VARIABILIDADE GENETICA DE ACESSOS DE AGUAPE COLETADOS NO
EsTADO DE SA0 PAULO?!

Genetic Variability of Waterhyacinth Accesses Collected in SAo Paulo Sate Reservoirs
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RESUMO - No presente trabalho foram coletados acessos de Eichhornia crassipes (aguapé)
nos reservatorios das hidrelétricas de Barra Bonita, Bariri, Trés Irméaos, llha Solteira, Salto
Grande, Promissao, Ibitinga, Nova Avanhandava, Mogi-Guacgu, Euclides da Cunha, Jaguari,
Jurumirim, Jupia, Paraibuna e Porto Primavera, do Estado de Sao Paulo. Estes acessos
foram submetidos a um estudo de variabilidade genética por meio de RAPD. Os “primers”
utilizados foram OP X02, OP X07, OP X11 e OP P10 (TTCCGCCACC, GAGCGAGGCT,
GGAGCCTCAG, TCCCGCCTAG, respectivamente). Dentre os acessos coletados e analisados,
21 apresentaram indice de identidade genética acima de 0,90. O dendrograma gerado com
dados entre populacdes revelou forte coeréncia com a distribuigéo geogréafica dos reservatorios
gue continham as plantas de aguapé. A variabilidade genética encontrada entre os acessos
coletados nos diferentes reservatorios estudados foi elevada, considerando que a principal
via de reproducao dessa espécie é a vegetativa.
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ABSTRACT - Accesses of Eichhornia crassipes (waterhyacinth) were collected in hydroelectric
reservoirs from fifteen power plants: Barra Bonita, Bariri, Trés Irmaos, llha Solteira, Salto Grande,
Promissao, Ibitinga, Nova Avanhandava, Mogi-GuacU, Euclides da Cunha, Jaguari, Jurumirim,
Jupid, Paraibuna and Porto Primavera in the state of Sdo Paulo. The genetic variability of these
accesses was studied by RAPD, and the primers used were OP X02, OP X07, OP X11, OP P10.
Among the accesses collected and analyzed, 21 presented an index of genetic identity above
0.90. The dendrogram generated by the data between populations was correlated with the
geographic distribution of waterhyacinth plant reservoirs. Although waterhyacinth dispersion is
via vegetative propagation a high genetic variability among the collected accesses was observed.
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INTRODUCAO plantas aquaticas presentes no ambiente.
Muitos sdo os danos gerados nessas situacdes
extremas. Do ponto de vista ambiental, algu-
mas espécies de crescimento rapido podem
suprimir outras menos agressivas, desejaveis

para manutencéao da diversidade, ou modificar

A eutrofizacdo de corpos hidricos no Brasil
é geralmente causada pelo lancamento de
dejetos dos grandes centros urbanos ou pelo
carreamento de fertilizantes utilizados na

agricultura. Esse processo fornece condicdes
nutricionais favoraveis para que ocorra desen-
volvimento desordenado das espécies de

negativamente algumas caracteristicas fisicas
da 4gua. Dentre os relevantes impactos sociais
pode-se citar o acumulo de lixo, que serve de
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habitat para insetos vetores de doencas huma-
nas, além de imprimir prejuizos as atividades
de navegacéo, pesca e geracdo de energia
elétrica.

Das plantas emergentes flutuantes livres,
0 aguapé (Eichhornia crassipes) é considerado
uma das espécies mais importantes como
planta daninha, devido a sua capacidade de
reproducéo e crescimento (Swarbrick, 1981).
Verdadeiras ilhas de plantas de aguapé chegam
até as grades de captacédo de agua de usinas
hidrelétricas, rompendo-as e interrompendo o
funcionamento das turbinas. Os possiveis
danos a essa atividade e aquelas ligadas ao
bem-estar social, como pratica de esportes
nauticos e pesca, traduzem a necessidade de
estudos que esclarecam questdes relacionadas
ao manejo das plantas daninhas aquaticas.

Em razdo da crescente importancia das
plantas daninhas aquéaticas, a biologia mole-
cular vem se tornando uma importante ferra-
menta para o seu conhecimento. Pesquisas
sobre variabilidade genética com o uso de
marcadores moleculares em plantas permitem
avaliar sua origem e dispersdo. Ryan (1993a)
usou “primer” G17 (sequéncia: 5’ACG-ACC-
GACAZ3’) e 0 método de RAPD para caracterizar
biotipos mondicos e didicos de Hydrilla
verticillata (L.F.) Royle e verificou que o “primer”
G17 foi capaz de distinguir dois biotipos das
populacdes estudadas. Em outro trabalho, esse
mesmo pesquisador, usando a técnica de
RAPD, constatou que as plantas de Hydrilla
verticillata encontradas em Tulare, EUA, eram
similares ao biotipo monodico da cole¢cdo do
Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos e eram distintas do biotipo didico (Ryan,
1993b).

Em outro trabalho, Weiss (1997) comparou
a variabilidade genética entre acessos de Egeria
densa coletados na Califérnia e de outras locali-
dades. O pesquisador procurou elucidar a origem
da introducdo dessas plantas na América do
Norte, uma vez que elas n&o produzem semen-
tes e sado difundidas por fragmentacéo, além
de ndo apresentarem nenhuma parte da raiz
viavel e capaz de produzir uma nova planta.
Com base no dendrograma criado com dados
das andlises de RAPD, concluiu-se que a Elodea
canadensis era geneticamente diferente da
Egeria densa. Acessos coletados na Nova
Zelandia pareceram ser geneticamente isolados
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quando comparados com a Egeria densa da
regido da Califérnia. Plantas da regiao e de lojas
de aquaério locais e da Carolina do Norte apre-
sentaram pequenas varia¢des. Em virtude des-
sa diferenca entre as plantas e da incapacidade
de a Egeria densa reproduzir-se sexuadamente,
0 pesquisador concluiu que foram provavel-
mente introduzidas da mesma populacéo
oriunda da América do Sul, além de se observar
que as plantas da Nova Zelandia sdo genetica-
mente isoladas e que foram introduzidas de
uma diferente populacdo nativa da América do
Sul. O pesquisador sugeriu, ainda, que a proxi-
ma etapa do trabalho seria fazer um estudo da
variabilidade genética das plantas Egeria densa
da América do Sul.

O presente trabalho teve por objetivo deter-
minar a possivel existéncia de variabilidade
genética de plantas de aguapé em diferentes
reservatorios de producao de energia elétrica
do Estado de Séo Paulo.

MATERIAL E METODOS

Foram amostrados, devido a diferenca de
infestacdo, no maximo 16 pontos de coleta em
cada reservatério de hidrelétricas do Estado
de Séo Paulo. Os locais de coleta e nUmeros de
pontos coletados foram: Barra Bonita (BAB) 15,
Bariri (BAR) 15, Trés irméos (TRI) 09; Ilha
Solteira (ILS) 13, Salto Grande (SAG) 15,
Promissdo (PRO) 12, lbitinga (IBI) 14, Nova
Avanhandava (NAV) 13, Mogi-Guacu (MOG) 15,
Euclides da Cunha (EUC) 16, Jaguari (JAG) 16,
Jurumirim (JUR) 16, Jupia (JUP) 16, Paraibuna
(PAR) 09 e Porto Primavera (PPR) 16. Foram
amostrados no maximo 16 pontos de coleta,
em virtude da diferenca de infestagcdo entre os
reservatérios. Em cada ponto, que representa
uma planta, foram anotadas as coordenadas
geograficas por meio de GPS portatil.

Pode-se observar, na Figura 1, a represen-
tacdo do mapa do Estado de S&o Paulo com os
reservatorios percorridos. Nota-se que todas as
bacias hidrograficas do Estado foram contem-
pladas com campanhas de coleta.

Apoés as coletas a campo dos acessos, estes
foram acondicionados em caixas d’agua na area
experimental do Ndcleo de Pesquisas Avancadas
em Matologia (NUPAM), ligado ao Departamento
de Producéo Vegetal da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, UNESP, campus de Botucatu-SP.
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Variabilidade genética de acessos de aguapé coletados ...

Figura 1 - Reservatorios do Estado de S&o Paulo percorridos para coleta de plantas de aguapé, 1998/99.

Cada caixa foi dividida por placas de isopor
em quatro partes, para comportar quatro plan-
tas previamente identificadas com etiquetas.
As plantas foram dispostas seguindo a sequén-
cia de ordem de coleta.

Parte do material vegetal de folhas jovens
foi submetido a extracdo de DNA nuclear
segundo Lodhi et al. (1994), para analisar a
variabilidade genética entre os possiveis aces-
sos de aguapé coletados. Utilizou-se a técnica
de RAPD com base no protocolo de Williams
et al. (1990).

As reacfes foram amplificadas utilizando-
se 0s “primers” da operon X02 (TTCCGCCACC),
X07 (GAGCGAGGCT), X11 (GGAGCCTCAG), P
10 (TCCCGCCTAG), em termociclador PTC-100
da MJ Research, Inc. As amostras foram cor-
ridas em gel de agarose 1,5% a 110V por trés
horas. Utilizaram-se 12 puL de Ladder 100 pb
como marcador e 4 uL de tampéo de carrega-
mento como corante, para permitir visualizacdo
no “Eagle Eye II”.

As analises foram realizadas no programa
computacional POPGENE 32.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os padrdes de bandas gerados pelas reacfes
de RAPD foram nitidos e produziram bandas
de média a boa intensidade. Os quatro “primers”
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utilizados permitiram boa amplificacdo de
todas as amostras e demonstraram a existéncia
de variabilidade genética entre as populacdes,
produzindo bandas polimérficas. Na Figura 2
esta apresentado o padrao obtido com o “primer”
X 07, o qual permite a visualizacdo das bandas
de amostras referentes aos reservatorios de
BAR, SAG, BAB e JAG.

Esse resultado contrapde-se ao de Wain &
Martin (1980), citados por Wain et al. (1985),
ao concluirem que, apesar de no estado da
Flérida existirem plantas de aguapé de trés
formas de crescimento diferentes, as plantas
eram geneticamente indistinguiveis. Portanto,
a andlise de 14 zonas de atividade enziméatica
utilizada por estes autores foi menos eficiente
que RAPD para detectar variabilidade genética
entre plantas de aguapé.

Dos quatro “primers” utilizados, foram
escoradas 16 bandas consideradas fidedignas
e reproduziveis. Na Tabela 1 constam o nimero
e a percentagem de locos polimdérficos para
cada reservatério onde foram coletadas as
amostras. A média de nimero de locos polimor-
ficos por “primer” foi de 7, variando desde 1 em
Paraibuna a 12 em Bariri.

Dependendo do reservatério, a percen-
tagem de polimorfismo né&o foi grande, apesar
de o numero de locos ter sido relativamente
alto. Analisando o numero de locos polimérficos
de todas as populacdes, 0s reservatérios de
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Barra Bonita e Paraibuna apresentaram per-
centagem baixa, indicando que essas popula-
¢Oes foram comparativamente menos variaveis
que as demais.

A variabilidade genética revelada pela
andlise de dados dos marcadores RAPD foi
muito coerente com a distribuicdo geografica
dos reservatérios nos quais foram coletadas as
plantas e considerada alta para o aguapé, uma
vez que essa planta aquatica é originaria da
América do Sul e se multiplica principalmente
por reproducéo vegetativa, apesar de eventual
reproducdo por sementes. Na Figura 3 esta
representado o dendrograma de distancia
genética construido com dados calculados com
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base em Nei (1972), obtidos pelo coeficiente de
similaridade simple matching. Dois grupos
foram formados. Do primeiro grupo, os reserva-
térios de Bariri e Ibitinga sdo os que possuem
material mais préoximo geneticamente, com
indice de identidade genética igual a 0,9637;
ressalta-se que os reservatorios de Bariri,
Ibitinga, Promisséo, Nova Avanhandava e Jupia
localizam-se em sequUéncia a jusante no rio
Tieté. O reservatério de Porto Primavera faz
parte do rio Parana, mas seu material foi muito
parecido geneticamente com o de Jupia, por
estar a jusante segundo o fluxo da agua; apesar
de Ilha Solteira estar a montante, a proximi-
dade fisica garante as similaridades.
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Figura 2 - Padrao de bandas amplificadas por RAPD com o “primer” X 07, de amostras dos reservatorios de Bariri, Salto Grande,

Barra Bonita e Jaguari, pertencentes ao Estado de S&o Paulo.

Tabela 1 - Porcentagem e nimero de locos polimérficos

para as 15 popul agtes

Local de coleta %_deJ 0ocos ng_dell ocos
polimérficos polimorficos

Nova Avanhandava 50,00 8
Mogi-Guagu 31,25 5
Promisséo 43,75 7
Ilha Solteira 62,50 10
Ibitinga 68,75 11
Bariri 75,00 12
Salto Grande 62,50 10
Barra Bonita 6,25 9
Jaguari 25,00 4
Jurumirim 12,50 2
Euclides da Cunha 12,50

Porto Primavera 68,75 11
Jupia 43,75 7
Paraibuna 6,25 1
Trés Irméos 37,50 6
Média 40,42 7
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Figura 3 - Dendrograma de distancia genética entre as
popul acBes, obtido pelo coeficiente de similaridade simple

matching.
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Pode-se observar que o material de Barra
Bonita distanciou-se, no dendrograma, dos
demais reservatorios do rio Tieté. O reservatorio
de Barra Bonita converge aguas dos rios Tieté
e Piracicaba. A vaz&o do rio Tieté corresponde
a 63% da vazéo do afluente ao qual pertencem;
assim, pode ter contribuido com mais material
dispersado nos reservatdrios subsequentes.
Contudo, o menor numero de coletas realizado
no rio Piracicaba pode ter sido a causa da dis-
tancia de BAB no dendrograma.

Dentro do segundo grupo, os reservatorios
de Mogi-Guacu e Euclides da Cunha foram
muito proximos geneticamente, mesmo locali-
zando-se em rios diferentes, porém fazem parte
da mesma bacia hidrografica. A similaridade
entre Jurumirim e Salto Grande ¢ justificada
pela direcdo do fluxo de agua. Em Jaguari,
Paraibuna e Jurumirim, a proximidade gené-
tica dos materiais caracteriza reservatorios que
sofreram acao antrépica, pelo fato de esses rios
nao pertencerem a mesma bacia hidrogréfica.
Materiais de pesca e a informacdo de que o
aguapé é uma planta que “limpa” a agua podem
ter sido 0os motivos que incentivaram o homem
a dispersa-la.
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