CARACTERIZACAO GENETICA DE ACESSOS DE EGERIA (Egeria spp.)

Genetic Characterization of Egeria (Egeria spp.) Accesses Collected in Sdo Paulo, Using RAPD

COLETADOS NO ESTADO DE SAO PAULO UTILIZANDO RAPD!

MARTINS, D.2, CARDOSO, L.R.?, MORI, E.S.2 e TANAKA R.H.*

RESUMO - Este trabalho constituiu-se na andlise da variabilidade genética de acessos de
egéria (Egeria spp.) coletados em sete reservatdrios de geracdo de energia do Estado de Sdo
Paulo. Foi utilizada a técnica de RAPD (DNA polimoérfico amplificado ao acaso), na qual seis
primers (X03, Y09, Y11, Z11, Z12 e WO06) permitiram a analise de 23 locos polimoérficos na
espécie Egeria densa. Os materiais dos reservatérios de Nova Avanhandava e Promissédo
foram os mais semelhantes geneticamente, visto que se localizam em sequéncia no rio Tieté.
Os reservatodrios de Salto Grande e Promissédo apresentaram plantas com o maior indice de
distancia genética (0,1792). Para a espécie Egeria najas foram analisados 52 locos polimoérficos,
resultantes da amplificacdo de nove primers (X01, X02, X03, X05, X09, X10, X11, 711 e
Z13). A maior distancia genética verificada foi de 0,2791, entre os reservatoérios de Ibitinga e
Jupia, como consequéncia da distancia geografica entre esses reservatorios.

Palavras-chave: planta aquatica, DNA, dispersdo, Egeria densa, Egeria najas.

ABSTRACT - The aim of this research was to study the genetic variability of egeria (Egeria spp.)
accesses, sampled in seven reservoirs throughout the state of Sdo Paulo. The RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) analysis was used, with six primers (X03, Y09, Y11, 711, Z12 and
WO06) furnishing 23 polymorphic loci for Egeria densa. The plants from the Avanhandava and
Promisséo reservoirs showed the greatest genetic similarity, since both are located on the Tieté
river. The Salto Grande and Promisséo reservoirs presented plants with the greatest genetic
distance (0.1792). For the Egeria najas species, 52 polymorphic loci were analyzed and nine
primers (X01, X02, X03, X05, X09, X10, X11, z11 and Z13) were selected. The greatest genetic
distance verified was 0.2791, between the Ibitinga and Jupia reservoir samples, caused by the
long geographic distance between them.
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INTRODUCAO

Os beneficios promovidos por populacdes
de macrofitas aquaticas geralmente tornam-
se problemas indesejaveis quando ocorre uma
“explosédo” no desenvolvimento dessas plantas
(Thomaz, 1998). O Brasil possui varias espécies
de plantas aquéaticas nativas vivendo em situa-
¢ao de equilibrio com o meio. Para que essa
condicao seja alterada, é necessario que o am-
biente tenha suas caracteristicas modificadas,

na maioria das vezes por influéncia antrépica.
Os exemplos mais flagrantes localizam-se nas
proximidades de centros urbanos como Séo
Paulo, Belo Horizonte, Rio de Janeiro e Recife,
em lagos e reservatorios eutrofizados pela intro-
ducdao de dejetos urbanos (Pitelli, 1998).

Dentre as macrofitas aquaticas submersas
existentes no Brasil, a planta daninha de maior
expressdo em reservatorios de geracao de ener-
gia e represas rurais € a egéria (Egeria densa).
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Entretanto, é crescente o nimero de reservato-
rios populados com Egeria najas. Essas plantas
desenvolvem-se bem em corpos hidricos com
aguas transparentes e sedimentos ricos, am-
plas faixas de pH e temperaturas amenas.

Os prejuizos causados pelo crescimento
macico de plantas de egéria incluem favoreci-
mento para procriacéo de vetores de doencas,
impedimento a navegacdo e pesca e interfe-
réncia em atividades de lazer das comunidades
que vivem préximas a esses recursos hidricos,
além dos danos causados ao processo de gera-
¢ao de energia das hidrelétricas.

A comercializacdo de egéria como planta
ornamental para aquérios viabilizou sua dis-
seminac&o por varias partes do mundo. E
encontrada no Japao e, nos Estados Unidos,
distribui-se pela Califérnia, Arizona, Washington
e Flérida.

A relevancia dos prejuizos econdmicos
causados pelas plantas daninhas aquaticas
submersas nos paises desenvolvidos incentivou
a realizacdo de pesquisas na area de biologia
molecular. Estudos realizados com egéria suge-
rem a realizacdo de caracterizacfes genéticas
com acessos coletados no Brasil, para uma
possivel verificacdo da origem das plantas
introduzidas nos Estados Unidos, bem como o
auxilio no manejo quimico, com enfoque em
selecdo e resisténcia a herbicidas.

Dessa forma, o presente trabalho analisou
a distancia genética existente em acessos de
egéria coletados em sete reservatérios do
Estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS
Coleta de Egeria spp.

Foram realizadas incursdes em 18 reser-
vatorios de usinas hidrelétricas do Estado de
Sao Paulo, porém foram encontradas plantas
de Egeria densa apenas nos reservatorios de
Salto Grande (SAG), Nova Avanhandava (NAV)
e Promisséo (PRO) e de Egeria najas nos reser-
vatorios de Ilha Solteira (ILS), Ibitinga (IBI) e
Trés Irmaos (TRI). No reservatério de Jupia
(JUP) foram encontradas as duas espécies. As
amostragens das plantas foram realizadas nas
duas margens dos rios. O material coletado foi
trazido em sacos plasticos para a area

Planta Daninha, Vi¢osa-MG, v.21, p.1-6, 2003. Edicao Especial

MARTINS, D. et al.

experimental do Nucleo de Pesquisas
Avancadas em Matologia, ligado ao
Departamento de Producéo Vegetal da UNESP-
FCA, campus de Botucatu/SP. O cultivo dessas
plantas foi feito em vasos plasticos com solo
de varzea, acondicionados em caixas d'agua.

Analise da variabilidade genética

Parte do material vegetal das plantas de
egéria, depois de bem lavadas, para eliminar a
presenca de algas, foi submetida a extracao
do DNA nuclear segundo o protocolo de Lodhi
et al. (1994), com pequenas modificagbes, a fim
de garantir a qualidade do DNA. Utilizou-se a
técnica de RAPD com base no protocolo de
Williams et al. (1990). Para a escolha dos
primers, foi adotado um procedimento utilizado
no Departamento de Horticultura da Univer-
sidade de Wisconsin, em Madison, EUA. Foram
testados, no total, 156 primers de 10 bases de
sequéncia arbitraria. Os primers utilizados
foram da Operon Technologies Inc., pertencen-
tes aos kits OPA, OPP, OPF e OPC, bem como
quatro kits sintetizados pela Life Technologies
do Brasil, para possibilitar a escolha dos poli-
morficos e eficientes para as populagdes de
egéria.

Inicialmente, dos primers testados, nove
foram escolhidos para conduzir as rea¢fes de
RAPD com o DNA extraido das plantas de
Egeria densa. Entretanto, do total, dois néo
apresentaram boa amplificacdo das amostras
e um revelou padrdo monomarfico. Assim, seis
foram considerados nas analises. Para Egeria
najas, nove primers foram eficientes e polimor-
ficos. Os primers usados nas reacdes de RAPD
constituem-se de 10 nucleotideos de sequéncia
arbitréria, listados na Tabela 1.

Foram feitas reacGes de RAPD de 20 pL,
modificadas do protocolo original de Williams
et al. (1990). Ao sairem do termociclador, as
amostras foram corridas em gel de agarose
1,5% a 110V, por trés horas. Utilizaram-se
12 pL de Ladder 100 pb como marcador e 4 L
de TC como corante, para permitir visualizac&o
no “Eagle Eye II”. As anélises foram feitas no
programa computacional POPGENE 32.

As distancias genéticas entre as plantas
dos diferentes biotipos foram determinadas
pelo coeficiente Simple Matching (SM); o
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método UPGMA (Unweighted Pair-Group
Method with Arithmetic Averaging) foi utilizado
para agrupar as plantas de uma mesma loca-
lidade, com base nas suas similaridades
qualitativas (coeficiente SM). Os resultados
obtidos foram apresentados por meio de den-
drograma.

Tabela 1 - Primers utilizados nos estudos com Egeria densa
e Egeria najas

Tabela 2 - Nimero de locos encontrados para cada primer
estudado, em Egeria densa

Primer N° de locos/primer
X 03 3
Y 09 10
Y11 3
Z11 1
712 4
W 06 2
Total 23
Média 3,8

Primers E. densa E. najas
Identificagio Seqiiéncia
X 01 CTG GGC ACG A - X
X 02 TTC CGC CACC - X
X 03 TGG CGC AGT G X X
X 05 CCTTTCCCTC - X
X 09 GGT CTG GTT G - X
X 10 CCCTAG ACT G - X
X 11 GGAGCCTCAG - X
Y 09 AGC AGCGCAC X -
Y11 AGA CGATGG G X -
Z11 CTC AGT CGC A X X
Z12 TCA ACGGGAC X -
Z13 GACTAAGCCC - X
W06 AGG CCC GAT G X -

Tabela 3 - Local, porcentagem e ndmero de locos poli-
morficos para as quatro populacdes de Egeria densa

RESULTADOS E DISCUSSAO
Egeria densa

Os padrdes de bandas gerados pelas rea-
¢des de RAPD foram nitidos e produziram
bandas de média a boa intensidade. Os seis
primers utilizados permitiram boa amplificacéo
de todas as amostras e demonstraram a
existéncia de variabilidade genética entre as
populagdes, produzindo bandas polimorficas.

Na Tabela 2 estdo apresentados os nume-
ros de locos observados para cada um dos seis
primers, num total de 23 e média de 3,8 locos
por primer analisado.

Na Tabela 3 estédo apresentados a porcen-
tagem e o numero de locos polimoérficos para
as quatro populaces estudadas. O reservatorio
de Jupia revelou um material genético um
pouco abaixo da média (72,83%) de locos poli-
morficos, ao contrario dos demais reserva-
térios, caracterizando-se, dessa maneira, por
possuir acessos de egéria menos variaveis gene-
ticamente.
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estudadas

Local de coleta p?li?r?élroff:gs ;jjiﬂleélr(f)icco(fs
Nova Avanhandava 73,91 17
Promissao 73,91 17
Salto Grande 73,91 17
Jupia 69,57 16
Média 72,83 16,75

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados
acima da diagonal, referentes a identidade
genética calculada com base em Nei (1972). Os
valores variam de 0,8455 a 0,9021 entre as
populacbes de Salto Grande e Jupid e Nova
Avanhandava e Jupia, respectivamente. Os
valores abaixo da diagonal referem-se aos
dados de distancia genética, sendo maiores
entre as populacgdes de Salto Grande e Jupia,
consequentemente.

Segundo Kadono et al. (1997), que estu-
daram a variabilidade genética pelo método
isoenzimético, em acessos de Egeria densa e
Elodea nuttalli coletados em varios locais do
Japao nao foram detectadas variacfes gené-
ticas, sugerindo que os acessos de egéria eram
provenientes de um mesmo clone introduzido
no Japéao.

Weiss (1997), além de concluir que Egeria
densa era diferente geneticamente de Elodea,
verificou pequenas diferencas genéticas entre
acessos de Egeria densa coletados na
Califérnia.
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Tabela 4 - Dados de identidade e distancia genética para Egeria densa

MARTINS, D. et al.

Populacdo Salto Grande Nova Avanhandava Promissdo Jupid
Salto Grande koo 0,8852 0,8510 0,8455
Nova Avanhandava 0,1219 ool 0,8921 0,9021
Promissao 0.1614 0,1142 ook 0,8478
Jupia 0,1678 0,1030 0,1651 ok dkk

A Figura 1 apresenta o dendrograma gera-
do a partir da analise dos dados de RAPD. Pode-
se observar que a populacado de Salto Grande
foi a mais diferente geneticamente, concor-
dando com o fato de o reservatdrio ser o mais
distante geograficamente. O material genético
de Nova Avanhandava foi mais préximo do
material de Jupia. A semelhanca genética entre
as plantas desses dois reservatérios indica uma
possivel colonizacdo de Jupia com plantas de
Nova Avanhandava, devido ao caminhamento
de plantas pelo rio Tieté.

Apesar de os reservatorios de Promisséo e
Nova Avanhandava estarem em seqiiéncia no
rio Tieté, houve maior distdncia genética
quando se considerou o de Jupia. No entanto,

reproduzir via sementes.

Egeria najas

de bandas de boa a 6tima intensidade. Os nove
primers utilizados, de modo geral, realizaram
boa amplificacdo, porém as amostras ILS 11 e
IBI 05 falharam em todos eles. Alguma mu-
danca de pH pode ter ocorrido no DNA dessas
amostras, interferindo na sua amplificagéo.

Na Tabela 5 estdo apresentados os nume-
ros de locos observados para cada um dos nove
primers, num total de 52 e média de 5,77 locos
por primer analisado.

Tabela 5 - Namero de locos encontrados para cada primer
estudado, em Egeria najas

Primer N? de locos/primer
deve-se ressaltar que a maxima distancia gené- X 01 7
tica entre os reservatorios (0,1678) ndo € muito X 02 3
elevada, considerando que a egéria é uma X 03 6
planta nativa da bacia do Parana, a qual, prova- X 05 6
velmente, contém plantas masculinas e femi- X 09 4
ninas. Portanto, ocasionalmente, pode se %10 )
X 11 10
Z11 7
Z 13 7
Os padrdes gerados pelas reacdes de RAPD TO}@ 52
em Egeria najas foram nitidos, com producéo Média .77
0,15 0,10 0,05 0,00
L I I |
SAG
NAV
JUP
PRO

Figura 1 - Dendrograma de distincia genética entre as populacdes de Egeria densa (SAG - Salto Grande; NAV- Nova Avanhandava;

JUP - Jupid; PRO- Promissio).

*
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Tabela 6 - Local, porcentagem e nimero de locos poli-
morficos para as quatro populacdes de Egeria najas

estudadas
% de locos n® de locos
Local de coleta polimérficos polimérficos
Ilha Solteira 63,46 33
Ibitinga 82,69 43
Trés Irmaos 40,38 21
Jupia 32,69 17
Média 54,80 28,5

Encontram-se na Tabela 6 a porcentagem
e 0 numero de locos polimdérficos para as quatro
populacdes estudadas. O reservatério Trés
Irmaos apresentou-se mais polimarfico que os
demais, com porcentagem de locos polimérficos
bem acima da média.

Considerando que a porcentagem de locos
polimoérficos observada para a populacdo de
Egeria najas no reservatério de Jupia foi maior
do que a observada em Egeria densa, pode-se
dizer que esta espécie foi mais variavel geneti-
camente que a primeira.

Na Tabela 7 estdo apresentados os dados
de identidade e distancia genética. A maior
similaridade genética foi encontrada entre os

acessos dos reservatorios de llha Solteira e Trés
Irmaos (0,9402). Apesar da distancia geografica
entre os reservatorios, Ibitinga apresentou indi-
ce de similaridade igual a 0,9267 em relacéo a
Ilha Solteira. No entanto, a distancia genética
foi maior quando comparada aos reservatorios
de Trés Irméos e Jupia.

Mori et al., estudando a variabilidade
isoenziméatica e de DNA de Egeria najas,
verificaram haver diferencgas genéticas entre os
acessos coletados nos reservatorios de Jupia,
no rio Tieté, no canal de Pereira Barretos e no
rio Sdo José dos Dourados. Os indices de
diversidade genética observados nesse estudo
estdo dentro do intervalo encontrado para
Egeria najas pelos autores.

Pode-se observar, pela Figura 2, a repre-
sentacgdo visual das distancias genéticas entre
0s reservatorios.

As similaridades genéticas entre llha
Solteira e Trés Irméaos foram superiores a 0,90,
indicando provavel colonizacdo ocorrida pelo
canal de Pereira Barreto. No entanto, a seme-
Ilhanca entre os materiais de Ilha Solteira e
Ibitinga sugere uma possivel acao antrépica,
que poderia ser confirmada com o estudo de
outros reservatorios localizados entre eles.

Tabela 7 - Dados de identidade e distincia genética para Egeria najas

Populacdo Ilha Solteira Ibitinga Trés Irméaos Jupid
Ilha Solteira ok 0,9267 0,9402 0,8281
Ibitinga 0,0761 il 0,8701 0,7565
Trés Irméos 0,0616 0,1391 o 0,8314
Jupid 0,1887 0,2791 0,1847 ko
0,20 0,15 0,10 0,05 0,00
\ \ \ \ |
ILS
TRI
IBI
JUp

Figura 2 - Dendrograma de distincia genética entre as populagdes de Egeria najas (ILS - Ilha Solteira; TRI - Trés Irmaos;

IBI - Ibitinga; JUP - Jupid).
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