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Andlise genética e da estratégia de ocupacdo dpslagdes deEgeria

(Hydrocharitaceae) da bacia do alto rio Parana

RESUMO
Egeria densae Egeria najas(Hydrocharitaceae) sdo espécies nativas da baciltd rio
Paranda (Brasil), e colonizam diversos ecossisteamasintenso fluxo de propagulos dentro e
entre os ambientes. Os principais objetivos desdmlho foram: (i) avaliar a diversidade
genética das populacbes Hegeria; (ii) utilizar marcadores moleculares corresponeest
sequéncia parcial donL e do espacador intergénitaL-trnF do cpDNA e a regido ITS do
rDNA para caracterizar as popualacOes Eledensae E. najas e (iii) isolar regides
microssateélites para o desenhopdieners que flanqueiem oSSRde Egeria densaA baixa
diversidade genética, determinada por marcadordecoiares dominantes, observada nas
populacdes tanto de. densaquanto deE. najas indica predominio de reproducao vegetativa
nas espécies, no entanto, ndo descarta totalmeateséncia de reproducdo sexuada. A
caracterizacdo de sequéncias nucleotidicas do gewstoroplastidico e nuclear identificou
haplétipos distintos em cada uma das espécies,ntemte, somente 0 genoma nuclear,
correspondente ao ITS do rDNA, permitiu discrimiaararacterizar molecularmeriedensa
e E. najas Além disso, dentre as combinacfes haplotipicasrgradas nas populagbes de
Egeria uma delas pode ser um indicativo que a recomamaenética, embora rara, pode
estar presente. Marcadores moleculares codominaatee 0s microssatéliteS$R geram
maior polimorfismo e permitiram avaliacdes mais aosivas sobre a diversidade genética
das popula¢gbes dEgeria porém, poucogprimers SSRsdo encontrados para vegetacao
aquatica. O isolamento e desenvolvimento destesadures foram concluidos, com
perspectivas futuras para seu emprego. A analisetiga das populacdes Hgeriaauxilia na
compreensao da estratégia de ocupacdo dos amhienbesia do alto rio Parana. A relacao
entre processos migratorios de fragmentos vegefatantrepatchesvizinhos e a baixa
variabilidade genética dentro e entre eglaches e progressivamente entre 0os ambientes
conectados rio abaixo, sugere uma dinamica metégmpnal para o género. Os marcadores
microssatélites sdo mais eficientes que os mareadolominantes e proporcionaram
investigacdes, ainda, mais conclusivas sobre atigare a ocupacao das populagdes nativas
deE. densae E. najasda bacia do alto rio Parana.

Palavras-chavesbacia do alto rio Parankgeria Metapopulacéo. Microssatélites.



Ocupation Strategy and Genetic Analyses Ederia (Hydrocharitaceae)

populations in the Upper Parana River Basin

ABSTRACT
Egeria densaandEgeria najas(Hydrocharitaceae) are native species from theedparana
River Basin (Brazil). They colonize a variety ofosgstems and are characterized by having
an intense flow of propagules within and betweevirenments. The main goals of this thesis
were to: (i) assess the genetic diversityfegeria populations, (ii) use markers corresponding
to thetrnL partial sequence and tonL-trnF intergenic spacer from the cpDNA and ITS
region of rDNA to molecularly characteriZe. densaand E. najaspopulations; and (iii)
isolate microsatellites region to design primeia flank SSR regions fdegeria densaThe
low genetic diversity of botle. densaand E. najaspopulations, observed using dominant
molecular markers, indicates a predominance of teéige reproduction. However, this
observation does not discard completely the preseot sexual reproduction. The
characterization of nucleotide sequences from htloroplastidic and nuclear genomes
identified distinct haplotypes in both species. ldger, only the nuclear genome
(corresponding to the ITS region of rDNA) allowde tdiscrimination of different haplotypes
and was useful to molecularly characterze densaand E. najas Moreover, one of the
haplotype combinations may indicate that genetocomgination is present, although rare.
Codominantes molecular markers, such as microgesell(SSR), generated higher
polymorphism and were more successful to evalubte denetic diversity ofEgeria
populations. However, few SSR primers are curredégcribed for aquatic vegetation. The
isolation and development of these primers were ptei@d in our study, with future
prospects for their employment. Genetic analysesEgéria populations are useful to
understand the occupation strategy of the enviromsnef the Upper Parana River basin. The
migration processes of vegetative fragments andaiegenetic variability of individuals,
which increases with distance among patches, stgydleat Egeria populations follow a
Metapopulation dynamics. Microsatellite markers evenore efficient than the dominant
markers and support more conclusive investigatamsut the genetics and occupancy of
native populations dt. densaandE. najasin the Upper Parana River basin.

Keywords: Macrophytes. Metapopulation. Microssatellite. Malkeec Markers.
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CAPITULO 1

Diversidade genética de populacdes dageria, da bacia do alto rio Parana,

determinadas por marcadores RAPD E ISSR
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Diversidade genética de populacdes Elgeria da bacia do alto rio Parana,

determinadas por marcadores RAPD E ISSR

Resumo

A diversidade genética das populacbesfderia densae Egeria najas(Hydrocharitaceae),
nativas da bacia do alto rio Parana (Brasil), fetedninada através de marcadores
moleculares RAPDRandom Amplified Polymorphic DNA& ISSR Inter Simple Sequence
Repeal Ambos marcadores foram eficazes em detectar gensddade genética dentro e
entre as populacdes. No entanto, apenas os maesad&PD permitiram a identificacdo de
uma baixa diversidade genética nas duas espéaea. [flequena variacdo foi determinada
pela presenca de seis (19,35%) locos génicos pdions dos 31 estudados dfdensae de
nove (23,08%) locos polimérficos dos 39 estudado&enajas O predominio de reproducéo
assexuada e da dispersao de propagulos vegetafivofatores determinantes da pequena
diversidade genética encontrada dentro e entremslades d&geriada bacia do alto rio
Paranad. O ecossistema aquatico favorece os precelssamigracdo de propagulos das
macrofitas aquaticas e, no caso das espéciegeltg, a freqiiéncia nas migracdes sustenta a
grande homogeneidade genética verificada nas pgjmda Além disso, a capacidade de
ocupacao de habitats novos e de recolonizar halpt&aturbados, sdo fortes indicativos que
tantoE.densaguantoE. najas ocupam os ambientes por modelos que seguem midamée
metapopulacdes.

Palavras-chave Egeria dinamica de metapopualagcdes, RAPD, ISSR.
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Genetic diversity ofEgeria populations from the Upper Parand River basin,
determined by RAPD and ISSR markers

Abstract

The genetic diversity of native populationsf Egeria densa and Egeria najas
(Hydrocharitaceae) was evaluated using the molecukrkers RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) and ISSR (Inter Simple Sequencedd) in the Upper Parana River
Basin (Brazil). Both markers successfully deteajedetic homogeneity within and between
populations of a same species. In addition, RAPEkera identified that populations of both
species have a low genetic diversity. This smailati@n was characterized by the presence of
six (19.35%) of the 31 polymorphic genetic locidiad inE. densaand nine (23.08%) of the
39 polymorphic loci studied irE. najas Asexual reproduction and dispersion through
vegetative propagules are the mechanisms respenfblthe low genetic diversity found
within and between populations &geria in the Upper Parand River basin. The spatial
configuration of the aquatic ecosystem favors tispatsion of aquatic macrophytes through
vegetative propagules. ConsideriBgeria species, the frequency of dispersion maintain the
high genetic evenness among populations. Furtherntibe ability to colonize new habitats
and/or to re-colonize disturbed habitats indicated bothE. densaand E. najasfollow a
metapopulation dynamics.

Keywords: Egeria metapopulation dynamic, RAPD, ISSR.
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1. Introducéo

As espécies de macrdfitas aquaticas submersasrdéafélydrocharitaceae (Cook e
Urmi-Konig, 1984) Egeria densae Egeria najas sdo nativas da América do Sul e
desenvolvem-se, acentuadamente em corpos hidmeosaguas transparentes e sedimentos
ricos (Martins et al., 2003). Os beneficios ecaldgi promovidos por essa vegetacdo séo
inimeros (Esteves, 1998; Wetzel, 2001), porém asntag podem ocasionar problemas
indesejaveis quando crescem demasiadamente (Thdf88; Bini et al., 1999; Bini e
Thomaz, 2005).

Em reservatérios de usinas hidrelétricas sédo freq8eos prejuizos provocados pelo
crescimento excessivo @e densaconsiderada uma potencial daninha neotropicaréBaet
al., 2001; Tanaka et al., 2002; Negrisoli et 8002 Correa et al., 2004; Velist al., 2004:
Carvalho et al., 2005). E crescente o nimero dervagrios povoados corE. najas
contudo, esta ainda n&o atingiu patamares conderaocivos aos usos dos ambientes
aquaticos, como ocorre cdm densaMartins et al, 2003; Borges Neto et al., 2004y €ia
et al., 2005; Nascimento et al., 2008).

No reservatorio de ltaiplk. najasé a espécie submersa com maior frequiéncia de
ocorréncia e pode oferecer riscos aos usos emnudetafos locais desse ecossistema
(Thomaz e Bini, 2003). Essa espécie € afetada imagante por distlirbios como deple¢bes
de niveis de 4gua, no entanto, se recupera comssyceguindo dindmica de metapopulacéo
(Bini e Thomaz, 2005), conforme demonstrado por etaximatematicos (Gubiani, 2004) e
analise genética de suas populacdes (Lucio, 2005).

Egeria densamuito semelhante morfologicamenté&eanajas sempre foi incipiente
no reservatorio de Itaipu, contudo, a partir de 4208ua abundancia aumentou
consideravelmente (Fuem/Nupélia, 2007). O incremeatocupacao do reservatorio por essa
espécie provavelmente foi resultado de alteracdmanblégicas, como o aumento na
transparéncia da agua e da condutividade elétBai, (2001; Thomaz et al., 2003a;
Fuem/Nupélia, 2005; Bini e Thomaz, 2005). A rapstpansao d&. densaé esperada, ja que
a espécie possui grande potencial infestante. Afigs0, tanto ela quant&. najas
reproduzem-se, principalmente, por propagacdo aBget que proporciona rapida
colonizagdo, sendo a reproducdo por sementes margonessas espécies (Cook e Urmi-
Kbnig, 1984; Bowmer adl., 1995; Rodella et al., 2006; Silveira et aD09).

Estudos de dinamica de populacbes e da ocorréecraedapopulacdes, fornecendo

informacfes sobre processos de colonizacdo e oeizatdo de bancos de macréfitas
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aquaticas, sao importantes no reconhecimento dassfale dispersdo dos propagulos e
podem subsidiar medidas de manejo (Thomaz e B&89;1Thomaz, 2005). Embora tenha
sido sugerido que a recuperacdo de banco&.deajasdiante de disturbios segue uma
dindmica de metapopulacdes (Lucio, 2005), néo Ise sa a ocupacdo espacial e temporal de
E. densgpossui a mesma dinamica.

A biologia molecular fornece ferramentas Uteis paestudo da variabilidade genética
em populacdes naturais, inclusive, de macrofitasiacps (Li et al., 2004; Chen et al., 2007).
Os marcadores de DNA s&o vantajosos para a caracir de recursos genéticos porque
representam somente a variabilidade genética, s@madn, portanto, sujeitos a influéncia
ambiental (Sodré et al., 2002). A anélise com ntames moleculares RAPD de populacdes
deE. densanéao nativas, na California (USA), revelou pegsetiferencas genéticas entre as
populacdes (Weiss, 1997). Martins et al. (2003xatarizaram populacdes &e densae E.
najas de reservatérios do estado de S&o Paulo, comadwmes RAPD e observaram maior
variabilidade genética quando comparados a popegagéo nativas.

Os marcadores moleculares RAPD e ISSR tém sid@zadds com sucesso na
determinacdo de DNAingerprinting (Moreno et al., 1998; Blair et al., 1999; Divaret
et al., 1999; Gilbert et al., 1999), incluindo istigacdes sobre diversidade clonal de
macrofitas aquaticas (Ren et al., 2005; Li et 2006; Ren e Zhang, 2007) e estudos de
genética de populacdes (Wolfe et al., 1998; Nebaual., 1999; Li et al., 2005). A natureza
hipervariavel dos marcadores ISSR e 0 seu potepaial avaliar a diversidade genética da
vegetacdo aquatica, incluindo as clonais, tém egelados em diversos trabalhos (Chen et
al., 2005, 2006; Han et al., 2007).

A homogeneidade genética dos marcadores RAPD e, I§&Rntrada nas populacdes
de E. najasno reservatorio de Itaipu (Lucio, 2005), permiéstabelecer a estratégia de
ocupacao desta espécie por dinamica de metapopsalagdjual esta correlacionada com a
dispersao da espécie através de propagulos vegstatilém disso, os resultados sugeriram
que a provavel origem para as populacdes esté @ssisiemas adjacentes.

O presente estudo tem como objetivos caractereaetggamente, com marcadores RAPD e
ISSR, as populacdes d& densado reservatério de Itaipu e inferir sobre sua aveV
estratégia de ocupacdo do reservatério. Pretendess®ém, ampliar a caracterizagcdo por
RAPD e ISSR das populacdeskedensee E. najasde ecossistemas adjacentes, procurando
identificar as relacbes genéticas e os provaveisidode origem das populacdes que

colonizam o reservatorio.
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2. Material e métodos
2.1. Area de estudo e amostragem

Foram amostrados 124 individuos He najas distribuidos em 59 bancos de oito
ecossistemas da bacia do alto rio Parana (Fig.Na).reservatério de Itaipu (margem
esquerda) 27 bancos foram amostrados, em Port@Wimapenas um, cinco em Jupid, dois
em llha Solteira (rio Parana) e Rosana (rio Pammampa), cinco bancos em Trés Irmaos (rio

Tieté) e 14 na planicie alagavel do alto rio Parana

Para E. densaforam amostrados 87 individuos distribuidos em bH&hcos do
reservatorio de Itaipu e oito bancos em Jupia, RosaSalto Grande (os dois ultimos no rio
Paranapanema). Estes banqust¢he$ constituem subpopulagdes que compde a populacao
de ambas as espécies em cada ecossistema estudado.

Os exemplares foram levados em sacos plasticosagoa local em caixa de isopor

até o laboratoério de Genética/Nupelia da Univededastadual de Maringa, Maringa-PR.

2.2. Extracao e Quantificacdo do DNA

Precedendo o processo de extracdo do DNA, todammastras deEgeria foram
lavadas com agua destilada e detergénteen 20, para remoc¢do de microorganismos
aderidos a superficie das macrofitas. O DNA totalcdda exemplar foi isolado, conforme
adaptacOes do protocolo de Lodhi et al. (1994)uantjficacdo dos mesmos foi estimada pela
comparagao com quantidades conhecidas de DNA do\fggor meio de eletroforese em gel

de agarose 0,8%.
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2.3. Amplificagdo RAPD
O DNA total de cada individuo d& najase E. densdoi utilizado para amplificacao

de fragmentos via RAPD-PCR, baseando-se na megidale Willians et al. (1990). Dentre

35 primerstestados em cada espécie, seis foram seleciopadsada uma delas (Tabela 1).

Tabela 1 Primersutilizados para amplificacdo de marcadores
RAPD deEgeria densa Egeria najas.

Primers Egeria densa Egeria najas
Identificacéo Sequéncias
OPA-19 CAAACGTCGG X X
OPK-14 CCCGCTACAC X X
OPX-6 ACGCCAGAGG - X
OPX-7 GAGCGAGGCT X X
OPX-11 GGAGCCTCAG X X
OPW-1 CTCAGTGTCC X X
OPW-3 GTCCGGAGTG X -

Para amplificacdo do DNA foi feita uma mistura dagéo contendo tampéao Tris-KCI
(Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), MggPl mM, primer 0,46 uM, dNTP 0,19 mM, 1
U/reacdo deTaq DNA-polimerase Ifivitrogen Life TechnologiesCarlsbard, CA, U.S.A),
DNA (15 ng) e agua suficiente para completar o madinal de 13uL para cada amostra. As
reacdes de amplificacdo foram realizadas no testamtmr MJ Research PT 100, programado
para um ciclo de $ por quatro minutos, seguido por mais 40 ciclosimeminuto a 9%,
um minuto e 30 segundos a’@% dois minutos a 7€, e posterior extenséo final a 72° C por
cinco minutos.

Aliguotas do produto de reacdo de cada amostrenfiiecionadas em gel de agarose
1,4%, corado com brometo de etideo (100 mL). O padrédo de bandas produzido foi
visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumenta@b.tamanho de cada fragmento foi

determinado por comparagédo com as bandas do magadi@o (adder100 pb -nvitrogen
Life TechnologiesCarlsbard, CA, U.S.A).
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2.4. Amplificagédo ISSR

A amplificacdo do DNA com a metodologia ISSR-PCRndeu as condi¢Oes
recomendadas por Fernandes-Matioli (1999). Um td&al20 primers foram testados, no
entanto, apenas trés apresentaram bons resultadsie selecionados: (GGACJAACC),,

e (AAGC), (Lucio, 2005).

A mistura de reacdo de amplificacdo, com cadaner selecionado, consistiu de
tampéao Tris-HCI (Tris-HCI 20 mM pH8,4 e KCI 50 mMWgCl, 2 mM, primer 0,46 uM,
dNTP 0,19 mM, 1 Ulreacdo d&ag DNA-polimerase lfivitrogen Life Technologies
Carlsbard, CA, U.S.A), DNA (15 ng) e agua suficeepara completar o volume final de 13
buL. A amplificagdo dos fragmentos comrimers tetranucleotidicos foi realizada em
termociclador MJ Research PT 100, programado paraiclo a 94 C por 45 segundos, um
minuto a 53C e um minuto a PZ, seguindo de quatro ciclos de 45 segundos’@,94m
minuto a 72C. O passo seguinte é de 45 segundos a 94°C, untongird8°C e um minuto a
72°C, que é repetido por mais 29 vezes.

Da mesma forma que para o RAPD, aliquotas do prodieitreacdo de cada amostra
foram fracionadas em gel de agarose 1,4%, coraaidocometo de etideo (20./100 mL). O
padrdo de bandas produzido foi visualizado solultravioleta, fotodocumentado e os seus
tamanhos determinados por compara¢cdo com as bdedas marcador padrabgdder100
pb —InvitrogenLife TechnologiesCarlsbard, CA, U.S.A).

2.5. Andlise dos dados de RAPD e ISSR

Para os marcadores RAPD e ISSR cada individuo prodim perfil eletroforético
com determinad@rimer. Este padréo é determinado pela auséncia (0) mempga (1) das
bandas no gel, que correspondem aos fragmentasake RAPD especificos. Posteriormente,
os resultados foram tabulados em matrizes de daiddsios. A partir das matrizes foram
estimados, com o programa PopGene 1.32 (Yeh dt98l9), o nimero de locos polimorficos
(LP) e o indice de Shanndi), para determinacéo da diversidade genética dergrire as
populacdes dE. najase E. densalos ecossistemas da bacia do rio Parana.

As matrizes também foram empregadas para determir@eficiente de similaridade de

Jaccard e construcdo de dendrogramgghbor-joining utilizando os programas FreeTree
(Pavlicek et al., 1999) e Mega 4.1 (Saitou e N8B7), dentro e entre as localidades com
amostragem multipla. Foi realizado o teste de Mamtiéizando o programa MANTEL-

STRUCT (Miller, 1999), para verificar se houve géla entre distancia geografica e
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diferenciac@o genética das populacdes estudadaertiA da similaridade de Jaccard, também
foi construido com o programa FAMD (Schliter e ar2006) um grafico de dispersdo dos
individuos das populacfes #&e najase E. densa separadamente. Assim como no RAPD,
seguiram-se as analises dos marcadores ISSR. Aiégso, dneste trabalho propde-se
confrontar os resultados obtidos com os marcad®fd2D com os resultados dos ISSR para
as populagdes do géndtgeria.

3. Resultados
3.1. Perfil RAPD nas espécies Hgeria
Egeria najas

O numero de bandas nitidas e reproduziveis obtidas osprimers selecionados
variou de quatro a oito, totalizando 39 locos emtiod nos 124 individuos d& najas Os
fragmentos amplificados distribuiram-se entre 351B@0 pb (pares de bases) e nove locos
revelaram-se polimérficos (23,08%).

A percentagem de locos polimérficos (PPL) e os reslale indice de Shannob) (
determinados dentro de cada populacdo foram baRogcossistema correspondente a
planicie alagavel do alto rio Parana apresentowi@rnpercentagem de locos polimorficos
(10,26%) e o maior indice de Shannors 0,0579+0,1846. As populagbes He najasdo
reservatorio de ltaipu e Trés Irm&os mostraramrgalde PPL = 5,13%le= 0,0304+0,1337
e PPL = 7,69% ¢ = 0,0368+0,1344, respectivamentBlas populacdes dos reservatorios de
Porto Primavera, Rosana, Jupia e llha Solteira foi@m detectados polimorfismo e o indice
de Shannon foi nulo.

A Tabela 2 mostra a percentagem de locos polinasfie os valores de indice de
Shannon entre as populacdesEaajas Os maiores valores para locos polimérficos foram
observados entre a planicie alagavel do alto niarfdae o reservatorio de Trés Irmaos, entre a
planicie e Jupia e, entre a planicie e Porto PemsayPPL = 23,08%). A amplitude de
variacdo do indice de Shannon foi de zero a 0,1,2860 com 0s extremos encontrados entre

Jupia e Porto Primavera e entre Jupia e a plaméspectivamente.



22

Tabela 2 —Percentagem de locos RAPD polimorficos (PPL) ¢abaia diagonal) e
indice de Shannor)(entre as populacées (acima da diagonal) e deetopulacdes

(diagonal) deE. najasdos sete ecossisterflata bacia do alto rio Parana.

PPL = . llha Trés L Porto
Planicie Itaipu Rosana ) N Jupia .
| Solteira Irmaos Primavera

Planicie 0,058+0,185 0,049+0,166 0,061+0,188 0,067+0,186 970,200 0,106+0,210 0,072+0,183

Itaipu 10,26 0,03+0,134  0,036+0,140 0,038+0,138 0,061#0,19,069+0,164 0,040+0,135

Rosana 10,26 7,69 0,0 0,034+0,150 0,087+0,230 0,082+0,215 0,072+0,190
llha Solteira 15,38 10,26 5,13 0,0 0,053+0,186 0,045+0,155 0,052+0,176

Irméos 23,08 17,95 12,82 7,69 0,037+0,134  0,024+0,092 0,03440,12

Jupia 23,08 17,95 12,82 7,69 7,69 0,0 0,0

Porto 23,08 17,95 12,82 7,69 7,69 0,0 0,0
Primavera

al Planicie = Planicie alagavel do alto rio Paraitajpu = Reservatério de ItaipilRosana= Reservatério de Rosariha
Solteira = Reservatorio de llha Solteir@itfés Irmaos = Reservatorio de Trés Irmaakjpid = Reservatorio de JupiRorto
Primavera = Reservatorio de Porto Primavera.

Apesar da diversidade genética, representada peteno de locos polimérficos e
pelo indice de Shannon, ter atingido valores maiergre as populacdes do que dentro delas,
0S mesmos sao valores muito baixos para diferegersticamente as populacdes da bacia do
alto rio Parana.

Com base no coeficiente de Similaridade de Jadoarcbnstruido um dendrograma
com algoritmo neighbor-joining que representou as relacbes genéticas entre 4s 12
individuos deE. najas (Fig. 2). No dendrograma os individuos pertencerdemesma
populacdo foram agrupados juntos ou muito préxineoms,funcdo da presenca de poucos
locos polimérficos. A populacédo da planicie alaga@lee alto rio Parana mostrou ser a mais
variavel quanto aos locos RAPD e, possui individagaupados junto as populacdes do
reservatorio de ltaipu e Rosana. Esta Ultima estxipa, também, a populacdo do

reservatorio de llha Solteira (Fig. 2).
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Fig. 2. Dendrogramaneighbor-joining baseado em marcadores RAPD, a partir da
similaridade de Jaccard, dentro e entre sete ppjpesadeE. najasda bacia do alto rio Parana.
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A maioria dos individuos da populagéo do reseri@te Itaipu esta agrupada num so
cluster ou muito préxima, junto a populacdo da igien(Fig. 2). As populacdes do
reservatorio de Trés Irmaos, Jupia e Porto Prinsaveuniram-se, devido a grande
similaridade entre os marcadores RAPD e indicend@i$on baixo (0,024; 0,034 e zero). Um
anico individuo da populagdo de Trés Irmaos (Tirnafyupou-se separado e junto a
populacao de llha Solteira, dentre os quais apteagemesmo perfil de marcadores revelados.

A Tabela 3 mostra os resultados do Teste de Maatphrtir da dissimilaridade de
Jaccard (1- Sj) e da correlacép €ntre as populacdes Benajasda bacia do alto rio Parana.
O teste mostrou-se estatisticamente significatiasapa maioria das distancias e das
correlacdes. As quatro maiores distancias genéfiicam observadas entre as populacdes de
Itaipu e Jupia (0,156), planicie e Jupia (0,14@jpu e Trés Irmaos (0,140) e entre Rosana e
Jupia (0,137). Para as correlacbes, mesmo qudisigivias, as poucas diferencas entre as
populagdes ndo permitiram concluir que a distageiagréfica influencia a diferenciacao
genética dé&. najas

Tabela 3. Médias da dissimilaridade de Jaccard (1-Sj) (abala diagonal) e da
correlagédo ) (acima da diagonal), obtidas com marcadores RAPBHre as
populacdes dE. najasde seis ecossistenfamostrados na bacia do alto rio Parana.

r 1-Sj) Planicie Itaipu Rosana llha Solteira  Trés Irmaos Jpia
Planicie 0,034 0, 608** 0, 126ns 0, 424** 0, 834** 0, 910**
Itaipu 0, 055 0,016 0, 694** 0, 639** 0, 8995** 0, 950**
Rosana 0, 043 0,076 0,0 0, 999ns 0, 8069* 0, 999*

Ilha Solteira 0, 072 0, 077 0, 058 0,0 0, 4404ns 1, Ons

Trés Irméos 0,134 0, 140 0,122 0, 066 0,033 0, 052ns
Jupia 0, 149 0, 156 0,137 0, 083 0,01 0,0

@/ Planicie = Planicie alagavel do alto rio Paraitajpu = Reservatério de ItaipilRosana= Reservatorio de Rosanlha
Solteira = Reservatorio de llha Solteirés Irmaos = Reservatorio de Trés Irmadsipia = Reservatorio de Jupia.

** (p<0,01); * (p<0,05); ns (ndo significativo)

A Figura 3 mostra o gréfico de dispersao geradartirglo coeficiente de similaridade
de Jaccard, entre os individuos das populactds. amjasda bacia do alto rio Parana. O
grafico apresenta pouca dispersdo entre os indigidias populacdes da planicie, Itaipu e
Rosana. E, maior dispersdo entre estas populac@gsetas do reservatério de Illha Solteira,
Trés Irmaos e Jupia. Estes resultados sdo vermficadmbém, no dendrograma da Figura 2.

Este padrédo de grafico estabelece uma correlac8mniaridade genética e corrobora
o dendrograma da Figura 2. As populacdes mais rmpaxicomo a planicie, Itaipu e Rosana

estdo mais dispersas em relacdo as populacbebad&adlteira, Jupid, Trés Irméos e Porto
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Primavera, embora, mais distantes no grafico, easrgéncias sdo pequenas para estruturar

geneticamente as populacdes.

y (22,9%)
Planicie m
m Rosana
m Planicie/Rosana X (65,04%)
_ m Planicie
"EipU & Planicie - ] Jupia/
ha Solteira/Tés Irmaos Trés Irmaos/
; Porto Primavera
[taipu m -
Planicie/ltaipu
Planicie m
z (7,72%)
| [taipu
" Itaipu

Fig. 3. Gréafico de dispersdo em coordenadas principaisedo®m no coeficiente de
similaridade de Jaccard, obtidos com marcadoresDRA&Rtre os individuos das populacdes
deE. najasdos sete ecossistemas da bacia do alto rio Pdmicie = Planicie alagavel do
alto rio Paranajtaipu = Reservatério de ltaiplRosana= Reservatério de Rosanéha
Solteira = Reservatorio de Ilha Solteiréirés Irméos = Reservatorio de Trés Irmaakipia

= Reservatorio de Jupia.

Egeria densa

Os primers RAPD produziram um total de 31 band&s@9 nitidas e reproduziveis
com média de cinco locos parimer. Os fragmentos amplificados variaram de 350 a pr00
nos 87 individuos dE. densaEntre estes foram observados, apenas, seis lotiosofficos
(19,35%).

Dentro das populacbes @ densaa percentagem de locos polimorficos (PPL) e o
indice de Shannon)(foram iguais a zero, exceto para a populacadesdervatério de Itaipu
com 6,45% e 0,048 +0,179, respectivamente. Entrngopslacfes a maior percentagem de
locos polimérficos foi observada tanto entre Itagp8alto Grande quanto entre ltaipu e Jupia,
com 19,35 % (Tabela 4). A amplitude do indice darBlon variou de zero a 0,096+0,209,
indicando auséncia de divergéncias genéticas 8atte Grande e Jupia, e maiores diferencas

entre Itaipu e Jupida. Embora, estas diferencaanseansistentes, elas sdo pequenas e
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implicam em n&o discriminar totalmente as populacdeE. densada bacia do alto rio
Parana.

Tabela 4. Percentagem de locos RAPD polimorficos (PPL) ¢ebaia diagonal) e
Indice de Shannon)(entre as populacfes (acima da diagonal) e ddetpopulacdes
(diagonal) d€e.densados ecossistemas da bacia do alto rio Parana.

| PPL Itaipu Rosana Salto Grande Jupia

Itaipu 0,048+0,179 0,047 0,177 0,078 +0,187 0,096 +0,209

Rosana 6,45 0,0 0,073 0,192 0,087 +0,229
Salto Grande 19,35 12,9 0,0 0,0

Jupia 19,35 12,9 0,0 0,0

al Itaipu = Reservatorio de ItaiplRosana= Reservatdrio de Rosaralto Grande= Reservatério de Salto Grandepia =
Reservatoério de Jupia.

A figura 4 mostra o dendrogranm&ighbor-joining construido a partir do coeficiente
de Similaridade de Jaccard, representando as eslajgnéticas entre os 87 exemplarek.de
densada bacia do alto rio Parana. No grafico os indig&pertencentes a mesma populacéo
foram agrupados no mesmo clado. A populacdo derdosstd no mesmo clado de Itaipu,
gue esta proximo de Salto Grande e Jupia agrupadosutro clado. O dendrograma indica
grande similaridade genética entre as populactés densada bacia, em funcéo da presenca
de poucos locos polimorficos e da homogeneidadeada pelos marcadores RAPD dentro e

entre as populagdes Be densa
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Fig. 4. Dendrogramaneighbor-joining baseado em marcadores RAPD, a partir da
similaridade de Jaccard, dentro e entre as popesad@. densada bacia do alto rio Parana.
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A Tabela 5 mostra os resultados do Teste de Maatphrtir da dissimilaridade de
Jaccard (1- Sj) e da correlacan, (entre as populacdes de densa O teste apresentou
distancias genéticas estatisticamente significateatre as populacdes de Itaipu e Rosana,
Itaipu e Salto Grande, Itaipu e Jupia e, entre Ro®aSalto Grande. Para as populacdes de
Jupid e Salto Grande a distancia foi igual a zewicando identidade genética entre elas.
Embora, o teste de Mantel tenha fornecido dist&ngéméticas acima de zero, estas também
sdo baixas para concluir que as populacbes seemifeAlém disso, o agrupamento das
populacdes verificado no dendrograma (Figura 4)icandsimilaridade entre elas,
provavelmente, decorrente da homogeneidade dosadmaes RAPD. Apesar de correlagdes
significativas entre 0s ecossistemas, os valores s& suficientes para discrimina-las
geneticamente.

O grafico de disperséo baseado na similaridadact=ad apresenta a distribuicdo das
populacdes d&. densaEste grafico demonstra agrupamentos semelhaatdsralrograma
(Figura 4), Rosana junto a ltaipu, Salto Grandeai@a) no entanto, ndo separa estas duas
altimas de ltaipu. A dispersao observada no graBspecialmente, dos individuos de Itaipu
sugere, também, que as populacbes ndo estdo sepaeadjue ha similaridade ou
homogeneidade entre os individuos e as populagdesdakensanos ecossistemas da bacia do
alto rio Parana.

Tabela 5. Matriz de médias da dissimilaridade de JacardjX1d#&gonal inferior)
e da correlacaor) (diagonal superior), obtidas com marcadores RA&i)e as
populacfes dE. densalos ecossistemas mostrados na bacia do altonand®a

(1-Sj) . 3
r Itaipu Rosana Salto Grande Jupia
Itaipu 0,032 -0,1214ns 0,0761ns * 0,0224ns
*% *%

Rosana 0,020 0,0 0,8809 0,8018

0,0
Salto Grande 0,042 0,035 0,0

Jupia 0,035 0,030 0,0 0,0

al Itaipu = Reservatério de ltaipiRosana= Reservatério de RosanBalto Grande = Reservatério de Salto Grande;
Jupid = Reservatorio de Jupié.
** (p<0,01); * (p<0,05); ns (n&o significativo)
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Fig. 5- Grafico de dispersdo em coordenadas principaisedit no coeficiente de
similaridade de Jaccard, obtido com marcadores RARPDe os individuos das populacdes
deE. densada bacia do alto rio Parana.

3.2. Perfil ISSR dE. najas eE. densa

O DNA dos individuos de ambas as espécies foi éicgalo com 0os mesmos trés
primers ISSR. Nas populacbes d& najasda bacia foram obtidos dez locos génicos. O
tamanho dos fragmentos (bandas) amplificados val®b00 a 1700pb e, todos os 123
individuos apresentaram os mesmos locos. Padensaos primers identificaram 11 locos
génicos, com fragmentos de 700 a 1800 pb de tam@dmesma forma que el najas

todos os 87 individuos de densando apresentaram locos polimorficos.

A auséncia de polimorfismo e indice de Shannonl iguzgero, indica homogeneidade
dos marcadores ISSR dentro e entre as populac@esrigase deE. densaAlém disso, 0s
padrdes eletroforéticos ISSR demonstram que oss lo@tservados, a partir darimers

utilizados, ndo sdo comuns as espéctensae E. najas.(Fig. 6).
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Fig. 6. Padrdo de marcadores ISSR, obtidos copnimer AACC,, caracterizando as
espécieE. najase E. densada bacia do alto rio Parana. Bn: najas Ed: E. densa
(Ladder - marcador padrao; br - controle positreacdo de PCR sem DNA).

Os resultados obtidos com os marcadores ISSR nd@toibedram para caracterizar
possiveis diferencas entre as populacdods. admjase deE. densada bacia do alto rio Parana.
No entanto, mostraram-se eficientes em separarspécies deEgeria com perfis de

marcadores ISSR exclusivos para cada uma.

4. Discussao

Os marcadores moleculares RAPD e os ISSR tém sidto mtilizados para estudos
de genética de populacdes e na determinacdo daidade clonal de plantas aquaticas (Li &
Ge, 2001; Chen et al., 2006). Pesquisas comparasdécnicas RAPD e ISSR, mencionam
gue os marcadores ISSR exibem maiores niveis dmgfismo genético se comparados ao
RAPD (Esselman et al., 1999; Qian et al.,, 2001).dderdo com Chen et al. (2006), os
marcadores ISSR ndo sdo mais informativos que azac@es RAPD, ambos foram
eficientes em identificar clones nas populacesndaroéfita aquétic&aldesia grandisA

mesma avaliacdo e eficiéncia entre os marcadooesng®ntradas no presente estudo.

4.1.Egeria najas

As populacbes dé&. najasda bacia do alto rio Parand estudadas neste hmabal
apresentaram maior diversidade genética que &&. diensa No entanto, para ambas as
espécies os valores de diversidade foram dimininos;ando poucos gendtipos diferentes
colonizando os ecossistemas. Entre as populacd&s dejas a populacdo geneticamente

mais variavel foi a da planicie alagavel do alto Raranad (PPL= 10,26%:=0,0579).
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Presume-se que a menor variabilidadéedeensadeve-se, ao menos em parte, ao fato de a
mesma nao ter sido encontrada na planicie de igéodio rio Parana.

As espécies d&geria se propagam por fragmentos do caule, e ocasiontdmeor
sementes (Cook e Urmi-Konig, 1984; Lorenzi, 2000/e8a et al., 2009). Essa caracteristica
reprodutiva permite a dispersao dos propagulostatges a longas distancias (Pysek, 1997).
No ambiente aquatico estes propagulos sdo dispeeso e entre as populagdes através do
fluxo da corrente de agua, das inundacOes e deaan(Figuerola e Green, 2002; Boedeltje et
al., 2003; Thomas et al. 2005). No entanto, a lwhia € certamente a principal forma de
dispersao entre os ambientes investigados, po@stedo diretamente conectados pelo rio
Parana (Thomaz et al., 2009).

Embora a diversidade genética Be najas na planicie do rio Parana tenha se
apresentado maior, esta pode ser considerada baixe, sugere haver propagacao vegetativa
de poucos genotipos nesta populacdo. Além dissejdvada capacidade de dispersdo dos
propagulos, pois os habitats da planicie sdo cadestprincipalmente durante as grandes
cheias. A planicie também recebe propagulos deomuimbientes e, possivelmente o
reservatorio de Rosana, a montante pode ser untedoadora, apresentando-se agrupado a
planicie no dendrograma (Fig. 2). E importanteesadir que dentre os ambientes estudados a
planicie alagavel do alto rio Paran& € o Unico rerseente ndo represado com caracteristicas
originais do rio e da diversidade de espécies (fgus e Zalewski, 1996), onde. najasé
nativa e pode concentrar maior valor de diversidpatetica.

Os reservatérios de Trés Irméos e Itaipu, a moatana jusante respectivamente,
também apresentaram diversidade genética, poréerjoina observada na planicie em
funcéo de poucos locos polimorficos (PPL = 7,69%=€0,0368; PPL= 5,13% le= 0,0304,
respectivamente). Estes ambientes assim como dheird, Jupia, Porto Primavera e Rosana
que nao apresentaram polimorfismo dentro da po@ajegdo colonizados por um ou poucos
genotipos diferentes mantidos, assexuadamenten@atgama (Fig. 2) agrupa Itaipu junto a
populacdo da planicie, mas ndo junto a Rosanazando a presenca de genotipos comuns
destes ecossistemas com a planicie, mas ndo kdre e

Em conjunto, esses resultados apontam para a iametat da manutencado deste
ecossistema, ainda relativamente integro, pareesepracao da diversidade genéticakEde
najas diferentemente dos reservatérios, que sdo etassis mais jovens e onde a
diversidade genética € minima ou ausente. Taisedifas sdo esperadas, pois a conectividade

entre as populacdes dentro de um mesmo reservdgr@ser maior do que entre populacdes
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dentro da planicie, que contem habitats variadamrediferentes graus de conexdo com o rio
principal (Thomaz et al., 2004).

A capacidade de dispersao dos propagulos vegetatgpecialmente através do fluxo
da corrente de agua, pode explicar o agrupamenioéelrmaos, Jupia e Porto Primavera,
presentes em sequéncia na cascata de reservalorioe Tiete ao rio Parand. A mesma
interpretacdo justifica a separacdo deste cladgu#oinclui o reservatorio de Rosana, no
entanto, ndo se aplica a llha Solteira. A explioagéade ser feita por duas hipéteses, ou a
dispersdo de propagulos vegetativos entre llhaeigale Trés Irmaos ocorreu por animais
(Figuerola e Green, 2002), ou ha dispersdo de gubpsiatravés do canal Pereira Barreto que
comunica os rios Tieté e Sdo José dos Dourados.dasal foi projeto com o propdsito de
comunicar as usinas hidrelétricas de Trés IrmatdsaeSolteira, para isso, necessariamente o
rio Sao José do Dourados desagua no rio Parangatante do reservatorio de llha Solteira.

Segundo Martins et al. (2003) a alta similaridadedgica de populacdes #e najas
entre estes ambientes indicou provavel colonizac@orida pelo canal. Da mesma forma, a
comunicacao através do canal Pereira Barreto @d@ese mais plausivel e que justifica o
agrupamento de parte dos individuos de Trés Irnsmokém a llha Solteira.

Embora no trabalho de Martins et al. (2003) foiifie@do maior distancia genética
entre Trés Irmaos e Jupid, o0 mesmo nado foi obsermadte trabalho. O agrupamento no
mesmo clado de ambos os reservatério é mais umiongiie ha intenso fluxo de propagulos
de Trés Irmaos em direcao a llha Solteira e de phastes para Jupia.

A distancia genética e a correlacdo, obtidas coteste de Mantel, foram em sua
maioria significativas, porém diminutas e ndo p&mi diferenciar geneticamente as
populacdes. Além disso, os dois tipos de graficesadps a partir do coeficiente de
similaridade de Jaccard apresentaram 0 mesmo pddragrupamentos e dispersées pouco
acentuado. Considerando a comunicacdo entre osewmi®bi da bacia do Parana, por
migracdes de propagulos Be najasseguindo o fluxo dos rios, e a grande homogeneidad
marcadores RAPD observada dentro e entre as pdgslagode-se inferir que as populagdes

dos ecossistemas estudados ndo estao estrutueadEgmente.

4.2.Egeria densa

Dos quatro ecossistemas amostrados para edpédensao reservatorio de Itaipu foi
0 Unico onde a espécie mostrou-se variavel, mas digsrsidade genética muito baixa,

inclusive inferior a maior diversidade encontradegr. najas Madeira et al. (2003), também
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encontraram maior variabilidade genética faraajasdo que par&. densaNo entanto, os
autores encontraram maior distancia genética astpppulacdes de densale Salto Grande
e Jupid. No presente estudo estas populacdes naostsa similares geneticamente e,
agrupadas no mesmo clado.

As duas espécies do géndfgeria apesar de possuirem particularidades fisico-
quimicas na ocupacdo do ambiente aquatico (Biriaribz, 2005), apresentam as mesmas
caracteristicas reprodutivas e de dispersao (Cadkne-Konig, 1984; Lorenzi, 2000). Carter
e Sytsma (2001) verificaram, a partir de marcadB#&BD, baixa variabilidade genética entre
populacdes dde. densa,introduzidas em locais geograficos distantes €CkilOregan -
Canada). A semelhanca entre Salto Grande e Jwgparaglos geograficamente, pode ser
decorrente da dispersdo de clones€dédensapor animais, ou da alta similaridade desta em
toda a bacia.

A ocupacao dé&. densaem ltaipu deixou de ser incipiente a partir defQqieriodo
com altos niveis de transparéncia da 4gua. Estdiggmnaumenta a taxa fotossintéticakde
densae permite o acumulo de biomassa (Fuem/Nupéliay)20® maior variabilidade em
Itaipu quando comparada aos outros ambientes, pedalecorrente de raros eventos de
reproducdo sexuada ou de mutagBes. Como a esp#oiEzou rapida e intensamente o
reservatorio, ambos os eventos ndo sdo descartdéos disso, tanto o reservatério de Jupia
guanto o de Salto Grande, ambos a montante del ltpgsquisados neste trabalho, podem
fornecer propagulos com genoétipos diferentes dosordgrados, mas que ndo foram
amostrados no presente estudo e que poderiammex ampliagcdo das amostras.

A nao ocorréncia d&. densana planicie alagavel do alto rio Parana, locaindéor
variabilidade paraE. najas provavelmente se deve a fatores limnologicos. Aiom
velocidade da agua, o acumulo de matéria orgar@canenor transparéncia da agua,
provavelmente sao os fatores limitantes para fixagdpara o crescimento da espécie na
planicie (Gantes e Caro, 2001, Bini e Thomaz, 2005)

As correlagbes obtidas com o teste de Mantel fdvamas e mostram-se irrelevantes
para mensurar separacao genética das populac@edigt@incia geografica. O padrdo quase
homogéneo de marcadores RAPD, agrupa os individasspopulacbes dE. densaem
clados muito proximos. O mesmo comportamentddeajasdeve valer par&. densano
que se refere a dispersdo. A grande conectividahiga entre os ambientes explica a pouca

diversidade genética entre os mesmos e impedeudueatao genética das populagdes.
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4.3. Variantes genotipicos

Apesar de baixa, ha diversidade genética para erg&uyeria na bacia do alto rio
Parana, que pode ser compreendida pela ocorréacgembtipos diferentes originados de
reproducdes sexuadas ou de mutacbes somaticasa Ramaeira hipdtese, sabe-se que as
espécies do género sao didicas, com flores senethan provavelmente, com mecanismos
de polinizagcdo (Cook e Urmi-Koning, 1984). Em p@umdles naturais, ambos 0s sexos
convivem em simpatria, no entanto, sao raros dstreg de sementes (Cook e Urmi-Koning,
1984). Na bacia do Parana foram observadas flpessivelmente em época reprodutiva
(observacgdo pessoal), contudo, ndo hé registracoeémcia de sementes neste ambiente, o
que ndo descarta a hipotese de reproducdo sexualitrA explicacdo para variabilidade
genética observada seria a ocorréncia de mutagf®sisas. As plantas que se propagam por
clones, comoE. densae E. najas possuem maior longevidade, 0 que aumenta a
vulnerabilidades de eventuais mutacbes somaticaarsgeh e Gustavsson, 2001).
Pesquisadores tém considerado os marcadores RARESeatativos de segmentos de regides
do DNA néo codificantes com seletividade neutracfBanann, 1997; Landergott et al.,
2001), outros mencionam que esses marcadoreshadpalao longo do genoma, podem estar
relacionados a locos funcionalmente importantesir(®e 1996). Pouca informacéo indica
que os marcadores ISSR sao funcionalmente impesanbnsequentemente, possuem taxa
evolutiva mais rapida, podendo resultar em maresdorais variaveis comparados ao RAPD
(Esselman et al., 1999).

Os resultados deste trabalho sdo muito semelhaontegncontrados por Chen et al.
(2006) e indicam baixa variagdo dos marcadoresculalees RAPD e, auséncia de variagao
para os ISSR dentro de cada espécie. ContudoUkist® mostrou-se eficiente em gerar
padrbes exclusivos de marcadores ISSR espéciefespemaraEgeria Além disso, o
polimorfismo de locos RAPD especificos encontradas E. najas e E. densa menos
suscetiveis a mutacdes que 0s ISSR, sugere quefssgenotipicos encontrados podem estar

mais precisamente relacionados a recombinacfesagétd que as mutacdes somaticas.

4.4. Caso de dinamica de metapopulacdes

O conceito de metapopulacdo é extremamente utlizexd estudos de populacdes
animais, embora ainda seja controversa sua aplicagdopulacdes de plantas prevalece o
conceito de dinamica de metapopulacées (HanskB;1BBrle'n e Eriksson, 2003; Pannel &

Obbard, 2003). A principal critica feita a aplidat@ide da teoria de metapopulacdo em



35

plantas se refere, muitas vezes, ao fato delasoodparem habitats discretos ou manchas
(Obbard et al., 2006). Além disso, é dificil salser a regeneracdo de uma mancha de
vegetacdo decorre da dispersdo de propagulos xas the imigracdo, basica em modelos
metapopulacionais) ou de sementes e outras esisutle resisténcia (Husband e Barret,
1998).

Entretanto, esta critica ndo se estende as espladiggria, as quais estdo exatamente
distribuidas em manchas (bancos)paichessubpopulacdes) em cada ecossistema estudado
da bacia do alto rio Parana, e sabidamente posslexado potencial para regeneracéo por
propagulos vegetativos (Silveira et al., 2009). aPatanski (1999), o conjunto de
subpopulacdespétche}y deve estar conectado por imigracbes e emigragitesyés da
movimentacdo de individuos (Gilpin e Hanski, 19%gtelli,1995), promovendo o fluxo
génico entre eles (Hanski, 1991; 1997). As popwdacde Egeria estudadas na bacia
apresentam conexao por eventos de migracdes, qusive, proporciona a colonizacao de
novos locais e a recolonizacdo apoOs disturbios rielzg 2005), outro pressuposto da
dindmica de metapopulacdes.

No modelo original de metapopulacfes (Levins, 1968)populacbes que possuem
dindmica metapopulacional sdo levadas a extingceyantos estocasticos. As alteracdes nos
niveis de agua do reservatério, como a deplecawidaem Itaipu no ano de 1999, foi um
distarbio que provocou a extingdo quase complesgpdtthegsubpopula¢cdes) que compde a
populacdo deéE. najasde Itaipu. No entanto, a persisténcia de poucosdsapatchesou
subpopulacdes) foi suficiente para repovoar o ambi@ela disseminacdo de propagulos
vegetativos (Thomaz, 2005). Alteragbes na transigéaéla agua (Bini et al., 1999; Tavechio
e Thomaz, 2003) ou na velocidade (Willians et 3096; Gantes e Caro, 2001), fatores
determinantes a fixacdo d& densa podem ser distarbios estocasticos que provoquem a
extingdo depatches(subpopulagdes) localmente, promovendo dindmisen@®na destes em
um mesmo ecossistema (Bini e Thomaz; Thomaz, 20@6).recuperagdo dessas
subpopulacdes, como &e najas também ocorre por propagulos vegetativos.

Oliveira et al. (2005) testaram a capacidade dene@cdo d&. denseae verificaram
que a recolonizacdo da espécie aconteceu por fragmdo caule, transportados pelo fluxo
de agua e ndo por sementes. A colonizacdd&.ddensaem Itaipu, atingindo patamares
consideraveis, tornou-se evidente a partir de 2604ndo especialmente a transparéncia do
reservatorio favoreceu seu crescimento. A suailolis¢go em manchagpdtche¥ semelhante

a E. najas proporcionou uma estratégia de ocupacdo do atebipor dinamica de



36

metapopulacdes. Ambas as espécies se reproduzedgnpnantemente, por propagulos
vegetativos, o que implicaria em baixa ou ausédeigariabilidade genética dentro e entre os
patches

Os resultados apresentados neste trabalho confiranbaixa variabilidade dentro e
entre as populagbes de todos os ecossistemas adussipara as duas espécies. O fluxo
génico, pressuposto necesséario a teoria de metagdpu(Hanski, 1998), dentro e entre
patchesde cada populacéo, e entre as populacdes de caskistema, deu lugar ao fluxo de
individuos, praticamente clones. Consequentementdora emigracdes e imigracdes entre
estes locais acontecam, se houvesse reproducd@dsexantre individuos migrantes e
residentes (fluxo génico) isso proporcionaria ummewnto da variabilidade genética dentro dos
patches(subpopulacdes). Contudo, de acordo com a predowian da reproducdo assexuada
em Egeria a baixa diferenciacdo genética era esperadaerdemou, dentro e entre os
ecossistemas, com os marcadores RAPD. A migragéddfma e unidirecional (rio abaixo)
de propagulos entre reservatérios € uma possibididaal. Entretanto, deve ocorrer com
freqiéncia muito mais baixa do que a migracdo agggulos entre bancos de mesmo
reservatorio. Portanto, este trabalho sugere queradele cada ecossistema estudado, a
ocupacdo pelas espécies d@eria segue estratégia correspondente a dindmica de
metapopulacdes.
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alto rio Parana
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Caracterizacdo molecular de duas espécies natMagatiada bacia do alto rio

Parana

Resumo

As populacdes dé&geria da bacia do alto rio Parana foram estudadas concadh@es
moleculares, correspondentes a sequéncia parcithdcee do espagador intergénitml-
trnF do cpDNA e, referente a regido ITS do rDNA. Oebbjdo trabalho foi utilizar estes
marcadores na caracterizacdo molecularEdedensae E. najas Dez haplotipos foram
identificados, seis parB. densae quatro pard&. najas destes metade sédo para regido do
cpDNA e a outra metade para o ITS, em cada esgéaite dos haplétipos reconhecidos com
o marcador do DNA do cloroplasto agruparam-se exdosl comuns para as duas espécies.
Por outro lado, o marcador ITS mostrou-se eficieswe caracterizar e discriminar as
sequéncias nucleotidicas observadas tant&enensae E. najasquanto entre elas. Além
disso, os espacadores transcritos internos lrespectivamente ITS-1 e ITS-2, comparados
ao genes ribossomais 5,8 S e 26 S, apresentaraon pwdimorfismo nucleotidico. Dentre
estes o ITS-1 mostrou-se, ainda, mais variavel @qu&S-2. Os resultados do presente
trabalho, portanto, permitem inferir que os segoerda regido ITS do rDNA sdo mais
eficientes em caracterizar e discriminar espéadiésimas, como as do géndegeria do que

a regido estudada do cpDNA.

Palavras-chave:cpDNA, Egeria, regido ITS, haplétipos.
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Molecular characterization of two natigeria species from the Upper Parana

River Basin

Abstract

Native populations oEgeriain the Upper Parana River were studied using nutdeecnarkers
corresponding to thienL partial sequence and timL-trnF intergenic spacer from the cpDNA
and ITS region of rDNA. The goal of this study wasuse these markers to molecularly
characterizeE. densaand E. najaspopulations. Ten haplotypes were identified, six Eo
densaand four forE. najas Half of theses haplotypes were identified for dj@Dand the
other half for ITS region, considering each speciet of the haplotypes recognized using
the cpDNA marker was grouped in common cladesHertivo species. On the other hand,
ITS marker was suitable to characterize the nuidd®osequences of each species and to
discriminate them. Furthermore, the internal trapsed spacers 1 and 2 (ITS-1 and ITS-2,
respectively) presented higher nucleotide polymsrpithan ribosomal genes 5.8S and 26S.
ITS-1 was even more variable than ITS-2. Theselteesuggest that the sequences of ITS
region from rDNA are more appropriate than the cpDMkegion to characterize and
discriminate closely related species, such as spé@mEgeriagenus.

Keywords: Egeria cpDNA, ITS region, haplotypes.
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1. Introducéo

Egeria densa Egeria najassdo espécies submersas enraizadas nativas e aanfgam
distribuidas em ecossistemas aquaticos da Ameacautl (Cook e Urmi-Konig, 1984). No
Brasil, ambas as espécies colonizam com sucess@ras® naturais (Pott e Pott, 2000;
Camargo et al., 2006), e artificiais, como os gesnceservatérios de usinas hidrelétricas
(Martins et al., 2005; Rodella et al., 2006; Nasmto et al., 2008).

O reservatorio de Itaipu, pertencente a baciaa®arana, é colonizado por essas duas
espécies. No entanto, estudos realizados nos peripte e poés-represamento, indicam
registros destas espécies somente no periodo ipostezonstru¢do da barragem, pois antes
de sua construcdo, o rio corria em um canion e agass tinham elevada velocidade,
impedindo a colonizacdo por plantas aquaticas (FUtau Binacional, 2005). A rapida e
eficiente capacidade de colonizar ambientes |éntmmmo Itaipu, pode estar associada a
estratégia reprodutiva, predominantemente vegatatvque ndo ha indicios de reproducao
sexuada destas macrofitas neste ambiente (CookieKdmig, 1984; Lucio, 2005).

Martins et al. (2003) analisaram populaces Eedensae E. najas de alguns
reservatorios da Companhia de Energia Elétrica &te Faulo e observaram polimorfismo
genético entre as populagbes. Lucio (2005) caiaoterpopulacdes deE. najas do
reservatorio de lItaipu, utilizando marcadores mdbes e demonstrou haver uma reduzida
variacdo dentro e entre as populacdes. Em plaatds/ersidade genética e a distribuicao
espacial sdo influenciadas por diferentes fatores igcluem a forma de vida, o sistema
reprodutivo e o0 mecanismo de dispersao de sem@taesrick e Godt 1989; 1996). O tipo de
reproducdo é de fundamental importancia, jA queemoducdo sexuada acompanha a
recombinacao genética e a assexuada nao (HandelBaiyR).

ParaE. najas que se reproduz predominante por propagacao Veget segue
estratégia de ocupacdo do reservatorio de Itaipu ginamica de metapopulacbes
(FUEM/Itaipu Binacional, 2005), a auséncia de \@lidade genética pode ser determinada
pelo fluxo entre individuos que possuem grande ly@meidade genética, conectados por
migracbes entre populacdes locais. Estudos de dinade populacbes e ocorréncia de
metapopulacdes fornecem informacdes sobre os paxede colonizacdo, dispersao e
recolonizacdo dos bancos de macrdéfitas aquaticasie, extremamente importantes na
determinacao das fontes doadoras e dispersoraspigolos (Lucio, 2005).

Com o rapido desenvolvimento da biotecnologia e addlise de sequéncias
nucleotidicas do DNA nuclear, do DNA do cloroplagtpDNA) e do DNA mitocondrial
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(mtDNA) tornou-se possivel caracterizar e estaleelélogenia de espécies vegetais (Bsorsch
et al., 2003; Madeira et al.,, 2007; Guillemin et @008; Zangh et al., 2008). Dentre os
marcadores nucleares, os espacadores nuclearasomtiganscritos do DNA ribossdmico
(ITS) tém sido amplamente utilizados em estudosatacterizacdo molecular, filogenia e
filogeografia de uma variedade de organismos (Baldet al.,1995). Estas sequéncias
nucleotidicas sdo altamente conservadas dentro edananespécie, mas sdo relativamente
variaveis entre diferentes taxons, permitindo aradgem de questdes filogenéticas
interespecificas (Fouly, 2004; Yan-Chuang Han, 2007

O DNA do cloroplasto também tem sido amplamenteatio para investigar relagdes
filéticas (Yoo et al., 2001; Machado et al., 20Q8gsenca de hibridos e fluxo génico (Soltis
et al., 1992). Os genes cloroplastidicos possueranba uniparental e baixa taxa de
substituicdo nucleotidica (Wolfe et al., 1987; Zuski e Clegg, 1987). No entanto, as regides
nao codificantes do cpDNA apresentam elevadas tdgaswutacdo, e sao frequentemente
Uteis para o levantamento da variabilidade genéticae padrdes filogeograficos de
populacdes de plantas (Huang et al.,, 2005; Su et 28004; 2005). A sequéncia
correspondente ao intrdRNA (Leu) do cpDNA, regi&o ndo codificadora, demonstser
eficaz na deteccdo de variacdo interespecificaefTettet al., 1991; Ferris et al., 1993; Gielly
e Taberlet, 1994). O estabelecimento de relacOegefiéticas da invasoralydrilla
verticillata tem sido determinada com sucesso a partir daadgd-trnF do cpDNA
(Madeira et al., 2007; Lucio, L.C., dados ndo paubs).

As relacoes filogenéticas da familia Hydrocharigecéram estabelecidas utilizando
genesbcL e matKdo cp DNA (Tanaka et al., 1997). No entanto, ndinf@rmac6es sobre a
caracterizagdo molecular a partir de sequénci&\fedas populacdes degeriada bacia do
alto rio Parana. Embora as espédiesnajas e E. densaregistradas em reservatorios a
montante de Itaipu apresentem variabilidade gemétilartins et al., 2003), a relacdo genética
destes com as populacdes de ltaipu e de areasisatssociadas ao rio Parand, ainda estéo
sendo determinadas (Lucio, 2005; Lucio, L.C., datfus publicados).

Assim, marcadores nucleares ITS do rDNA, o intiRNA e a regiddrnL-trnF do
cpDNA sao ferramentas importantes na caracterizagd@ecular e para determinar relacdes
filogenéticas e filogeograficas das espécies, sivtude macréfitas aquaticas (Madeira et al.,
2007; Yan-Chuang Han, 2007; Machado, 2008). Edtelegdeve como objetivo caracterizar
as populacdes dE. densae E. najasda bacia do alto rio Parand, utilizando marcadores
moleculares ITS do DNA nuclear e sequéncias do [ANAloroplasto. Além disso, pretende-

se verificar qual destes marcadores € mais adeqead@ caracterizacdo do género.
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2. Material e métodos

2.1. Area de estudo e amostragem

Para as populagbes @geria najasforam coletados 49 individuos distribuidos em
ecossistemas na bacia do alto rio Parana (Fig\Ndste rio as coletas foram realizadas na
margem esquerda do reservatoério de ltaipu, lagagglahicie alagavel do alto rio Parana,
regido de Porto Rico, reservatorios de Porto PrargvJupia e llha Solteira. No rio
Paranapanema foram amostrados os reservatériossgm&e Salto Grande e, no rio Tieté, o
reservatorio de Trés Irmaos. Ja paralensabl exemplares foram amostradas nas populacdes
dos seguintes ecossistemas: Itaipu e Jupia noaian® e Rosana e Salto Grande no rio
Paranapanema.

Apoés coletadas e identificadas, as amostras foransgortadas em sacos plasticos
com agua, dentro de caixa de isopor até o Labavadér Genética do Nupelia, Universidade

Estadual de Maringa, Maringa-PR e, posteriormanitieita a extracdo do DNA.

2.2. Extracao e Quantificacdo do DNA

Antecedendo o processo de extracdo do DNA, todemmastras dd=geria foram
lavadas com agua destilada e detergénteen20, para remocao de microrganismos aderidos
a superficie das macréfitas. O DNA total de cadargdar foi isolado conforme adaptacdes
do protocolo de Lodhi et al. (1994). A quantificacdos mesmos foi estimada pela
comparagao com quantidades conhecidas de DNA do\fggor meio de eletroforese em gel

de agarose 0,8%.
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2.3. Amplificacao de Sequéncias de cpDNA, ITS d¢AB Sequenciamento

Em cada exemplar dé. densae E. najasfoi amplificado um segmento do cpDNA,
correspondente & sequéncia parcial do g&NA, a sequéncia completa do espacador
intergénico ndo codificador e sequéncia parcialgdnetRNA. Para amplificacdo desse
fragmento, foram utilizados ogrimers trn-c-F (5’ GGAAATCGGTAGACGCTACG-3) e
trn-f-R (5'-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3)).

A regido ITS inclui o espacador nuclear transcriomario (ITS1), o gene
ribossémico 5,8S, o espacador transcrito secun{idis®) e parte do gene ribossomal 26S. A
amplificacéo foi realizada com @simersiTS4 (5- GGAAATCGGTAGACGCTACG -3) e
ITS5 (5- ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’), conforme Whiteet al. (1990) e Fouly
(2004).

A amplificacdo de ambos os fragmentos foram efetslatbm mistura de reacéo
contendo tampéao Tris-KCI (Tris-HCI 20 mM pHS8,4 e K&ED mM), MgChL (1,5 mM), 2,5
UM de cadgrimer, 0,1 mM de cada dNTP, 24b de Tag DNA polimerase, 15 ng de DNA e
agua deionizada e filtrada em equipamento Mili-@apaompletar o volume para |25 As
reagcbes de amplificagao foram realizadas no tectaolwr MJ Research PT 100, programado
para um ciclo de quatro minutos a 92° C, 40 ciel&1° C por 15 segundos, 59° C por 30
segundos e 72° C por dois minutos, seguindo deexteasao final de 72° C por dez minutos.
Foram incluidos também, em cada conjunto de aroglifies, controles negativos, isto €,
misturas sem DNA.

Aliquotas do produto de reacdo de cada amostranfracionadas em gel de agarose
1%, corado com brometo de etideo (9100 mL). As bandas foram visualizadas sob luz
ultravioleta e fotodocumentadas, para andlise post® tamanho de cada fragmento obtido
foi determinado através da comparacdo com bandasmatoador padradadder 100 pb
(Invitrogen Life Technologie€arlsbard, CA, U.S.A). Os produtos da PCR foramifipados
de acordo com o protocolo de Rosenthal et al. (18@®pois sequenciados.

Para o sequenciamento do fragmento do cpDNA for@limados aproximadamente
110 ng de DNA do produto final de cada mix de PC&no molde para reacdes com o
primer trn-c-F.Para sequenciar o segmento ITS, uma quantidadeatnie a 85 ng de DNA
do produto de cada reacéo de PCR serviu como npalde reacbes com mimer ITS4 e,
separadamente, conpamer ITS5. O sequenciamento de ambas regides foranzadak em

plataforma MegaBace (Amersham), segundo instrugddabricante.
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2.4. Andlise dos dados das sequéncias do cpDNAESIo

As sequéncias, de ambos os marcadores, foram aslitachnualmente com o
programa BioEdit (Hall, 1999). Para a regidao cqoeslente ao cpDNA, o alinhamento
multiplo com o programa Clustal W (Thompson et 4894) foi realizado, tanto paia
densa quanto paraE. najas inicialmente com umoutgroup (Butomus umbellatus
DQ786413.1) disponivel nGenbank Posteriormente, as sequéncias foram sendo alishad
com as respectivas espécies recém editadas. A@dmiamento, para proceder com as
analises foi delimitado o mesmo segmento para todasdividuos.

O mesmo procedimento foi feito para ITS, contud@liohamento multiplo Clustal
W, para ambas as espécies, foi realizado com acdsgienbankcorrespondente B. densa
e E. najas respectivamente, AY330707.1 e AY330708.1.

Para as duas regides estudadas foram calculaddsneram de sitios nucleotidicos
polimorficos e as distancigs{porcentagem de sitios polimoérficos) com o progrddEGA
4.1 (Kumar et al., 2004) dentro e entre as popelsgie cada espécig, densee E. najas.
Dendrogramaseighbor-joiningforam construidos a partir de matrizes de distégmcpara o
agrupamento dos individuos de cada espécie. Osesattebootstrapforam baseados em
10.000 reamostragens.

O programa PAUP*, version 4.0b10 (Swofford, 2002Medeltest 3.7 (Posada e
Cranall, 1998) foram utilizados para selecionar adefo evolutivo mais adequado para os
ajustes dos dados da regiao ITS e do cpDNA. Osgdhmentos de correcado utilizados foram
de Akaike Information Criteriorcorrigido (AlCc) eBayesian Information CriteriorBIC).
Outros dendrogramaseighbor-joining com bootstrap de 10.000 reamostragens, foram
construidos a partir do modelo matemético seledommra cada espécie, com o0 programa
PAUP 4.0.

Foram estimadas distancias genéticas de Tamura, @lBle da distancig; entre os
haplotipos para ambas as regides Eigeria Também foram construidos dendrogramas
neighbor-joining a partir das matrizes de distanpiee Tamura e Nei, para verificar o
agrupamento e separacao dos haplotiposgizia Os valores déootstrapforam baseados

em 10.000 reamostragens.

3. Resultados

3.1. Sequéncias do DNA do cloroplasto
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Nas duas espécies Hgeriafoi amplificado um fragmento de aproximadamenteOl1l
pb do DNA do cloroplasto. No entanto, apos criaiedicdo manual, uma sequéncia menor
foi selecionada para as analises, de 404 e 41InakEpalensae E. najas respectivamente.
Esta selecédo foi necessaria para obter uma regidoethor qualidade de sequenciamento e
suficiente para comparacdo entre os exemplaresesipécies deEgeria das diferentes
populacdes da bacia do alto rio Parana. Portanfiggmento estudado corresponde a uma
parte da regido do getRNA e a sequéncia parcial do espacador intergémitetrnF.

A proporcao de bases referente a regiao estudadpRNA para os 35 exemplares
deE. densafoi de A = 39,2%, C =11,8%, G = 15% e T = 34%aeqpos 47 d&. najasfoi de
A = 38,5%; C = 12,6%; G = 15,6% e T = 33,4%. O mlitthamento Clustal W das
sequéncias de. densandicou presenca de duas transi¢cdes e quatro gesi®s, com relacao
R (si/sy) = 0,325, além de doisdels Entre assequéncia deE. najasconstataram-se duas
transi¢cdes e cinco transversdes, com rel&@wysy) = 0,332 e auséncia dedel. A presenca
de substituicbes de base e de poucmls na regido estudada do cpDNA permitiu o
agrupamento das populacdeskigeriada bacia do alto rio Parana em cinco haplétipos d
parak. najase trés haplotipos paka densa(Fig. 2).

Os valores de distanc@a-para as populagbes d& densaobtidos a partir das
sequéncias do cpDNA foi nula para a maioria doviddos. Estes foram denominados como
haplotipo HplEds TRN- 1. J4, os exemplares SJ-6, SJ10, SJ-26, ABz113, OC-14, SV-2
e PC-28 pertencentes apenas ao reservatorio ga, ltaieram valores de distancia-p de 0,015
com relacdo aos demais e, estdo agrupados noipaghyl-Eds TRN- 1ll. O haplotipo Hpl-
Eds TRN- Il caracterizou, exclusivamente, os exemglateE. densa do reservatorio de
Rosana, pela presenca de dodelsexclusivos dessa populagéo.

ParaE. najasa distancigs, entre todos os exemplares quando comparados diis,
foi zero, exceto para os individuos SFF-20 e RRdifiancia-p = 0,015). Entre os mesmos a
distanciap foi nula. Dessa forma, SFF-20 e RP-16, pertenseatgopulacdo de ltaipu,
constituem o haplétipo HiEnj TRN- Il e, os outros 45 individuos o haplétipo Hpl
Enj_TRN- I. Os valores de distangiamensurados em ambas as espécies estdo dentro da
amplitude (&distanciap<0,2) (Nei, 1991) considerada eficaz na utilizacéstal medida para
avaliar as diferencas entre sequéncias nucleasifdatioli, 2001).

A selecdo do modelo de substituicdo nucleotidiedizada com os procedimentos
Akaike Information Criteriortorrigido (AlCc) eBayesian Information Criterio(BIC) foram
concordantes em selecionar o modelo F81 (Felsendi@81) tanto pafa. densajuanto para

E. najas Este € um modelo complexo, que considera divepapd@metros e tem a maior
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probabilidade de explicar as substituicdes nudems da regido do DNA do cloroplasto,

encontradas nas populagcdedgeriana bacia.

Hpl Eds- TRN- | 1 - - - AGAAACCCTGGAAT TAAAAAT GGGCAATCCT GAGCCAAATCCTTGGTTTGAAAAAAC
Hpl Eds- TRN-1 1 1o-e-i. .. - B............
HL EAS- TRNFTTT L s oo et e e e e e e
Hpl Enj - TRN- | L CAG oot e
Hpl Enj - TRN-1 1 L CAG . oot
Consensus 1 . .*******.***********************************.*************
Hpl Eds- TRN- | 58 AAATGTTTATTTTATTTTTATATAAATATATTTATTTCATATATTTACGTATATTATTTA
HOl EAS- TRNF LT BB oot e e e e e e e e e e e
Hpl Eds-TRN-TT1 58 ... ., G
Hpl Enj - TRN- | BL te e G et
HOLEN - TRNF LT B oot e e e e e e e e e e e e e
Consensus 61 *******************.****************************************
Hpl Eds- TRN-1 118 CATATATAAAAAAAGGATAGGT GCAGAGACTCAATGGAAGCTATTCTAACGAATGGAGTT
HPL EAS- TRNFTT 116 oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
HPl EdS- TRNF LT 118 oot e e e e e e e e e e e
Hol ENj - TRNE T 120 oo e e
Hol ENj - TRNE LT D20 oo e
COnsenSUS 121 IR R SRR R R R R R R R R RS R R R R R R SRR R R R RS R R R R SRR R R EE R RS EEEEREEEREEEESEES]
Hpl Eds- TR\ 178 GGTTGCGTTGOGTTGGTAGCAGGAATCTTTCTATCGAAATTACAGAAAGGAAGGATGACC
Hl BdS- TRNF LT 176 oo e e e e e e e
Hl EdS- TRNFTTT 178 oot e e e e e e e e e e e e e
HPLENj - TRNF T 181 ottt e e e e e e e e e e e
HOLENj - TRNE LT D81 oot e e e e
Consensus 181 R R R R SRR EEEEE RS EEEE R SRR RS R R EEREREEEEEEEEEEEEEEREEEEREEREEEEEEEEE]
Hpl Eds- TR\ 238 TTATATACCTAATATAATACGTACGTATCCATACTGACATATCAAACGATTAATCATAAT
Hl BAS- TRNF T T 236 oot
Hpl Bds- TRNF LT 238 Lot e
HOLENj - TRNF T 240 oo e e e e e e e e e e
HPLENj - TRNF LT 241 oo e e e e e e e e
Consensus 241 R R R R SRR EEE SRR SR EEEEEEEE R EEEREEREEEREEEEEEREEEEEEEEEEREEREEEEEEEEES
Hpl Eds- TR\ 298 CACAACCTTAATCTAGAATTGATATTTTATATAAAGAAATTTTTAATTCTATGAAAAATT
HPL EAS- TRNF T T 296 oot e e e e e e e e e e e e e e e

Hpl Eds-TRNFTIT 298 ..o, BE................ C.A...............
Hol Enj -TRNT 301 ..o, nE. ... C.A...............
HOLEN] - TRNF LT 301 oot e e e
COnsenSUS 301 ********************'*'*****************'**'****************
Hpl Eds- TRN-1 358 TAAGAATTATTGTAAATCTAAGTTTAAGGAAAAATTGGATATTCAAT- - - -
HOL EAS- TRNF 11 356 .« oottt e e e e e -
Hpl Eds-TRNT11 358 ............. Goot e
Hol Enj - TRNT 361 ..., | S GGTC
HOLENj - TRNF L1 361 oottt e e GGTC
Consensus 361 *************.*********************************....

Fig.2. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas dos tapdddeE. densae E. najas O
segmento nucleotidico, corresponde, a sequéndaisapdo RNALe dotrnL-trnF do cpDNA.

Os hifens representam delecdes, os pontos sdo idasésas, e as demais substituicbes de
base estdo sombreadas.

Os dendrogramas construidos com o algoriteighbor-joininga partir da distancip-
e da distancia baseada no modelo F81, estdo ratades nas Figuras 3 e 4 p&adensae
E. najas respectivamente. Os dois métodos geraram grafiocos a mesma topologia e o
mesmo padrdo de clados. Os valores badetstrap foram aproximados em ambos o0s
dendrogramas e, sdo consistentes a maioria dosscl&bntudo, par&. densanos dois
gréficos nao foi possivel separar o haplétipo Bgé TRN- | do HplEds TRN- 11 (Fig. 3),
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demonstrando que a regido estudada do cpDNA é mitgervada dentro e entre as espécies
deEgeriaquando comparadas (Fig. 3; Fig. 8A e 8B).

Dendrograma Neighbor-joining, Dendrograma Neighbor-joining,
Distancia -p Distancia F81
Itp Sv14b Jupia 6
Itp Pc13 Jupia 7
Itp 26¢ Hapl-Eds-TRN-I SaG 4
Itp 26b SaG 6
Itp SV15a Itp Sv11b|
Ros Caiuac Hapl-Eds-TRN-II Itp Svlda
Itp SV14a Itp Sv14b
Itp SFF25 Itp Sv15a
ltp Si7 Hapl-Eds-TRN-I Hapl-Eds-TRN-I itp Pc27
Itp Rp2 Itp Pc29
Itp Pc29 Itp Pc30
Ros SP C Hapl-Eds-TRN-II Itp Sj7
Itp Sv1lb Itp Rp2
2 SaG 4 Itp Rp18
Ros CorvoA  Hapl-Eds-TRN-II Itp 26b
Itp Svlla Itp 26¢
Jupia 7 Hapl-Eds-TRN-| Ros SP B
Ros Caiua B HapI-Eds-TRN-II Ros SP C}
Itp Pc30 Ros Caiua A
Itp Rp5 Hapl-Eds-TRN-II Ros Caiua B
Itp SFF20 Ros Caiua C
Itp Pc27 Hapl-Eds-TRN-I Ros Corvo A
Jupia 6 Itp SFF25 —
Itp Rp18 tp SFF20)
RoSSPB | Hapl-Eds-TRN-II Hapl-Eds-TRN-| P RPY
Ros Caiud A Itp Pc13}
SaG 6 Itp SV11
Itp Sj10 Itp Si6
Itp Pc28 Itp Oc14 :I
Itp Oc13 Itp S{10
Itp Sv2 Hapl-Eds-TRN-II Hapl-Eds-TRN-III itp Sj26
Itp Ocl Itp Sv2 100
Itp Sj6 Itp Oc13
Itp Sj26 Itp Oc1l
Itp Oc14 Itp Pc28
A +—
0.001 0.002

Fig. 3. Dendrogramas construidos com o algoritmegghbor-joiningbaseados na distangaa
esquerda) e no modelo evolutivo F81 (a direitg)arir das sequéncias nucleotidicas da regiao
do cpDNA das populacdes & densa da bacia do alto rio Parana. As analisedbaetstrap
foram baseadas em 10.000 reamostragens.
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Distancia -p
Itp 22
Jupia 7
Jupia 4
Itp Sj10a
Itp Oc10b
Prico 33
Itp Sj6C
Itp OC14
Prico22
Itp 220
Itp T407
Itp 277
Itpt 33
Prico25
Tlrm2
Prico29
1Soltl
Itp 154
Itp SJ26
TIrm5
Itp SJ10b
99 | Prico4s3
Itp 224
Priml
Itp PC28
Pricol4
Prico39
Itp SV2b
Pricol
Prico35
Itp Ocl
Itp 98
Tirm4
Itp Svla
Itp Ocl0a
Itp Sv29
Itp Sv2a
Itp 304
Itp 245
Itp Oc13
Itp SJ7a
Itp SJ7d
Itp Sv1b
PRico10
Itp RP25

1 oo | HapP-ENj-TRN-I

Hapl-Enj-TRN-I

0.0001

Fig. 4. Dendrograma construido com o algoritmeighbor-joining baseados na distanga-
(mesmo padréao de clados foi encontrado com a dist@o modelo evolutivo F81) a partir das
sequéncias nucleotidicas da regido do cpDNA daslagies deéE. najasda bacia do alto rio
Parana. As andlises Heotstrapforam baseadas em 10.000 reamostragens.
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3.2 Regiao ITS do DNA ribossémico

A regido ITS do rDNA amplificada nos exemplares Etgeria corresponde a um
fragmento de aproximadamente 850 pb. Esta regiéluiim sequéncia parcial do gene
ribossomal 18S, o espacador transcrito internd@ $-(), o gene ribossomal 5,8S, a sequéncia
completa do espacador transcrito interno 2 (IT®-3)sequéncia parcial do gene para RNA
ribossémico 26S. Para as analises desta regidiop @ssno no cpDNA, apds minuciosa
edicdo manual, foi selecionada uma sequéncia ursopmenor, de maneira a obter uma
regido de melhor qualidade de seqienciamento e€iente para comparacdo entre as
espécies.

Apébs a selecdo os fragmentos passaram a ter 69arpk. densae 695 pb par&.
najas Em seguida, as sequéncias de cada espécie fordmadas, separadamente, com seus
respectivos acessos @Genbank AY330707.1 deE. densae AY330708.1 dd=. najas Este
alinhamento resultou em 731 e 696 sitios nuclemt&lidecorrentes da identificacaoimigels
emE. densa E. najasyrespectivamente.

A regido ITS dos 36 exemplares lHedensada bacia do alto rio Parana com o acesso
AY330707.1 apresentou a seguinte proporcao de base0,3%; C = 22,2%; G = 27,3% e
T = 30,2%. O multialinhamento Clustal W das seqi#@nmdicou a presenca de apenas uma
transicdo e duas transversbes, com a rel&dsi/s\)) = 0,5. Entre as sequéncias das
populacdes dos ecossistemas da bacia do alto ram@®doram observadas somente duas
substituicdes de base, sendo uma transicdo e ansvérsao com ausénciaideel.

Entre os 22 exemplares Be najasda bacia com o acesso AY330708.1 da espécie do
Genbank foi observada uma proporcéo de bases equivatef©®e2% de A, 24,1% de C, de
28,5% G e 28,1% de T. A relagBq(si/sV) foi igual a zero, devido a auséncia de trans&ao
apenas uma transversao. O multialinhamento Clygtatambém, indicou um Gnicmdel
observado nos exemplaresklenajasda bacia quando comparados ao acesso AY330708.1.

Entre os individuos das diferentes populacfeEgiia coletadas na bacia do alto rio
Parand, foi verificado somente uma transversao gaas espécies e apenas uma transicao
parakE. densae umindel paraE. najas. Mesmo com baixo numero de substituicdes de bases
e, praticamente auséncia idéels foi possivel reconhecer dois e trés haplotipoa pagiao

ITS do rDNA emE. najase E. densa respectivamente (Fig. 5).



ITS-1
HpI Egs - I $§ I | % AGGATCATTGTTGACCCTTTTTGTGCTAATATGT TGCGAATGCTATTTTAATATCTTCGTGGGTCAATGGCAATTCCTTCTTGGT TGCTGCCT TCCCATGCCCAAT GAGAGT CGCGTATT
LS 105 S T P
Hgl Eds-1TS-111 1 oo e e e e
Hpl Enj -1 TS- | P -CAA.C ............. TG ....... CT C.... T A . GC. G ..G AT. CC..
Hpl Enj -1 TS- 11 e C............TGg........CT....C.....T.............. A.CGC.G..G AT. CC..
COHSQHSUS l ............................. *************** .* * R I O .******** * **** ***** ************** * .*.***.*..*..**
ITS-1
Ep: Egs I $§II %%% GCTCTATTTGGGT GGT GCGCGEECTCTCGT GT TCCGACCAAAACCCT CGACGT GGAT TGCGT CAAGGAAAAT TGAGGAT TGGAGGT GTGGAT TCATCGGTGT TGCCT TTAAGGGTGTCTCT
Sl TS Ll L2 ottt e e e e e e e e e
HBI 0 LT I 8 I T
Hpl Enj -1 TS- 1 91 C..... CC..T CT. .A....... T TAT.--G.......... C. AL LI C.... C........ G C
Hpl Enj -1 TS-11 91 C..... CC. . T..A ....... TAT.--G.......... T e O
COHSEHSUS 121 * k k k% .*** *** * ** ******** *** ..*...*********** **** ************** ****** ***** ********* ************************
ITSl 5,8S
HpI Egs I $§ I | %ﬂ CCAAAAGT TGTGCTCGGT GCTCGAATATCCACCTCTTTCTATCGATAACTAT GATGACT CTCGBCAACGGATAT CTAGGCTCTCGCAT CGAT GAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
Sl TS Ll 24 e e e
Hgl EAS- 1 TS- 111 24 i e e e e et e e e e e e e e e e e e e
Hpl Enj -1 TS- | 208 L.... .. G..CC........ GI AC..... [
Hpl Enj -1 TS- 11 208 ....... G. C........ ....AC .... GG A . T e
COHSQHSUS 241 ******* *** * kxkkkkkk k% .****..*****..*.***.**.*************************************************************************
5,8S ITS-2
Ep: Egs I $g I | %g% TGTGAAT TGCAGAAT CCCGTGAACCATCGAGT CT TTGAACGCAAGT TGCGCCCCGAGCT GAGAGGECCGAGGECATGCCTGCCT TGGAGT CTTTTCGAGGATCGCTATCCACCT, AT- TATA
S TS Ll BB oot
HBI EAS- 1 TS- 111 BB -
Hpl Enj -1 TS- 1 B2 e TG......... TA ... T.GC ..
Hpl Enj -1 TS-11 1 - G.........TA .............. T.GC ..
COHSEHSUS 361 ********************************************************************************* * ********** *************** * *.****
ITS-2
HpI Egsﬂgll 238 CATCCCCACCTCCTAGGGGTTTTGT TGGGT TGGAGCGGAT TGTGECCATCCGTGTGT TCTCTATGCGGT GEECTTAATGT TCGATTGCT TGT GTCCAAGCTCTAGCTGCTTTTGGTGAGT
LS IR S T & O P
Hgl o T I S I I T O
Hpl Enj -1 TS- | 448 ... ... T- G........ G.CC.CG......... CA ............ A AT .o T........ CA..GG..... C.A . ............
Hpl Enj -1 TS- 11 448 ... ... -G CC..CG.........CA ............ A AT ... T ...GG.....C. A ... ...
COHSQHSUS 481 ******..*** ********* ** .**..**********..************* *** .********************.********..*** .****** ** R I
ITS-2 26S
Ep: Egs I $§II 888 GGTTGCCT- GAGAAGT GTGGGTACACAT CTCAT TGECCCGCGAGCT GT GEGGAGCGAGT ACT GCATCT TGT CACCCT CAGAGAGT GT GCCATGT GCAATCGTAATATGAT TGCCGAAACAC
So TS Ll B00 ottt m e e e e e e e e
HBI Eds-1TS-111 600 ........ S
Hpl Enj -1 TS- 1 567 ...... T.C....... C..AG..G.....i i TGI........... G..CG....... .. ;. ...... T........
Hpl Enj -1 TS-11 567 ...... L G.....iii i LG [ L
COHSEHSUS 601 *kkkx k% * ******** ** * *** ***************************** * .*********** *** * ************************ ******** *kk ok k ok k%
268
Hpl Eds- 1 TS- | 719 TACTGACACGATT
Hpl Eds- 1 TS-11 719 LA L.
Hpl Eds-1TS-111 718 .............
Hpl Enj -1 TS- | 687 LIC . T----
Hpl Enj -1 TS- 11 686 .TC. . T----
consensus 721 ** x kx 0 ,
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Fig. 5. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas de partdDNA correspondente ao ITS1-5,8S-ITS2-26Edelensae E. najas Os
hifens representam delecfes, 0os pontos sao bésgisad, as regides sombreadas claras sao 5,85 e & sombreadas escuras sao ITS-1
e ITS-2. As diferencgas entre hapléticos e eBtoensae E. najassdo as bases nitrogenadas (A, T, C e G) nos kigasepontos.
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Os valores de distanc@-obtidos com a sequéncia selecionada da regidaodtlr'S
rDNA, entre todos os exemplares Hedensa foi igual a zero, com excec¢ao dos individuos
PC-14 e SV-15. Para estes, a distapcapresentou valor 0,001 quando comparados dois a
dois aos demais exemplareskledensada bacia e, entre 0s mesmos, a distancia foiafs80,
Os valores de distanc@mentre o acesso AY330707.1 do Genbank e os indigideE. densa
da bacia foi zero e, igual a 0,003 quando comparas exemplares SV-15 e PC-14,
respectivos haplotipos Hpdeds ITS- Il e HplEds ITS- lll. ParaE. najasos valores de
distanciap foram de 0,001 entre os individuos agrupados egsistes haplotipos, Hiinj
ITS- 1 e HplEN]_ ITS- 1l, e entre este Ultimo e o acesso do AYERD1.

A sele¢do do modelo de substituicdo nucleotidiedizada com os procedimentos
Akaike Information Criterioncorrigido (AICc) e Bayesian Information Criterion(BIC),
também, foram concordantes em selecionar o mod&lo(Felsenstine, 1981) tanto pdta
najas quanto parakE. densa Conforme mencionado, este modelo considera disers
parametros e tem a maior probabilidade de expdisaubstituicbes nucleotidicas observadas
entre os hapldétipos da regido ITS do rDNA da bacdaalto rio Parana. As Figuras 6 e 7
mostram os dendrogramas construidos com o algongighbor-joininga partir da distancia-

p e da distancia baseada no modelo F81, padensae E. najasrespectivamente. Os dois
métodos geraram graficos com a mesma topologimesmo padréao de clados. Os valores de
bootstrapforam aproximados em ambos os dendrogramas eanostinsisténcia na maioria
dos clados. Os dendrogramas He densacom a regidao ITS do rDNA (Figura 6),

diferentemente do grafico da Figura 3, conseguseparar todos os haplotiposkEledensa.
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Dendrograma Neighbor-joining, Dendrograma Neighbor-joining,

Distancia -p Distancia F81
Hapl_Eds_ITS |
Ros SPA Hapl_Eds_ITSIl . P;ﬁG_l
Itp Pc30
Jupia 1 SAG3
Itp SFFMTO SAG5
Itp Rp18 Hapl_Eds_ITS'| Jupia 1
Itp PC13 Jupia 7
Ros Corvo B Ros SPA
Itp Oc3 Ros Caiua B
Ros SP B Itp Rp18
ltp Oc26 Itp SFFMTO
L itpPcl4 Hapl_Eds_ITSII Itp Oc26
Itp Sv15 Hapl_Eds_ITSI Itp Pc29
SAG 7 Itp Sj7
SAG 1 SAG 6
SAG 3 Hapl_Eds_ITSI Itp Sv15 —
Ros Corvo A Jupia 4
Itp PC27 Ros Corvo A
Jupiad 7 Ros SPB hH
SAG 2 Itp Rp2
Itp Rp5 Itp Rp24
Itp Rp24 I1tp Oc3
SAG 5 Hapl_Eds_ITS Itp Pci3
Jupia 6 Itp Sv14
Ros SP C Itp Sv18
SAG 4 Itp PC27
Itp Sj7 Itp Oc18
Jupia 4 It SFF25
Itp Pc29 I RpS
SAG 6 Ros SP C
Itp Sv18 Ros Corvo B
Ros Caiua B Jupia 6
ltp Oc18 SAG7
Itp Sv14 SAG4
o Rp2 SAG2
Itp Pc30
Itp SFF25
Ed330707 —
Ed330707
— B

0.001

Fig. 6. Dendrogramas construidos com o algoritneghbor-joiningbaseados na distangafa
esquerda) e no modelo evolutivo F81 (a direitaprimpdas sequéncias nucleotidicas da regido ITS
do rDNA das populacbes de densada bacia do alto rio Parana e AY330707.1 aces$t densa

do GenbankAs analises dbootstrapforam baseadas em 10.000 reamostragens.
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Dendrograma Neighbor-joining,

Distancia -p Distancia F81
ltp Oc13 Prim1
Itp Sv2 Jupiad
Tirm2 [tp154
Itp154 Itp 277
Tirm1 Itp 298
Prico33 Itp Sv2
AY330708.1 Hapl- EnfITSH Itp Oc13
%1 1tp oc14 ltp OC14
Prim1 Itp Sv2
Tirm4 TIrma
tp298 Tirm2| 63
Isoltl Tirmi
Itp277 ISolt1
Itp Sv29 Prico33
Jupiad AY330708.1
Prico22 Itp Si10a
Itp SFF20 ltpSFE20
Itp SFV30 {tpSFV30
Ros SP A Hapl- Enj- TSI ltp SJ10b
Isolt2 Ros SPA
Prico39 Solt2
'tp 5110 Prico39
Itp Sj10b _
Prico22
P A
0.001 0.001

Fig. 7. Dendrogramas construidos com o algoritnedghbor-joiningbaseados na distangiata
esquerda) e no modelo evolutivo F81 (a direitardinpdas sequéncias nucleotidicas da regido ITS
do rDNA das populacdes @ najasda bacia do alto rio Parana e AY330787.1 aces$n dajas

do Genbank As analises dbootstrapforam baseadas em 10.000 reamostragens.
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3.3. Ocorréncia de haplotipos nas populagfes dielBsa e E. najas

Nas populagbes degeria estudadas na bacia do alto rio Parang, forannhecidos
dez haplétipos, tanto com o fragmento correspordanparte do gentRNA e sequéncia
parcial do espacador intergénicolL-trnF, do DNA do cloroplasto quanto pela regido ITS do
rDNA.

A Tabela 1 mostra todos os individuos estudadoE.d#ensada bacia do Parana e
seus respectivos haplotipos: trés para regido @iNApe trés para o ITS do rDNA. O
haplétipo HplEds TRN- | € o mais frequente com 57,1%, Hiuls TRN- Il possui 22,8%
de freqiéncia e o Hptds TRN-Il 14,3%. Este ultimo caracterizou exclusivaee a
populacdo do reservatério de Rosana, em funcacetem;a déndels Para a regido ITS,
aproximadamente 95% dos exemplare& déensgyertencem ao haplotipo HElds ITS- | e,
menos de 3% de freqUuéncia deles foram observaduditcindo os haplotipos: Hiitds
ITS- Il e HplEds_ITS- Il

As combinagbes entre 0 genoma nuclear e do clatoplgue poderiam ser
encontrados parg. densaa partir dos haplotipos verificados neste trabattfio nove. No
entanto, somente duas foram identificadas, com maseequéncias das regides do cpDNA e
do ITS do mesmo individuo. A combinacdo predomi@aetine o haplétipo |, referente ao
cpDNA com o haplétipo | do ITS. Nesta estdo inchsicas populacdes de densado
reservatorio de Itaipu, de Jupia e do reservatdeidGalto Grande. A segunda combinacao
evidente pertence, exclusivamente, a populacao eterRatorio de Rosana (Tabela 1). Da
mesma forma, a Tabela 2 mostra todos os individsaglados d&. najasda bacia do alto
rio Parana e seus respectivos haplotipos: dois negido do cpDNA e dois para o ITS do
rDNA. Para a primeira regido o haplétipo Hpti TRN- | € o mais frequiente (95%) e o Hpl-
Enj_TRN- Il ndo atinge 5% de ocorréncia. Ja para &oeld S, das populacdes #e najas a
discrepancia nas ocorréncias € menor: o haplotipossui aproximadamente 63,6% e o |l
36,4%.

Com relacdo as combinacdes, entre genoma nucletreplastidico, das quatro
possiveis, trés podem ser observadas nas popula®ds. najas dos ecossistemas
amostrados. A mais frequente € aquela que reurétipag | de ambas as regides estudadas
e, estdo presentes em todos 0s ecossistemas atosstkasegunda combina o haplétipo | da
regido do cpDNA e o haplétipo Il do ITS, preserapgnas no reservatério de ltaipu e na
planicie de inundacdo do alto rio Parana. A teaceombinac&do, com ocorréncia unica e

somente em ltaipu, une os haplétipos Il tanto dwogllasto quanto nuclear. Embora esta
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combinacdo tenha frequéncia baixa, ela constitui possivel recombinante dentro das
populacdes dE. najasda bacia, originado por eventual processo sexaagmr mutacao.

Tabela 1 —Combinac¢des de haplétipos TRN e ITS encontrada® et individuos das
populacdes dE. densada bacia do alto rio Parana.

Sub- TRN ITS
banco Hpl- Hpl- Hpl- Hpl-Eds_  Hpl-Eds_  Hpl-Eds_
Eds TRI- | Eds TR I Eds TR ITS | |ITS I TS I
RP : + +
RP 5 +
RP 18 +
RP 24
SFF25 +
SFFMTO
oCc3
OC 18
OC 26
PC 13 + +
PC 14 +
PC 27 +
PC 29
PC 30
SV 11
SV 11
SV 14
SV 14
SV 15 +
Sv 18 +
SJ6 +
SJ7 + +
1tp26 b +
Itp26 c +
SJ 26 +
SFF20 +
OoC1
0OC 13
OC 14
SJ 10
Sv2 +
PC28 +
SAG 1
SAG 2
SAG 3
Salto Grande SAG 4 +
SAG 5
SAG 6 +
SAG 7
Jup 1
Jup 4
Jup 6 +
Jup 7 +
Paulista A +
Paulista +
Paulista ( +
Corvo A +
Rosana Corvo E

Local Banco

+ BARS

+ + + + F

+ +
o

Itaipu

oo oo
++t o4 4

+ + + +

LR [N R

Jupia

+ + + o+

Caiua A +
Caiua B + +
Caiua C +
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Tabela 2 —Combinacdes de haplétipos TRN e ITS encontrados exdt individuos das
populacdes dE. najasda bacia do alto rio Parana.

TRN ITS

Local Banco Sub-banco - -
Hpl-Enj_TRN | Hp"E’I‘IJ—TRN Hpl-Enj_ITS | Hp"EﬂJ—'TS

+

SJ7
SJ7
SJ10
SJ10
0OC10
OC10
0C13
0OC13
SJ6
SJ26
Sv1
Sv1
Sv2
Sv2
SV29
Itaipu OocC1
OC14
pPC28
RP25
RP16 +
SFV30 +
T407
22
33
98
154
220
224
245
277
298
304

T 9 T 9 T 9O o

oo oo
+ o+ F o+ o+ A+ o+ A+

+ 4+ o+

+ o+ o+ o+ o+ o+
4

PR1

PR10
PR14
PR22
PR25
PR29
PR33
PR35
PR39
PR43

Porto Rico

DYDY YD DD
+ o+ o+ A+ o+ o+ o+ ]+

Tirm 1
Tirm 2
Tirm 4
Tirm 5

Trés Irméos

Jup 4

Jupia
P Jup 7

ol ol 9 o
++ ++ + +

ISolt 1
ISolt 2

llha Solteira

Rosan: RosSPA "

Res Primavera Prim 1 a + T
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3.4. Caracterizacdo molecular de Egeria densa eriagejas pelo ITS do rDNA

No Genbankainda n&o existem informacdes sobre a regidao BdlApestudada neste
trabalho para o géneiegeria Além disso, pouca informacédo ha a respeito darmaeggiao
para a familia Hydrocharitaceae, com excecaoHgdrilla verticillata. A regido ITS,
diferentemente, possui acessos de diversos repaases da Familia Hydrocharitaceae no
Genbankinclusive deE. densa E. najas

A regido do cpDNA foi eficiente em reconhecer nisum haplétipo nas espécies de
Egeria, no entanto, ndo conseguiu separar os haplétipdsdeE. densa(Figs. 3, Figs. 8A
e 8B). Ainda, com esta regido nao foi possivelraisoar os haplétipos dé. densados deE.
najas(Figs. 8A e 8B). As Tabelas 3 e 4 mostram os ealde distancip-e de Tamura e Nei
entre os haplétipos das duas espécies, tanto pgraordo cpDNA quanto para o ITS,
respectivamente.

Os valores para ambas as distancia obtidos a garfragmento do cpDNA, dentro e
entre os haplotipos dEgeria variaram de 0 a 0,015. Entre os haplotiposEdanajas a
distanciap foi de 0,015. Dentro d&. densaos haplétipos | e Il apresentaram valores de
distancia iguais a zero e, somente o haplotipdiiériu, com as duas meédias, dos outros dois
(Tabela 3).

A analise feita com as sequéncias da regido ITSDIMA permitiu discriminar
haplotipos dentro e entre as espécieggeria mesmo com diferenca de uma Unica base. A
Tabela 4 mostra os valores de distanqca-Tamura e Nei entre haplétipos de cada espécie e
entre as espécies. Dentro de cada uma delas hmav@equena variacdo entre as meédias, de
0,001 a 0,003, mas que foi suficiente para separ&iaplotipos. EntrE. densae E. najas.O
ITS discriminou todos os haplétipos com valores imgg@ara distancig-e Tamura e Nei, de
0,129 e 0,144, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 3 —Matriz das médias das distancias genéticas estna@oétipos d&. densa
e E. najasda bacia do alto rio Parana, calculadas com ardistp (abaixo da
diagonal) e Tamura & Nei (acima da diagonal) aipaid fragmento do cpDNA,
correspondente a parte do geR&IA e a sequéncia parcial do espacador intergénico

trnL-trnF.

Lamura&Netl poienl HplEnL  HplEds  HphEds  Hpl-Eds.
Distanciap TRN- | TRN- I TRN | TRN- 1 T RN I
Hpl-Enj TRN - 0,015 0,015 0,015 0,0
Hpl-Enj_ TRN- II 0,015 - 0,0 0,0 0,015
Hpl-Eds TRN- | 0,015 0,0 - 0,015 0,001
Hpl-Eds TRN- II 0,015 0,0 0,0 - 0,0
Hpl-Eds TRN- 11l 0,0 0,015 0,015 0,015 -

Tabela 4 —Matriz das médias das distancias genéticas estnamoétipos d&. densa
e E. najasda bacia do alto rio Parana, calculadas com ardigtp (abaixo da
diagonal) e Tamura e Nei (acima da diagonal) airp@ot rDNA, correspondente a
sequéncia parcial do ITS1, o gene 5,8S, a sequéanaleta do ITS2 e de 20pb do

gene 26S.

Tamura & Neli Hpl-Enj_ Hpl-Enj_ Hpl-Eds_ Hpl-Eds_ Hpl-Eds_
Distanciap ITSI ITS- 1l ITS- I ITS- 1l ITS- 1
Hpl-Enj ITS| - 0,001 0,144 0,146 0,146
Hpl-Enj_ITS- Il 0,001 - 0,143 0,145 0,144
Hpl-Eds ITS- | 0,129 0,128 - 0,001 0,001
Hpl-Eds_ITS- II 0,131 0,129 0,001 - 0,003
Hpl-Eds_ITS- II 0,131 0,129 0,001 0,003 -

Os dendrogramas construidos com algoritraghbor-joining,a partir da distancip-

e de Tamura e Nei (Figs. 8A e 8C) para as dua8esgilemonstram nitida separacao entre os

haplétipos deE. densados deE. najas somente com a regido ITS. A Figura 8, também,

apresenta dendrogramas construidos com o algorigighbor-joininga partir da distancia

baseada no modelo F81 (Fig. 8B), para os haplétipoggidao do DNA do cloroplasto para

E. densea E. najas Os dendrogramas construidos, também com algongighbor-joining
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a partir de distancias baseadas tanto no modelogki86to no TrN, apresentaram padrdes de
clados idénticos e sumarizam a arvore da Figurag#da regido ITS do rDNA.

Em todos os dendrogramas (Fig. 8), considerandduas regifes estudadas, as
metodologias geraram graficos similares na topalegno padrao de clados, com valores de
bootstrapaproximados dando consisténcia aos mesmos.

A Tabela 5 mostra as diferencas entre os sitioseotidicos dos haplétipos das
populacdes d&. densae E. najasda bacia do alto rio Parana e, seus respectivessas do
Genbank No ITS-1 séo verificadas 30 transicoes, 15 trarses e trésdelsentreE. densa
e E. najas.Na sequéncia do ITS-2 22 transi¢cOes, 14 transgsredoisndels diferenciaram
as duas espécies. Embora, os espacadores tramsotémos sejam regides mais variaveis
que os genes ribossomais, o 5,8S e o0 pequeno fndgnde 26S também apresentaram
substituices de base entreEggeria Para o gene 5,8S foram verificadas oito tranfesre
uma transicao. No pequeno fragmento, de apenab,3fopgene 26S foram encontradas trés
transicdes e transversdes, sendo uma delas a séspbpela caracterizacdo do haplotipo 1l
deE. densa

Cada espacador transcrito interno apresentou 88séi8s nucleotidicos polimorficos,
respectivos aos ITS-1 e ITS-2, erfiredensae E. najas Embora, tenha ocorrido variagdo nos
genes ribossomais 5,8S e 26S, estes sdo muitoereadss. Logo, tanto o espacador
transcrito interno primario quanto o secundaricdNA, foram eficientes em caracterizar e,
consequentemente, discriminar as populacdes désiesmo génerkgeriada bacia do alto

rio Parana.
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A - Distancia- pe Tamura & Nei B - Distancia F81
CpDNA CpDNA
go| HapFEN-TRN Il Hapl-Enj-TRN 1l o
| Hapl-Eds-TRN | Hapl-Eds-TRN |||
Hapl-Eds-TRN I Hapl-Eds-TRN I/
Hapl-Enj-TRN | Hapl-Enj-TRN ||
Hapl-Eds-TRN Il Hapl-Eds-TRN III
— —
0.002 0.001
C - Distancia- pe D - Distancia do Modelo
Tamura & Nei K80 e TrN
ITS ITS
- Hapl-Eds-ITS lll Hapl-Eds-ITS |
68
69 Hapl-Eds-ITS Il Hapl-Eds-ITS Il
Hapl-Eds-ITS | Hapl-Eds-ITS II
1007 Hap-ENfITS | Hapl-Enj-ITS 1,0
Hapl-Enj-ITS I Hapl-Enj-ITS Il
— —

Fig. 8. Dendrogramas constrifiefos com algoritmeighbor-joininge bootstrapcom 10.000 reamostragens com base na’tfistreeistancia Tamura & Nei
(A) e distancia do modelo evolutivo F81 (B) a paitis sequéncias nucleotidicas da regido do cpDigAdplétipos d&. densaeE. najas E, distancig e
Tamura & Nei (C) e distancia referentes aos mode€8ise TrN (D) para regido ITS dos haplotipoEdelensaeE. najas



67

Tabela 5 —Polimorfismo nucleotidico intra e interespecifi@régido ITS do rDNA, correspondente ao espacadosdrito interno 1 (ITS-
1), ao gene 5,8S, ao espacador transcrito inte(iits22) e ao pequeno fragmento do gene 26S, dusétimos das populacdes &e densae
E. najasda bacia do alto rio Parana e acessoSelthankAY330707.1 -E. densaAY330708.1 E. najag.

Sitios Nucleotidicos da Regido ITS do rDNA

5,8S 26S
ITS-1 (265 pb) ’ ITS-2 (256 pb)
Haplétipos (181 pb) (30 pb)
pIotip 11111111111111111111111111122222222 222222244  44444444555555555555555555666666666667 777717
011224444566778800001111122233345555556770901AAS5EE 171788844  557778890000122324446777788012225557770 122223
3157956790205 58306874578 17856810428830273555083492 017804724  56246782256901260192126747770266891572 124582
AY330708.1 TTTTTATTTACATCTCCATATGCTAGI TGTCGECGACAATTTTTTTTGTAA CATTTGACT CGCA- CACTTTGTTGGTCTCGTCAATCTGAAGACATAA CCGACT
. Hapl-EdsITS-I G e e
Egeria 0P TUo T T
densa
Hapl-Eds-ITS-Il ... e A
Hapl- Eds-ITS-llI N e
AY330708.1 GC. AC- CAACTGCTCTAGCGGATCCCCCTCTATTAT- - GCA- CCCCECCGT  ACGGATTTG  TATGCT- GECCGCCAAATKTCAGGECATCAGGT GTGCGT TCTCTC
Egeria waplenqiTs SRR T
najas
HaplEnjITS-Il . BE.. - Teeee e T
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4. Discussao

Este trabalho € o primeiro a caracterizar e companalecularmente, espécies do
géneroEgeria(Hydrocharitaceae), a partir de sequéncias nudieas de regidoes do DNA do
cloroplasto e da regido ITS do DNA ribossémico. ssquéncias nucleotidicas néo
codificadoras do genoma tém sido muito utilizadasapestabelecer relagbes filogenéticas e
filogeograficas de espécies de macrofitas aquadigasssuem grande potencial para detectar
variacOes interespecificas (Maggini et al., 1998dFet al., 2006; Koga et al., 2008). Reid et
al. (2006) confirmaram com éxito a divisdo do génkrolla em dois clados, a partir da
analise de regides nao codificantes do genomapthmtidico &tpB-rbcL e trnL-trnF) e do
ITS do rDNA nuclear. No entanto, os resultados sgmtados neste trabalho ndo demonstram
a mesma eficiéncia, de ambos os marcadores, emtardar totalmente as espécies de

Egeria

4.1. Sequéncias parciais do tRNAL e trnL-trnF dd&pA

A avaliacdo das populacdes Hedensae E. najas a partir do DNA do cloroplasto,
estabeleceram trés e dois haplétipos, respectsesg@écies. As diferencas haplotipicas estédo
representadas por duas delecdes e seis substituied®ase, efi. densaAs Unicas dele¢bes
foram detectadas somente na populagédo do reseovd®Rosana, haplotipo Hlds TRN-

II. Os outros haplétipos estdo separados por dematkancas de bases e correspondem aos
haplétipos HplEds TRN- | e HplEds TRN- Ill, este ultimo exclusivo de Itaipu. Embora
tenham sido reconhecidas diferengas nas sequé&teiasdensaestas ndo foram suficientes
para separar o Haplétipo | e Il (dendrograma, Fig®m relacdo &. najas também, foram
observados hapldtipos distintos, Hpti TRN- | e HplEnj_TRN- I, em seis mudancas de
base. O haplétipo HEEnj_TRN- II, assim como o Il d&. densareuniu exemplares apenas
de Itaipu. Por outro lado, el najas ambos os haplétipos apresentam-se separados.

Machado (2008) conseguiu discriminar as espéci&abtiéniada planicie alagavel do
alto rio Parana, utilizando o espacador intergénioh-trnF do cp DNA. A variacdo
intraespecifica nas espécieskigeria foi reconhecida por parte do gene tRNAL e pade d
sequéncia ddrnL-trnF, do genoma cloroplastidico. Contudo, essa variagim permitiu
distinguir totalmente os haplotipos de densa As variacbes nas sequéncias do DNA
cloroplastidico sdo amplamente utilizadas parastgar relacdes interespecificas dentro das

angiospermas (Palmer et al., 1988; Clegg et a@1)1%ara Lee e Wen (2004), marcadores
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moleculares do DNA do cloroplasto sdo extremameatgajosos em estudos de baixos
niveis taxonémicos, devido a sua heranca unipdneraizrna.

Por outro lado, a baixa taxa evolutiva deste gentamalimitado sua aplicacdo em
estudos intraespecificos (Taberlet et al., 1998id Rt al. (2006) encontraram no género
Azolla, para regiadrnL-trnF, uma taxa evolutiva 1,3 vezes mais rapida queraglaoatpB-
rbcL, no entanto, 2,1 vezes mais lenta que o espag¢eatwcrito interno (ITS) do rDNA
nuclear.

A separacdo incompleta dos haplotiposEdedensa bem como o agrupamento no
mesmo cluster de haplétipos #e densae E. najas(Figs. 5A e 5B), sugere que a regiao
referida do cpDNA neste estudo néo é eficaz enctaiaar as espécies @geria O RNAL
€ um segmento menos variavel, pois, tem propriedeatalitica e forma estruturas
secundarias (Kuhsel et al., 1990). Logo, é umacegtil para estudos evolutivos de classes
taxondmicas mais elevadas e ndo intraespecificasntra espécies muito préximas, como

Egeria

4.2. Sequéncias ITS do rDNA nuclear

Para ambas as espécies foram identificadas, da anfsma que para o cpDNA,
variacdes intraespecificas, com dois haplétipoactaristicos d&. najase trés dee. densa
No entanto, o nimero de mudancas de base foratmadgrém comparacdo ao cpDNA, mas
permitiu, mesmo assim, discriminar haplotipos dedxs espécies. Fritz (1998) relata que os
segmentos da regido ITS ndo sdo bons marcadores galises de variabilidade
intraespecifica, porém, sdo muito aplicdveis paraliax a diferenciagcdo genética entre
espécies.

Os haplotipos reconhecidos el densademonstram variacdo nas sequéncias
nucleotidicas somente dentro do reservatério dpultaMaior variabilidade de marcadores
RAPD também foi verificada em Itaipu s6 que paranajasespécie (Lucio, L.C., dados ndo
publicados) Egeria najasrepetiu os resultados de densaapresentando maiores variagdes
haplotipicas e com marcadores RAPD (Lucio, 20053 pa populacdes da planicie alagavel
do alto rio Parana e de Itaipu. A maior variabtidana planicie indica a importancia desse
habitat natural na manutencéo da variabilidadetgendessas espécies.

Marcadores nucleares ribossdmicos ITS (ITS-1 edY8-sequéncias nrDNA (DNA
ribossémico nuclear) tém sido nominados como fgttaeieget para o DNAbarcodingem

plantas (Stoeckle, 2003; Kress et al., 2005). Embms genes ITS rDNA estejam repetidos ao
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longo do genoma nuclear de plantas, a rapida taxa@wblucdo em concerto promove
uniformidade das unidade repetidas (Gaut et abp2Blughes et al., 2002). Além disso, as
suas regides caracterizam-se por altos niveis dem@fismo nos menores niveis

taxondmicos (Baldwin et al., 1995). Além disso,amanho da regido ITS na maioria das
angiospermas € menor que 700 pb, o que facilitauaa Wilizacdo como marcadores
especificos para cada taxon (Talbot et al., 2006).

Pesquisas utilizando sequéncias de ITS do DNA auaedo cpDNA, conseguiram
caracterizar dois taxons diferentes para o géBatmomia demonstrando a eficiéncia dos
marcadores (Kaligaric et al., 2008). Contudo, dageria apenas a regido ITS mostrou-se
eficaz na separacao das espécies. Para esse géagi@o ITS estudada conseguiu agrupar os
haploétipos respectivos as suas espécies num Uiaido e, consequentemente, discrimifou
densade E. najas Os resultados deste trabalho, relativos ao ITSDH®A ribossémico
nuclear, tiveram maior sucesso quando comparadesdaocpDNA, em caracterizar as
espéciek. densaeE. najas

A combinacao haplotipica eEgeriademonstra, que nas duas espécies o haplétipo I,
tanto nuclear quanto cloroplastidico, € o mais (feede. Além disso, o0 numero de
combinacg@es distintas esté evidente no ecossiglentaipu pard&. densae nos referentes a
planicie e a Iltaipu pafa. najas Nesta, a presenca de um possivel recombinanpéicarem
ocorréncia de reproducdo sexuada ou mutacdo. Cesuootido anteriormente (Lucio, L.C.,
dados nao publicados), a baixa variabilidade decadares RAPD nédo descarta a
possibilidade de recombinagcdo genética. E, ao metngo, a regido ITS possui
vulnerabilidade & muta¢gBes maior que o cpDNA, pddeentdo, justificar a presengca de um
Unico recombinante observado nas populacdés dajasna bacia do Parana.

4.2.1. ITS na caracterizacdo molecular de Egeria

Pesquisadores sugerem a utilizacdo de dados I'ESegtudos interespecificos ou de
géneros relacionados, ja que os espacgadores itassoternos evoluem mais rapidamente
que as regides codificantes (Baldwin, 1992; Sull.et1993; Kim e Jansen, 1994). A analise
mais detalhada desta regido permitiu verificar pa®s os segmentos nucleotidicos do ITS,
apresentaram variagfes nas bases entre as egpeeEigeria Embora os genes ribossomais
5,8S e 26S apresentem variagdes muito lentas davslessao seletiva (Déavila, 2002), entre
E. densae E. najas foram detectadas alteracbes intra e interespasjficapazes de

discriminar ndo s6 espécies, mas, também, os ot
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Por outro lado, entre as espéciesEgeria, foram os espacadores ITS-1 e ITS-2 que
concentraram maior polimorfismo nucleotidico. Apeda pouca diferenca entre eles, a
sequéncia completa do ITS-1 apresentou mais gtbsorficos que a sequéncia completa
do ITS-2. Os marcadores gerados a partir do rDNé&eaw, utilizados para estimar relagdes
filogenéticas, priorizam o espagador transcriterimd1 (ITS-1), devido a alta taxa de variagdo
de sequéncia nucleotidica (Harris e Crandall, 2000)

Os marcadores moleculares referentes ao ITS do rBAear foram mais eficientes
na diferenciacdo entre as espédtesiensae E. najas Logo, esses marcadores poderao ser
utilizados como ferramentas, e serdo de granda, vali caracterizacdo molecular de espécies
préximas como as estudas no presente trabalho.
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Desenvolvimento de marcadores microssatéliteSER) para Egeria densa

(Hydrocharitaceae)
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Desenvolvimento de marcadores microssatélit8SH( para Egeria densa

(Hydrocharitaceae)

Resumo

O desenvolvimento de marcadores mais informativvamsno os microssatélites, podem
agregam informacdes mais conclusivas a respeitstitatura genética do génedegeria O
isolamento de microssatélites para espédbigeria densa foi feito com construgdo de
bibliotecas de DNA. O enriquecimento da biblioteca captura dos mesmos aconteceu por
hibridizacdes destes com sondas @&T{GT). A selecao dos clones foi feito por triagem das
coldnias e 105 tiveram seus insertos sequencigmgdes microssatélites foram encontradas
em 25 sequéncias, porém destas apenas oito dearanstgualidade para desenho dos
primers Com isso oito pares derimers flanqueadores de regibes microssatélites, com
motivos de dois a quatro nucleotideos, foram caitis.

Palavras-chave:Egeriadensa microssatétile, biblioteca de DNArimersmicrossatellite.
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Development of microsatellte markers (SSR) foEgeria densa

(Hydrocharitaceae)

Abstract

The development of informative molecular markershswas microsatellites enhances
information about the genetic structure of the gdbgeria The isolation of microsatellites
for Egeria densavas done by constructing DNA libraries. The emmeit of the library and
the capture of microsatellites were done after hieridization of microsatellites with the
probes (CT9 and (GT). Clones were selected by screening colonies abfl,of them had
their inserts properly sequenced. Microsatelligiars were found in 25 sequences, but only
eight sequences had enough quality for the dedigimegprimers. Thus, eight pairs of primers
that flank microsatellite regions were built, witiotifs from two to four nucleotides.

Keywords: Egeria densa microssatellite, genomic library, primers.
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1. Introducéo

O géneroEgeria (Hydrocharitaceae) é formado por macrofitas aqaatsubmersas
com grande potencial para colonizar ambientesd@sticomo lagos e reservatorios de usinas
hidrelétricas (Sculthorpe, 1985). Estudos correl@ando populacdes de plantas a teoria de
metapopulacdes, ainda ndo sdo tao frequentes (Ga.,eR005; Obbard et al.,, 2006).
Entretanto, a estratégia de ocupaca& ddensee E. najasem ecossistemas da bacia do alto
rio Parana segue uma dinamica, que tem sido ceracta pela dinamica de metapopulacdes
(Lucio, L.C., dados néo publicados). Essas espéeigsproduzem, predominantemente, por
propagacédo vegetativa com intensa dispersdo dédodis entre as subpopulacopat¢hes.

A constante migracéo de propagulos e o fluxo de@®gendtipos entre estas subpopulacdes
ou patchesvizinhos, implicam em baixa variabilidade genétrdare e dentro delas (Lucio,
L.C., dados néo publicados). Pesquisadores témrmeado variagcdo genética em espécies de
macrofitas aquaticas clonais, utilizando marcadonegeculares dominantes como RAPD,
ISSR e AFLP (Ren e Zhang, 2007; Han et al., 200kgda et al., 2009). Larson (2007)
encontrou a partir de marcadores moleculares nsatélites $SR gendtipos diferentes em
populacdes ndo nativas Ngmphoides peltafaonde a reproducéo vegetativa é um fator a ser
considerado na estruturacdo genética da espécie.

Os microssatelites 0BSR(Simple Sequence Repgatfio sequénicas simplesde 1 a 6
nucleotideos repetidas dandenno genoma (Tautz e Renz 1984; Epplen et al., 1¥33gs
marcadores conhecidos também coi@dR (Short Tandem Repgatpossuem elevado
polimorfismo com extensiva variacdo alélica e aliogeis de heterozigosidade (Carvalho e
Pitcher, 1995), além da abundancia de 108&Rno genoma. Estas caracteristicas fazem
destes marcadores ferramentas amplamente utilizasagstudos de analise genética de
populacdes (Varshney et al., 2005).

A aplicacdo de marcadores microssatélites requeesenvolvimento derimers
especificos, sequéncias Unicas do DNA, que flaagueada um dos loc@&SRdo genoma de
uma espécie. Uma vez disponivel essa sequéngarders o trabalho de caracterizagdo da
diversidade genética torna-se mais facil e posgieeber executado em laboratérios sem
grandes recursos financeiros (Zaner, 2002).

Em plantas o uso de marcado@SRtem sido fundamental no estabelecimento de
relacdes filogenéticas, na determinacdo da vaidablié genética e para conservacdo da
biodiversidade (Ruas et al., 2008; Novak et alQ&0in et al., 2009). No entanto, poucos



80

marcadores microssatélites sdo encontrados pagesa¢do aquética (Pan et al., 2007; Kubo,
et al., 2009).

A variabilidade genética, nas populacdes Hgeria da bacia do rio Parana,
determinada por marcadores moleculares nuclearagdotes € baixa (Martins et al., 2003;
Lucio, 2005). Entretanto, a caracterizacéo pelongego ITS do rDNA identificou haplétipos
diferentes dentro d&. densae E. najas(Lucio, L.C., dados n&o publicados). Marcadores
mais informativos, como o0s microssatélites, agiagaroutras informacdes, talvez mais
conclusivas a respeito da estrutura genétidagigia Apesar de ser uma técnica amplamente
utilizada nos estudos populacionais, os microsssgéiinda ndo podem ser empregados em
Egeriapor falta de iniciadorepfimers)de microssatélites especificos para o género.

O desenvolvimento dprimers representa um importante avanco tecnoldgico, visto
que ferramentas da biologia molecular tém auxilidddorma extremamente eficaz estudos
ecologicos e evolutivos (Avise, 2004). Assim, egsabalho teve como objetivo o
desenvolvimento derimers de microssatélites para a espéBie densapara posterior

caracterizacao dessas regioes.

2. Material e métodos

2.1. Extracao e Quantificagdo do DNA

Amostras de cinco exemplares &e densativeram seu DNA isolado seguindo
adaptacOes do protocolo de Lodhi et al. (1994)a Baantificacdo dos mesmos foram feitas
estimativas a partir de comparacbes com quantideoiesecidas de DNA do fage, por
eletroforese em gel de agarose 0,8%. O DNA de mejlalidade de um unico individuo foi
utilizado para o desenvolvimento dmémersde regides microssatélite.

2.2. Construcao de Biblioteca de DNA enriquecidian @SR

Os microssatélites podem ser obtidos a partir @ettpos de bibliotecas: genémicas,
de DNA complementar ou de bibliotecas enriquecioas sequéncias microssatélites, ou
ainda, a partir de sequéncias depositadas em balcamdos (Gao et al., 2003). Nesse
trabalho, o isolamento de microssatélites e o seigueecimento em bibliotecas de DNA
seguiu a metodologia proposta por Billotte et H390). Neste protocolo o enriquecimento da
biblioteca e a captura dos microssatélites acomecéibridizacdes destes com sondas §CT)
e (GT)y. Aproximadamente, 5 pg do DNA total de um Unicemeglar deE. densa foi

digerido com a enzima de restricdo Rsal, por 18hmemperatura de 37° C. Os fragnosnt
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resultantes desta digestdo foram ligados a adapwdo (Rsal-21 5'-
TCTTGCTTACGCGTGGACTA-3 e Rsal-25 5'-
TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-'3) para garantir que tosl os fragmentos
digeridos tivessem terminacdes comuns.

Os fragmentos contendo as repeticoes CT e GT, fesdetionados por hibridizac&o
com oligonucleotideos biotinilados, complementaregquéncia repetitiva e, posteriormente,
estes foram reconhecidos pbeads magnéticas revestidas de streptavidina (Dynal). Os
fragmentos enriquecidos com microssatélites forampliicados via PCR, com @rimer
Rsal-21 e, submetidos a eletroforese em gel d®segdfo, corado com brometo de etidio (20
puL/100 mL). Os fragmentos, entdo enriquecidos coraressatélites, foram clonados em
vetores pGEM-TEasy Vectar Depois de clonados, os vetores foram inseridas, p
transformacéo, em células super competentes daXiep®lue (Stratagene) déscherichia
coli (Ruas et al., 2008).

As colbnias positivas foram selecionadas, com enitio ampicilina, para crescer em
meio liquido, e posteriormente, foi realizada aapdo plasmidial de cada clone com o kit
Purelink Quick Plasmidial MiniprefinvitrogenLife TechnologiesCarlsbard, CA, U.S.A). O
resultado da extracdo foi verificado também emdgehgarose 1%, corado com brometo de
etidio (2QuL/100mL). Na etapa seguinte, foram feitas ampl{fizs via PCR de cada DNA
plasmidial isolado, para verificar a presenca defito deE. densacom provaveis locoOSSR
Para os insertos que apresentaram qualidade 8aimsfdoram montadas reacdes de
sequenciamento em plataforma MegaBace (Amershagunsgo instru¢des do fabricante.

2.3. Analise dos dados

As sequéncias correspondentes aos insertos foratadasl manualmente com o
programa Bioedit (Hall, 1999) e, em seguida, tie@s blocos microssatélites reconhecidos
pelo programa Gramene (Ware et al., 2002). Os mhresimers que flanqueam as regides
repetitivas dos microssatélites, foram desenhag@sta do softward’rimer 3 Plus(Rozen e
Skaletsk, 2000). Este programa fornece também a&gmsdos primers no fragmento
sequenciado e suas temperaturas de anelament@nfanthl para o sucesso da PCR e
amplificagé@o dos locos de microssatélites.
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3. Resultados e Discussao

Com as transformacdes foram obtidos 200 clonesproraveis locos microssateélites.
Destes 105 apresentaram qualidade para serem rasneatcdes de sequenciamento. Apds
essas reacgOes, dos 105 insertos, 25 sequénciakraeveregibes repetitivas, ou de
microssatélites. Esse baixo numero de regidesitiepstpode sugerir que, assim como outras
espécies de plantas (Bory et al.,, 2007), o genoamaspécieE. densaapresenta poucas
regides microssatélites.

Entretanto, nem todas as sequéncias foram utikzpdea 0 desenho dpamers Isto
porque parte delas continham regides de repetagfddizadas nas extremidades do inserto, o
que poderia comprometer futuramente a obtencdonumeadoresSSR Assim, apds as
analises das 25 sequéncias, oito paregrieers flanqueadores de regides microssatelites
(Fig. 1) do genoma dé. densdoram isolados e desenhados.

As regidesSSRselecionadas sdo compostas por motivos que valgadois a quatro
nucleotideos (Tabela 1). Embora tenham-se utilizadmdas dinucleotidicas foram
encontradas regides de repeticdo com motivos treteanucleotidicas. As sequéncias dos
oligonucleotideos (Eds_01 a Eds_08), a temperai@nelamento sugerida para os pares de
primersestiveram entre 53,8 a 60,4°C, com média de 56 82&C, e o tamanho esperado do
fragmento amplificado, que variou de 172 a 249 pdrebases, estdo apresentados na Tabela
1.

Apesar do numero darimers sintetizados ter sido satisfatorio, existe a flésdade
de desenvolver um maior numero de iniciadores para melhor cobertura do genoma e
deteccdo de maior variabilidade genéticaEendensaCom a padronizacdo na amplificacao
dosprimersdescritos neste trabalho sera possivel caraatexszeegides microssatélites e
densa,proporcionando maior robustez na anélise da es#rid da diversidade genética das
populacdes dessa espécie. Além disso, diversoallibtem mostrado a possibilidade de
transferibilidade derimersde microssatélites entre espécies (Bory et a828Ives et al.,
2006; Bravo et al., 2006) e, até mesmo, entrergérroximos (Pérez et al., 2006; Salywon
e Dierig, 2006). Assim, existe grande probabiliddds primers desenvolvidos no presente
trabalho produzirem resultados positivos, atraardplificacdo cruzada, cofgeria najas,

e também com outras espécies proximas da familimddiaritaceae.
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>Eds 01

TGGGTGGTCTCCAACCTTTA TGCCCCAATATATTTCATTATGATCAAACAATCATTCAATCTATCCATTACCT
ATTCATCTTTTTTACTTCGGTTGATGGTTGGTGCTGCCAACCGTCCCCATCCACALATATAGAGAGACATGA
GTGCATGACTCTCATATATATACACACACACACGCACATATAGAAAATGGGTGATTTTTAATTGAAATATTTTG
TTTCTACATTCACGCAATCAGGA

>Eds_02

TGACACCAAGGAGGTTCAAA TCTTCATGGTTTCTCCTGTTGAGGGTTGTTCAAGTAGTGTTAGTGTGTGTGTG
TGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACATCNCTGAATCAAGAGTTGGCTGACACACCTGTTCACG
AACTTCAATTCCACTTCATCTGCTGCC

>Eds 03

CGATGGCAATACCCAACAAT TTTATTACCCTTTGTGTATAAGTTGATGATGTATCAAAGTTTCATCTAAATGC

AACAACAGAAAACGACAGCTTTGTGTTGTCTTCTTAATCGCAAAGACAGAGAATGTCTTCCACAATACATATTC
ACAAGCACATCACCAAGAAAAACCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGACTTATATTCTTATGCT
GAAATTTCGGAGATGATTGGCAAACACA

>Eds 04

TTGCCTGAATAATGCACCAC CAACTACATATTAGTATACACTTTTCAAGCAAAATAAACCATTTTCTTTTTCA
AGAATTATAAAATAATTAACGAAGAATATATATATATATATGTGTGTGTGTG TGTATGTATGTGTGTGTTAGTC
CACGCGTAAGCAAGAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATRGGGAGAGCTCCCAACG
CGTTGGATGCATAGCTTGAG

>Eds_05

ACGCTCGCCTAAGAAAGTTG GAAGTGTTGGGCGTAAACAGTAGTAAGATTACGAAGGAGACAGATGAGGTG
TTGATTATTATTATTATTGTGGTTAAGTGGCTGATTTAATCAGCTAAGAATCTTGGCTAAAGTTAAAGGCGGAA
TGGGACTATGGGAGCGTTAATTTGCTGGCCACCACACAGCCAATTCAAAGATCTCGATGTCGCAA

>Eds_06

CACAGCGCCACAAATATGAC GGTAAAAGCTGATATTAATGCGTAAATCACAAAAGTCCCTGAAAAAAATTGC
AGTCTATGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGAGAGGGAG
GGAGGGAGGGTGAGCGCGAGGEBGAGACCCTCCACTACTCCG

>Eds_07

GGGTGATGGTGTCTGGAGAA GGAGAGAAGGGTAAAGGGAGAGAGAAGGAGGGCTGAGAGATAGAACTAGT
GAGAGTGGTAGACAGTTGGAATGGGTGGTGTTGACCGGTAAGAAGGGTGGCOBACAAAGGGGTGAGTGAAT
CGGGAGAGAGAAAGAGCCGGAAGGTCGAGAGAGAGAGAGTGGGATAAAGTGABGGAGGGAGAGAGAGATA

AGTCAAAGGTGATGGGGTC

>Eds_08

TTTGGATCCACTAGCCAACA TCAAGTGATGCTGCGGACCAGTTTCACAACATTGTTTTTAATTGGCTGTTTAT
TCTTTAGGTTATTCCGGAAGTCCATTTTTGGGGCAGCAGATGAAGTGGAATTBAGTTCGTGAACAGGTGTGTC
AGCCAACTCTTGATTCAGTGATGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCALTACACACACATAACACTAC
TTGAACAACCCTCAAAAGGAGAAACC

Fig. 1. Sequéncias parciais do genomeedelensacom regides repetitivas correspondentes aos
blocos de microssatélites (locais sombreados).egmentos sublinhados sdo regides usadas
para o desenho dos parespdenersSSR(Eds_01 a Eds_08).
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Tabela 1 -Pares derimersSSRdesenvolvidos parg. densacom as sequéncias, 0S motivos
de repeticdo, a temperatura de anelamento e o tenmaédio esperado (pb) dos produtos de
PCR.

Temperatura
média de Tamanho esperado
Pares deprimers Repeticbes anelamento do pr;)g;to de
(Ta°C)

F: TGGGTGGTCTCCAACCTTTA (AT)3 (CA)(AG)3 (AT)4

Eds01 AC)s 57 244pb
R: TCCTGATTGCGTGAATGTAGA
F: TGACACCAAGGAGGTTCAAA

Eds02 (GT) (GA)1s 57,1 172pb
R: GGCAGCAGATGAAGTGGAAT
F: CGATGGCAATACCCAACAAT

Eds03 (GA)14 57 247pb
R: TGTGTTTGCCAATCATCTCC
F: TTGCCTGAATAATGCACCAC

Eds04 (AT)s (GT), 59,1 240pb
R: CTCAAGCTATGCATCCAACG
F: ACGCTCGCCTAAGAAAGTTG

Eds05 (ATT)s (CA)s 57,1 211pb
R: TTGCGACATCGAGATCTTTG
F: CACAGCGCCACAAATATGAC

Eds06 (GA)21 (GAGG), 56,8 184pb
R: CGGAGTAGTGGAGGGTCTCA
F: GGGTGATGGTGTCTGGAGAA (GA)z (GA)4 (GA)3

Eds07 57,2 249pb
R: TGAACAATATCTCCCGTGGAC  (CA)(GA)s (GA)s (GA)s P

F: TTTGGATCCACTAGCCAACA
Eds08 (GT)3 (TC)is (CA), 56,9 249pb
R: CCTCAAAAGGAGAAACC
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