavada.

1mL tampéo 2 (B2) B2: 0,25M Sacarose, 10mM
Tris-HCI pH8,0; 5mM BME;
1mM PMSF; 5mM MgCI2; 1%
Triton X-100; Agua destilada
auto-clavada.

Extracéo . B3: 1,7M Sacarose, 10mM Tris- .
PMSF; 0,15% Triton X-100, &4°C
5mM BME, Agua destilada
auto-clavada.

CTAB-estoque CTAB-estoque: 2% CTAB;
1,AM NaCl, 200mM EDTA pH
8,0; 100mM Tris-HCI pH 8,0.

12000g por 10min,
a4°C

CTAB-trabalho: CTAB-estoque Banho-maria a 37°C

800uL CTAB-trabalho (800pL/amostra); 100mM BME  por 30-45 min.
(8uL/ amostra); 5mg/mL
RNAse A bovina

(8uL/amostra).
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Tabela 3. (Continuacdo) Descricdo das etapas e solucbes do protocolo de extracdo de DNA
gendmico vegetal com CTAB, adaptado para purificacdo de amostras ricas em carboidratos.

Lavagem 500pL cloroférmio:isoamilico (24:1) 13.400rpm por
Orgéanica cloroférmio:isoamilico 10min a 4°C
(24:1), inverter por 5min
(repetir 1x)

Precipitacdo 2/3 V resgatado na lavagem 14.000rpm por
orgéanica (~300uL) 30min a 4°C
isopropanol 100%; inverter
por 5min e incubar
refrigerado por, no minimo,
20min.

Lavagem Lave o pellet com etanol 14.000 rpm/ 5min
70%

Solubilizacdo Tampé&o TE pH 8,0

3.4.2 Amplificacdo do espacador ITS1 e ITS2 (rDNA nuclear)

A reacdo de amplificacdo dos espacadores ITS1 e 2 foram otimizadas
utilizando como reacédo padrdo: 1uL Template (solucdo-estoque de DNA extraido);
2,5uL Tampéao (10x); 1uL MgCl2 (50mM); 0,2uL Mix dNTP (250mM cada); 2uL dos
iniciadores senso e anti-senso (6pmol/uL; Tabela 4); 1uL Dimetilsulféxido (DMSO
5%); 0,13uL Taqg DNA Polimerase (Invitrogen) e agua MiliQ auto-clavada para
completar 25uL de volume final.

As reaglOes em cadeia (PCR) foram realizadas em termocicladores PTC-100
(MJ Research) com desnaturacgéao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 31 ciclos
com desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento dos iniciadores 48°C por 30
segundos e extensdo a 70°C por 2 minutos, seguido de um passo extra para

extensao final a 70°C por 5 minutos.

3.4.3 Amplificacdo daregiao rpl20-rps12 (cpDNA)

A reacao de amplificacdo da regido rpl20-rps12 foi otimizada utilizando como

reacao padrdo: 1uL template (solucdo-estoque de DNA extraido); 2,5uL Tampao
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(10x); 0,75uL MgCI2 (50mM); 0,2uL Mix dNTP (250mM cada); 2L dos iniciadores
rpl20 e rps12 (6pmol/uL; Tabela 4); 0,2L Taq DNA Polimerase (Invitrogen) e agua
MiliQ auto-clavada para completar 25uL de volume final.

As reacdes em cadeia (PCR) foram realizadas em termocicladores PTC-100
(MJ Research) com desnaturacéao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos
com desnaturacéo a 94°C por 40 segundos, anelamento dos iniciadores 50°C por 50
segundos e extensdo a 70°C por 1 minuto, seguido de um passo extra para

extensao final a 70°C por 10 minutos.

Tabela 4. Iniciadores utilizados para amplificacdo das regiées rDNA e cpDNA.

Regiado Iniciadores Sequéncias

TS1% Senso GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G
Antisenso GCT GCG TTC TTC ATC GAT GC

TS Senso GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC
Antisenso TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC

rpl20-rps1l2**  Senso TTT GTT CTA CGT CTC CGA GC
Antisenso GTC GAG GAA CAT GTACTA GG

Fonte: *White et al. 1990; **Hamilton 1999.

3.4.4 Purificacdo do produto de PCR

Para a purificacdo do produto de PCR, inicialmente, utilizou-se o kit de
purificacdo GFX TM (GE Healthcare) seguindo as instrucbes do fabricante.
Posteriormente, foi adotado um protocolo de lavagem orgénica e precipitacdo com
isopropanol e etanol, conforme descrito a seguir: adicionou-se agua MilliQ auto-
clavada para completar o volume da reacdo em 200pL, transferindo esta solucéo
para tubos de 1,5mL; adicionou-se 200uL de cloroférmio:isoamilico (24:1), em
seguida os tubos foram invertidos durante 5 minutos e centrifugados a 13.400rpm
por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para novos tubos, tomando cuidado
para nao carregar acidentalmente a fase com cloroformio, repetindo-se a lavagem.

Apoés a segunda centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para novos tubos de
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1,5mL e adicionou-se 300uL de isopropanol 75%; os tubos foram agitados no vortex,
seguido de um spin down e permaneceram em repouso a 4°C durante, no minimo,
20 minutos. Apos o periodo de precipitacdo, seguiu-se a centrifugacdo a 13.400 rpm
por 30 minutos, preferencialmente a 4°C. Apds descartar todo o isopropanol,
adicionou-se 250uL de etanol 70% gelado agitando os tubos no vértex, seguido de
uma centrifugacdo a 13.400 rpm por 10 minutos. Todo o etanol foi descartado e os
pellets foram secos a vacuo e posteriormente eluidos em 15uL de agua MilliQ auto-
clavada. A concentracdo de template foi posteriormente estimada pela comparacéo
da intensidade das bandas das amostras com a intensidade da banda do DNA

integro do fago A (25ng/pL) em gel de agarose 2% (Figura 4).

3.4.5 Reacéo de sequenciamento

Foram utilizadas reagcdes de sequenciamento com volume final igual a 10 e
15uL, de acordo com a concentracdo de template apds a purificacdo da PCR. A
reacao padrdo utilizada continha: 0,8uL de iniciador (6 pmol/uL); 3uL Save $; 2uL
Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems); 1 a
6uL template purificado, de acordo com sua concentragdo e com o volume final da
reacao; agua MilliQ auto-clavada. As reacdes foram realizadas em termocicladores
PTC-100 (MJ Research) com desnaturacdo inicial a 96°C por 2 minutos, seguida de
25 ciclos com desnaturacédo a 96°C por 45 segundos, anelamento a 52°C por 30
segundos e extensao a 60°C por 4 minutos.

O produto desta reacdo foi precipitado utilizando isopropanol 75%, como
anteriormente descrito para o final da purificacdo do produto de PCR, e em seguida
foi eluido em 10uL de formamida. O seqlienciamento foi lido e resolvido pelo
sequenciador automéatico ABI 377 (Perkin Elmer Applied Biosystems). Para cada
amostra foi sequenciada a fita senso e anti-senso e o eletroferograma checado para

gerar, posteriormente, uma sequéncia-consenso.
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3.4.6 Analise das sequiéncias

As sequéncias de cpDNA e rDNA foram editadas e alinhadas com o auxilio
dos programas BioEdit Sequence Alignment Editor (HALL, 1999) e ClustalW Multiple
Alignment (THOMPSON et al., 1994). Os picos nos eletroferogramas foram
checados buscando eliminar das sequéncias falsos polimorfismos gerados por erros
de leitura do sequenciador; apos o alinhamento de todas as sequéncias, 0s
eletroferogramas foram novamente checados. As extremidades das sequéncias, por
conterem falsos InDels, foram excluidas da analise.

Os indices de diversidade haplotipica e nucleotidica, conteudo GC e testes de
neutralidade D de Tajima (TAJIMA, 1983) e D e F de Fu & Li (Fu 1997), assim como
a busca por haplétipos e sitios polimérficos e a construcéo dos graficos de Mismatch
Distribution foram estimados pelo aplicativo DNAsp (DNA Sequence Polymorphism;
LIBRADO & ROZAS, 2009). A estrutura populacional foi estudada através de andlise
bayesiana com emprego do aplicativo Structure 2.3.1. (PRITCHARD et al., 2000).

A filogenia intraespecifica foi estimada pelo calculo e desenho de redes de
haplétipos através do critério de Median Joining (¢=0; BANDELT et al., 1999) com o
emprego do software NETWORK 4.5.1.0. (www.fluxus-engineering.com). As

filogenias produzidas nao foram polarizadas por um grupo-externo.
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4 RESULTADOS & DISCUSSAO

A localizacdo das populacdes amostradas de Utricularia estd indicada na
figura 5. Os resultados obtidos tanto a partir da morfometria destas amostras,
qgquanto da obtencdo de sequéncias de rDNA e cpDNA - exclusivamente para

Utricularia longifolia Gardner — estéo apresentados nos itens seguintes.
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Figura 5. Mapa com a distribuicdo das localidades visitadas para a coleta das espécies estudadas de
Utricularia. Mapa gerado através do aplicativo SpeciesMapper. (CRIA, 2010)
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4.1 COMPARACAO MORFOMETRICA

4.1.1 Utricularia foliosa L.

Foram estudadas populacbes do Mato Grosso (regido pantaneira) e Sao
Paulo (varzea do Rio Tieté). As condicdes ambientais e fotos dos locais de coleta

estdo detalhadas no apéndice A.

4.1.1.1 Variagéo intrapopulacional no Mato Grosso

As populagbes amostradas em Mato Grosso estdo localizadas, de modo
geral, & margem de estradas — exceto o ponto Pousada Piuval — e portanto,
expostas a distlrbios ambientais frequentes. Além disso, estas areas estdo sujeitas
a sazonalidade marcada do Pantanal, sendo que Santo Antonio do Leverger
apresenta sazonalidade severa (Figura 6). E, finalmente, as localidades amostradas
estdo alguns quildmetros distantes entre si, fator que pode contribuir para uma
estruturacdo maior dentro de cada localidade, principalmente se for considerada a
predomindncia da reproducdo clonal nesta espécie. As distancias entre as
localidades amostradas estéo descritas na tabela 5.

Tabela 5. Distancia geografica estimada entre as localidades amostradas no Mato Grosso.

Pousada Piuval Transpantaneira Santo Antonio do Leverger

Pousada Piuval - - -
Transpantaneira 30km - -

Santo Antonio do Leverger 180km 150km -
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Figura 6. Santo Antonio do Leverger (MT) durante o periodo seco (FERRAMOSCA, 2008). A e B:
area onde durante a cheia encontram-se seis espécies de Utricularia é sujeita a seca intensa. C:
Individuo seco de Utricularia sp. encontrado no local. D: Individuo seco de Drosera sp. Fotos cedidas
pelo autor.

Embora a distancia entre os pontos amostrados seja alta (Tabela 5) néao
houve diferencas significativas (Quadro 1) entre os individuos das trés localidades.

Localidades Comprimento do Largura do Comprimento do
utriculo utriculo pedicelo do
utriculo

PPP | TPT | SAL | PPP | TPT | SAL | PPP | TPT | SAL

Pousada Piuval (Poconé) PPP - - - - - - - - -
Transpantaneira (Poconé) TPT NS - - NS - - NS - -
Santo Antonio do Leverger SAL NS | NS - NS | NS - NS NS -

Quadro 1. Diferenca entre caracteres morfométricos de utriculos de Utricularia foliosa proveniente
de trés localidades no Estado de Mato Grosso. NS: diferenca estatisticamente n&o significativa.
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Apesar das caracteristicas do utriculo mensuradas nao apresentarem
diferencga significativa, foi observada variacdo quanto ao tamanho dos individuos
entre as trés localidades (Figura 7). Santo Antonio do Leverger apresentou 0s
menores individuos, esta mais distante das outras duas localidades, e apresenta um
regime de sazonalidade severo, uma vez que durante o periodo seco do Pantanal a

area se modifica completamente e a vegetacdo herbacea definha (Figura 6).

Figura 7. Individuos de Utricularia foliosa coletados no Mato Grosso e a distancia entre as
localidades. A: Poconé, estrada Transpantaneira. B: Santo Antonio do Leverger. C: Poconé, Pousada
Piuval.

A sazonalidade observada em Santo Antonio do Leverger deve pressionar as
espécies herbaceas, incluindo Utricularia spp., a utilizar estratégias de disperséo de
propagulos resistentes ao dessecamento ou capazes de entrar em dorméncia
durante periodos desfavoraveis, e responder rapidamente a mudanca ambiental
favoravel. Espécies da secdo Utricularia, provenientes de zonas extratropicais
apresentam estruturas de dispersao vegetativa chamadas turions, que se formam no

final do periodo reprodutivo a partir do apice dos estoldes de onde cresce um eixo
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curto densamente congesto com folhas modificadas, que auxiliam a dispersao
vegetativa em periodos menos favoraveis. Outras espécies de Utricularia,
especialmente as litofiticas e epifiticas, produzem estruturas para resistir ao
dessecamento a partir de regides tuberosas do estoldo (TAYLOR, 1989).

Contudo, em Utricularia foliosa ndo ha registro de estruturas semelhantes
uma vez que esta adaptada as condi¢des tropicais. Portanto, uma hipotese para a
manutencdo das populacdes neste ambiente seria a producéo e dispersado de
sementes capazes de resistir ao dessecamento ou com capacidade de dorméncia,
que, por outro lado, apresente rapido desenvolvimento apdés mudancas ambientais
favoraveis. Oliveira et al (em preparacdo) estudou a germinacdo de Utricularia
foliosa a partir de amostras coletadas em Mogi das Cruzes (SP) e observou que os
primeiros estagios de desenvolvimento da plantula ocorreram 16 dias apds o
primeiro dia de embebicdo das sementes, com a emersao de estruturas clorofiladas
responsaveis pela fotossintese.

Apesar da rapida resposta germinativa observada nas sementes de Utricularia
foliosa, de modo geral, o género apresenta embrides pouco diferenciados, sem
orgaos embrionarios laterais e com pouco material de reserva, fatores estes que
poderiam impedir a viabilidade do embrido por longos periodos (PLACHNO &
SWITEK, 2009). Apesar disso, os frutos carnosos e altamente mucilaginosos, tipicos
de Utricularia foliosa (TAYLOR, 1989), podem minimizar o dessecamento e garantir
a sobrevivéncia das sementes até o proximo periodo de chuvas. No entanto, o
sucesso reprodutivo delas dependera ainda da quantidade de material de reserva
disponivel e do metabolismo do embrido para garantir sua sobrevivéncia durante o

periodo desfavoravel.

4.1.1.2 Variagéo intrapopulacional em Sao Paulo

A coleta de Utricularia foliosa no Estado de S&o Paulo foi realizada em Mogi
das Cruzes, Bairro do Rio Acima, em um trecho da APA Varzea do Rio Tieté.
Embora as populacdes estejam localizadas em uma Area de Protecdo Ambiental, o

local possui um histérico de degradacdo ambiental uma vez que abrigou até o inicio
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da década de 1970 uma ceramica que praticava ali a extracdo de argila. As cavas,
abandonadas ap6s o fechamento da Ceramica, foram ocupadas pelo Rio Tieté e
colonizadas por macrofitas, dentre elas Utricularia foliosa e Utricularia breviscapa.
Atualmente, a area esta sujeita a degradacao praticada pelos moradores da regido,
que utilizam a area para pesca e pasto para bovinos e equinos, praticando
gueimadas e depositando residuos irregularmente. Além disso, as lagoas
amostradas estao distantes entre si apenas algumas dezenas de metros, e embora
isoladas durante os periodos de estiagem, podem manter comunicacdo nos
periodos de cheias, permitindo a troca de diasporos. A distancia entre as lagoas

amostradas estéo dispostas na tabela 6.

Tabela 6. Distancia geogréafica estimada entre as lagoas amostradas em Mogi das Cruzes, Sao
Paulo.

Lagoal Lagoa?2 Lagoa3

Lagoal - - -
Lagoa 2 50m - -
Lagoa 3 100m 50m -

As amostras de Utricularia foliosa coletadas nesta area, apesar da pequena
distancia e eventual comunicacdo entre as lagoas, apresentaram diferencas
significativas, sendo possivel identificar, no minimo, dois morfotipos (Quadro 2).

As lagoas amostradas mantém comunicacdo com o Rio Tieté através de
canais e represam ao longo do ano parte desta agua; o represamento e isolamento
parcial destas lagoas durante os periodos de estiagem podem alterar caracteristicas
da qualidade da &gua, tais como concentracdo de CO,, e de alguns minerais como
N, P e K, essenciais para o crescimento da comunidade macrdfita. O sucesso na
captura de presas (medido como o % de utriculos com presas) em Utricularia esta
positivamente correlacionado com a concentracdo de P no ambiente. Assim como as
concentragbes de N, P e K nos estoldes de Utricularia estdo significativamente
correlacionados ao sucesso na predacao (ADAMEC, 2008a). Além disso, a riqueza e

abundéancia do perifiton e fitoplancton na coluna d"agua aumentam o sucesso de
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predacdo de Utricularia, seja por favorecer a atracdo do zooplancton ou atraves do
estabelecimento de relacdes mutualisticas com algas e cianoficias (DIAZ-OLARTE
et al., 2007; ADAMEC, 2008; SIROVA et al., 2009). Além disso, o aumento da
concentracdo de CO, no ambiente associado a queda na concentracdo de N,
proveniente da predacédo, nos estolées regulam o estimulo a producédo de utriculos
(ADAMEC, 2008a).

~ . Comprimento do
Populac6es Comprimento Largura pedicelo
Lagoa | Lagoa | Lagoa | Lagoa | Lagoa | Lagoa | Lagoa | Lagoa | Lagoa
1 2 3 1 2 3 1 2 3
Lagoa 1l - - - - - - - - -
Lagoa 2 S - - S - - NS - -
Lagoa 3 NS S - NS S - NS NS -

Quadro 2. Diferenca entre caracteres morfométricos de utriculos de Utricularia foliosa
proveniente de trés lagoas no municipio de Mogi das Cruzes, S&do Paulo. NS: diferenca
estatisticamente ndo significativa. S: diferenca significativa.

Desta forma, diferencas nas concentracoes destes minerais e gases
dissolvidos nas aguas entre as lagoas amostradas poderiam promover populacdes
com utriculos em diferentes fases do desenvolvimento, portanto em diferentes
classes de tamanho, que explicariam parcialmente as diferencas observadas entre
lagoas independentemente da distancia entre elas.

Por outro lado, as diferencas observadas poderiam evidenciar diferentes
genaotipos (ao menos dois gendtipos) nesta area, espacialmente estruturados devido
a eventos de fundacgéo independentes e baixo fluxo génico. O efeito fundador produz
baixa diversidade genética, e pode ter seu efeito potencializado em espécies
aguaticas devido ao crescimento vegetativo predominante (ARAKI, 2000; ARAKI &
KADONO, 2003; KAMEYAMA & OHARA, 2006). Neste caso, a reproducédo sexual
poderia ao longo do tempo produzir alteragbes nas populagdes, no entanto, o fluxo
génico pode ser limitado pela dispersdo dos didsporos ou mesmo pela incapacidade

de populacbes recentemente estabelecidas produzirem floracdes suficientemente
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atrativas ou capazes de manter populacdes de polinizadores (HOBBHANN et al.,
2006).

4.1.1.3 Variacao entre Sado Paulo e Mato Grosso

Os locais onde foram coletados os espécimes de Utricularia foliosa
apresentaram peculiaridades, como origem antrépica das lagoas colonizadas por U.
foliosa em Mogi das Cruzes contrapondo a distribuicdo em areas alagaveis naturais,
em um bioma com sazonalidade marcada como o Pantanal, além de diferencas
altitudinais (Mato Grosso: = 100m; Sao Paulo: + 750m), temperatura média e regime
de chuvas. Portanto, seria esperado encontrar diferencas morfolégicas entre ambas
as regides que reflitam tanto as condi¢cbes ambientais locais quanto a diferenca
genética entre elas. A divergéncia genética pode ser inferida uma vez que é
possivelmente a manutencdo de fluxo génico entre os dois pontos seja inviavel
devido a distancia geografica (+ 1.700 km) e tendo insetos como polinizadores
predominantes.

As caracteristicas dos utriculos utilizadas para a comparacdo
intrapopulacional também variaram entre as duas regiées (Quadro 3), no entanto
apenas o comprimento do pedicelo do utriculo apresentou correlacéo significativa
com a altitude (r: 0.97685; p<0,02) e temperatura (r: -0,9276; p<0,015), sendo estes
valores médios para 0s municipios amostrados. Os caracteres reprodutivos
mensurados (comprimento e largura: 1abio inferior da corola, labio superior da corola,
calcar, pedicelo floral, eixo floral e inflorescéncia), ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significativa entre as duas regides.

Carater (mm) Mato Grosso Séo Paulo ANOVA
Comprimento 1,1359 + 0,4243 1,2011 + 0,3139 P <0,05
Largura 0,9202 + 0,3828 1,0010 + 0,2994 P <0,05
Comp. do pedicelo 0,2250 + 0,0780 0,1311 + 0,0518 P <0,05

Quadro 3. Médias, desvios-padrao e significancia dos caracteres de utriculos de Utricularia foliosa
provenientes de trés localidades de Mato Grosso e trés lagoas em Mogi das Cruzes, S&do Paulo.
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Gréfico 1. Diagramas de dispersao e correlacéo do carater ‘comprimento do pedicelo do utriculo’ com
a altitude (A; r: 0,977 e p<0,02) e temperatura (B; r: -0,938 e p<0,015) entre os estados de S&o Paulo
e Mato Grosso.

Contudo, a diferenca que atrai maior atencdo € entre o tamanho dos
individuos das duas regides (Figura 8) que ndo pode ser mensurado através do
comprimento do estoldo devido a grande facilidade com que se fragmenta. E
embora, fosse esperado que o didmetro do estoldo permitisse estimar indiretamente
essa diferenca de tamanho, ndo houve diferencga significativa entre as populagdes
para este caracter.

Por outro lado, foi possivel observar em diagramas de disperséo (Grafico 2)
dois agrupamentos distintos de valores para o comprimento e largura dos utriculos,
para as amostras provenientes de ambas as regides, da mesma forma, a analise de
agrupamentos destes valores resulta em dois grupos principais (Figura 9, setas)
incoerentes com a distribuicdo geografica. O dimorfismo de utriculos é caracteristico
de Utricularia foliosa e pode apresentar vantagens ecolégicas, aumentando a
amplitude de tamanho das potenciais presas, assim como pode facilitar a
flutuabilidade das folhas, uma vez que em geral os utriculos maiores estao dispostos

mais proximo da base dos filocladios.
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Gréfico 2. Dimorfismo do utriculo de Utricularia foliosa. A: Relagdo comprimento versus largura do
utriculo de amostras do Mato Grosso. B: Relagdo comprimento versus largura do utriculo de amostras
de S&o Paulo.

Figura 8. Comparacéo entre o tamanho de individuos de Utricularia foliosa coletados em S&o Paulo e

Mato Grosso. A: Mogi das Cruzes, SP; crédito: Miranda, 2008. B: Santo Antonio do Leverger, MT.
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Figura 9. Fenograma construido com base em caracteres dos utriculos para 6 populacdes de
Utricularia foliosa (distancia Euclidiana; UPGMA; 50 individuos por populagdo; N=300). Os
agrupamentos estdo identificados pela origem geogréafica. Os agrupamentos indicados pelas setas
apresentaram maior distancia entre si, apesar de incluir amostras de ambas as localidades
geogréficas, fato que possivelmente indica o dimorfismo observado nos utriculos.
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Figura 10. Fenograma construido com base nos caracteres reprodutivos e estoldo, para populacdes
de Utricularia foliosa de Sao Paulo e Mato Grosso (distancia Euclidiana; UPGMA; 16 individuos)

A andlise de cluster a partir de caracteres do utriculo (Figura 9) permitiu
identificar agrupamentos coerentes com a distribuicdo geografica, embora com um
baixo grau de sobreposicdo. Contudo, uma analise com o0s demais caracteres,
apesar da amostragem menor de individuos, separou claramente as amostras das
duas regides (Figura 10). Além disso, a populacédo de Sao Paulo se dividiu em dois

agrupamentos, sendo um mais préximo da populacado de Mato Grosso.

4.1.2 Utricularia longifolia Gardner

4.1.2.1 Variagdo morfomeétrica entre as localidades amostradas

A Serra da Bocaina abrange o nordeste do Estado de S&o Paulo e estende-se
ao sul do Estado do Rio de Janeiro, juntamente com o Macico da Tijuca, sobre o
gual situa-se o Parque Nacional Floresta da Tijuca que integram um conjunto de
escarpas rochosas que constituem a Serra do Mar e tiveram origem durante o
periodo pré-cambriano (EIRADO et al., 2006; PEREIRA et al., 2001; SOARES et al.,
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2008). Bananal (SP) localiza-se na Serra da Bocaina e a populacdo amostrada
encontrava-se a 1242m de altitude, mas a uma distancia relativamente curta (Tabela
7) da populacéo de Angra dos Reis, a 44m de altitude, situada na faixa litoranea ao
sul do Estado do Rio de Janeiro onde as escarpas da Serra da Bocaina entram em
contato com o mar. O ponto mais distante amostrado localiza-se no Parque Nacional

Floresta da Tijuca (Rio de Janeiro; RJ) a 953m de altitude.

Tabela 7. Distancia estimada entre as localidades de coleta de Utricularia longifolia Gardner.

Angra dos Reis Bananal Rio de Janeiro
Angra dos Reis - - -
Bananal 65km - -
Rio de Janeiro 135km 125km -

Foram mensurados caracteres vegetativos para as trés populagbes e
reprodutivos apenas para Bananal (BN) e Angra dos Reis (AG), porque a populagao
da Floresta da Tijuca (TJ) encontrava-se estéril durante o periodo de coleta. No
quadro 4 estdo apresentados todos os caracteres mensurados por populagdo, os

valores médios e desvios-padrdo por carater.
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Angra dos Reis Bananal Rio de Janeiro
n Média n Média n Média

Lg estolao 26 | 0,76 +0,25 | 32| 0,96 +0,25 (19| 0,74 +0,19

Lg utriculo 35| 1,28 +0,49 | 23| 1,24 +0,37 |19 | 1,44 +0,32

Cp utriculo 35 1,42 + 0,54 23 1,32 + 0,37 19 1,58 + 0,35

Cpapéndicedo |59 | 105 1043 |14| 077 +034 |15| 1,08 +048
utriculo

Cppedicelodo | 551 (75 1046 | 21| 067 +025 |18| 069 +032
utriculo

+ +
Cp folha 58 | 141,98 102,08 57 | 266,73 105,11 19 | 150,58 + 79,92
Lg folha 58 | 14,26 +6,51 57 | 19,86 +8,12 19 | 19,42 + 7,97

Cp/ Lgfolha 58 | 9,95 +5,18 |57 | 14,25 +512 (19| 7,75 +2,97

Lg nervura foliar 30| 3957 +20,34 |52 0,62 +0,18 (19| 0,42 +0,20

Lg peciolo foliar 29 | 1,06 +0,29 |48 | 12,39 +2,71 (19| 1,30 +0,42

+
128,76

Lg pedunculo floral | 22 1,28 +0,61 | 42 1,49 +0,45 - - -

Cp pedunculo floral | 25 | 326,20 7 | 485,42 +47,02 | - - -

Cp inflorescéncia | 25| 209,16 +7053 [ 7 | 131,43 +18,64 | - - -

Cp pedicelo floral | 25 | 25,20 +4,12 4 | 13,19 +6,09 - - -

Lg pedicelo floral | 22 | 0,58 +0,35 | 19| 0,77 +0,17 - - -

Cp calcar 17 | 11,12 +191 8 | 14,62 + 3,85 - - -

Cp labio inferior 4 | 18,25 +55 11 19 +6,24 - - -

Cp labio superior 5 11,2 +2,59 | 11| 11,19 + 3,22 - - -

Lg l&bio inferior 4 | 71,67 +£88,99 | 11 | 28,09 + 4,80 - - -

Lg labio superior 5 8,2 +2,39 | 11| 7,77 +2,24 - - -

Cp escama 13 | 17,22 +3,00 |16 | 25,32 +£12,18 | - - -
Lg escama 13| 0,90 +0,17 | 16 1,40 +0,71 - - -
Lg palato - - - 10 | 8,51 +1,81 - - -

Quadro 4. Médias e desvios-padrdo dos caracteres amostrados (mm) em Utricularia longifolia
proveniente de trés localidades. Nao houve diferenga significativa entre os valores, de acordo
com o teste de Kruskal-Wallis ANOVA. Cp: Comprimento; Lg: Largura.

De modo similar ao observado para Utricularia foliosa no Mato Grosso, nao

houve diferenca significativa dos caracteres morfolégicos amostrados entre as
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localidades, independentemente da distancia entre elas. E, assim como no Mato
Grosso todas as localidades amostradas situavam-se sob os dominios do Pantanal,
todas as localidades onde foram amostrados individuos de Utricularia longifolia estéao
situadas sob os dominios da Serra do Mar (Serra da Bocaina e Maci¢co da Tijuca).
Esta regido apresenta uma historia geolégica comum, formada através de eventos
tectonicos de fusdo entre microplacas ocorridos no periodo pré-cambriano (EIRADO
et al., 2006).

Embora as diferencas entre as localidades ndao tenham sido significativas, a
analise de agrupamentos com base em UPGMA dos caracteres reprodutivos
separou as populacdes de Angra dos Reis e Bananal (Figura 11), assim como o0s
caracteres vegetativos (Figura 12) agrupou as populagdes do Rio de Janeiro (Angra
dos Reis e Floresta da Tijuca), enquanto Bananal permaneceu isolada.

Figura 11. Fenograma construido com base em caracteres reprodutivos para trés populagbes de
Utricularia longifolia (distancia Euclidiana; UPGMA; 7 individuos por populagdo; N=14). Os
agrupamentos estéo identificados pela origem geogréfica.
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Figura 12. Fenograma construido com base em caracteres vegetativos para trés populacdes de

Utricularia longifolia (distancia Euclidiana; UPGMA; 14 individuos por populagdo; N= 42). Os
agrupamentos estédo identificados pela origem geogréfica.

4.1.2.2 Variacdo morfologica correlacionada ao gradiente ambiental

Apesar de ndo haver diferengas significativas entre as variacbes em
Utricularia longifolia, observadas par-a-par, dentre todas as localidades amostradas,
foi possivel correlacionar variacbes em estruturas reprodutivas e vegetativas com as
variagbes ambientais entre as localidades. Dentre as variagdes ambientais
estudadas destaca-se a variacao altitudinal (44m a 1242m), mas outros fatores
ambientais foram estudados e estdo dispostos nas tabelas 8 e 9; 5 caracteres
reprodutivos e 7 vegetativos apresentaram correlacdo significativa (P<0,05) com os

fatores ambientais investigados.
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Tabela 8. Caracteres reprodutivos correlacionados significativamente (P<0,05) a fatores ambientais.
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Comprimento da inflorescéncia - + + + - + -
Comprimento do calcar - + + + - - + -
Comprimento da pétala superior + - - - + + - +
Largura da pétala superior - + + + - - + -
Largura do pedunculo floral + - - - + + - +

Os sinais - e + indicam correlagfes negativas ou positivas, respectivamente.

Tabela 9. Caracteres vegetativos correlacionados significativamente (P<0,05) a fatores ambientais.
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Comprimento longitudinal dos utriculos # # # # #
Comprimento dos apéndices do utriculo - # + # - #
Comprimento do pedunculo do utriculo + + - # # #
Comprimento da folha + # - - #
Largura da folha - - + # - -
Raz&o comprimento/largura foliar + # + - - -
Largura do peciolo foliar + - - # + +

Os sinais - e + indicam correlacbes negativas ou positivas, respectivamente; #: auséncia de
correlacéo.

Para os caracteres reprodutivos (Tabela 8) foi observado que a altitude,
latitude, longitude e radiacdo solar covariaram entre si (para cada carater
apresentam mesma correlacdo: negativa ou positiva); e estes fatores apresentaram
correlacdo inversa a temperatura, precipitacdo, evapotranspiracdo e umidade.

Dentre 0s caracteres vegetativos que apresentaram correlacdo com fatores
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ambientais (Tabela 9), o volume de precipitacdo correlacionou-se a todos o0s
caracteres, seguido da altitude. Além das medicGes de comprimento e largura, a
razdo destes parametros foi utilizada como um indice da forma foliar e néo

apresentou correlacéo apenas com a temperatura (Tabela 9 e Figura 13).
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Figura 13. Variacdes na forma foliar de Utricularia longifolia correlacionadas a fatores ambientais. (A)
Correlacgédo entre altitude e a razdo do comprimento/ largura foliar representada graficamente; (B e C)
Folhas de Utricularia longifolia exemplificando a variagdo morfologica intrapopulacional encontrada
nas altitudes minima e méxima amostradas.

by

Os padrdoes de respostas a altitude sdo bem conhecidos para climas
temperados e frequentemente associados a disponibilidade hidrica e temperatura,
refletindo-se em tendéncias ao nanismo da planta. Estruturas foliares
freqientemente apresentam respostas plasticas as condicdes ambientais, tais como

umidade e temperatura, ambas estreitamente relacionadas com gradientes



59

altitudinais (CLEVERING et al., 2001). Nestas condicfes, respostas morfologicas tais
como reducdo do limbo foliar € uma estratégia comum (WEN & HSIAO, 2001),
porém, ndo se restringem apenas a forma, mas outras caracteristicas, como o
padrdo de ramificacdo, podem ser alteradas (PALACIO & MONTSERRAT-MARTI,
2006).

Wen & Hsiao (2001) estudando uma herbacea (Lilium longiflorum var.
formosanum: Liliaceae) em Taiwan, encontraram padrdes similares de correlagcéo
entre a razao de comprimento/ largura foliar e a altitude. A correlagcéo observada em
Utricularia longifolia sugere alteracdes no formato foliar em funcéao da altitude, sendo
observada a predominancia de folhas alongadas e estreitas nas altitudes mais
elevadas. Essa resposta pode estar correlacionada as baixas temperaturas comuns
a este tipo de ambiente, uma vez que resposta similares foram encontradas em
outras angiospermas (PALACIO & MONTSERRAT-MARTI, 2006; WEN & HSIAO,
2001).

A caracterizagcdo dos padrdes geogréficos da variagdo fenotipica € um
primeiro passo fundamental para estimar a variacdo genética e respostas a
gradientes ambientais (URIBE-SALAS et al.,, 2008). Em Utricularia longifolia, a
avaliacao dos caracteres par-a-par (ANOVA) entre as localidades nao resultaram em
diferencga significativa entre as localidades estudadas, no entanto, as analises de
agrupamentos com multiplos caracteres (caracteres vegetativos e reprodutivos
organizados em duas matrizes) permitiu observar agrupamentos entre as
localidades, isolando a populacao localizada na maior altitude (Bananal, SP). Dessa
forma foi possivel também correlacionar alguns fatores ambientais, dentre eles
altitude e precipitacdo, a variacdo observada. A diversidade e diferenciacdo genética
devem ser investigadas para testar se 0s mesmos padrdes sdo encontrados, ou se
estes aqui apresentados sao decorrentes exclusivamente da expressao fenotipica

devido a fatores ambientais.
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4.1.3 Aspectos morfométricos em Utricularia comparados quanto ao habito

Utricularia é constituido de aproximadamente 220 espécies que exibem amplo
repertdrio de habitos, sendo o terrestre mais amplamente distribuido -
especialmente na regido neotropical — seguido do habito aquatico-livre (JUNNIPER
et al., 1989; TAYLOR, 1989; BARROSO, 1991; FISHER et al., 2004; GUISANDE et
al., 2007;). Utricularia foliosa € uma erva aquatica-livre com distribuicdo pantropical e
nao-ameacada no Brasil; Utricularia longifolia € uma erva litofitica e terrestre,
endémica do Brasil, com distribuicdo restrita a Serra do Mar nos Estados do sudeste,
e a Chapada Diamantina na Bahia, sendo que atualmente esta ameacgada no Estado
de S&o Paulo (classificada como Em Perigo; MAMEDE et al., 2007) e no municipio
do Rio de Janeiro (classificada como Criticamente Ameacada; SMMA, 2009).

GUISANDE et al. (2007) utilizando caracteres morfologicos nao foram
capazes de distinguir agrupamentos de espécies coerentes com os diferentes
hébitos, exceto aquatico-livre e epifitico. Os autores sugeriram que a convergéncia
morfolégica presente em espécies com habito terrestre, reofitico, litofitico ou
aguatico-fixo permite que estas espécies exibam mais de um hébito, € o caso de
Utricularia longifolia que apresenta tanto o habito litofitico quanto terrestre. No
entanto, a alocacao de biomassa para producao de estruturas vegetativas (utriculos,
estoldes e folhas) e estruturas ndo-clorofiladas ou reprodutivas € significativamente
diferente, de acordo com o habito: espécies aquaticas investem mais em estruturas
vegetativas (entre 86% e 90% da biomassa), enquanto espécies terrestres alocam
aproximadamente 90% da biomassa em estruturas reprodutivas (POREMBSKI et al.,
2006). Embora sejam escassos 0s estudos com espécies epifitas, estas parecem
intermediarias quanto ao investimento, alocando aproximadamente 40% da
biomassa em estruturas reprodutivas (GUISANDE et al., 2007).

Utilizando os valores médios obtidos na morfometria de Utricularia foliosa e
Utricularia longifolia foi estudada a correlacdo de medidas (comprimento e largura)
de estruturas vegetativas e reprodutivas, bem como comparacfes entre as espécies
para inferir diferencas correlacionadas aos habitos.

Em ambas as espécies o comprimento e largura do utriculo, assim como o

comprimento do pedicelo do utriculo, séo fortemente correlacionados e dependentes
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entre si (r>0,7 e p<0,00 em ambas). No entanto, diferem significativamente quanto
ao comprimento do utriculo (p<0,02), sendo que U. longifolia possui armadilhas
maiores que U. foliosa (Grafico 3, A). Além disso, apenas em Utricularia longifolia foi
observada correlagédo (r=0,40; fraca a regular) entre a razdo do comprimento e

largura do utriculo com a altura da inflorescéncia (Grafico 3,B).
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Gréfico 3. Diagrama de dispersdo 3D de valores médios obtidos na morfometria de Utricularia
foliosa e Utricularia longifolia. A. Média do comprimento e largura do utriculo de Utricularia longifolia
(LON_UTRI), Utricularia foliosa (FOL_UTRI), Utricularia nigrescens (NIG_UTRI) e Utricularia
reniformis (REN_UTRI). B. Média da razdo entre comprimento e largura do utriculo e altura da
inflorescéncia, para as mesmas espécies. Os dados de U. nigrescens (estritamente terrestre) e U.
reniformis (variedade “Enfant Terrible” estritamente litofitica) foram adicionados para complementar
as inferéncias quanto ao habito. As medidas de Utricularia reniformis foram obtidas por Clivati &
Silva (dados ndo-publicados).

Embora, espécies terrestres invistam mais em estruturas reprodutivas
(POREMBSKI et al., 2006) e observagbes prévias indiguem que tais espécies
possuem utriculos significativamente menores (SEINE et al., 2002), Utricularia
longifolia (erva litéfita e terrestre) assim como Utricularia reniformis “Enfant Terrible”
(erva estritamente litéfita) apresentaram utriculos maiores que Utricularia foliosa
(erva aquética-livre; grafico 3A). No entanto, Utricularia nigrescens (erva

estritamente terrestre) apresentou utriculos significativamente menores (p<0,04) que
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Utricularia foliosa, conforme o esperado para espécies terrestres. Além disso, a
razao entre comprimento e largura do utriculo apresentou correlacédo (r=0,40) com a
altura da inflorescéncia em ambas as espécies, mas ndo houve regressao
significativa.

As diferencas observadas quanto ao tamanho dos utriculos pode ser
decorrente do habito predominantemente litofitico dentre as amostras de Utricularia
longifolia utilizadas na morfometria, uma vez que Utricularia nigrescens apresentou
armadilhas menores, como esperado para o habito terrestre. Espécies terrestres de
Utricularia parecem ser especializadas na captura de protozoarios (SEINE et al.,
2002), por outro lado, espécies aquaticas apresentam uma dieta mais variada (DIAZ-
OLARTE et al,. 2007; ADAMEC, 2008; PEROUTKA et al., 2008). Portanto, a
variagdo observada no tamanho dos utriculos deve refletir as diferengas entre as
classes de presas frequentemente capturadas por cada espécie.

A largura do estoldo também foi correlacionada (r=0,40) a altura da
inflorescéncia em ambas as espécies (Grafico 4A), mas apenas Utricularia longifolia
obteve regressao significativa (p<0,02). A largura e o comprimento do labio inferior
da corola apresentaram fraca correlacdo (r=0,18) apenas em Utricularia foliosa,
sendo nula em Utricularia longifolia. No entanto, ambas diferiram em relacdo ao
comprimento do labio inferior da corola e a altura total da inflorescéncia (Gréfico 4C),
e apresentaram correlacdo regular (r=0,4) entre estes caracteres. Guisande et al.
(2007) também encontraram correlacao significativa entre o tamanho maximo da
inflorescéncia e o tamanho maximo da corola, entre espécies de diferentes habitos.
Segundo Guisande et al.(2007) o tamanho maximo da corola foi muito similar entre
espécies terrestres, aquaticas-livres e aquéticas-fixas, sendo menores em espécies
reofiticas e litofiticas e maiores em espécies epifitas. Entre Utricularia longifolia e
Utricularia foliosa, as diferengas encontradas no tamanho da corola (Grafico 4B) nédo
foram significativas, embora a amostra de Utricularia longifolia utilizada para
morfometria apresentasse o habito predominantemente litofitico nas trés localidades

de coleta.
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Gréfico 4. Diagramas de dispersdo 3D de caracteres reprodutivos entre espécies de habitos
terrestre (Utricularia nigrescens), litofitico (Utricularia longifolia) e aquatico-livre (Utricularia foliosa).
A. Altura total da inflorescéncia e largura do estoldo. B. Comprimento e largura do labio inferior da
corola. C. Comprimento do labio inferior da corola e altura total da inflorescéncia. As abrevia¢des
LON_FLOR, FOL_FLOR e NIG_FLOR se referem, respectivamente a Utricularia longifolia,
Utricularia foliosa e Utricularia nigrescens. Os dados de Utricularia nigrescens foram adicionados
para complementar as inferéncias ao habito.

4.1.4 Utricularia nigrescens Sylvén versus Utricularia pusilla Vahl.

A secdo Setiscapella, segundo Mittelstaedt & Miranda (em preparacao), €
parafilética, sendo que suas espécies relacionam-se evolutivamente as secfes

Utricularia e Avesicaria, além disso, agrupa duas espécies com um longo historico
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de conflito taxondémico. Utricularia pusilla ja foi sinonimizada com Utricularia

subulata, sob a secdo Setiscapella (por De Candolle em 1844) e, dentre outras

alteracOes, rearranjada como Setiscapella pusilla em 1925. Utricularia nigrescens,

também arranjada sob a secdo Setiscapella, aparece identificada em ilustracdes

histéricas como Utricularia pusilla (TAYLOR, 1989).
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Figura 14. Mapa de distribuicdo no Brasil das espécies Utricularia nigrescens, Utricularia pusilla e
Utricularia subulata. Mapa gerado a partir de registros de ocorréncia no banco de dados do
SpeciesLink com o emprego do aplicativo SpeciesMapper, (CRIA, 2010)

Além disso, Taylor (1989) examinou espécimes identificados por Sylvén como

Utricularia pusilla e concluiu se tratarem de espécimes de Utricularia subulata e
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Utricularia nigrescens. Segundo Taylor (1989) a auséncia de bracteas estéreis e
folnas mais estreitas sdo caracteristicas importantes para a identificacdo de
Utricularia nigrescens. Ambas — Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla — s&o
endémicas e Utricularia subulata apresenta distribuicdo pantropical; no Brasil, a area
de ocorréncia delas se sobrepde em algumas regides, dentre elas o estado de Mato
Grosso e Sao Paulo (Figura 14).

Durante expedicdo de coleta ao Mato Grosso foram encontradas ambas as
espécies ocorrendo em simpatria e levadas ao laboratorio para identificacao através
de chave dicotdmica (TAYLOR, 1989) e também através de morfometria. As
amostras foram separadas através de um carater diagnostico discreto: presenca ou
auséncia de um botdo floral abortado, caracteristico de Utricularia pusilla. A
preservacao da corola das flores foi prejudicada durante a expedicdo de coleta,
impedindo o uso destes caracteres para a distincdo. O Quadro 6 resume e compara
algumas caracteristicas morfologicas importantes para as duas espécies.

Comparando as dimens@es de estruturas entre os espécimes coletados com
o intervalo de valores descrito por Taylor (1989) para ambas as espécies (Quadro 5)
€ possivel observar que a amplitude de variacdo morfologica encontrada nas
amostras da Chapada dos Guimardes (MT) foi maior a descrita por Taylor (1989),
assim como a sobreposicao de intervalos de valores para as duas espécies.

Considerando os tamanhos descritos por Taylor (1989), Utricularia pusilla teria
flores menores (Quadro 5; Figura 15) comparada a Utricularia nigrescens, e o
comprimento do célcar em relacdo ao labio inferior da corola menor, no entanto,
existe grande variacdo nestes caracteres. Da mesma forma, os valores de
comprimento e largura das folhas e utriculos apresentaram sobreposicdo, assim
como a razdo comprimento/ largura destes oOrgaos, que nao diferiram
estatisticamente na andlise de variancia. No entanto, o diametro do estoldo, apesar
de também apresentar sobreposi¢cdo de medidas, diferiu significativamente entre as

duas espécies (Quadro 6).
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Caréter Utricularia nigrescens Utricularia pusilla
Célcar duas vezes maior que o
Elor Calcar duas vezes maior que 0 comprimento do labio inferior; calice
comprimento do labio inferior da corola. desigual, sépala inferior com apice
obtuso e maior que a sépala superior
Ciclo de vida Provavelmente anual Anual
Aproximadamente linear as vezes
ramificada (irregularmente pinada), com .
Folhas . (rreg merte pin ) Peciolada e amplamente obovada
peciolo curto ou indiferenciado da
lamina, apice arredondado.
Estoldo Filiforme Filiforme

Inflorescéncia

Ereta, solitaria simples, as vezes
ramificada

Ereta, solitaria simples,

Numerosas, ovada a eliptica, com apice

Amplamente ovada, apice superior

Escamas . .
agudo e base arredondada agudo e inferior truncado.
Flores por
. por 2-6 2-15
inflorescéncia
Célice Desigual Desigual
Labio superior ovado a oblongo; palato Labio superior ovado a; palato
Corola reniforme, labio inferior rombico com reniforme, labio inferior rombico com

apice 3-lobado; calcar subulado com
apice agudo.

apice 3-lobado; calcar subulado com
apice agudo.

Quadro 5. Comparativo entre caracteristicas morfolégicas de Utricularia nigrescens e Utricularia
pusilla. Fonte: Taylor (1989)




Caréter Utricularia nigrescens Utricularia pusilla
Descrigdo* Observado Descrigédo* Observado
Diametro do estoldo 0,2 0,1-0,4 0,1-0,15 0,11-0,34
Cp. Folha 10 2,12-14,51 4-10 2-10,39
Lg. Folha 0,2-1 0,25-1,6 0.5-2 0,36-1,54
Cp. Utriculo 3-5 3,7-13,1 4-8 4,6-12,1
Cp. Inflorescéncia 50-200 50-185 30-200 22-110
Lg. Inflorescéncia 0,5 0,23-0,79 0,25-0,5 0,19-0,4
Bracteas 0,7-1,2 - 1 0,79-1,66
Corola 10-17 6,6-12,63 5-8 -

Quadro 6. Dimensdes descritas versus observadas de caracteristicas morfologicas de Utricularia
nigrescens e Utricularia pusilla. *Fonte: Taylor (1989)

Carater (mm) Utricularia nigrescens Utricularia pusilla ANOVA

Diametro do estolao 0.19879mm * 0.05336

0.21146 + 0.086620 P < 0,05

Quadro 7. Médias, desvios-padrdo e significAncia do didmetro do estoldo entre Utricularia
nigrescens e Utricularia pusilla.

A razao entre comprimento/ largura de algumas estruturas vegetativas (folhas,
estoldes e utriculos) foram medidas apresentadas em graficos de dispersédo e box-
plot (Grafico 5), mas, ndo permitiram a identificacdo de agrupamentos ou classes de
medidas coerentes entre as duas espécies — Utricularia nigrescens e Utricularia

pusilla.
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Figura 15. Flores de Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla. A e B: Detalhes da flor de Utricularia
nigrescens; C, D e E: Detalhes da flor de Utricularia pusilla; em D, eta indica bot&o floral abortado e
tamanho desigual das sépalas, dois caracteres diagnésticos para esta espécie.
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Gréfico 5. Diagramas de dispersao e box-plot da razdo comprimento/ largura (C/L) de folha, utriculo
e diametro do estolao de Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla. A, C e E: gréaficos de disperséo
da razéo entre comprimento/ largura de folha, utriculo e didmetro do estoldo, respectivamente. B, D
e F: Graficos box-plot da razdo entre comprimento/ largura de folha, utriculo e diametro do estolao,
respectivamente.
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Os caracteres medidos foram subdivididos entre reprodutivos e vegetativos
para a analise de agrupamentos (UPGMA com Distancia Euclidiana). Embora os
caracteres reprodutivos ndo tenham sido estatisticamente diferentes entre as duas
espécies, eles formaram trés agrupamentos: um com somente Utricularia
nigrescens; um grupo com predominancia de individuos de U. nigrescens e outro
grupo misto entre U. nigrescens e U. pusilla (Figura 16). Dentre os caracteres
vegetativos, conforme discutido anteriormente, apenas o diametro do estoldo diferiu
significativamente entre as duas espécies. No entanto, a analise de agrupamento
nao distinguiu grupos ou morfotipos coerentes com a separacdo entre duas

espécies (Figura 17).
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Figura 16. Fenograma baseado em 5 caracteres reprodutivos de Utricularia nigrescens (N=48) e
Utricularia pusilla (N=27). As cores vermelho e amarelo referem-se, respectivamente, & Utricularia
nigrescens e Utricularia pusilla. As setas indicam agrupamentos de cada espécie (identificada pela
cor).
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Considerando a alta amostragem destes caracteres e a importancia dada por
Taylor (1989) ao comprimento e largura foliar, além do carater discreto de auséncia
ou presenca de botdo floral abortado, para a distingdo entre estas espécies,
podemos inferir que: os caracteres utilizados para a identificacdo dos espécimes
(presenca ou auséncia de botdo floral abortado) amostrados sdo incapazes de
separar eficientemente Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla, isso indica que a

circunscricdo destas espécies estd mal resolvida.

3 i L § 1 |

Figura 17. Fenograma baseado em 6 caracteres vegetativos de Utricularia nigrescens (N=104) e
Utricularia pusilla (N=99). As cores vermelho e amarelo referem-se, respectivamente, & Utricularia
nigrescens e Utricularia pusilla.
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Contudo, o histérico de conflitos taxonémicos com as espécies da parafilética
secdo Setiscapella, especialmente entre Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla,
além da frequéncia com que materiais em herbarios sdo identificados erroneamente,
sugerem a necessidade de estudos mais abrangentes para um tratamento

taxonémico adequado, com a revisédo da circunscricdo especifica.

4.2 ESTRUTURA E DIVERSIDADE GENETICA DE POPULACOES

DE Utricularia longifolia Gardner.

Na tabela 10 estdo descritas as localidades de origem das amostras de
Utricularia longifolia utilizadas, o status de ameacga nas localidades de coleta, bem

como as sequéncias de cpDNA e rDNA obtidas.

Tabela 10. Caracterizacdo das localidades de origem e sequiéncias obtidas de Utricularia longifolia
Gardner (Lentibulariaceae).

Localidade Coordenadas Classificacéo local TS1 ITS? rpl20-
(long., lat.) de ameaca rpsi2
Angra dos Reis , RJ (AG)  -44.485278, -23.011389 N&o-ameacada 12 8 15
Bananal , SP (BN) -44.377778, -22.798611 Em Perigo* 3 6 12
Rio de Janeiro, Floresta da Criticamente
Tijuca, RJ (TJ) -43.229167, -22.958611 Ameacada** 1 4 10
Total 16 18 37

*Fonte: Lista de Espécies Vegetais Ameacgadas do Estado de Sdo Paulo (MAMEDE et al., 2007);
**Secretaria Municipal de Meio Ambiente do Rio de Janeiro & Parque Nacional da Floresta da
Tijuca.



73

4.2.1 Variabilidade genética em Utricularia longifolia Gardner.

As sequéncias de ITS1 (rDNA) apresentaram 9 sitios variaveis em 417pb e 6
haplétipos identificados (tabela 11); as sequéncias alinhadas de ITS2 (rDNA; tabela
12) obtidas apresentaram 13 sitios variaveis e 6 haplétipos; e, finalmente, rpl20-
rpsl2 (cpDNA; tabela 13) apresentaram 27 sitios varidveis em 751pb de

comprimento, que permitiram a identificagdo de 9 hapl6tipos.

Tabela 11 Haplétipos de rDNA (espacador ITS1) obtido a partir de 16 individuos de Utricularia
longifolia.

Posicédo dos nucleotideos

S 3 § § % § § S E Forbe s;r?/gg: Localidade
Hapl A T CCTAGTCG 1 AG
Hap2 o € T A 11 AG+BN
Hap3 * o G * * * T T 1 AG
Hap4 c * * G * * * % % 1 AG
Hap5 *A * G * x ok 1 BN
Hap6 cC * AG G * * * * 1 TJ

(*) indica bases que néo sofreram mutagéo em relacéo ao haplétipo 1. AG, BN e TJ se referem,
respectivamente, aos municipios de Angra dos Reis (RJ), Bananal (SP) e Rio de Janeiro (RJ).

Tabela 12. Haplotipos de rDNA (espacador ITS2) obtido de 18 individuos de Utricularia longifolia.

Posicao dos nucleotideos

W © © 2 N S ¥ W o o o < o Frequéncia -
4 < 0o 4228 9 %3 % 9% 2 g g ¥ observada Localidade
Hppl G A G G T G C C G C T G C 1 AG
Hap2 * * * * * * * T * * * * * 9 AG+BN
Hap3 A G * * * * * T * * * * * 1 AG
Hap4 * * * T * * * T * * * * * 1 AG
Hap5 * * * * * * * T * * * * A 1 AG
Hap6 * C * Cc Cc * * T A T C A * 1 BN
Hap7 * * * * * * T T * * * * * 4 TJ

(*) indica bases que nao sofreram mutacédo em relacao ao haplétipo 1. AG, BN e TJ se referem,
respectivamente, aos municipios de Angra dos Reis (RJ), Bananal (SP) e Rio de Janeiro (RJ).



Tabela 13. Hapl6tipos de cpDNA (rpl20-rps12) obtido a partir de 37 individuos de Utricularia longifolia.
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Posicdo dos nucleotideos

~ oo ~ ®© © d N ® 9 o ¥ o ® O oI ¥ w o N~ o ® i Frequéncia .

T Y eS8 S 889838 YLER B B8 B B E B opservada -0Cdade
Happ. T T G T € A T T G A G C A A ATATTOCT T T T T A A 9 TJ
Hap2 * * * * * * * C T * * * * * G * * * * A * * * * A * * 21 AG+BN+TJ
Hap3 C G A * * C * C T * * * * * G * * * * A * * * * A * * 1 BN
Hap4 * * * G T * * C T * * * * * G * * * * A * * * * A * G 1 AG
Haps * * * G T * * C T * * * * G G * * * * A * * * * A * G 1 AG
Hap6 * * * * * * * C * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 1 AG
Hap7 * * * * * * * C T * * * G * G * * * * A * * * * A * * 1 AG
Hapg * * * * * * Cc C T G A G * * G C G G * A A A A A A G * 1 AG
Hapg * * * * * * * C T * * * G * G C * * G A * * * * A * * 1 AG

(*) indica bases que nao sofreram mutacéo em relacéo ao haplétipo 1. AG, BN e TJ se referem, respectivamente a Angra dos Reis (RJ), Bananal (SP) e

Rio de Janeiro (RJ).
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Gréfico 6. Frequéncia dos haplétipos identificados para ITS1 (rDNA) em amostras de Utricularia
longifolia obtidas de trés localidades: Angra dos Reis (AG; RJ), Bananal (BN; SP) e Rio de Janeiro

(Floresta da Tijuca, TJ; RJ).
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Gréfico 7. Frequéncia dos haplétipos identificados para ITS2 (rDNA) em amostras de Utricularia
longifolia obtidas de trés localidades: Angra dos Reis (AG; RJ), Bananal (BN; SP) e Rio de Janeiro

(Floresta da Tijuca, TJ; RJ).
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Gréfico 8. Frequéncia dos haplotipos identificados para rpl20-rps12 (cpDNA) em amostras de
Utricularia longifolia obtidas de trés localidades: Angra dos Reis (AG; RJ), Bananal (BN; SP) e Rio de
Janeiro (Floresta da Tijuca, TJ; RJ).

Tabela 14. Diversidade haplotipica e testes de neutralidade para cada populagédo e regido do nDNA e
CcpDNA utilizados.

N Hap Hd Ll k Fu&LiD Fu&LiF TajimaD

ITS1

AG 12 5 0,727+0,012 0,0046+0,0012 1212 -1531 -1,577  -0,987

BN 2 # 0,0101 + 0,0048 # # # #

TJ 1 1 # Zero # # # #
Total 16 6 0,542+0,021 1,233 -2,451* -2,675* -2,002*
ITS2

AG 5 0,768 +0,023 0,0039+0,0012 1 250 -1,735 -1,876  -1,595

BN 2 0,333+0,046 00075+0,0048 2333 -1,424 -1520  -1,390

TJ 1 # Zero # # # #
Total 18 7  0,725%0,009 1,699 -2,957* -3,122% -2 053*

rpl20-rps12

AG 15 7 0,657+0,019 00049+0,0019 3505 -2,116 -2,394  -1,989*

BN 12 2 0,67+0,018 0,0009+£0,0007 0667 -2,113 -2,285  -1,747

TJ 10 2 0,200%0,023 0,0014+0,0011 1000 -2,010 -2,179  -1,741*
Total 37 9 0,631+0,005 3,444 2,715+ -2,775*  -1,615

AG: Angra dos Reis; BN: Bananal; TJ: Rio de Janiero; n: quantidade de sequéncias obtidas; Hap:
guantidade de haplétipos identificados; Hd: diversidade haplotipica; 1: diversidade nucleotidica; k:
diferenca entre pares de nucleotideos; # valores néo calculados por N inferior ao necessario; * indices
com P<0,05; ** indices com P<0,02.
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Angra dos Reis (RJ) apresentou maior riqueza e diversidade haplotipica para
as todas as regides estudadas (rDNA e cpDNA), porém, também foi melhor
representada (maior N) dentre as sequéncias obtidas (Tabela 14). Por outro lado,
Rio de Janeiro (RJ) ndo compartilhou haplétipos de ITS1 e ITS2 com as demais
localidades, apenas haplétipos de cloroplasto (Gréaficos 6, 7 e 8). Além disso, nas
localidades onde Utricularia longifolia apresenta-se classificada sob algum nivel de
ameaca (Bananal e Rio de Janeiro) foi encontrada baixa diversidade haplotipica
(Tabela 14), assim como os valores de D de Tajima significativamente negativos
obtidos para as sequéncias de cloroplasto de Angra dos Reis e Rio de Janeiro
sugerem reducdo drastica de tamanho seguida de expansdo populacional recente
(efeito gargalo).

Collevati et al (2003) encontraram 22 hapl6tipos de microssatélites de cpDNA
e 12 haplotipos identificados a partir de sequéncias nao-codificadoras do cpDNA; em
ambos o0s casos foram estudadas 10 populacdes de Caryocar brasiliense
(Caryocaraceae), apresentando também haplétipos exclusivos entre todas as
populacdes. Zhang et al. (2005) encontraram 6 haplétipos de cpDNA a partir de dois
espacadores (trnT-trnF e trnS-trnG) distribuidos em 20 populacdes de Juniperus
przewalkii (Cupressaceae), sendo que destas, 12 populacfes apresentaram um
anico haplotipo, porém, ndo-exclusivo. A variacao intraespecifica do cpDNA também
foi testada em Draba aizoides (Brassicaceae; WIDMER & BALTISBERGER, 1999) e
identificados 9 hapldtipos para a referida espécie.

Quanto a diversidade nucleotidica (1) para as sequéncias de ITS1 e ITS2,
Bananal apresentou valores maiores comparado a Angra dos Reis, enquanto as
amostras do Rio de Janeiro ndo apresentaram variacdo nucleotidica; para as
sequéncias de cloroplasto, Angra dos Reis apresentou tanto maior diversidade
haplotipica (Hd) quanto nucleotidica (). A relacdo entre baixa diversidade
haplotipica e alta diversidade nucleotidica observada para as sequéncias de ITS2
provenientes de Bananal pode sugerir um evento de bottleneck ancestral, assim
como em Angra dos Reis a alta diversidade haplotipica associada a alta diversidade
nucleotidica em todas as sequéncias utilizadas pode sugerir populacao estavel.

Diversidade nucleotidica semelhantemente baixa foi encontrada em
Cactaceae (Pilisocereus spp.), com identificacdo de apenas trés haplétipos de

CpDNA (trnH-psbA, trnL-trnT e trnS-trnG) a partir de 10 individuos amostrados por
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local de coleta, em trés localidades (BONATELLI & MORAES, 2009). Para a regiao
ITS em espécies herbaceas de Passifloraceae (LORENZ-LEMKE et al., 2006) foram
obtidos valores semelhantes (Hd: 0,735-0,805; 1r: 0,0036-0,0044) aos encontrados,
neste trabalho, para Utricularia longifolia em Angra dos Reis (Tabela 14).

N&o existem outras estimativas de diversidade nucleotidica ou haplotipica
para a familia Lentibulariaceae, no entanto, com o emprego da técnica de ISSR
(Inter Simple Sequence Repeat) entre 10 espécies de Utricularia (RAHMAN &
KONDO, 2003) o maior numero de fragmentos foi detectado para Utricularia
longifolia sugerindo que esta espécie apresenta alta variacdo ou diferenciacao
genética comparado as demais espécies investigadas. No entanto, os valores de
diversidade genética ndo sdo apresentados tanto neste quanto em outro trabalho
que empregou RAPD para estudar espécies de Utricularia (RAHMAN, 2006), porque
ambos visavam a identificacdo das espécies e suas relacoes filogenéticas.

Considerando a baixa taxa evolutiva caracteristica do cpDNA (HAYWORTH et
al., 1998; SCHAAL et al., 1998; BEHEREGARAY, 2008; AVISE, 2009), assim como
a guantidade de haplétipos encontrados para outras espécies a partir do cpDNA é
possivel afirmar que 9 haplétipos de cpDNA se enquadram nos valores esperados
para o tipo de sequéncia empregada. Da mesma forma, a variacdo encontrada na
regido ITS pode ter sido limitada por processos de evolugdo em concerto (BALDWIN
et al., 1995; HERSHKOVITZ & ZIMMER, 1996; ALVAREZ & WENDEL, 2003;
PARRA-O et al.,, 2007) que minimizam a variagcdo nucleotidica nas sequéncias.
Apesar disso, a diversidade encontrada também correspondeu ao encontrado entre
outras angiospermas.

Contudo, é preciso considerar também o impacto da reproducdo
predominantemente vegetativa sobre a diversidade genética de Utricularia. Espécies
vegetais que se utilizam de mecanismos de reproducdo clonal apresentam
caracteristicas que podem interferir na dindmica populacional — como a capacidade
de fragmentacdo dos individuos e a distribuicdo espacial dos clones no ambiente —
assim como na genética atraves da diminuicdo da diversidade genética, presenca de
mutacdes somaticas e persisténcia de um genet através do tempo (SANCHEZ,
2007).

Como exemplo disso, Thalassia testudinum (Hydrocharitaceae) uma

angiosperma marinha que ocorre na costa do México (DIJK & TUSSENBROEK,
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2009) e Elliotia racemosa (Ericaceae), um arbusto endémico da Georgia (EUA;
GODT & HAMRICK, 1999), ambos apresentaram baixissima diversidade genética
nos referidos estudos populacionais, coerente com a predominancia da reprodugao
vegetativa nestas espécies. A persisténcia dos genets através do tempo é outra
caracteristica marcante em espécies clonais que pode afetar drasticamente a
dindmica populacional em casos extremos como em Thalassia testudinum (DIJK &
TUSSENBROEK, 2009) que a idade de um genet foi estimada em 290-595 anos ou
em Larrea tridentata (Zygophyllaceae; VASEK, 1980 apud SANCHEZ, 2007) com
estimativas de 10.000 anos de idade.

Em Utricularia autralis, com emprego de AFLP, foram encontraram 36
genotipos em 30 populagdes amostradas no Japdo (1,2 gendtipos em média por
populacdo estudada) indicando populagdes altamente clonais e auséncia de
evidéncias de mutacdes somaticas (KAMEYAMA & OHARA, 2006). O mesmo
ocorreu na populacédo do Rio de Janeiro para as sequéncias de ITS1 e ITS2: apenas
um haploétipo foi identificado. Portanto, apesar da literatura ndo conter registros
prévios de diversidade haplotipica para Utricularia, tanto a natureza das sequéncias
utilizadas quanto o efeito da reproducdo predominantemente clonal podem ter

diminuido a diversidade genética nas populacdes investigadas.

4.2.2 Estruturacdo populacional de Utricularia longifolia Gardner.

Uma analise bayesiana foi realizada para avaliar a diferenciacdo entre K
populacdes ou clusters. Evanno et al. (2005) testou a capacidade do Structure 2.3.1.
encontrar o K real entre diferentes tipos de marcadores moleculares (codominantes:
microssatélites; e dominantes: AFLP) e sugere o uso de 5 loci de microssatélites ou
100 loci de AFLP, sendo que o uso de metade destes dados (50 loci de AFLP)
garantiriam resultados proximos ao real. Para a andlise das sequéncias de
Utricularia longifolia os dados foram transformados em matriz numérica e tratados
como marcador dominante. A quantidade de sitios polimorficos variou entre as
regides estudadas, sendo maior no cpDNA (ITS1: 9 sitios; ITS2: 13 sitios; e rpl20-

rpsl2: 27 sitios), no entanto, ndo atingiram, independentemente, o nimero minimo
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indicado por Evanno et al. (2005) e por este motivo do foram agrupados em uma
Gnica matriz com 49 loci dominantes, polimérficos e independentes.

A matriz foi construida a partir dos polimorfismos observados nas trés regides
estudadas (ITS1, ITS2 e rpl20-rps12) convertendo as sequéncias em uma matriz
numerica (A=1, T=2, C=3, G=4 e N=-9). Todos os individuos foram incluidos na
matriz, e na auséncia de dados de qualquer das trés regides estudadas para um
mesmo individuo o loci foi codificado como informacdo ausente (N=-9). A analise foi
empregada utilizando admixture como modelo de ancestralidade, além de assumir
cada posicao nucleotidica com locus e frequéncia de alelos independentes entre as
populacdes. Foram realizadas 20 réplicas para cada K e testados de dois a 7
agrupamentos. A média dos valores de L(K), que é a probabilidade estimada para
cada cluster, assim como o delta K (AK; Grafico 9; EVANNO et al., 2005) foram
calculadas para cada cluster.

A determinacdo do numero mais provavel de populacbes, a partir dos
resultados desta analise, pode ser feita através de dois métodos: selecionando o K
com maior probabilidade média (maior valor médio de L(K)) entre todos os
agrupamentos e réplicas testados; ou selecionando o maior AK, sendo que AK =
m(|L"(K)|)/s[L(K)] e os valores de L”(K) obtidos por meio do procedimento descrito
pelos autores (EVANNO et al.,, 2005). Para Utricularia longifolia os métodos
divergiram quanto ao K ideal, uma vez que AK indicou K=2, mas a maior média de
L(K) foi encontrada em K=3 (Grafico 9).
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Grafico 9. Probabilidade média de cada k calculada pelo programa Structure 2.3.1. (PRITCHARD et
al., 2000) e Ak (EVANNO et al. 2005) baseados em 20 réplicas/ K e testadas de 2 a 7 populagbes.
Os polimorfismos encontrados entre as trés regides estudadas (ITS1, ITS2 e rpl20-rps12) foram
agrupados em uma Unica matriz com 49 loci polimérficos e dominantes.
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Na figura 18 estdo representados graficamente os resultados da estrutura
populacional para K=2 e K=3, obtidos pela andlise combinada de trés regibes de
DNA (ITS1, ITS2 e rpl20-rps12) de Utricularia longifolia. A diviséo vertical de cores,
que representam os clusters testados, indica a diferenciacdo entre as localidades
amostradas. Analisando a figura 18 é possivel perceber que, mesmo para K=3,
existe uma clara divisdo entre a populacdo do Rio de Janeiro (TJ) e as demais. Nao
existe na literatura um consenso de qual o método seja mais adequado para a
selecdo do valor de K, apesar do método proposto por Evanno et al (2005) ter
apresentado resultados robustos em simulag¢des, seus autores recomendam que nao

seja utilizado exclusivamente.
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Figura 18. Representagdo grafica dos resultados obtidos pela andlise bayesiana combinada dos
polimorfismos encontrados nas regides ITS1, ITS2 e rpl20-rps12 de individuos de Utricularia longifolia
obtidos em trés localidades (Angra dos Reis: AG; Bananal: BN; Rio de Janeiro: TJ).

4.2.3 Analise filogeografica de Utricularia longifolia Gardner

Eventos que resultam no crescimento ou declinio populacional, e podem
produzir estruturacdo populacional, tendem a modificar a distribuicdo de pares de
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individuos que diferem em um dado sitio (ROGERS & HARPENDING, 1992). Os
padrées de “ondas” resultantes desta distribuicdo de diferencas (Gréafico 10) indicam
desvios do esperado para populacdes em equilibrio e permitem inferir sobre eventos
populacionais. Esta distribuicdo de diferencas € utilizada para construcao de
networks ou redes de haplétipos (Figuras 19, 20 e 21) pelo método Median-Joining,
empregando o critério de maxima-parcimdnia para reduzir o comprimento dos ramos
através da adicdo de haplétipos perdidos ou n&do-amostrados (BANDELT et al,
1999).

plR20-rps12

0.3 4
o- Obs

024"

0.1 4

0. 5 “te D I T e P o990
0 10 20 30
Pairwise Differences

ITS1 |¢4 7 ITS2
0.4 - '

034 .
0.2 4

0.1 - o\ i

0‘ P v hd a L RS B o O < o < - o o Dreyiveetr & o @ @ © O >
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Pauwise Differences Pauwise Differences

Gréfico 10. Distribuicdo de diferencas entre pares de nucleotideos (Mismatch distribution) para as trés
regides estudadas (rpl20-rps12, ITS1 e ITS2). A linha verde indica a distribuicdo esperada; e a linha
vermelha a distribuicdo observada. O desvio positivo e/ou negativo dos valores esperados sao
assinaturas genéticas de eventos populacionais como expansao ou retracdo, 0 que nos permite fazer
inferéncias sobre eventos demograficos histéricos.

As redes de haplotipos obtidas para as trés regides estudadas (ITS1, ITS2 e
rpl20-rps12; Figuras 19, 20 e 21 respectivamente) reconstroem um panorama

historico de eventos populacionais que podem alterar a estrutura genética e
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frequéncia local dos haplotipos. Para essa perspectiva histérica, uma rede com
topologia em ‘“estrela” ndo permite muitas inferéncias sobre quais processos
ocorreram, no entanto, sugere um evento de expansao populacional, sendo neste
ponto congruente com a distribuicdo unimodal observada para as diferencas
pairwise de ITS1, e bimodal em ITS2 (Grafico 10; pontilhado vermelho).

Os haplétipos de rpl20-rpsl2 apresentaram um padrdo multimodal das
diferencas pairwise (Gréfico 10) refletido na rede de haplotipos em ramos mais
longos. No entanto, estudando isoladamente cada localidade, apenas Angra dos
Reis apresenta um padrdao multimodal para as diferencas pairwise, as demais

localidades distribuem-se com padrédo unimodal (dados ndo apresentados).
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Figura 19. Rede de haplétipos do rDNA (ITS1; 6 haplétipos em 16 sequéncias) de Utricularia
longifolia construida com o método Median-Joining Network (¢=0) e emprego do aplicativo Network.
Os haplétipos estdo representados por circulos com tamanho proporcional a frequéncia observada
em cada localidade (conforme legenda); os valores sobre os ramos indicam os loci divergentes.

Dentre os 6 haplétipos identificados em ITS1, apenas um (H_2; Figura 19) foi
compartilhado entre Angra dos Reis e Bananal, sendo nestas localidades a linhagem

mais frequente. As amostras coletadas no Rio de Janeiro pertencem a uma unica
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linhagem, mais derivada em relacdo ao haplotipo mais frequente nas outras duas

populacdes investigadas.
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Figura 20. Rede de haplétipos do rDNA (ITS2; 7 haplétipos em 18 sequéncias) de Utricularia
longifolia construida com o método Median-Joining Network (¢=0) e emprego do aplicativo Network.
Os haplétipos estéo representados por circulos com tamanho proporcional a frequéncia observada
em cada localidade (conforme legenda); os valores sobre os ramos indicam os loci divergentes.
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Figura 21. Rede de haplétipos do cpDNA (rpl20-rps12; 9 haplétipos e 37 sequéncias) de Utricularia
longifolia construida com o método Median-Joining Network (¢=0) e emprego do aplicativo Network.
Os haplétipos estéo representados por circulos com tamanho proporcional a frequéncia observada
em cada localidade (conforme legenda); os valores sobre os ramos indicam os loci divergentes

Os haplotipos de ITS2 divergem da linhagem mais frequente (H_2; Figura 20)
por poucas mutacdes, a Unica excecdo € o H_6 exclusivo de Bananal. Assim como
ITS1, os haplétipos mais frequentes de ITS2 sdo compartilhados apenas entre Angra
dos Reis e Bananal, enquanto as linhagens raras, ou menos frequentes, se
distribuem apenas localmente; Rio de Janeiro é constituido de uma Unica e exclusiva
linhagem. Dentre os haplétipos de cpDNA (rpl20-rps12) uma linhagem (H_2; Figura
21) esteve presente em todas as populacdes estudadas, sendo pouco frequente
apenas no Rio de Janeiro, onde uma linhagem endémica (H_1; Figura 21) é
predominante. Além disso, um unico haplétipo (H_8; Figura 21), exclusivo de Angra
dos Reis, acumulou muitas mutacdes em relacao a linhagem mais frequente.

Embora as redes haplotipicas indiguem o isolamento da popula¢édo do Rio de
Janeiro em relacdo as demais, € preciso considerar algumas -caracteristicas
inerentes aos dois genomas estudados (plastidial e nuclear vegetal) para uma
adequada interpretacdo. Os espacadores ITS1 e ITS2, embora ndo sejam
transcritos, sdo responsaveis pela estrutura da familia multigénica 18S-23S e podem

estar sujeitos a mecanismos de evolugcdo em concerto, que rapidamente eliminam
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alteracdes quando surgem ou produzem homogeneizacdo das coépias de ITS nas
células vegetais (BALDWIN et al., 1995; FELINER & ROSSELLO, 2006).

Como os haplétipos de ITS1 e ITS2 diferem entre si por poucas mutacdes, €
possivel que estes processos de evolugdo em concerto tenham eliminado a
linhagem ancestral, compartilhada entre todas as populacbes, sendo mantida
apenas a linhagem derivada (H_6 para ITS1, Figura 19; e H_7 para ITS2, Figura 20.
Essa hipotese é corroborada pelo compartilhamento de hapl6tipos de cpDNA (rpl20-
rpsl2; Figura 21) entre as trés populacdes estudadas, uma vez que este genoma
apresenta uma taxa evolutiva mais lenta em relacdo ao genoma nuclear (CHIES,
2003; AVISE, 2009). Sendo assim, a baixa frequéncia da linhagem H_2 do cpDNA
no Rio de Janeiro pode ser interpretada como vestigial, ou um cenario historico
anterior ao que os espacadores ITS1 e ITS2 (Figuras 19 e 20) sugerem.

Além disso, a maior diversidade haplotipica e nucleotidica de Utricularia
longifolia foi encontrada na populacdo de Angra dos Reis, localizada fora de
unidades de conservagdo a margem da movimentada rodovia BR-101, sendo esta
também a maior populacdo encontrada (= 2.000 m?; Bananal = 7x menor e Rio de
Janeiro =10x menor). Esta alta diversidade genética de Angra dos Reis, que
produziu tanto uma distribuicdo multimodal das diferencas pairwise assim como a
topologia em “estrela” das redes de haplétipos, pode estar relacionada a um efeito
de fundador relativamente recente (= 40 anos; detalhes no Apéndice A). E possivel
datar aproximadamente o tempo maximo de fundacéo da populacdo de Angra dos
Reis porgue a rocha onde ela se estabeleceu foi cortada para a construcao da BR-
101, criando um ambiente propicio ao crescimento de Utricularia longifolia somente
apos a abertura da rodovia.

Desta forma, a hipotese de expanséo populacional suportada pelos haplotipos
identificados de ITS1, ITS2 e rpl20-rpsl2 é congruente com as evidéncias de
estabelecimento recente desta populagdo e corroborada pela diversificacdo de
haplétipos a partir de mutagBes pontuais. Por outro lado, o estabelecimento
possivelmente ocorreu com a contribuicdo predominante de propagulos da regido de
Angra de Reis (existem em herbarios registros de Utricularia longifolia anteriores a
década de 1970) e Bananal que continham linhagens amplamente distribuidas,

como a H_2 de rpl20-rps12 (Figura 21) que ocorre nas trés populacdes estudadas,
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além de outras linhagens ancestrais para ITS1 e ITS2 que foram posteriormente

eliminadas no Rio de Janeiro (Figura 19 e 20) como sugerido anteriormente.

4.2.4 Implicagbes para a conservagao

Os dois locais onde Utricularia longifolia esta incluida na lista regional de
espécies ameacadas — Bananal (SP) e Rio de Janeiro (RJ) — apresentaram a menor
diversidade genética, sendo especialmente critica a situacdo da populacao
encontrada no Rio de Janeiro, dentro do Parque Nacional Floresta da Tijuca, uma
vez que se mostrou clonal para a regido ITS (ITS1 e ITS2) e foram identificados
apenas dois hapldtipos para a regido plastidial estudada (cpDNA: rpl20-rpsl2),
sendo que um deles seja possivelmente vestigial.

E embora, a populacdo de Angra dos Reis ndo esteja localizada em uma
regido excepcionalmente favoravel para conservacdo, foi observada maior
diversidade haplotipica e nucleotidica. Portanto, € possivel que a baixa diversidade
encontrada nas demais populacbes seja efeito da reproducdo vegetativa
predominante, associada a um periodo de estabelecimento da populagédo superior
ao de Angra dos Reis (= 40 anos), desta forma algumas linhagens ja teriam sido ser
eliminadas, seja por efeito de pressGes ambientais seletivas ou deriva genética.

De qualquer forma, levando-se em conta que populacbes com baixa
diversidade genética estdo, em geral, mais propensas a extingdo, especialmente
porque o baixo compartiihamento de hapl6tipos e alto numero de linhagens
endémicas indicam baixo fluxo génico entre as trés populacdes estudadas,
aumentando os riscos de extingdo. Portanto, é sugerida a protecao e gerenciamento
das populagdes de Bananal (SP) e Rio de Janeiro (Floresta da Tijuca: RJ) visando
manter a diversidade genética e a capacidade evolutiva da espécie Utricularia

longifolia.
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5 CONCLUSOES

Utricularia foliosa n&o apresentou diferencas significativas, dentre o0s
caracteres morfolégicos estudados, somente para as localidades amostradas no
Estado de Mato Grosso; entre as localidades amostradas no Estado de S&o Paulo,
assim como entre as duas regides (Sdo Paulo e Mato Grosso) foram observadas
diferencas significativas.

Nao houve diferenca significativa de caracteres morfolégicos entre as trés
populacdes estudadas, porém, 5 caracteres reprodutivos e 7 caracteres vegetativos
apresentaram correlacdo significativa com a variacdo de fatores ambientais
associados ao gradiente altitudinal observado nas populagcdes amostradas (Angra
dos Reis: 44m; Rio de Janeiro: 953m; Bananal:1.242m).

As diferencas morfométricas entre Utricularia foliosa e Utricularia longifolia
foram comparadas quanto ao habito, e os resultados obtidos foram congruentes com
observacdes anteriores para o género.

Foi impossivel identificar adequadamente, tanto através de chave dicotdmica
da secdo Setiscapella quanto através da morfometria Utricularia nigrescens e
Utricularia pusilla, sendo por este motivo, sugerida a revisdo taxondmica da secéo e
circunscricdo das espécies.

A diversidade haplotipica e nucleotidica observada em Utricularia longifolia
para as regides estudadas (ITS1, ITS2 do rDNA; e rpl20-rpsl2 do cpDNA)
apresentou valores dentro do esperado para angiospermas. A variabilidade genética
foi proporcionalmente maior com o0 aumento do tamanho das populacdes
amostradas. A distribuicdo dos haplétipos foi congruente com os agrupamentos
observados nos dendrogramas construidos com base na morfometria de Utricularia
longifolia.

Nao foi possivel comparar a diversidade e estrutura genética de Utricularia
longifolia com outras espécies ndo-ameacadas (Utricularia foliosa e Utricularia
breviscapa) porque a amplificacdo e sequenciamento dessas espécies apresentaram
maior dificuldade , resultando em sequéncias com baixa qualidade ou perda de
amplicons. Da mesma forma, ndo foram obtidas sequéncias para Utricularia

nigrescens uma vez que nao foram localizadas populacfes desta espécie no Estado
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de Séo Paulo, o que impediria a comparacdo com populacdes ndo-ameacadas da
mesma espécie. Adicionalmente, a escassez de tecido para extracdo de DNA,
devido ao reduzido tamanho da espécie, exige a otimizacdo dos métodos de
extracdo. Contudo, ser4d dado continuidade aos testes para obtencdo destas

sequéncias e utilizacdo em estudos futuros.
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APENDICE A — Descricdo detalhada dos ambientes em que
foram coletadas espécies de Utricularia (Lentibulariaceae)
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Mogi das Cruzes, Distrito de César de Souza, Bairro Rio Acima

As amostras foram coletadas em trecho da APA Varzea do Rio Tieté
localizado no Municipio de Mogi das Cruzes, distrito de César de Souza, bairro do
Rio Acima (Figura 22). Esta area acompanha o curso do Rio Tieté e foi dividida entre
as duas margens do rio, sendo um ponto de coleta situado na estrada do Afia Faca e
outro & margem da Rodovia Mogi-Salesopolis. As diferengas entre as duas areas
sdo notdrias uma vez que apenas uma esta conectada ao rio Tieté (junto a estrada
do Afia Faca), acompanhando o ciclo de suas aguas e recebendo dele diasporos e
matéria organica; na area proxima a rodovia Mogi-Salesopolis as lagoas sao
mantidas, provavelmente, apenas pelo regime de chuvas e possiveis afloramentos
do lencol freédtico. Além disso, as lagoas das duas areas diferem em tamanho e
qualidade da agua: na estrada do Afia Faca existem muitas lagoas maiores e com
aguas turvas, que se conectam durante os periodos de chuvas, embora a
distribuicdo dos individuos de Utricularia foliosa ndo seja continua, agregados em
cada lagoa; enquanto na area isolada proximo a Rodovia Mogi-Salesopolis,
Utricularia foliosa é encontrada em uma Unica lagoa, com dimensfes menores e
aguas mais claras.

Ambas as éareas pertenceram a Ceramica “Rio Acima”, que praticava a
extracdo de argila e producdo de tijolos no local; posteriormente a ceramica
abandonou a area e as cavas de extracdo formaram diversas lagoas permanentes
alimentadas pelo Rio Tieté. A data da desativacdo da Ceramica € incerta, no
entanto, através de relatos de moradores de Mogi das Cruzes, estima-se que tenha
sido em meados de 1970. Neste caso, a colonizacdo das lagoas pelas macréfitas
encontradas atualmente, incluindo Utricularia foliosa, teria ocorrido em
aproximadamente 40 anos. Tendo em conta o recente processo de colonizagédo de
Utricularia foliosa nas iniumeras lagoas desta area, e também considerando seu
rapido crescimento vegetativo e fragmentacdo dos estoldes, pode-se supor que a
estrutura populacional nesta area seja predominantemente clonal, com baixa

diversidade genética.
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Figura 22. Area onde foram coletadas amostras de Utricularia foliosa, em trecho da APA Varzea do
Rio Tieté, no Municipio de Mogi das Cruzes, Distrito de César de Souza, Bairro do Rio Acima,
proximo a Estrada do Afia Faca. No detalhe, inflorescéncia de U. foliosa (B), seguido de estoldo e
folhas com utriculos submersas na agua (C), e detalhe do dimorfismo dos utriculos (D). Fotos cedidas
por Miranda (2008).
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Poconé (MT), Fazenda Ypiranga, Pousada Piuval, préximo ao mirante

Poconé localiza-se ao sul do estado do Mato Grosso integrando a area do
Alto Pantanal. A area amostrada pertence a Fazenda Ypiranga — que nos autorizou
a entrada e coleta das amostras; trata-se de uma area alagavel por afluentes do rio
Paraguai, proxima a um mirante construido para a observagédo dos ninhais durante o
periodo de vazante do Pantanal (Figura 23). No local havia grande riqueza de
macréfitas ndo-carnivoras e, apesar de ser um ponto de visitacao turistica, ndo

apresentava detritos ao longo da trilha.

Figura 23: Ambiente de ocorréncia de Utricularia foliosa. Area de propriedade da fazenda Ypiranga,
Pousada Piuval, Poconé, MT. A: Vista panoramica do mirante para os ninhais no Pantanal mato-
grossense; B: area onde foram coletadas amostras de Utricularia foliosa; C: Flor de Utricularia foliosa;
D: individuo de Utricularia foliosa no ambiente.
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Poconé (MT), Estrada Transpantaneira, aproximadamente km 12

Area alagada proxima a entrada da fazenda Ypiranga, aproximadamente 1 km
antes do portal de entrada da estrada-parque Transpantaneira, a margem desta
mesma estrada de ambos os lados havia areas alagadas (Figura 24) onde foram
coletadas amostras de Utricularia foliosa. Estas areas alagadas sédo constantes a
margem da estrada, que foi aterrada para poder existir o transporte terrestre durante
os periodos de cheias do Pantanal.

Figura 24. Ambiente & margem da estrada Transpantaneira (Poconé: MT) onde foram coletadas
amostras de Utricularia foliosa. Setas indicam a localizagdo de alguns individuos entre as demais
macrdfitas.
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Santo Antonio do Leverger (MT)

O local de amostragem apresenta sazonalidade marcada uma vez que
permanece alagado durante o periodo de cheias do Pantanal e seca completamente

durante a vazante (Figuras 25: D e E).

Figura 25. Ambiente em Santo Anténio do Leverger (MT: Chacaras do Aricd) onde foram
encontradas, além de Utricularia foliosa, outras quatro espécies de Utricularia. A: Visdo geral do
Ambiente. B e C: Individuos de Utricularia foliosa muito menores do que normalmente € encontrado.
D e E: Mesma area durante a vazante do Pantanal (setembro) indicando forte sazonalidade no
ambiente. Crédito das imagens D e E: Ferramosca, 2008.
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Muitas espécies de Utricularia ocorrem em simpatria nesta area, tais como
Utricularia foliosa, Utricularia breviscapa, Utricularia hydrocarpa, Utricularia gibba,
Utricularia meyeri, e Utricularia biovularioides, sendo que as duas ultimas espécies
sé@o endémicas do Brasil Central.

E notéria diferenca do tamanho dos individuos entre este ponto (Figura 25: B
e C) e aqueles coletados em Mogi das Cruzes que chegam a apresentar estolées

com 5m de comprimento.

Mogi das Cruzes, Distrito de César de Souza, Bairro Rio Acima

As amostras foram coletadas em trecho da APA Varzea do Rio Tieté
localizado no Municipio de Mogi das Cruzes, Distrito de César de Souza, Bairro Rio
Acima. No entanto, s6 foram encontradas populacdes de Utricularia breviscapa em
duas lagoas interligadas (Figura 26), na area préoxima a estrada do Afia Faca. Como
descrito anteriormente, estas lagoas apresentam conexdo com o0 Rio Tieté,
recebendo deles 4gua e detritos organicos, o que confere a agua alta turbidez. Nao
foram observadas diferencas entre as populagbes das duas lagoas, tanto em
tamanho da populacdo quanto em caracteres morfologicos distinguiveis em campo;
em ambas asnlagoas o0s individuos se distribuem proximo a margem
simpatricamente com Utricularia foliosa e outras macrofitas ndo-carnivoras.

Considerando que U. breviscapa apresenta ciclo de vida anual, a sua
permanéncia no local se deve a producdo e manutencdo de banco de sementes; 0
presente estudo pretende verificar se esta caracteristica confere maior diversidade
genética a populacdo, porém, o resultado dependera da ocorréncia ou nao de
autogamia ou geitonogamia, que potencialmente reduziriam a variacdo genética na
populacdo entre as geragbes, assim como a producdo de sementes, como
observado por (Kameyama & Ohara 2006; Kameyama et al. 2005) para Utricularia

australis f. tenuicaulis.
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Figura 26. Area onde foram coletadas amostras de Utricularia breviscapa, em trecho da APA
Véarzea do Rio Tieté, no Municipio de Mogi das Cruzes, Distrito de César de Souza, Bairro do Rio
Acima, proximo a Estrada do Afia Faca. A: Imagem de uma das lagoas onde foram coletadas
amostras de Utricularia breviscapa, em trecho da APA Varzea do Rio Tieté, no Municipio de Mogi
das Cruzes, Distrito de César de Souza, Bairro do Rio Acima, préximo a Estrada do Afia Faca. B:
Inflorescéncia de U. breviscapa; C: folha com utriculos submersos na agua. Fotos cedidas por:

Miranda (A; 2008) e Cordeiro (B e C; 2008).
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Bananal (Serra da Bocaina: SP)

No Estado de S&o Paulo a espécie Utricularia longifolia tem distribuicao
restrita a Serra da Bocaina, conhecida por uma Unica populacdo localizada em
Bananal, a margem da rodovia SP-247 — também conhecida como Estrada do
Sertdo — que d& acesso a Estacdo Ecoldgica de Bananal e no passado também
fazia ligacdo com a Trilha do Ouro.

A Serra da Bocaina faz parte da histéria da colonizacdo do Brasil. A regido foi
primeiramente explorada pela caca, depois, pelo ouro e diamantes (has Entradas e
Bandeiras), servindo com suas trilhas para o transporte de produtos aos portos de
Paraty e Angra dos Reis. Estas trilhas mais tarde foram usadas para a entrada de
cana-de-acucar e café no Vale do Paraiba. Algumas delas foram alargadas e
receberam calcamento feito pelos escravos, para permitir o escoamento da
producdo ja em carretdes de tracdo animal. Hoje estas trilhas constituem o grande
atrativo deste Parque para o ecoturismo (IBAMA 2009). Em S&o Paulo, o Parque
abrange os Municipios de Areias, Cunha, Sdo José do Barreiro e Ubatuba, no
entanto, a Serra da Bocaina se estende ainda pelos municipios vizinhos como
Bananal e Silveiras (Figura 27).

A populagdo amostrada (Figura 28 e 29) foi encontrada a margem da estrada
de terra SP-247 em frente a cachoeira Sete Quedas, sobre uma rocha e associada
uma espessa camada de musgo (Sphagnum sp.; aproximadamente 10cm de
espessura). Os individuos apresentavam-se distribuidos de forma agregada e
sempre associada ao musgo. A comunidade vegetal na qual estava inserida a
populacdo de U. longifolia era constituida predominantemente de Cyperaceae,
Clusiaceae (Clusia sp.), Orchidaceae (Epidendrum cf. secundum Enum.) e
Lycopodiaceae (Lycopodium sp.).

Considerando o histérico de uso e ocupacdo da regido de Bananal e da
estrada onde a populacéo esta localizada, é impossivel estimar o periodo minimo do
estabelecimento de Utricularia longifolia. No entanto, é possivel que se trate de um
processo antigo, dado o histérico de abertura e uso da estrada, apesar do primeiro

registro desta espécie em Bananal ser datado de 1996.
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Figura 27. Localizagdo do Parque Nacional Serra da Bocaina. Fonte: < www.paraty.com.br/pnsb.htm>
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Figura 28. Ambiente no qual a populagéo de Utricularia longifolia se estabeleceu em Bananal, SP. A:
tamanho estimado da populacéo. B: vista oposta da populagéo.
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Figura 29. Detalhes da populacdo de Utricularia longifolia amostrada em Bananal, SP. A: visdo geral
do substrato. B: vista aproximada com setas sinalizando folhas e flores de Utricularia longifolia. C:
inflorescéncia da mesma espécie.
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Angra dos Reis (BR-101: RJ)

A populacdo de Utricularia longifolia foi localizada & margem da rodovia BR-
101, também conhecida como Rio-Santos, proxima (aproximadamente 100m) da
Usina Nuclear de Angra dos Reis (Figura 30 e 31). A obra de construcéo da estrada
BR-101 no trecho entre Ubatuba e Angra dos Reis foi realizada entre 1971-1973,
sendo considerada na época como rota de fuga estratégica para os moradores da
regido em caso de acidentes na Usina Nuclear, entdo, recentemente instalada
(Estradas 2009). Os individuos de U. longifolia se distribuiam de modo quase
homogéneo sobre um paredéo rochoso — que foi recortado, provavelmente, durante
a construcdo da estrada — coberto por algas e raizes de outras plantas que cresciam
no mesmo local. Dentre as populagbes observadas, esta foi a maior, com
aproximadamente 200m de extensao e 10m de altura.

Apesar de haver registros de coleta de Utricularia longifolia em Angra dos
Reis anteriores a construcdo da rodovia (e.g. Hoene, F.C., voucher n° IBt 17416:
1926; Brade, A.C.,voucher n° JBRJ_RB 72352: 1950) no local amostrado as
condicbes para o estabelecimento da populacdo, provavelmente, foram criadas
somente apds a abertura da estrada. Contudo, é possivel que populacdes proximas
tenham sido a origem de tais registros, assim como tenham contribuido com a
migracdo de diasporos para o estabelecimento da populacdo amostrada. De
qualquer modo, € impossivel afirmar com certeza quanto a historia desta populacéo

ja que as exsicatas antigas sao, frequentemente, vagas quanto ao local de coleta.
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Figura 30. Angra dos Reis (RJ), Rodovia BR-101: local de estabelecimento da populagdo de
Utricularia longifolia, individuos indicados pelas setas. A: vista da drenagem constante de agua. B:
parte da populacdo presa a rocha sobre substrato composto de algas e raizes. C e D: vista parcial da
populacéo.
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Figura 31. Angra dos Reis, RJ, BR-101. Detalhes da populacdo amostrada. A: vista lateral de uma flor
de Utricularia longifolia; B: detalhe de um individuo preso ao substrato de algas e raizes. C: folha de
U. longifolia crescendo na margem da rodovia.
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Rio de Janeiro (Parque Nacional Floresta da Tijuca, Paineiras: RJ)

Os registros historicos de Utricularia longifolia no Rio de Janeiro séo
abundantes desde 1915 até a década de 1960, periodo em que era encontrada no
Corcovado, Estrada do Redentor, Morro do Cabrito, Paineiras, Pedra das Flores e
Estrada da Vista Chinesa; tais localidades integram o Parque Nacional Floresta da
Tijuca. Registros recentes desta espécie sdo escassos no Rio de Janeiro,
motivo pelo qual Utricularia longifolia foi incluida no guia de espécies ameacadas de
extincdo da cidade do Rio de Janeiro como “Criticamente em Perigo” (SMMA/RJ
2009).

Figura 32. Rio de Janeiro, RJ, Floresta da Tijuca. Pareddo rochoso onde foram coletadas amostras da
populagédo de Utricularia longifolia, estéril, simpatrica a U. nephrophylla (detalhe). (Crédito: Menezes &
Clivati, 2008)
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Foi realizada expedicéo a Floresta da Tijuca em duas localidades: Paineiras e
Estrada da Vista Chinesa; apenas uma populacédo foi encontrada em Paineiras sobre
pareddo rochoso muito Umido e com substrato semelhante ao encontrado em Angra
dos Reis, no entanto, com vegetacdo mais densa; toda a populacdo estava estéril.
Sobre 0 mesmo paredéo foi encontrada U. nephrophylla, crescendo simpatricamente

a U. longifolia (Figura 32).

Chapada dos Guimaréaes (MT)

Em maio de 2009 foi realizada uma expedicdo de coleta no Mato Grosso
sendo localizada uma populagdo de Utricularia nigrescens crescendo sobre uma
lage de arenito sobre substrato Umido e simpatrica a Utricularia pusilla, U.
tenuicaulis, U. triloba e Genlisea filiformis. Esta area localiza-se a margem da
estrada Cuiaba-Chapada dos Guimarées a altura do km 50, proximo a Cachoeira da
Mata e ao Rio Congonhas, duas localidades utilizadas pelos moradores da regiéo
como areas de recreacdo, sendo observado no local residuos plasticos e outros
deixados pelos frequentadores.

A lage de arenito (Figura 33: A e B) apresentava uma extensédo de
aproximadamente 50m e as espécies citadas apresentavam-se distribuidas ao longo
de toda extensdo, porém com maior concentracdo nas duas extremidades, sendo
que por este motivo foram coletados individuos nas extremidades da lage e
anotadas suas coordenadas e altitude. Em campo observou-se Utricularia
nigrescens e Utricularia pusilla crescendo simpatricamente (Figuras 33: C), porém,
esta identificacdo foi posteriormente confirmada em laboratorio, através de
observacdo em microscopio estereoscopico, separando os através da presenca (U.
pusilla) ou auséncia (U. nigrescens) de um botéo floral abortado alternando-se aos
botbes e/ou flores desenvolvidas, sendo este um dos caracteres utilizados por Taylor

(1988) para separar ambas espécies.
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Figura 33. Chapada dos Guimardes, MT. Ambiente onde estabeleceram-se popula¢cdes de Genlisea
filiformis e Utricularia, incluindo Utricularia nigrescens e Utricularia pusilla. A e B: lage de arenito com
substrato Umido colonizada por Utricularia spp. e Genlisea filiformis. C: Comparacéo entre Utricularia
nigrescens (circulada em vermelho) e Utricularia pusilla (circulada em preto). D: Flor de Utricularia
nigrescens. E: Flor de Utricularia pusilla.
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Além de ser uma espécie herbacea de pequeno porte (5-15 cm) e muito
delicada — fatores que provavelmente estejam relacionados ao seu registro pobre em
herbarios, bem como a preservacdo adequada dos espécimes — Utricularia
nigrescens € comumente confundida com outras duas espécies: Utricularia pusilla e
U. triloba, todas arranjadas na secédo Setiscapella (Taylor, 1989). Dentre 0s registros
recentes desta espécie em Sdo Paulo estdo duas coletas em Itararé (Rivadavia,
F.L., voucher n° IBt 337167:1993 e SPF103819:1995) e apenas uma em Guara
(Harley, R.M. et al., voucher n° SPF 132393:1997).

Foi realizada uma expedicdo de coleta em dezembro de 2008 (inicio do
periodo de floracdo de U. nigrescens) para Itararé, e localizada a populag&o original
das coletas de Rivadavia. No entanto, a identificacdo estava incorreta e a populacao
encontrada, na verdade, tratava-se de Utricularia pusilla (Figura 34). A exsicata da
coleta de Rivadavia em Itararé foi novamente observada e as caracteristicas
conferiam com Utricularia pusilla (Taylor, 1989), sdo elas: sépalas de tamanho
desigual, escamas lanceoladas a triangulares e folhas espatuladas, com limbo
obovado a eliptico. De fato, € provavel que Utricularia nigrescens seja tanto
negligenciada em coletas quanto identificada erroneamente, devido as dificuldades
com a circunscricdo da espécie e de observacdo em campo dos caracteres
diagnosticos.

Na exsicata de Harley R.M. et al. esta registrada as coordenadas geograficas
do ponto de coleta de Utricularia nigrescens, sendo também este o registro mais
recente — aproximadamente 10 anos — desta espécie no estado de Sao Paulo. Por
estas razdes, no més de marco de 2009 foi realizada uma expedicdo de coleta em
busca da localidade registrada e, em trés dias de busca, ndo foi possivel localizar
populacdes de Utricularia nigrescens. A area foi ocupada devido ao crescimento da
cultura da cana-de-agucar na regido em torno de Ribeirdo Preto. Foram percorridos
aproximadamente 200km em torno do ponto registrado por Harley R.M. et al. em
busca de ambiente propicio ao crescimento de Utricularia, no entanto, ndo obteve-se

éxito.
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Figura 34. Utricularia pusilla encontrada em Itararé (SP), na localidade registrada na exsicata de
Rivadavia (1993; 1995) para U. nigrescens. Fotos cedidas por Miranda (2008).
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