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RESUMO

A Egeria najas € uma espécie aguética
submersa nativa da bacia hidrogréfica do rio
Parand. Com o represamento das &guas do rio para
geracdo de energia elétrica a espécie tem mudado
seu comportamento de colonizacdo dos leitos dos
rios e ocorrido em grandes macigos dentro da
represa de Jupid e rios afluentes. Essa planta tem
causado problemas por obstruir a passagem de
agua para as turbinas de geracdo de energia
elétrica. Coletas de material vegetativo foram
realizadas na represa e afluentes do rio Parana para
andlise da variabilidade isoenzimatica e de DNA.
A andlise isoenzimética mostrou haver somente

guatro classes de diferentes biotipos. No entanto,
utilizando-se o0s procedimentos de RAPD,
observou-se que a espécie possui  grande
variabilidade genética. O represamento das aguas
também estd permitindo o acumulo de
variabilidade no local e promovendo um aumento
de \variabilidade por meio de possives
cruzamentos entre genétipos diferentes. Os
resultados também possibilitaram inferir sobre as
possivels rotas de migracdo de materia genético
para colonizagdo da represa e rios afluentes.

Palavras chaves: Planta daninha,
isoenzimas, planta aquatica.

ABSTRACT

Genetic characterization of Egeria najas presented in the Jupia Lake and its tributaries

The submerged aquatic species Egeria
najas occurs naturaly in the Parana River Basin -
Brazil. Several lakes have been constructed by
CESP - Centrais Elétricas do Estado de S&o Paulo
S.A. intheriver basin, changing the ecology of the
region. The species have adtered their
establishment strategy, and now grows in large,
dense populations on the floor of Jupia Lake and
its tributaries. This has had a negative impact on
electricity generation as the branches of these
species routinely block the hydroelectric turbines.
We used genetic markers to study the pattern of
genetic diversity in the species using plant
material collected along Jupia Lake and the Parana
River Tributaries. 1soenzymes have shown four

different biotypes, however, the RAPD technique
has demonstrated greater genetic variability
among individuals. The creation of Jupia Lake has
resulted in an increase in genetic variahility
probably by migration of large amount of seeds
and vegetative branches. These materials are
increasing the genetic diversity in populations in
the lake by favoring outcrossing among different
genotypes. Results also present a possible
understanding of Egeria najas genotype
migrations in populationsin the Jupia Lake and its
tributaries.

Key words: Weed, isoenzymes, aquatic
weeds
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INTRODUCAO

O potencia hidroelétrico brasileiro € um
dos maiores do mundo. Das indmeras bacias
hidrogréficas existentes no pais, a do Rio Parana
destacase como uma das mais importantes, pela
sua posi¢do e volume hidraulico.

Com 0 aumento do consumo de energia
elétrica, especialmente na regido sudeste foram
implantadas vé&rias usinas hidrelétricas. Tais
procedimentos causaram consideraveis mudancas
ambientais, em funcdo da criac8o de extensos lagos
formados pelo represamento de agua, aterando as
condi¢gBes microcliméticas e das espécies locais.
Dentre as espécies com  comportamento
modificado esta a planta aquética submersa Egeria
najas que se beneficiou da nova situagdo e se
multiplicou desordenadamente em lagos artificiais,
causando sérios problemas econbmicos e
ecoldgicos.

A espécie E. najas, nativa da bacia
hidrogréfica do rio Parand, esteve presente desde
0S primeiros anos apds a construcdo do
reservatorio de Jupid, mas tornou-se problema
somente apds a construcdo da usina hidroelétrica
de Trés Irméos, no rio Tieté, um de seus mais
importantes afluentes. Com o fechamento da
barragem para formagéo do lago, interrompeu-se o
fluxo de &gua do rio por um extenso periodo,
permitindo que a espécie se estabelecesse
ocupando boa parte do fundo do rio.

A E. nagjas é uma planta didica e
morfologicamente muito parecida com as outras
Hydrocaritaceae, como por exemplo a Elodea
densa, Egeria densa e a Hydrilla verticilatta, esta
ultima com grande presenca nos reservatorios dos
Estados Unidos (Kissmann, 1991).

A caracterizac8o de populagdes de plantas
€ de extrema importancia para estabelecer
controles apropriados, minimizar custos e garantir
repetitividade dos resultados em campo. Técnicas
de eletroforese tem sido utilizadas para se conhecer
as relagdes genéticas entre populactes e espédes
de plantas aquéticas e de outros organismos (Wain
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et al., 1985). As isoenzimas permitem estudar
geneticamente diferentes populagbes e reaizar
comparagoes entre elas (Hedrick, 1971; Nei, 1972;
Rogers, 1972; Nei, 1978). A técnica mostra-se de
grande valor quando combinada com outros tipos
de dados morfolégicos e bioquimicos para
identificar e marcar grupos sistematicos distintos.
Em plantas aguéticas, poucas variaches
isoenziméticas  intraespecificas tem  sido
observadas, sendo que as maiores variagOes tem
ocorrido entre espécies (Wain et al, 1985).

Raros séo os trabal hos sobre caracterizacdo
molecular de plantas aguéticas. Verkleij et a
(1983), um dos poucos pesquisadores na area,
realizaram estudos sobre a variabilidade genética
de 28 populacbes de Hydrilla verticilata (L. F.)
Royle coletadas no Paquistdo, India, Malasia,
Indonésia, Nova Zelandia, Estados Unidos,
Panama e Pol6nia. Morfol ogicamente encontraram
diferencas nos tamanhos e inser¢des das folhas no
caule. Os autores estudaram 18 sistemas
isoenzimaticos ndo encontrando variabilidade
genética em trés deles. Aconitase, Fumarase e
Glucose desidrogenase. Observaram grande
variabilidade entre populagdes, porém nos
reservatérios dos Estados Unidos, n&o ocorreram
diferencas nos padrBes morfolégicos e
isoenziméticos, indicando serem oriundas da
colonizacdo vegetativa de um Unico clone de
Hydrilla.

Padrbes de eletroforese de proteinas totais,
através da desnaturagdo das mesmas com SDS
(Dodecil Sulfato de Sodio), de biotipos de Hydrilla
verticilata foram obtidas por Ryan (1988), que
observou bandas com diferentes pesos moleculares
entre os hiotipos utilizados. Observou também
diferentes padrdes de proteinas entre el es.

Less (1991) estudou 12 populagbes de
Ceratophyllum demersum e de Ceratophyllum
echinatum, em Wisconsin, por meio de isoenzimas
para quantificar a variabilidade genética. O autor
utilizou 10 sistemas isoenziméticos que foram:
ALD, AAT, GDH, PGI, TPI, IDH, MDH, 6-
PGDH, PGM e SKDH. Os resultados mostraram
que as populagdes apresentavam baixos niveis de
recombinacdo sexual, baixos niveis de variagéo e
endogamia. O monoicismo em Ceratophyllum
pode estar relacionado a fatores evolucionario
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historicos, entretanto a propagacdo vegetativa tém
uma grande influéncia na estrutura genética das
popul acoes.

A espécie do presente estudo possui
poucas informagdes sobre morfologia e biologia, e
estudos moleculares podem possibilitar melhor
entendimento sobre 0 seu comportamento.
Portanto, o objetivo desse trabalho foi estudar a
variabilidade genética das populacBes de Egeria
najas narepresa de Jupia e rios afluentes, por meio
de isoenzimas e RAPD.

MATERIAL E METODOS
Coleta de plantas
Amostraram-se treze locais de coleta,

distribuidos aleatériamente na represa de Jupid, no
rio Tieté, no cana de PereiraBarretosenorio S&o

José dos Dourados, onde as plantas estavam
presentes. Os locais de coletas estdo plotados no
mapada Figura 1.

Para cada ponto de coleta, procurou-se
colher 7 sub-amostas distanciadas a 200 m umas
das outras, perfazendo um total de 46 plantas (sub-
amostras). Os pontos foram  distribuidos
aleatoriamente em relacdo a &ea dfetada e
recebendo numeracao prévia.

Os locais de coleta e nUmero de pontos de
coleta sG0 apresentados na Tabela 1. As plantas
foram conduzidas ao laboratério do Departamento
de Agricultura e Melhoramento Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas da UNESP -
Campus de Botucatu, onde foram colocadas em
provetas previamente identificadas, em presenca de
solucdo nutritiva, para garantir melhor crescimento
e condighes ideais para extracdo de DNA e de
enzimas para el etroforese.

TABELA 1. Locais de coleta de material vegetativo e nlmero de amostas coletadas no reservatério de
Jupia, norio Tieté, no canal de PereiraBarretos e no rio Sdo José dos Dourados.

Local de Coleta

n® do ponto de coleta

n® de sub-amostra por
ponto de coleta

-rioTieté 01
02
04

- reservatorio de Jupia 05
06
07
08
- canal de Per. Barretos 09

- rio S.José dos Dourados 10
11

12
13

N

P N~NRP NNONO R e

TOTAL DE INDIVIDUOS COLETADOS

46 plantas

Isoenzimas
A extracdo das enzimas foi feita segundo

os procedimentos de Verkleij (1983). Utilizou-se
uma grama de tecido fresco de limbos fdiares de
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ramos cultivados em solucdo nutritiva, com luz e
temperatura controladas.

Foram utilizados géis de penetrose de
milho a 12% de concentracdo, adaptando
metodologia apresentada por Alfenas et al (1991).
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Testaram-se trés solucBes gel / eletrodo
descritas por Cheliak e Pitel (1984), e Ballve et a
(1991).

Dezessete foram os sistemas enzimaticos
testados (Catalase, CAT E. C. 1.11.1.6; Glutamato
desidrogenase, GDH - E.C.14.1.3; 6-
Fosfogluconato desidrogenase, 6PGDH - E.C.
1.1.1.44; Glucose-6-fosfato desidrogenase,
G6PDH - E.C. 1.1.1.49; Peroxidase, PO - E. C.
1.11.1.7; Glutamato-piruvato transaminase, GPT -
E. C. 26.2.2; Glutamato-piruvato transaminase,
GPT- E. C. 2.6.2.2; Aspartato aminotransferase,
AAT - E. C. 2. 6. 1. 1, Isocitrato desidrogenase,
IDH - E. C. 1.1.1.42; Leucina aminopeptidase,
LAP-E. C. 3.4.11.1; Malato desidrogenase, MDH
- E. C. 1.1.1.37; Polifenoloxidase, PPO - E. C.
1.14.18.1; Xiquimato desidrogenase, SKDH - E. C.
1.1.1.25; Fosfoglucose isomerase, PGl - E. C.
5.3.1.9; Fosfoglucomutase, PGM - E. C. 2.7.5.1;
Fosfatase &cida, ACP - E. C. 3.1.3.2; a — Esterase,
o- ESTE.C.3.1.1.1 e B — Esterase, B- EST E. C.
3111

RAPD

Com base nos resultados de isoenzimas
foram escolhidas as plantas que foram submetidas
aos procedimentos de RAPD. A técnica de RAPD
empregada foi baseada no protocolo de Williams et
al. (1990) e modificada por Grattapaglia &
Sederoff (1994).

Os dados foram analisados por presenca e
auséncia de bandas utilizando-se o software
POPGENE version 1.20 de Yeh et al (1997).
Matrizes de distancia genética foram obtidas
utilizando-se 0 método de andlise de grupamento
UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic  Averages de  Rohlf,  1992).
Dendrogramas foram utilizados para observar a
distancia genética entre as plantas analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Coleta de Material

Inicialmente intensionou-se redizar treze
locais de coletas, no entanto, nem todos os locais
possuiam populagdes de E. najas. Esta foi a razéo
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de se coletarem diferentes nimeros de sub-
amostras nos diferentes pontos de coleta de
material. Originalmente, aém destes locais
estudados plangjou-se coletar também no rio
Sucurui. A expedicdo de coleta percorreu grande
parte do rio e de seus afluentes durante um dia todo
de barco, ndo encontrando nenhuma colbnia da
espécie. Observaram-se apenas, raros ramos
vegetais flutuando e préximos a represa de Jupia.
Provavelmente, os ramos tenham vindo por meio
do refluxo das aguas da represa, fato que
normalmente ocorre proximo afoz.

Nas margens da represa e rios, com fluxo
lento das aguas, ou com &guas praticamente
paradas, as colbnias de Egeria najas aparecem, na
grande maioria das vezes, em grandes macicos
vegetais. NO entanto, em locais de correntezas
d'agua aparecem com menor frequéncia. No
segmento do rio Tieté, abaixo da represa de Trés
Irm&os, a colonizagdo da espécie é extremamente
intensa, inclusive em locais de grande correnteza
de &gua.

Analises isoenzimaticas

Dos dezessete sistemas isoenziméticos
testados, foram escolhidas as isoenzimas MDH,
IDH, SKDH, ACP e AAT, que apresentaram
polimorfismo alélico. Estes sistemas apresentaram
0Ss seguintes padrbes isoenziméticos como se
observanaTabela 2.

Nas andlises isoenziméticas de MDH,
IDH, SKDH, ACP e AAT foram encontrados
somente dois padrdes distintos de bandas, que
diferenciaram os materiais genéticos. A Tabela 3
apresenta 0os pontos de coleta e os padrfes de
bandasisoenzimaticas (1 e2) paraas E. najas.

Os padroes isoenziméticos obtidos no
presente trabalho separaram os individuos em
quatro classes distintas. Os padrfes de isoenzimas
pouco discriminaram diferencas entre eles.
Poder-se-ia concluir, entdo, por meio destes
resultados, que pouca variabilidade genética estaria
ocorrendo nas populagbes estudadas. Entretanto,
para comprovar estes resultados, utilizou-se
também os procedimentos de eletroforese de DNA
(a técnica de RAPD). Em certos casos, as
isoenzimas sdo ferramentas limitadas para
discriminar diferengas entre individuos.
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TABELA 2. Diferentes padrfes isoenziméticos encontrados para os cinco sistemas testados.

Sistemaisoenzimético N® de bandas
Padrao 01 Padrao 02
MDH 02 03
IDH 02 01
SKDH 01 01
ACP 02 04
AAT 04* 04*
Observagdo: * bandas em posicoes diferentes.
TABELA 3. Padrfes isoenziméticos de Egeria najas € locais de coleta.
LOCAL DE COLETA* PADRAO
Mdh Idh Skd Acp Aat
81e8-2 1 1 1 1 1
1-4el-7 1 1 1 2 2
45,7-1a7-4e7-7 1 2 1 2 2
51,53a5-7,6-1a6-7,81,91a9-7, 10-1,11-1a1l- 2 2 1 2 2

7,12-1a12-7, 2-6

*Local-Subamostra ( exemplo: 1-7 significalocal 1 e sub-amostra 7).

Analises RAPD

Foram testados 38 “primers’ dos quais, a
grande maioria apresentou produto de amplificagdo
e outros ndo apresentaram clareza de resolucgéo
paraavaliagéo das bandas. Seis “ primers Operon” (
Ji, J11, J17, P1, P16 e P17 ) que mostraram boa
resolucdo e polimorfismo foram selecionados para
0 presente estudo.

A Figura 2 mostra uma foto com alguns
“primers’ estudados.

Analise Biométrica

Para andlise mas completa da
variabilidade das populagbes de E. najas,
utilizaram-se somente os dados de RAPD. A
Figura 3 apresenta o dendrograma de distancias
genéticas dos 46 individuos avaliados, em
conjunto, por 75 diferentes bandas polimorficas de
RAPD.
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Na andlise de grupamento observou-se que
a E. najas possui variabilidade genética, mostrando
gque as populacbes sdo formadas por diversos
gendtipos com peguenas diferencgas genéticas entre
plantas.

Os individuos foram separados por
distancias genéticas inferiores a 0,24, ou sga,
possuem similaridades genéticas superiores a 0,76.

A similaridade também foi grande entre o
material colhido no rio Sd0 José dos Dourados
(superior a0,90).

O dendrograma de disténcias genéticas
divide as plantas em dois grupos distintos. Um
grupo é composto por plantas colhidas no canal de
Pereira Barretos (local 9), no rio Sdo José dos
Dourados (locais 10, 11 e 12) e narepresade Jupia
(locais 7 e 8). O local de coletan® 7 esta acima da
entrada do rio Tiéte, tendo possibilidade do local
ter sido colonizado a partir de populagdes do Rio
S0 José dos Dourados. O outro grupo no
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dendrograma de distancias de Nei é formado por
plantas coletadas no rio Tiéte (locais 1, 2 e 4) e na
represa de Jupia (locais 5, 6 e outra coleta do local
8). Os locais 5 e 6 estéo acima da entrada do rio
Tiéte narepresade Jupia e podem ter origens a
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FIGURA 2. Foto com diferentes“ primers’ testados.

Foram analisadas duas sub-amostras de E.
najas no local 1 do rio Tieté, que foram retiradas a
uma disténcia aproximadade 800 m uma da outra
e o indice de similaridade mostrou serem materiais
do mesmo clone, demonstrando a possibilidade de
existéncia de grandes colbnias formadas por via
vegetativa.

A variabilidade genética observada nas
populacfes estudadas pode ser originaria de
propagacdo sexuada entre individuos convivendo
nos reservatorios, €/ou oriunda de materia
vegetativo varidvel, de diferentes origens dos
afluentes da bacia do rio Parana. Segundo
Kissmann (1991) a dispersdo de Egeria por
sementes é minima, e por esta razdo supde-se que a
maior fonte de variabilidade nos reservatorios sdo
oriundos de material vegetativo migrante a represa.
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A maioria dos estudos sobre plantas
aquaticas encontrados na literatura referem-se a
grandes popul agdes de plantas exdticas, originarias
de um ou de poucos gendtipos, que se alastraram
em determinados ambientes. A variabilidade
normalmente é peguena ou nula entre individuos,
como foi citado por Verkleij et a (1983), com a
espécie Hydrilla verticilata em lagos artificiais nos
Estados Unidos. No entanto, o reservatério de
Jupia est4 acumulando plantas de E. najas que é
nativa da bacia do rio Parana. O reservatorio esté
possibilitando o represamento de variabilidade
genética que tem migrado ao ambiente,
principalmente via propagagdo vegetativa,
carregadas pelo fluxo das &guas.

Em condicoes naturais, dificilmente
plantas do sexo masculino e do sexo feminino
ocorrem fisicamente préximos. Isto dificulta a
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polinizacdo que é preferencialmente realizada por
insetos (Kissmann, 1991). No entanto, com esta
nova sSituacdo ambiental, de ata densidade
populacional, facilitou a propagacdo sexuada,
possibilitando 0 aumento da variabilidade genética
das populagbes de Egeria najas.

O estudo apresentou resultados bésicos,
Uteis para os procedimentos de controles quimico e
biolégico. A variabilidade genética existente nas
populacdes de Egeria najas deve ser considerada
nas metodologias de manejo e controle dessa
espécie.

FIGURA 3. Dendrograma de distancia genética de Nei (1972) a partir do méodo UPGMA, agrupando
os diferentes materiais vegetativos estudados de E. najas.
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