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Análise genética e da estratégia de ocupação das populações de Egeria 

(Hydrocharitaceae) da bacia do alto rio Paraná 

 

RESUMO 

Egeria densa e Egeria najas (Hydrocharitaceae) são espécies nativas da bacia do alto rio 

Paraná (Brasil), e colonizam diversos ecossistemas com intenso fluxo de propágulos dentro e 

entre os ambientes. Os principais objetivos desse trabalho foram: (i) avaliar a diversidade 

genética das populações de Egeria; (ii) utilizar marcadores moleculares correspondente a 

sequência parcial do trnL e do espaçador intergênico trnL-trnF do cpDNA e a região ITS do 

rDNA para caracterizar as popualações de E. densa e E. najas; e (iii) isolar regiões 

microssatélites para o desenho de primers  que flanqueiem os SSR de Egeria densa. A baixa 

diversidade genética, determinada por marcadores moleculares dominantes, observada nas 

populações tanto de E. densa quanto de E. najas, indica predomínio de reprodução vegetativa 

nas espécies, no entanto, não descarta totalmente a ausência de reprodução sexuada. A 

caracterização de sequências nucleotídicas do genoma cloroplastídico e nuclear identificou 

haplótipos distintos em cada uma das espécies, no entanto, somente o genoma nuclear, 

correspondente ao ITS do rDNA, permitiu discriminar e caracterizar molecularmente E. densa 

e E. najas. Além disso, dentre as combinações haplotípicas encontradas nas populações de 

Egeria, uma delas pode ser um indicativo que a recombinação genética, embora rara, pode 

estar presente. Marcadores moleculares codominantes como os microssatélites (SSR) geram 

maior polimorfismo e permitiram avaliações mais conclusivas sobre a diversidade genética 

das populações de Egeria, porém, poucos primers SSR são encontrados para vegetação 

aquática. O isolamento e desenvolvimento destes iniciadores foram concluídos, com 

perspectivas futuras para seu emprego. A análise genética das populações de Egeria auxilia na 

compreensão da estratégia de ocupação dos ambientes da bacia do alto rio Paraná. A relação 

entre processos migratórios de fragmentos vegetativos entre patches vizinhos e a baixa 

variabilidade genética dentro e entre estes patches, e progressivamente entre os ambientes 

conectados rio abaixo, sugere uma dinâmica metapopulacional para o gênero. Os marcadores 

microssatélites são mais eficientes que os marcadores dominantes e proporcionaram 

investigações, ainda, mais conclusivas sobre a genética e a ocupação das populações nativas 

de E. densa e E. najas da bacia do alto rio Paraná.  

Palavras-chaves: bacia do alto rio Paraná. Egeria. Metapopulação. Microssatélites. 

 



 

 

Ocupation Strategy and Genetic Analyses of Egeria (Hydrocharitaceae) 

populations in the Upper Paraná River Basin  

 

ABSTRACT 

Egeria densa and Egeria najas (Hydrocharitaceae) are native species from the Upper Paraná 

River Basin (Brazil). They colonize a variety of ecosystems and are characterized by having 

an intense flow of propagules within and between environments. The main goals of this thesis 

were to: (i) assess the genetic diversity of Egeria populations, (ii) use markers corresponding 

to the trnL partial sequence and to trnL-trnF intergenic spacer from the cpDNA and ITS 

region of rDNA to molecularly characterize E. densa and E. najas populations; and (iii) 

isolate microsatellites region to design primers that flank SSR regions for Egeria densa. The 

low genetic diversity of both E. densa and E. najas populations, observed using dominant 

molecular markers, indicates a predominance of vegetative reproduction. However, this 

observation does not discard completely the presence of sexual reproduction. The 

characterization of nucleotide sequences from both chloroplastidic and nuclear genomes 

identified distinct haplotypes in both species. However, only the nuclear genome 

(corresponding to the ITS region of rDNA) allowed the discrimination of different haplotypes 

and was useful to molecularly characterize E. densa and E. najas. Moreover, one of the 

haplotype combinations may indicate that genetic recombination is present, although rare. 

Codominantes molecular markers, such as microsatellites (SSR), generated higher 

polymorphism and were more successful to evaluate the genetic diversity of Egeria 

populations. However, few SSR primers are currently described for aquatic vegetation. The 

isolation and development of these primers were completed in our study, with future 

prospects for their employment. Genetic analyses of Egeria populations are useful to 

understand the occupation strategy of the environments of the Upper Paraná River basin. The 

migration processes of vegetative fragments and the low genetic variability of individuals, 

which increases with distance among patches, suggests that Egeria populations follow a 

Metapopulation dynamics. Microsatellite markers were more efficient than the dominant 

markers and support more conclusive investigations about the genetics and occupancy of 

native populations of E. densa and E. najas in the Upper Paraná River basin. 

Keywords: Macrophytes. Metapopulation. Microssatellite. Molecular Markers.  
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Diversidade genética de populações de Egeria, da bacia do alto rio Paraná, 

determinadas por marcadores RAPD E ISSR 

 

Resumo 

A diversidade genética das populações de Egeria densa e Egeria najas (Hydrocharitaceae), 

nativas da bacia do alto rio Paraná (Brasil), foi determinada através de marcadores 

moleculares RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) e ISSR (Inter Simple Sequence 

Repeat). Ambos marcadores foram eficazes em detectar homogeneidade genética dentro e 

entre as populações. No entanto, apenas os marcadores RAPD permitiram a identificação de 

uma baixa diversidade genética nas duas espécies. Essa pequena variação foi determinada 

pela presença de seis (19,35%) locos gênicos polimórficos dos 31 estudados em E. densa e de 

nove (23,08%) locos polimórficos dos 39 estudados em E. najas. O predomínio de reprodução 

assexuada e da dispersão de propágulos vegetativos são fatores determinantes da pequena 

diversidade genética encontrada dentro e entre as populações de Egeria da bacia do alto rio 

Paraná. O ecossistema aquático favorece os processos de migração de propágulos das 

macrófitas aquáticas e, no caso das espécies de Egeria, a freqüência nas migrações sustenta a 

grande homogeneidade genética verificada nas populações. Além disso, a capacidade de 

ocupação de habitats novos e de recolonizar habitats perturbados, são fortes indicativos que 

tanto E.densa quanto E. najas, ocupam os ambientes por modelos que seguem a dinâmica de 

metapopulações. 

Palavras-chave: Egeria, dinâmica de metapopualações, RAPD, ISSR. 
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Genetic diversity of Egeria populations from the Upper Paraná River basin, 

determined by RAPD and ISSR markers  

 

Abstract 

The genetic diversity of native populations of Egeria densa and Egeria najas 

(Hydrocharitaceae) was evaluated using the molecular markers RAPD (Random Amplified 

Polymorphic DNA) and ISSR (Inter Simple Sequence Repeat) in the Upper Paraná River 

Basin (Brazil). Both markers successfully detected genetic homogeneity within and between 

populations of a same species. In addition, RAPD markers identified that populations of both 

species have a low genetic diversity. This small variation was characterized by the presence of 

six (19.35%) of the 31 polymorphic genetic loci studied in E. densa and nine (23.08%) of the 

39 polymorphic loci studied in E. najas. Asexual reproduction and dispersion through 

vegetative propagules are the mechanisms responsible for the low genetic diversity found 

within and between populations of Egeria in the Upper Paraná River basin. The spatial 

configuration of the aquatic ecosystem favors the dispersion of aquatic macrophytes through 

vegetative propagules. Considering Egeria species, the frequency of dispersion maintain the 

high genetic evenness among populations. Furthermore, the ability to colonize new habitats 

and/or to re-colonize disturbed habitats indicates that both E. densa and E. najas follow a 

metapopulation dynamics.  

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

As espécies de macrófitas aquáticas submersas da família Hydrocharitaceae (Cook e 

Urmi-König, 1984) Egeria densa e Egeria najas são nativas da América do Sul e 

desenvolvem-se, acentuadamente em corpos hídricos com águas transparentes e sedimentos 

ricos (Martins et al., 2003). Os benefícios ecológicos promovidos por essa vegetação são 

inúmeros (Esteves, 1998; Wetzel, 2001), porém as mesmas podem ocasionar problemas 

indesejáveis quando crescem demasiadamente (Thomaz, 1998; Bini et al., 1999; Bini e 

Thomaz, 2005).  

Em reservatórios de usinas hidrelétricas são freqüentes os prejuízos provocados pelo 

crescimento excessivo de E. densa, considerada uma potencial daninha neotropical (Barreto et 

al., 2001; Tanaka et al., 2002; Negrisoli et al., 2003; Correa et al., 2004; Velini et al., 2004: 

Carvalho et al., 2005). É crescente o número de reservatórios povoados com E. najas, 

contudo, esta ainda não atingiu patamares considerados nocivos aos usos dos ambientes 

aquáticos, como ocorre com E. densa (Martins et al, 2003; Borges Neto et al., 2004; Oliveira 

et al., 2005; Nascimento et al., 2008). 

No reservatório de Itaipu, E. najas é a espécie submersa com maior freqüência de 

ocorrência e pode oferecer riscos aos usos em determinados locais desse ecossistema 

(Thomaz e Bini, 2003). Essa espécie é afetada negativamente por distúrbios como depleções 

de níveis de água, no entanto, se recupera com sucesso, seguindo dinâmica de metapopulação 

(Bini e Thomaz, 2005), conforme demonstrado por modelos matemáticos (Gubiani, 2004) e 

análise genética de suas populações (Lucio, 2005). 

Egeria densa, muito semelhante morfologicamente a E. najas, sempre foi incipiente 

no reservatório de Itaipu, contudo, a partir de 2004 sua abundância aumentou 

consideravelmente (Fuem/Nupélia, 2007). O incremento na ocupação do reservatório por essa 

espécie provavelmente foi resultado de alterações limnnológicas, como o aumento na 

transparência da água e da condutividade elétrica (Bini, 2001; Thomaz et al., 2003a; 

Fuem/Nupélia, 2005; Bini e Thomaz, 2005). A rápida expansão de E. densa é esperada, já que 

a espécie possui grande potencial infestante. Além disso, tanto ela quanto E. najas, 

reproduzem-se, principalmente, por propagação vegetativa que proporciona rápida 

colonização, sendo a reprodução por sementes muito rara nessas espécies (Cook e Urmi-

König, 1984; Bowmer et al., 1995; Rodella et al., 2006; Silveira et al., 2009).  

Estudos de dinâmica de populações e da ocorrência de metapopulações, fornecendo 

informações sobre processos de colonização e re-colonização de bancos de macrófitas 
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aquáticas, são importantes no reconhecimento das fontes de dispersão dos propágulos e 

podem subsidiar medidas de manejo (Thomaz e Bini, 1999; Thomaz, 2005). Embora tenha 

sido sugerido que a recuperação de bancos de E. najas diante de distúrbios segue uma 

dinâmica de metapopulações (Lucio, 2005), não se sabe se a ocupação espacial e temporal de 

E. densa possui a mesma dinâmica.  

A biologia molecular fornece ferramentas úteis para o estudo da variabilidade genética 

em populações naturais, inclusive, de macrófitas aquáticas (Li et al., 2004; Chen et al., 2007). 

Os marcadores de DNA são vantajosos para a caracterização de recursos genéticos porque 

representam somente a variabilidade genética, não estando, portanto, sujeitos a influência 

ambiental (Sodré et al., 2002). A análise com marcadores moleculares RAPD de populações 

de E. densa, não nativas, na Califórnia (USA), revelou pequenas diferenças genéticas entre as 

populações (Weiss, 1997). Martins et al. (2003) caracterizaram populações de E. densa e E. 

najas, de reservatórios do estado de São Paulo, com marcadores RAPD e observaram maior 

variabilidade genética quando comparados a populações não nativas.  

Os marcadores moleculares RAPD e ISSR têm sido utilizados com sucesso na 

determinação de DNA fingerprinting (Moreno et al., 1998; Blair et al., 1999; Divaret  

et al., 1999; Gilbert et al., 1999), incluindo investigações sobre diversidade clonal de 

macrófitas aquáticas (Ren et al., 2005; Li et al., 2006; Ren e Zhang, 2007) e estudos de 

genética de populações (Wolfe et al., 1998; Nebauer et al., 1999; Li et al., 2005). A natureza 

hipervariável dos marcadores ISSR e o seu potencial para avaliar a diversidade genética da 

vegetação aquática, incluindo as clonais, têm sido revelados em diversos trabalhos (Chen et 

al., 2005, 2006; Han et al., 2007). 

A homogeneidade genética dos marcadores RAPD e ISSR, encontrada nas populações 

de E. najas no reservatório de Itaipu (Lucio, 2005), permitiu estabelecer a estratégia de 

ocupação desta espécie por dinâmica de metapopulações, a qual está correlacionada com a 

dispersão da espécie através de propágulos vegetativos. Além disso, os resultados sugeriram 

que a provável origem para as populações está em ecossistemas adjacentes. 

O presente estudo tem como objetivos caracterizar geneticamente, com marcadores RAPD e 

ISSR, as populações de E. densa do reservatório de Itaipu e inferir sobre sua provável 

estratégia de ocupação do reservatório. Pretende-se, também, ampliar a caracterização por 

RAPD e ISSR das populações de E. densa e E. najas de ecossistemas adjacentes, procurando 

identificar as relações genéticas e os prováveis locais de origem das populações que 

colonizam o reservatório.  
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2. Material e métodos  

2.1. Área de estudo e amostragem 

Foram amostrados 124 indivíduos de E. najas distribuídos em 59 bancos de oito 

ecossistemas da bacia do alto rio Paraná (Fig. 1). No reservatório de Itaipu (margem 

esquerda) 27 bancos foram amostrados, em Porto Primavera apenas um, cinco em Jupiá, dois 

em Ilha Solteira (rio Paraná) e Rosana (rio Paranapanema), cinco bancos em Três Irmãos (rio 

Tietê) e 14 na planície alagável do alto rio Paraná.  

Para E. densa foram amostrados 87 indivíduos distribuídos em 27 bancos do 

reservatório de Itaipu e oito bancos em Jupiá, Rosana e Salto Grande (os dois últimos no rio 

Paranapanema). Estes bancos (patches) constituem subpopulações que compõe a população 

de ambas as espécies em cada ecossistema estudado. 

Os exemplares foram levados em sacos plásticos com água local em caixa de isopor 

até o laboratório de Genética/Nupelia da Universidade Estadual de Maringá, Maringá-PR.  

 

2.2. Extração e Quantificação do DNA 

Precedendo o processo de extração do DNA, todas as amostras de Egeria foram 

lavadas com água destilada e detergente Tween 20, para remoção de microorganismos 

aderidos à superfície das macrófitas. O DNA total de cada exemplar foi isolado, conforme 

adaptações do protocolo de Lodhi et al. (1994). A quantificação dos mesmos foi estimada pela 

comparação com quantidades conhecidas de DNA do fago λ, por meio de eletroforese em gel 

de agarose 0,8%. 
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Fig.1. Mapa dos ecossistemas da bacia do alto rio Paraná, locais de coleta das espécies de Egeria. 
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2.3. Amplificação RAPD 

O DNA total de cada indivíduo de E. najas e E. densa foi utilizado para amplificação 

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

35 primers testados em cada espécie, seis foram selecionados para cada uma delas (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Primers utilizados para amplificação de marcadores 
RAPD de Egeria densa e Egeria najas. 

Primers 

Identificação Seqüências 

Egeria densa Egeria najas 

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 amplificação do DNA foi feita uma mistura de reação contendo tampão Tris-KCl 

(Tris-HCl 20 mM pH 8,4 e KCl 50 mM), MgCl2 2 mM, primer 0,46 µM, dNTP 0,19 mM, 1 

U/reação de Taq DNA-polimerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbard, CA, U.S.A), 

DNA (15 ng) e água suficiente para completar o volume final de 13 µL para cada amostra. As 

reações de amplificação foram realizadas no termociclador MJ Research PT 100, programado 

para um ciclo de 92oC por quatro minutos, seguido por mais 40 ciclos de um minuto a 92oC, 

um minuto e 30 segundos a 35oC e dois minutos a 72oC, e posterior extensão final a 72º C por 

cinco minutos.  

Alíquotas do produto de reação de cada amostra foram fracionadas em gel de agarose 

1,4%, corado com brometo de etídeo (20 µg/100 mL). O padrão de bandas produzido foi 

visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado. O tamanho de cada fragmento foi 

determinado por comparação com as bandas do marcador padrão (Ladder 100 pb – Invitrogen 

Life Technologies, Carlsbard, CA, U.S.A).  
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2.4. Amplificação ISSR  

A amplificação do DNA com a metodologia ISSR-PCR atendeu as condições 

recomendadas por Fernandes-Matioli (1999). Um total de 20 primers foram testados, no 

entanto, apenas três apresentaram bons resultados e assim selecionados: (GGAC)4, (AACC)4,  

e (AAGC)4  (Lucio, 2005).  

A mistura de reação de amplificação, com cada primer selecionado, consistiu de 

tampão Tris-HCl (Tris-HCl 20 mM pH8,4 e KCl 50 mM), MgCl2 2 mM, primer 0,46 µM, 

dNTP 0,19 mM, 1 U/reação de Taq DNA-polimerase (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbard, CA, U.S.A), DNA (15 ng) e água suficiente para completar o volume final de 13 

µL. A amplificação dos fragmentos com primers tetranucleotídicos foi realizada em 

termociclador MJ Research PT 100, programado para um ciclo a 94o C por 45 segundos, um 

minuto a 51oC e um minuto a 72oC, seguindo de quatro ciclos de 45 segundos a 94oC, um 

minuto a 72oC. O passo seguinte é de 45 segundos a 94ºC, um minuto a 48ºC e um minuto a 

72ºC, que é repetido por mais 29 vezes.  

Da mesma forma que para o RAPD, alíquotas do produto de reação de cada amostra 

foram fracionadas em gel de agarose 1,4%, corado com brometo de etídeo (20 µL/100 mL). O 

padrão de bandas produzido foi visualizado sob luz ultravioleta, fotodocumentado e os seus 

tamanhos determinados por comparação com as bandas de um marcador padrão (Ladder 100 

pb – Invitrogen Life Technologies, Carlsbard, CA, U.S.A).  

 

2.5. Análise dos dados de RAPD e ISSR  

Para os marcadores RAPD e ISSR cada indivíduo produziu um perfil eletroforético 

com determinado primer. Este padrão é determinado pela ausência (0) ou presença (1) das 

bandas no gel, que correspondem aos fragmentos de locos RAPD específicos. Posteriormente, 

os resultados foram tabulados em matrizes de dados binários. A partir das matrizes foram 

estimados, com o programa PopGene 1.32 (Yeh et al., 1999), o número de locos polimórficos 

(LP) e o Índice de Shannon (I), para determinação da diversidade genética dentro e entre as 

populações de E. najas e E. densa dos ecossistemas da bacia do rio Paraná.  

As matrizes também foram empregadas para determinar o coeficiente de similaridade de 

Jaccard e construção de dendrogramas neighbor-joining, utilizando os programas FreeTree 

(Pavlicek et al., 1999) e Mega 4.1 (Saitou e Nei, 1987), dentro e entre as localidades com 

amostragem múltipla. Foi realizado o teste de Mantel utilizando o programa MANTEL-

STRUCT (Miller, 1999), para verificar se houve relação entre distância geográfica e 
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diferenciação genética das populações estudadas. A partir da similaridade de Jaccard, também 

foi construído com o programa FAMD (Schlüter e Harris, 2006) um gráfico de dispersão dos 

indivíduos das populações de E. najas e E. densa, separadamente. Assim como no RAPD, 

seguiram-se as análises dos marcadores ISSR. Além disso, neste trabalho propõe-se 

confrontar os resultados obtidos com os marcadores RAPD com os resultados dos ISSR para 

as populações do gênero Egeria.  

 

3. Resultados 

3.1. Perfil RAPD nas espécies de Egeria  

Egeria najas 

O número de bandas nítidas e reproduzíveis obtidas com os primers selecionados 

variou de quatro a oito, totalizando 39 locos estudados nos 124 indivíduos de E. najas. Os 

fragmentos amplificados distribuíram-se entre 350 e 1800 pb (pares de bases) e nove locos 

revelaram-se polimórficos (23,08%).  

A percentagem de locos polimórficos (PPL) e os valores de índice de Shannon (I) 

determinados dentro de cada população foram baixos. O ecossistema correspondente à 

planície alagável do alto rio Paraná apresentou a maior percentagem de locos polimórficos 

(10,26%) e o maior índice de Shannon, I = 0,0579±0,1846. As populações de E. najas do 

reservatório de Itaipu e Três Irmãos mostraram valores de PPL = 5,13% e I = 0,0304±0,1337 

e PPL = 7,69% e I = 0,0368±0,1344, respectivamente.  Nas populações dos reservatórios de 

Porto Primavera, Rosana, Jupiá e Ilha Solteira, não foram detectados polimorfismo e o índice 

de Shannon foi nulo. 

A Tabela 2 mostra a percentagem de locos polimórficos e os valores de índice de 

Shannon entre as populações de E. najas. Os maiores valores para locos polimórficos foram 

observados entre a planície alagável do alto rio Paraná e o reservatório de Três Irmãos, entre a 

planície e Jupiá e, entre a planície e Porto Primavera (PPL = 23,08%). A amplitude de 

variação do índice de Shannon foi de zero a 0,106±0,210, com os extremos encontrados entre 

Jupiá e Porto Primavera e entre Jupiá e a planície, respectivamente.  
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Tabela 2 – Percentagem de locos RAPD polimórficos (PPL) (abaixo da diagonal) e 

Índice de Shannon (I) entre as populações (acima da diagonal) e dentro de populações 

(diagonal) de E. najas dos sete ecossistemasa/ da bacia do alto rio Paraná. 

a/  Planície = Planície alagável do alto rio Paraná; Itaipu  = Reservatório de Itaipu; Rosana = Reservatório de Rosana; Ilha 
Solteira = Reservatório de Ilha Solteira; Três Irmãos = Reservatório de Três Irmãos; Jupiá = Reservatório de Jupiá; Porto 
Primavera = Reservatório de Porto Primavera. 

     
Apesar da diversidade genética, representada pelo número de locos polimórficos e 

pelo índice de Shannon, ter atingido valores maiores entre as populações do que dentro delas, 

os mesmos são valores muito baixos para diferenciar geneticamente as populações da bacia do 

alto rio Paraná. 

Com base no coeficiente de Similaridade de Jaccard foi construído um dendrograma 

com algoritmo neighbor-joining, que representou as relações genéticas entre os 124 

indivíduos de E. najas (Fig. 2). No dendrograma os indivíduos pertencentes à mesma 

população foram agrupados juntos ou muito próximos, em função da presença de poucos 

locos polimórficos. A população da planície alagável do alto rio Paraná mostrou ser a mais 

variável quanto aos locos RAPD e, possui indivíduos agrupados junto às populações do 

reservatório de Itaipu e Rosana. Esta última está próxima, também, à população do 

reservatório de Ilha Solteira (Fig. 2).  

PPL 
 
I 

Planície Itaipu Rosana 
Ilha 

Solteira 

Três 

Irmãos 
Jupiá 

Porto 

Primavera 

Planície 0,058±0,185 0,049±0,166 0,061±0,188 0,067±0,186 0,097±0,200 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±0,154 0,069±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 

Ilha Solteira 15,38 10,26 5,13 0,0 0,053±0,186 0,045±0,155 0,052±0,176 

Irmãos 23,08 17,95 12,82 7,69 0,037±0,134 0,024±0,092 0,034±0,126 

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

Porto 
Primavera 

23,08 17,95 12,82 7,69 7,69 0,0 0,0 
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Fig. 2. Dendrograma neighbor-joining, baseado em marcadores RAPD, a partir da 
similaridade de Jaccard, dentro e entre sete populações de E. najas da bacia do alto rio Paraná. 

Planície (Porto Rico-Pr)
Reservatório Três Irmãos (Tirm)
Reservatório Jupiá (Jup)
Reservatório Porto Primavera (Prim)
Reservatório Ilha Solteira (Isolt)

Reservatório Rosana (Ros)

Reservatório Itaipu (Itp)

Legenda dos ecossistemas 



 

 

24 

A maioria dos indivíduos da população do reservatório de Itaipu está agrupada num só 

cluster ou muito próxima, junto à população da planície (Fig. 2). As populações do 

reservatório de Três Irmãos, Jupiá e Porto Primavera reuniram-se, devido a grande 

similaridade entre os marcadores RAPD e índice de Shannon baixo (0,024; 0,034 e zero). Um 

único indivíduo da população de Três Irmãos (Tirm1) agrupou-se separado e junto à 

população de Ilha Solteira, dentre os quais apresenta o mesmo perfil de marcadores revelados. 

A Tabela 3 mostra os resultados do Teste de Mantel, a partir da dissimilaridade de 

Jaccard (1- Sj) e da correlação (r), entre as populações de E. najas da bacia do alto rio Paraná. 

O teste mostrou-se estatisticamente significativo para a maioria das distâncias e das 

correlações. As quatro maiores distâncias genéticas foram observadas entre as populações de 

Itaipu e Jupiá (0,156), planície e Jupiá (0,149), Itaipu e Três Irmãos (0,140) e entre Rosana e 

Jupiá (0,137). Para as correlações, mesmo que significativas, as poucas diferenças entre as 

populações não permitiram concluir que a distância geográfica influencia a diferenciação 

genética de E. najas.  

 
Tabela 3. Médias da dissimilaridade de Jaccard (1-Sj) (abaixo da diagonal) e da 
correlação (r) (acima da diagonal), obtidas com marcadores RAPD, entre as 
populações de E. najas de seis ecossistemasa/ amostrados na bacia do alto rio Paraná. 

    (1-Sj) 
    r 

Planície Itaipu Rosana Ilha Solteira Três Irmãos Jupiá 

Planície 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 1,0ns 

Três Irmãos 0,134 0,140 0,122 0,066 0,033 0,052ns 

Jupiá 0,149 0,156 0,137 0,083 0,01 0,0 

a/  Planície = Planície alagável do alto rio Paraná; Itaipu  = Reservatório de Itaipu; Rosana = Reservatório de Rosana; Ilha 
Solteira = Reservatório de Ilha Solteira; Três Irmãos = Reservatório de Três Irmãos; Jupiá = Reservatório de Jupiá. 

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

 

A Figura 3 mostra o gráfico de dispersão gerado a partir do coeficiente de similaridade 

de Jaccard, entre os indivíduos das populações de E. najas da bacia do alto rio Paraná. O 

gráfico apresenta pouca dispersão entre os indivíduos das populações da planície, Itaipu e 

Rosana. E, maior dispersão entre estas populações e àquelas do reservatório de Ilha Solteira, 

Três Irmãos e Jupiá. Estes resultados são verificados, também, no dendrograma da Figura 2. 

Este padrão de gráfico estabelece uma correlação de similaridade genética e corrobora 

o dendrograma da Figura 2. As populações mais próximas como a planície, Itaipu e Rosana 

estão mais dispersas em relação às populações de Ilha Solteira, Jupiá, Três Irmãos e Porto 
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Primavera, embora, mais distantes no gráfico, as divergências são pequenas para estruturar 

geneticamente as populações. 

Rosana

Jupiá/
Três Irmãos/

Porto Primavera

Planície

Itaipu
Planície

Ilha Solteira/Três Irmãos

Planície

Itaipu
Planície/Itaipu

Planície

Itaipu
Itaipu

x

y

z

Planície/Rosana

(22,9%)

Rosana

Jupiá/
Três Irmãos/

Porto Primavera

Planície

Itaipu
Planície

Ilha Solteira/Três Irmãos

Planície

Itaipu
Planície/Itaipu

Planície

Itaipu
Itaipu

x

y

z

Planície/Rosana (65,04%)

(7,72%)

Fig. 3. Gráfico de dispersão em coordenadas principais, baseado no coeficiente de 
similaridade de Jaccard, obtidos com marcadores RAPD, entre os indivíduos das populações 
de E. najas dos sete ecossistemas da bacia do alto rio Paraná. Planície = Planície alagável do 
alto rio Paraná; Itaipu  = Reservatório de Itaipu; Rosana = Reservatório de Rosana; Ilha 
Solteira = Reservatório de Ilha Solteira; Três Irmãos = Reservatório de Três Irmãos; Jupiá 
= Reservatório de Jupiá. 

 
 
Egeria densa 

Os primers RAPD produziram um total de 31 bandas (locos) nítidas e reproduzíveis 

com média de cinco locos por primer. Os fragmentos amplificados variaram de 350 a 1700 pb 

nos 87 indivíduos de E. densa. Entre estes foram observados, apenas, seis locos polimórficos 

(19,35%).  

Dentro das populações de E. densa a percentagem de locos polimórficos (PPL) e o 

índice de Shannon (I) foram iguais a zero, exceto para a população do reservatório de Itaipu 

com 6,45% e 0,048 ±0,179, respectivamente. Entre as populações a maior percentagem de 

locos polimórficos foi observada tanto entre Itaipu e Salto Grande quanto entre Itaipu e Jupiá, 

com 19,35 % (Tabela 4). A amplitude do índice de Shannon variou de zero a 0,096±0,209, 

indicando ausência de divergências genéticas entre Salto Grande e Jupiá, e maiores diferenças 

entre Itaipu e Jupiá. Embora, estas diferenças sejam consistentes, elas são pequenas e 
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implicam em não discriminar totalmente as populações de E. densa da bacia do alto rio 

Paraná.  

Tabela 4. Percentagem de locos RAPD polimórficos (PPL) (abaixo da diagonal) e 
Índice de Shannon (I) entre as populações (acima da diagonal) e dentro de populações 
(diagonal) de E.densa dos ecossistemas da bacia do alto rio Paraná.  

PPL 
           I 

Itaipu Rosana Salto Grande Jupiá 

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 
 

Jupiá 19,35 12,9 0,0 0,0 

a/  Itaipu  = Reservatório de Itaipu; Rosana = Reservatório de Rosana; Salto Grande = Reservatório de Salto Grande; Jupiá = 
Reservatório de Jupiá. 

 
A figura 4 mostra o dendrograma neighbor-joining, construído a partir do coeficiente 

de Similaridade de Jaccard, representando as relações genéticas entre os 87 exemplares de E. 

densa da bacia do alto rio Paraná. No gráfico os indivíduos pertencentes à mesma população 

foram agrupados no mesmo clado. A população de Rosana está no mesmo clado de Itaipu, 

que está próximo de Salto Grande e Jupiá agrupados em outro clado. O dendrograma indica 

grande similaridade genética entre as populações de E. densa da bacia, em função da presença 

de poucos locos polimórficos e da homogeneidade revelada pelos marcadores RAPD dentro e 

entre as populações de E. densa.  
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Fig. 4. Dendrograma neighbor-joining, baseado em marcadores RAPD, a partir da 
similaridade de Jaccard, dentro e entre as populações de E. densa da bacia do alto rio Paraná. 
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A Tabela 5 mostra os resultados do Teste de Mantel, a partir da dissimilaridade de 

Jaccard (1- Sj) e da correlação (r), entre as populações de E. densa. O teste apresentou 

distâncias genéticas estatisticamente significativas entre as populações de Itaipu e Rosana, 

Itaipu e Salto Grande, Itaipu e Jupiá e, entre Rosana e Salto Grande. Para as populações de 

Jupiá e Salto Grande a distância foi igual a zero, indicando identidade genética entre elas. 

Embora, o teste de Mantel tenha fornecido distâncias genéticas acima de zero, estas também 

são baixas para concluir que as populações se diferem. Além disso, o agrupamento das 

populações verificado no dendrograma (Figura 4) indica similaridade entre elas, 

provavelmente, decorrente da homogeneidade dos marcadores RAPD. Apesar de correlações 

significativas entre os ecossistemas, os valores não são suficientes para discriminá-las 

geneticamente.  

O gráfico de dispersão baseado na similaridade de Jaccard apresenta a distribuição das 

populações de E. densa. Este gráfico demonstra agrupamentos semelhantes ao dendrograma 

(Figura 4), Rosana junto a Itaipu, Salto Grande a Jupiá, no entanto, não separa estas duas 

últimas de Itaipu. A dispersão observada no gráfico, especialmente, dos indivíduos de Itaipu 

sugere, também, que as populações não estão separadas e que há similaridade ou 

homogeneidade entre os indivíduos e as populações de E. densa nos ecossistemas da bacia do 

alto rio Paraná.  

 
Tabela 5. Matriz de médias da dissimilaridade de Jacard (1-Sj) (diagonal inferior) 
e da correlação (r) (diagonal superior), obtidas com marcadores RAPD, entre as 
populações de E. densa dos ecossistemas mostrados na bacia do alto rio Paraná. 

        (1-Sj) 
    r 

Itaipu Rosana Salto Grande Jupiá 

Itaipu 0,032 -0,1214ns 0,0761ns * 0,0224ns 

Rosana 
 

0,020 
0,0 0,8809**  0,8018**   

Salto Grande 
 

0,042 
 

0,035  0,0 
0,0 

 

Jupiá 0,035 0,030 0,0 0,0 

a/  Itaipu  = Reservatório de Itaipu; Rosana = Reservatório de Rosana; Salto Grande = Reservatório de Salto Grande;     
Jupiá = Reservatório de Jupiá. 

** (p<0,01); * (p<0,05); ns (não significativo) 
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(5,9%)

(4,78%)

(89, 31%)

 

Fig. 5- Gráfico de dispersão em coordenadas principais, baseado no coeficiente de 
similaridade de Jaccard, obtido com marcadores RAPD, entre os indivíduos das populações 
de E. densa da bacia do alto rio Paraná. 

 
 

3.2. Perfil ISSR de E. najas e E. densa  

O DNA dos indivíduos de ambas as espécies foi amplificado com os mesmos três 

primers ISSR. Nas populações de E. najas da bacia foram obtidos dez locos gênicos. O 

tamanho dos fragmentos (bandas) amplificados variou de 500 a 1700pb e, todos os 123 

indivíduos apresentaram os mesmos locos. Para E. densa os primers identificaram 11 locos 

gênicos, com fragmentos de 700 a 1800 pb de tamanho. Da mesma forma que em E. najas, 

todos os 87 indivíduos de E. densa não apresentaram locos polimórficos. 

A ausência de polimorfismo e índice de Shannon igual a zero, indica homogeneidade 

dos marcadores ISSR dentro e entre as populações de E. najas e de E. densa. Além disso, os 

padrões eletroforéticos ISSR demonstram que os locos observados, a partir do primers 

utilizados, não são comuns às espécie E.densa e E. najas. (Fig. 6). 
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Fig. 6. Padrão de marcadores ISSR, obtidos com o primer AACC4, caracterizando as 
espécies E. najas e E. densa, da bacia do alto rio Paraná. En: E. najas; Ed: E. densa. 
(Ladder - marcador padrão; br - controle positivo, reação de PCR sem DNA). 
 

Os resultados obtidos com os marcadores ISSR não contribuíram para caracterizar 

possíveis diferenças entre as populações de E. najas e de E. densa da bacia do alto rio Paraná. 

No entanto, mostraram-se eficientes em separar as espécies de Egeria, com perfis de 

marcadores ISSR exclusivos para cada uma. 

 

4. Discussão 

Os marcadores moleculares RAPD e os ISSR têm sido muito utilizados para estudos 

de genética de populações e na determinação da diversidade clonal de plantas aquáticas (Li & 

Ge, 2001; Chen et al., 2006). Pesquisas comparando as técnicas RAPD e ISSR, mencionam 

que os marcadores ISSR exibem maiores níveis de polimorfismo genético se comparados ao 

RAPD (Esselman et al., 1999; Qian et al., 2001). De acordo com Chen et al. (2006), os 

marcadores ISSR não são mais informativos que os marcadores RAPD, ambos foram 

eficientes em identificar clones nas populações da macrófita aquática Caldesia grandis. A 

mesma avaliação e eficiência entre os marcadores são encontradas no presente estudo. 

 

4.1. Egeria najas 

As populações de E. najas da bacia do alto rio Paraná estudadas neste trabalho 

apresentaram maior diversidade genética que as de E. densa. No entanto, para ambas as 

espécies os valores de diversidade foram diminutos, indicando poucos genótipos diferentes 

colonizando os ecossistemas. Entre as populações de E. najas, a população geneticamente 

mais variável foi a da planície alagável do alto rio Paraná (PPL= 10,26%; I=0,0579). 
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Presume-se que a menor variabilidade de E. densa deve-se, ao menos em parte, ao fato de a 

mesma não ter sido encontrada na planície de inundação do rio Paraná. 

As espécies de Egeria se propagam por fragmentos do caule, e ocasionalmente, por 

sementes (Cook e Urmi-König, 1984; Lorenzi, 2000; Silveira et al., 2009). Essa característica 

reprodutiva permite a dispersão dos propágulos vegetativos a longas distâncias (Pysek, 1997). 

No ambiente aquático estes propágulos são dispersos dentro e entre as populações através do 

fluxo da corrente de água, das inundações e de animais (Figuerola e Green, 2002; Boedeltje et 

al., 2003; Thomas et al. 2005). No entanto, a hidrocoria é certamente a principal forma de 

dispersão entre os ambientes investigados, pois todos são diretamente conectados pelo rio 

Paraná (Thomaz et al., 2009).  

Embora a diversidade genética de E. najas na planície do rio Paraná tenha se 

apresentado maior, esta pode ser considerada baixa, o que sugere haver propagação vegetativa 

de poucos genótipos nesta população. Além disso, há elevada capacidade de dispersão dos 

propágulos, pois os habitats da planície são conectados principalmente durante as grandes 

cheias. A planície também recebe propágulos de outros ambientes e, possivelmente o 

reservatório de Rosana, a montante pode ser uma fonte doadora, apresentando-se agrupado a 

planície no dendrograma (Fig. 2). É importante salientar que dentre os ambientes estudados a 

planície alagável do alto rio Paraná é o único remanescente não represado com características 

originais do rio e da diversidade de espécies (Agostinho e Zalewski, 1996), onde E. najas é 

nativa e pode concentrar maior valor de diversidade genética. 

Os reservatórios de Três Irmãos e Itaipu, a montante e a jusante respectivamente, 

também apresentaram diversidade genética, porém, inferior à observada na planície em 

função de poucos locos polimórficos (PPL = 7,69% e I = 0,0368; PPL= 5,13% e I = 0,0304, 

respectivamente). Estes ambientes assim como Ilha Solteira, Jupiá, Porto Primavera e Rosana 

que não apresentaram polimorfismo dentro da população, são colonizados por um ou poucos 

genótipos diferentes mantidos, assexuadamente. O dendrograma (Fig. 2) agrupa Itaipu junto à 

população da planície, mas não junto a Rosana, indicando a presença de genótipos comuns 

destes ecossistemas com a planície, mas não entre eles.  

Em conjunto, esses resultados apontam para a importância da manutenção deste 

ecossistema, ainda relativamente íntegro, para a preservação da diversidade genética de E. 

najas, diferentemente dos reservatórios, que são ecossistemas mais jovens e onde a 

diversidade genética é mínima ou ausente. Tais diferenças são esperadas, pois a conectividade 

entre as populações dentro de um mesmo reservatório deve ser maior do que entre populações 
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dentro da planície, que contem habitats variados e com diferentes graus de conexão com o rio 

principal (Thomaz et al., 2004). 

A capacidade de dispersão dos propágulos vegetativos, especialmente através do fluxo 

da corrente de água, pode explicar o agrupamento de Três Irmãos, Jupiá e Porto Primavera, 

presentes em seqüência na cascata de reservatórios do rio Tiete ao rio Paraná. A mesma 

interpretação justifica a separação deste clado do que inclui o reservatório de Rosana, no 

entanto, não se aplica a Ilha Solteira. A explicação pode ser feita por duas hipóteses, ou a 

dispersão de propágulos vegetativos entre Ilha Solteira e Três Irmãos ocorreu por animais 

(Figuerola e Green, 2002), ou há dispersão de propágulos através do canal Pereira Barreto que 

comunica os rios Tietê e São José dos Dourados. Este canal foi projeto com o propósito de 

comunicar as usinas hidrelétricas de Três Irmãos e Ilha Solteira, para isso, necessariamente o 

rio São José do Dourados deságua no rio Paraná e a montante do reservatório de Ilha Solteira. 

Segundo Martins et al. (2003) a alta similaridade genética de populações de E. najas 

entre estes ambientes indicou provável colonização ocorrida pelo canal. Da mesma forma, a 

comunicação através do canal Pereira Barreto é a hipótese mais plausível e que justifica o 

agrupamento de parte dos indivíduos de Três Irmãos também a Ilha Solteira. 

Embora no trabalho de Martins et al. (2003) foi verificado maior distância genética 

entre Três Irmãos e Jupiá, o mesmo não foi observado neste trabalho. O agrupamento no 

mesmo clado de ambos os reservatório é mais um indício que há intenso fluxo de propágulos 

de Três Irmãos em direção a Ilha Solteira e de parte destes para Jupiá. 

A distância genética e a correlação, obtidas com o teste de Mantel, foram em sua 

maioria significativas, porém diminutas e não permitem diferenciar geneticamente as 

populações. Além disso, os dois tipos de gráficos gerados a partir do coeficiente de 

similaridade de Jaccard apresentaram o mesmo padrão de agrupamentos e dispersões pouco 

acentuado. Considerando a comunicação entre os ambientes da bacia do Paraná, por 

migrações de propágulos de E. najas seguindo o fluxo dos rios, e a grande homogeneidade de 

marcadores RAPD observada dentro e entre as populações, pode-se inferir que as populações 

dos ecossistemas estudados não estão estruturadas geneticamente. 

 

4.2. Egeria densa 

Dos quatro ecossistemas amostrados para espécie E. densa, o reservatório de Itaipu foi 

o único onde a espécie mostrou-se variável, mas com diversidade genética muito baixa, 

inclusive inferior a maior diversidade encontrada para E. najas. Madeira et al. (2003), também 
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encontraram maior variabilidade genética para E. najas do que para E. densa. No entanto, os 

autores encontraram maior distância genética entre as populações de E. densa de Salto Grande 

e Jupiá. No presente estudo estas populações mostraram-se similares geneticamente e, 

agrupadas no mesmo clado. 

As duas espécies do gênero Egeria, apesar de possuírem particularidades físico-

químicas na ocupação do ambiente aquático (Bini e Thomaz, 2005), apresentam as mesmas 

características reprodutivas e de dispersão (Cook e Urmi-König, 1984; Lorenzi, 2000). Carter 

e Sytsma (2001) verificaram, a partir de marcadores RAPD, baixa variabilidade genética entre 

populações de E. densa, introduzidas em locais geográficos distantes (Chile e Oregan - 

Canadá). A semelhança entre Salto Grande e Jupiá, separados geograficamente, pode ser 

decorrente da dispersão de clones de E. densa por animais, ou da alta similaridade desta em 

toda a bacia. 

A ocupação de E. densa em Itaipu deixou de ser incipiente a partir de 2004, período 

com altos níveis de transparência da água. Esta condição aumenta a taxa fotossintética de E. 

densa e permite o acúmulo de biomassa (Fuem/Nupélia, 2007). A maior variabilidade em 

Itaipu quando comparada aos outros ambientes, pode ser decorrente de raros eventos de 

reprodução sexuada ou de mutações. Como a espécie colonizou rápida e intensamente o 

reservatório, ambos os eventos não são descartados. Além disso, tanto o reservatório de Jupiá 

quanto o de Salto Grande, ambos a montante de Itaipu, pesquisados neste trabalho, podem 

fornecer propágulos com genótipos diferentes dos encontrados, mas que não foram 

amostrados no presente estudo e que poderiam ser com a ampliação das amostras. 

A não ocorrência de E. densa na planície alagável do alto rio Paraná, local de maior 

variabilidade para E. najas, provavelmente se deve a fatores limnológicos. A maior 

velocidade da água, o acúmulo de matéria orgânica, e menor transparência da água, 

provavelmente são os fatores limitantes para fixação e para o crescimento da espécie na 

planície (Gantes e Caro, 2001, Bini e Thomaz, 2005).  

As correlações obtidas com o teste de Mantel foram baixas e mostram-se irrelevantes 

para mensurar separação genética das populações pela distância geográfica. O padrão quase 

homogêneo de marcadores RAPD, agrupa os indivíduos das populações de E. densa em 

clados muito próximos. O mesmo comportamento de E. najas deve valer para E. densa, no 

que se refere à dispersão. A grande conectividade mantida entre os ambientes explica a pouca 

diversidade genética entre os mesmos e impede a estruturação genética das populações.  
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4.3. Variantes genotípicos 

Apesar de baixa, há diversidade genética para o gênero Egeria na bacia do alto rio 

Paraná, que pode ser compreendida pela ocorrência de genótipos diferentes originados de 

reproduções sexuadas ou de mutações somáticas. Para a primeira hipótese, sabe-se que as 

espécies do gênero são dióicas, com flores semelhantes e, provavelmente, com mecanismos 

de polinização (Cook e Urmi-Koning, 1984). Em populações naturais, ambos os sexos 

convivem em simpatria, no entanto, são raros os registros de sementes (Cook e Urmi-Koning, 

1984). Na bacia do Paraná foram observadas flores, possivelmente em época reprodutiva 

(observação pessoal), contudo, não há registro de ocorrência de sementes neste ambiente, o 

que não descarta a hipótese de reprodução sexual. A outra explicação para variabilidade 

genética observada seria a ocorrência de mutações somáticas. As plantas que se propagam por 

clones, como E. densa e E. najas, possuem maior longevidade, o que aumenta a 

vulnerabilidades de eventuais mutações somáticas (Persson e Gustavsson, 2001). 

Pesquisadores têm considerado os marcadores RAPD representativos de segmentos de regiões 

do DNA não codificantes com seletividade neutra (Bachamann, 1997; Landergott et al., 

2001), outros mencionam que esses marcadores, espalhados ao longo do genoma, podem estar 

relacionados a locos funcionalmente importantes (Penner, 1996). Pouca informação indica 

que os marcadores ISSR são funcionalmente importantes, consequentemente, possuem taxa 

evolutiva mais rápida, podendo resultar em marcadores mais variáveis comparados ao RAPD 

(Esselman et al., 1999).  

Os resultados deste trabalho são muito semelhantes aos encontrados por Chen et al. 

(2006) e indicam baixa variação dos marcadores moleculares RAPD e, ausência de variação 

para os ISSR dentro de cada espécie. Contudo, este último mostrou-se eficiente em gerar 

padrões exclusivos de marcadores ISSR espécie-específicos para Egeria. Além disso, o 

polimorfismo de locos RAPD específicos encontrados em E. najas e E. densa, menos 

suscetíveis a mutações que os ISSR, sugere que os perfis genotípicos encontrados podem estar 

mais precisamente relacionados a recombinações gênicas do que as mutações somáticas.  

 

4.4. Caso de dinâmica de metapopulações 

O conceito de metapopulação é extremamente utilizado nos estudos de populações 

animais, embora ainda seja controversa sua aplicação às populações de plantas prevalece o 

conceito de dinâmica de metapopulações (Hanski, 1999; Ehrle'n e Eriksson, 2003; Pannel & 

Obbard, 2003). A principal crítica feita à aplicabilidade da teoria de metapopulação em 
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plantas se refere, muitas vezes, ao fato delas não ocuparem habitats discretos ou manchas 

(Obbard et al., 2006). Além disso, é difícil saber se a regeneração de uma mancha de 

vegetação decorre da dispersão de propágulos (ou taxas de imigração, básica em modelos 

metapopulacionais) ou de sementes e outras estruturas de resistência (Husband e Barret, 

1998). 

Entretanto, esta crítica não se estende às espécies de Egeria, as quais estão exatamente 

distribuídas em manchas (bancos) ou patches (subpopulações) em cada ecossistema estudado 

da bacia do alto rio Paraná, e sabidamente possuem elevado potencial para regeneração por 

propágulos vegetativos (Silveira et al., 2009). Para Hanski (1999), o conjunto de 

subpopulações (patches) deve estar conectado por imigrações e emigrações, através da 

movimentação de indivíduos (Gilpin e Hanski, 1991; Gotelli,1995), promovendo o fluxo 

gênico entre eles (Hanski, 1991; 1997). As populações de Egeria estudadas na bacia 

apresentam conexão por eventos de migrações, que inclusive, proporciona a colonização de 

novos locais e a recolonização após distúrbios (Thomaz, 2005), outro pressuposto da 

dinâmica de metapopulações.  

No modelo original de metapopulações (Levins, 1969), as populações que possuem 

dinâmica metapopulacional são levadas à extinção por eventos estocásticos. As alterações nos 

níveis de água do reservatório, como a depleção ocorrida em Itaipu no ano de 1999, foi um 

distúrbio que provocou a extinção quase completa dos patches (subpopulações) que compõe a 

população de E. najas de Itaipu. No entanto, a persistência de poucos bancos (patches ou 

subpopulações) foi suficiente para repovoar o ambiente pela disseminação de propágulos 

vegetativos (Thomaz, 2005). Alterações na transparência da água (Bini et al., 1999; Tavechio 

e Thomaz, 2003) ou na velocidade (Willians et al., 1996; Gantes e Caro, 2001), fatores 

determinantes à fixação de E. densa, podem ser distúrbios estocásticos que provoquem a 

extinção de patches (subpopulações) localmente, promovendo dinâmica assíncrona destes em 

um mesmo ecossistema (Bini e Thomaz; Thomaz, 2005). A recuperação dessas 

subpopulações, como de E. najas, também ocorre por propágulos vegetativos.  

Oliveira et al. (2005) testaram a capacidade de regeneração de E. densa e verificaram 

que a recolonização da espécie aconteceu por fragmentos do caule, transportados pelo fluxo 

de água e não por sementes. A colonização de E. densa em Itaipu, atingindo patamares 

consideráveis, tornou-se evidente a partir de 2004, quando especialmente a transparência do 

reservatório favoreceu seu crescimento. A sua distribuição em manchas (patches) semelhante 

a E. najas, proporcionou uma estratégia de ocupação do ambiente por dinâmica de 
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metapopulações. Ambas as espécies se reproduzem, predominantemente, por propágulos 

vegetativos, o que implicaria em baixa ou ausência de variabilidade genética dentro e entre os 

patches.  

Os resultados apresentados neste trabalho confirmam a baixa variabilidade dentro e 

entre as populações de todos os ecossistemas amostrados para as duas espécies. O fluxo 

gênico, pressuposto necessário à teoria de metapopulação (Hanski, 1998), dentro e entre 

patches de cada população, e entre as populações de cada ecossistema, deu lugar ao fluxo de 

indivíduos, praticamente clones. Consequentemente, embora emigrações e imigrações entre 

estes locais aconteçam, se houvesse reprodução sexuada entre indivíduos migrantes e 

residentes (fluxo gênico) isso proporcionaria um aumento da variabilidade genética dentro dos 

patches (subpopulações). Contudo, de acordo com a predominância da reprodução assexuada 

em Egeria, a baixa diferenciação genética era esperada e se confirmou, dentro e entre os 

ecossistemas, com os marcadores RAPD. A migração periódica e unidirecional (rio abaixo) 

de propágulos entre reservatórios é uma possibilidade real. Entretanto, deve ocorrer com 

freqüência muito mais baixa do que a migração de propágulos entre bancos de mesmo 

reservatório. Portanto, este trabalho sugere que dentro de cada ecossistema estudado, a 

ocupação pelas espécies de Egeria segue estratégia correspondente a dinâmica de 

metapopulacões. 
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Caracterização molecular de duas espécies nativas de Egeria da bacia do alto rio 

Paraná 

 

Resumo 

As populações de Egeria da bacia do alto rio Paraná foram estudadas com marcadores 

moleculares, correspondentes a sequência parcial do trnL e do espaçador intergênico trnL-

trnF do cpDNA  e, referente a região ITS do rDNA. O objeto do trabalho foi utilizar estes 

marcadores na caracterização molecular de E. densa e E. najas. Dez haplótipos foram 

identificados, seis para E. densa e quatro para E. najas, destes  metade são para região do 

cpDNA e a outra metade para o ITS, em cada espécie. Parte dos haplótipos reconhecidos com 

o marcador do DNA do cloroplasto agruparam-se em clados comuns para as duas espécies. 

Por outro lado, o marcador ITS mostrou-se eficiente em caracterizar e discriminar as 

sequências nucleotídicas observadas tanto em E. densa e E. najas quanto entre elas. Além 

disso, os espaçadores transcritos internos 1  e 2, respectivamente ITS-1 e ITS-2, comparados 

ao genes ribossomais 5,8 S e 26 S, apresentaram maior polimorfismo nucleotídico. Dentre 

estes o ITS-1 mostrou-se, ainda, mais variável que o ITS-2. Os resultados do presente 

trabalho, portanto, permitem inferir que os segmentos da região ITS do rDNA são mais 

eficientes em caracterizar e discriminar espécies próximas, como as do gênero Egeria, do que 

a região estudada do cpDNA.  

Palavras-chave: cpDNA, Egeria, região ITS, haplótipos. 
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Molecular characterization of two native Egeria species from the Upper Paraná 

River Basin  

 

Abstract 

Native populations of Egeria in the Upper Paraná River were studied using molecular markers 

corresponding to the trnL partial sequence and to trnL-trnF intergenic spacer from the cpDNA 

and ITS region of rDNA. The goal of this study was to use these markers to molecularly 

characterize E. densa and E. najas populations. Ten haplotypes were identified, six for E. 

densa and four for E. najas. Half of theses haplotypes were identified for cpDNA and the 

other half for ITS region, considering each species. Part of the haplotypes recognized using 

the cpDNA marker was grouped in common clades for the two species. On the other hand, 

ITS marker was suitable to characterize the nucleotidic sequences of each species and to 

discriminate them. Furthermore, the internal transcripted spacers 1 and 2 (ITS-1 and ITS-2, 

respectively) presented higher nucleotide polymorphism than ribosomal genes 5.8S and 26S. 

ITS-1 was even more variable than ITS-2. These results suggest that the sequences of ITS 

region from rDNA are more appropriate than the cpDNA region to characterize and 

discriminate closely related species, such as species from Egeria genus.   

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

Egeria densa e Egeria najas são espécies submersas enraizadas nativas e amplamente 

distribuídas em ecossistemas aquáticos da América do Sul (Cook e Urmi-Konig, 1984). No 

Brasil, ambas as espécies colonizam com sucesso ambientes naturais (Pott e Pott, 2000; 

Camargo et al., 2006), e artificiais, como os grandes reservatórios de usinas hidrelétricas 

(Martins et al., 2005; Rodella et al., 2006; Nascimento et al., 2008). 

O reservatório de Itaipu, pertencente à bacia do rio Paraná, é colonizado por essas duas 

espécies. No entanto, estudos realizados nos períodos pré e pós-represamento, indicam 

registros destas espécies somente no período posterior à construção da barragem, pois antes 

de sua construção, o rio corria em um cânion e suas águas tinham elevada velocidade, 

impedindo a colonização por plantas aquáticas (FUEM/Itaipu Binacional, 2005). A rápida e 

eficiente capacidade de colonizar ambientes lênticos como Itaipu, pode estar associada à 

estratégia reprodutiva, predominantemente vegetativa, já que não há indícios de reprodução 

sexuada destas macrófitas neste ambiente (Cook e Urmi-Konig, 1984; Lucio, 2005).  

Martins et al. (2003) analisaram populações de E. densa e E. najas de alguns 

reservatórios da Companhia de Energia Elétrica de São Paulo e observaram polimorfismo 

genético entre as populações. Lucio (2005) caracterizou populações de E. najas do 

reservatório de Itaipu, utilizando marcadores moleculares e demonstrou haver uma reduzida  

variação dentro e entre as populações. Em plantas, a diversidade genética e a distribuição 

espacial são influenciadas por diferentes fatores que incluem a forma de vida, o sistema 

reprodutivo e o mecanismo de dispersão de sementes (Hamrick e Godt 1989; 1996). O tipo de 

reprodução é de fundamental importância, já que a reprodução sexuada acompanha a 

recombinação genética e a assexuada não (Hangelbroek, 2002). 

Para E. najas que se reproduz predominante por propagação vegetativa e segue 

estratégia de ocupação do reservatório de Itaipu por dinâmica de metapopulações 

(FUEM/Itaipu Binacional, 2005), a ausência de variabilidade genética pode ser determinada 

pelo fluxo entre indivíduos que possuem grande homogeneidade genética, conectados por 

migrações entre populações locais. Estudos de dinâmica de populações e ocorrência de 

metapopulações fornecem informações sobre os processos de colonização, dispersão e 

recolonização dos bancos de macrófitas aquáticas e, são extremamente importantes na 

determinação das fontes doadoras e dispersoras de propágulos (Lucio, 2005). 

 Com o rápido desenvolvimento da biotecnologia e da análise de sequências 

nucleotídicas do DNA nuclear, do DNA do cloroplasto (cpDNA) e do DNA mitocondrial 
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(mtDNA) tornou-se possível caracterizar e estabelecer filogenia de espécies vegetais (Bsorsch 

et al., 2003; Madeira et al., 2007; Guillemin et al., 2008; Zangh et al., 2008). Dentre os 

marcadores nucleares, os espaçadores nucleares internos transcritos do DNA ribossômico 

(ITS) têm sido amplamente utilizados em estudos de caracterização molecular, filogenia e 

filogeografia de uma variedade de organismos (Baldwin et al.,1995). Estas sequências 

nucleotídicas são altamente conservadas dentro da mesma espécie, mas são relativamente 

variáveis entre diferentes táxons, permitindo a abordagem de questões filogenéticas 

interespecíficas (Fouly, 2004; Yan-Chuang Han, 2007).  

O DNA do cloroplasto também tem sido amplamente utilizado para investigar relações 

filéticas (Yoo et al., 2001; Machado et al., 2008), presença de híbridos e fluxo gênico (Soltis 

et al., 1992). Os genes cloroplastídicos possuem herança uniparental e baixa taxa de 

substituição nucleotídica (Wolfe et al., 1987; Zurawski e Clegg, 1987). No entanto, as regiões 

não codificantes do cpDNA apresentam elevadas taxas de mutação, e são freqüentemente 

úteis para o levantamento da variabilidade genética e de padrões filogeográficos de 

populações de plantas (Huang et al., 2005; Su et al., 2004; 2005).  A sequência 

correspondente ao íntron tRNAL (Leu) do cpDNA, região não codificadora, demonstrou ser 

eficaz na detecção de variação interespecífica (Taberlet et al., 1991; Ferris et al., 1993; Gielly 

e Taberlet, 1994). O estabelecimento de relações filogenéticas da invasora Hydrilla 

verticillata tem sido determinada com sucesso a partir da região trnL-trnF do cpDNA 

(Madeira et al., 2007; Lucio, L.C., dados não publicados). 

As relações filogenéticas da família Hydrocharitaceae foram estabelecidas utilizando 

genes rbcL e matK do cp DNA (Tanaka et al., 1997). No entanto, não há informações sobre a 

caracterização molecular a partir de sequências de DNA das populações de Egeria da bacia do 

alto rio Paraná. Embora as espécies E. najas e E. densa registradas em reservatórios a 

montante de Itaipu apresentem variabilidade genética (Martins et al., 2003), a relação genética 

destes com as populações de Itaipu e de áreas naturais associadas ao rio Paraná, ainda estão 

sendo determinadas (Lucio, 2005; Lucio, L.C., dados não publicados).  

Assim, marcadores nucleares ITS do rDNA, o íntron tRNAL e a região trnL-trnF do 

cpDNA são ferramentas importantes na caracterização molecular e para determinar relações 

filogenéticas e filogeográficas das espécies, inclusive de macrófitas aquáticas (Madeira et al., 

2007; Yan-Chuang Han, 2007; Machado, 2008). Este estudo teve como objetivo caracterizar 

as populações de E. densa e E. najas da bacia do alto rio Paraná, utilizando marcadores 

moleculares ITS do DNA nuclear e sequências do DNA do cloroplasto. Além disso, pretende-

se verificar qual destes marcadores é mais adequado para a caracterização do gênero. 
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2. Material e métodos 
 
2.1. Área de estudo e amostragem 

Para as populações de Egeria najas foram coletados 49 indivíduos distribuídos em 

ecossistemas na bacia do alto rio Paraná (Fig. 1). Neste rio as coletas foram realizadas na 

margem esquerda do reservatório de Itaipu, lagoas da planície alagável do alto rio Paraná, 

região de Porto Rico, reservatórios de Porto Primavera, Jupiá e Ilha Solteira. No rio 

Paranapanema foram amostrados os reservatórios de Rosana e Salto Grande e, no rio Tietê, o 

reservatório de Três Irmãos. Já para E. densa 51 exemplares foram amostradas nas populações 

dos seguintes ecossistemas: Itaipu e Jupiá no rio Paraná e Rosana e Salto Grande no rio 

Paranapanema.  

Após coletadas e identificadas, as amostras foram transportadas em sacos plásticos 

com água, dentro de caixa de isopor até o Laboratório de Genética do Nupelia, Universidade 

Estadual de Maringá, Maringá-PR e, posteriormente foi feita a extração do DNA. 

 

2.2. Extração e Quantificação do DNA 

Antecedendo o processo de extração do DNA, todas as amostras de Egeria foram 

lavadas com água destilada e detergente Tween 20, para remoção de microrganismos aderidos 

à superfície das macrófitas. O DNA total de cada exemplar foi isolado conforme adaptações 

do protocolo de Lodhi et al. (1994). A quantificação dos mesmos foi estimada pela 

comparação com quantidades conhecidas de DNA do fago λ, por meio de eletroforese em gel 

de agarose 0,8%.   
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Fig.1. Mapa dos ecossistemas da bacia do alto rio Paraná, locais de coleta das espécies de Egeria
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2.3. Amplificação de Sequências de cpDNA, ITS do rDNA e Sequenciamento 

Em cada exemplar de E. densa e E. najas foi amplificado um segmento do cpDNA, 

correspondente à sequência parcial do gene tRNAL, a sequência completa do espaçador 

intergênico não codificador e sequência parcial do gene tRNAF. Para amplificação desse 

fragmento, foram utilizados os primers trn-c-F (5’GGAAATCGGTAGACGCTACG-3’) e 

trn-f-R (5’-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’). 

A região ITS inclui o espaçador nuclear transcrito primário (ITS1), o gene 

ribossômico 5,8S, o espaçador transcrito secundário (ITS2) e parte do gene ribossomal 26S. A 

amplificação foi realizada com os primers ITS4 (5’- GGAAATCGGTAGACGCTACG -3’) e 

ITS5  (5’- ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’), conforme White et al. (1990) e Fouly 

(2004).  

A amplificação de ambos os fragmentos foram efetuadas com mistura de reação 

contendo tampão Tris-KCl (Tris-HCl 20 mM pH8,4 e KCl 50 mM), MgCl2 (1,5 mM),  2,5 

µM  de cada primer, 0,1 mM de cada dNTP, 2,5µL de Taq DNA polimerase, 15 ng de DNA e 

água deionizada e filtrada em equipamento Mili-Q para completar o volume para 25µL. As 

reações de amplificação foram realizadas no termociclador MJ Research PT 100, programado 

para um ciclo de quatro minutos a 92º C, 40 ciclos a 94º C por 15 segundos, 59º C por 30 

segundos e 72º C por dois minutos, seguindo de uma extensão final de 72º C por dez minutos. 

Foram incluídos também, em cada conjunto de amplificações, controles negativos, isto é, 

misturas sem DNA. 

Alíquotas do produto de reação de cada amostra foram fracionadas em gel de agarose 

1%, corado com brometo de etídeo (20 µg/100 mL). As bandas foram visualizadas sob luz 

ultravioleta e fotodocumentadas, para análise posterior. O tamanho de cada fragmento obtido 

foi determinado através da comparação com bandas do marcador padrão Ladder 100 pb 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbard, CA, U.S.A). Os produtos da PCR foram purificados 

de acordo com o protocolo de Rosenthal et al. (1993) e depois seqüenciados. 

Para o sequenciamento do fragmento do cpDNA foram utilizados aproximadamente 

110 ng de DNA do produto final de cada mix de PCR, como molde para reações com o 

primer trn-c-F. Para sequenciar o segmento ITS, uma quantidade equivalente a 85 ng de DNA 

do produto de cada reação de PCR serviu como molde para reações com o primer ITS4 e, 

separadamente, com o primer ITS5. O sequenciamento de ambas regiões foram realizadas em 

plataforma MegaBace (Amersham), segundo instruções do fabricante. 
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2.4. Análise dos dados das sequências do cpDNA e do ITS  

As sequências, de ambos os marcadores, foram editadas manualmente com o 

programa BioEdit (Hall, 1999). Para a região correspondente ao cpDNA, o alinhamento 

múltiplo com o programa Clustal W (Thompson et al., 1994) foi realizado, tanto para E. 

densa  quanto para E. najas, inicialmente com um outgroup (Butomus umbellatus, 

DQ786413.1) disponível no Genbank. Posteriormente, as sequências foram sendo alinhadas 

com as respectivas espécies recém editadas. Após o alinhamento, para proceder com as 

análises foi delimitado o mesmo segmento para todos os indivíduos. 

O mesmo procedimento foi feito para ITS, contudo, o alinhamento múltiplo Clustal 

W, para ambas as espécies, foi realizado com acessos do Genbank correspondente a E. densa 

e E. najas, respectivamente, AY330707.1 e AY330708.1. 

Para as duas regiões estudadas foram calculados o número de sítios nucleotídicos 

polimórficos e as distâncias-p (porcentagem de sítios polimórficos) com o programa MEGA 

4.1 (Kumar et al., 2004) dentro e entre as populações de cada espécie, E. densa e E. najas.  

Dendrogramas neighbor-joining foram construídos a partir de matrizes de distância-p, para o 

agrupamento dos indivíduos de cada espécie. Os valores de bootstrap foram baseados em 

10.000 reamostragens. 

O programa PAUP*, version 4.0b10 (Swofford, 2002) e Modeltest 3.7 (Posada e 

Cranall, 1998) foram utilizados para selecionar o modelo evolutivo mais adequado para os 

ajustes dos dados da região ITS e do cpDNA. Os procedimentos de correção utilizados foram 

de Akaike Information Criterion corrigido (AICc) e Bayesian Information Criterion (BIC). 

Outros dendrogramas neighbor-joining, com bootstrap de 10.000 reamostragens, foram 

construídos a partir do modelo matemático selecionado para cada espécie, com o programa 

PAUP 4.0. 

Foram estimadas distâncias genéticas de Tamura e Nei, além da distância-p, entre os 

haplótipos para ambas as regiões de Egeria. Também foram construídos dendrogramas 

neighbor-joining a partir das matrizes de distância-p e Tamura e Nei, para verificar o 

agrupamento e separação dos haplotipos de Egeria. Os valores de bootstrap foram baseados 

em 10.000 reamostragens. 

  

3. Resultados 

3.1. Sequências do DNA do cloroplasto  
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Nas duas espécies de Egeria foi amplificado um fragmento de aproximadamente 1100 

pb do DNA do cloroplasto. No entanto, após criteriosa edição manual, uma sequência menor 

foi selecionada para as análises, de 404 e 411pb para E. densa e E. najas, respectivamente. 

Esta seleção foi necessária para obter uma região de melhor qualidade de seqüenciamento e 

suficiente para comparação entre os exemplares das espécies de Egeria das diferentes 

populações da bacia do alto rio Paraná. Portanto, o fragmento estudado corresponde a uma 

parte da região do gene tRNAL e a sequência parcial do espaçador intergênico trnL-trnF.  

A proporção de bases referente à região estudada do cpDNA para os  35 exemplares 

de E. densa  foi de A = 39,2%, C = 11,8%, G = 15% e T = 34% e para os 47 de E. najas foi de 

A = 38,5%; C = 12,6%; G = 15,6% e T = 33,4%. O multialinhamento Clustal W das 

sequências de E. densa indicou presença de duas transições e quatro transversões, com relação 

R (si/sv) = 0,325, além de dois indels. Entre as sequências de E. najas constataram-se duas 

transições e cinco transversões, com relação R (si/sv) = 0,332 e ausência de indel. A presença 

de substituições de base e de poucos indels na região estudada do cpDNA permitiu o 

agrupamento das populações de Egeria da bacia do alto rio Paraná em cinco haplótipos, dois 

para E. najas e três haplótipos para E. densa  (Fig. 2). 

Os valores de distância-p para as populações de E. densa obtidos a partir das 

sequências do cpDNA foi nula para a maioria dos indivíduos. Estes foram denominados como 

haplótipo Hpl-Eds_TRN- I. Já, os exemplares SJ-6, SJ10, SJ-26, OC-1, OC-13, OC-14, SV-2 

e PC-28 pertencentes apenas ao reservatório de Itaipu, tiveram valores de distância-p de 0,015 

com relação aos demais e, estão agrupados no haplótipo Hpl-Eds_TRN- III. O haplótipo Hpl-

Eds_TRN- II caracterizou, exclusivamente, os exemplares de E. densa  do reservatório de 

Rosana, pela presença de dois indels exclusivos dessa população. 

Para E. najas a distância-p, entre todos os exemplares quando comparados dois a dois, 

foi zero, exceto para os indivíduos SFF-20 e RP-16 (distância-p = 0,015). Entre os mesmos a 

distância-p foi nula. Dessa forma, SFF-20 e RP-16, pertencentes à população de Itaipu, 

constituem o haplótipo Hpl-Enj_TRN- II e, os outros 45 indivíduos o haplótipo Hpl-

Enj_TRN- I. Os valores de distância-p mensurados em ambas as espécies estão dentro da 

amplitude (0≤distância-p≤0,2) (Nei, 1991) considerada eficaz na utilização desta medida para 

avaliar as diferenças entre sequências nucleotídicas (Matioli, 2001).  

A seleção do modelo de substituição nucleotídica realizada com os procedimentos 

Akaike Information Criterion corrigido (AICc) e Bayesian Information Criterion (BIC) foram 

concordantes em selecionar o modelo F81 (Felsenstine, 1981) tanto para E. densa quanto para 

E. najas. Este é um modelo complexo, que considera diversos parâmetros e tem a maior 



 

 

52 

probabilidade de explicar as substituições nucleotídicas da região do DNA do cloroplasto, 

encontradas nas populações de Egeria na bacia.  
 

HplEds-TRN-I     1 ---AGAAACCCTGGAATTAAAAATGGGCAATCCTGAGCCAAATCCTTGGTTTGAAAAAAC 
HplEds-TRN-II    1 ---.......-...................................-............. 
HplEds-TRN-III   1 ---......................................................... 
HplEnj-TRN-I     1 CAG......................................................... 
HplEnj-TRN-II    1 CAG......................................................... 
consensus        1 ...*******.***********************************.************* 

 
HplEds-TRN-I    58 AAATGTTTATTTTATTTTTATATAAATATATTTATTTCATATATTTACGTATATTATTTA 
HplEds-TRN-II   56 ............................................................ 
HplEds-TRN-III  58 ...................C........................................ 
HplEnj-TRN-I    61 ...................C........................................ 
HplEnj-TRN-II   61 ............................................................ 
consensus       61 *******************.**************************************** 

 
HplEds-TRN-I   118 CATATATAAAAAAAGGATAGGTGCAGAGACTCAATGGAAGCTATTCTAACGAATGGAGTT 
HplEds-TRN-II  116 ............................................................ 
HplEds-TRN-III 118 ............................................................ 
HplEnj-TRN-I   121 ............................................................ 
HplEnj-TRN-II  121 ............................................................ 
consensus      121 ************************************************************ 

 
HplEds-TRN-I   178 GGTTGCGTTGCGTTGGTAGCAGGAATCTTTCTATCGAAATTACAGAAAGGAAGGATGACC 
HplEds-TRN-II  176 ............................................................ 
HplEds-TRN-III 178 ............................................................ 
HplEnj-TRN-I   181 ............................................................ 
HplEnj-TRN-II  181 ............................................................ 
consensus      181 ************************************************************ 

 
HplEds-TRN-I   238 TTATATACCTAATATAATACGTACGTATCCATACTGACATATCAAACGATTAATCATAAT 
HplEds-TRN-II  236 ............................................................ 
HplEds-TRN-III 238 ............................................................ 
HplEnj-TRN-I   241 ............................................................ 
HplEnj-TRN-II  241 ............................................................ 
consensus      241 ************************************************************ 

 
HplEds-TRN-I   298 CACAACCTTAATCTAGAATTGATATTTTATATAAAGAAATTTTTAATTCTATGAAAAATT 
HplEds-TRN-II  296 ............................................................ 
HplEds-TRN-III 298 ....................T.G.................C..A................ 
HplEnj-TRN-I   301 ....................T.G.................C..A................ 
HplEnj-TRN-II  301 ............................................................ 
consensus      301 ********************.*.*****************.**.**************** 

 
HplEds-TRN-I   358 TAAGAATTATTGTAAATCTAAGTTTAAGGAAAAATTGGATATTCAAT---- 
HplEds-TRN-II  356 ...............................................---- 
HplEds-TRN-III 358 .............G.................................---- 
HplEnj-TRN-I   361 .............G.................................GGTC 
HplEnj-TRN-II  361 ...............................................GGTC 
consensus      361 *************.*********************************.... 

 

Fig.2. Alinhamento das sequências nucleotídicas dos haplótipos de E. densa e E. najas. O 
segmento nucleotídico, corresponde, a sequência parcial do tRNAL e do trnL-trnF do cpDNA. 
Os hífens representam deleções, os pontos são bases idênticas, e as demais substituições de 
base estão sombreadas. 

 

Os dendrogramas construídos com o algoritmo neighbor-joining a partir da distância-p 

e da distância baseada no modelo F81, estão representados nas Figuras 3 e 4 para E. densa e 

E. najas, respectivamente. Os dois métodos geraram gráficos com a mesma topologia e o 

mesmo padrão de clados. Os valores de bootstrap foram aproximados em ambos os 

dendrogramas e, são consistentes à maioria dos clados. Contudo, para E. densa nos dois 

gráficos não foi possível separar o haplótipo Hpl-Eds_TRN- I do Hpl-Eds_TRN- II (Fig. 3), 
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demonstrando que a região estudada do cpDNA é muito conservada dentro e entre as espécies 

de Egeria quando comparadas (Fig. 3; Fig. 8A e 8B). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Dendrogramas construídos com o algoritmo neighbor-joining baseados na distância-p (a 
esquerda) e no modelo evolutivo F81 (a direita), a partir das sequências nucleotídicas da região 
do cpDNA das populações de E. densa  da bacia do alto rio Paraná. As análises de bootstrap 
foram baseadas em 10.000 reamostragens. 
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Fig. 4. Dendrograma construído com o algoritmo neighbor-joining baseados na distância-p 
(mesmo padrão de clados foi encontrado com a distância do modelo evolutivo F81) a partir das 
sequências nucleotídicas da região do cpDNA das populações de E. najas da bacia do alto rio 
Paraná. As análises de bootstrap foram baseadas em 10.000 reamostragens. 
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3.2 Região ITS do DNA ribossômico  

A região ITS do rDNA amplificada nos exemplares de Egeria corresponde a um 

fragmento de aproximadamente 850 pb. Esta região inclui a sequência parcial do gene 

ribossomal 18S, o espaçador transcrito interno 1 (ITS-1), o gene ribossomal 5,8S, a sequência 

completa do espaçador transcrito interno 2 (ITS-2) e a sequência parcial do gene para RNA 

ribossômico 26S. Para as análises desta região, assim como no cpDNA, após minuciosa 

edição manual, foi selecionada uma sequência um pouco menor, de maneira a obter uma 

região de melhor qualidade de seqüenciamento e suficiente para comparação entre as 

espécies. 

Após a seleção os fragmentos passaram a ter 698 pb para E. densa e 695 pb para E. 

najas. Em seguida, as sequências de cada espécie foram alinhadas, separadamente, com seus 

respectivos acessos do Genbank, AY330707.1 de E. densa e AY330708.1 de E. najas. Este 

alinhamento resultou em 731 e 696 sítios nucleotídicos, decorrentes da identificação de indels 

em E. densa e E. najas, respectivamente. 

A região ITS dos 36 exemplares de E. densa da bacia do alto rio Paraná com o acesso 

AY330707.1 apresentou a seguinte proporção de bases: A = 20,3%; C = 22,2%; G = 27,3% e 

T = 30,2%. O multialinhamento Clustal W das sequências indicou a presença de apenas uma 

transição e duas transversões, com a relação R (si/sv) = 0,5. Entre as sequências das 

populações dos ecossistemas da bacia do alto rio Paraná foram observadas somente duas 

substituições de base, sendo uma transição e uma transversão com ausência de indel.  

Entre os 22 exemplares de E. najas da bacia com o acesso AY330708.1 da espécie do 

Genbank, foi observada uma proporção de bases equivalente a 19,2% de A, 24,1% de C, de 

28,5% G e 28,1% de T. A relação R (si/sv) foi igual a zero, devido a ausência de transição e, 

apenas uma transversão. O multialinhamento Clustal W, também, indicou um único indel 

observado nos exemplares de E. najas da bacia quando comparados ao acesso AY330708.1. 

Entre os indivíduos das diferentes populações de Egeria coletadas na bacia do alto rio 

Paraná, foi verificado somente uma transversão para duas espécies e apenas uma transição 

para E. densa e um indel para E. najas . Mesmo com baixo número de substituições de bases 

e, praticamente ausência de indels, foi possível reconhecer dois e três haplótipos para região 

ITS do rDNA em E. najas e E. densa , respectivamente (Fig. 5). 
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ITS-1 
HplEds-ITS-I      1 AGGATCATTGTTGACCCTTTTTGTGCTAATATGTTGCGAATGCTATTTTAATATCTTCGTGGGTCAATGGCAATTCCTTCTTGGTTGCTGCCTTCCCATGCCCAATGAGAGTCGCGTATT 
HplEds-ITS-II     1 ........................................................................................................................ 
HplEds-ITS-III    1 ...........C............................................................................................................ 
HplEnj-ITS-I      1 -----------------------------...............-CA.A.C.............TG........C.T....C.....T..............A.GC.G...G.AT.CC.. 
HplEnj-ITS-II     1 -----------------------------...............-CA.A.C.............TG........C.T....C.....T..............A.GC.G...G.AT.CC.. 
consensus         1 .............................***************...*.*.*************..********.*.****.*****.**************.*..*.***.*..*..** 

ITS-1 

HplEds-ITS-I    121 GCTCTATTTGGGTGGTGCGCGGCTCTCGTGTTCCGACCAAAACCCTCGACGTGGATTGCGTCAAGGAAAATTGAGGATTGGAGGTGTGGATTCATCGGTGTTGCCTTTAAGGGTGTCTCT 
HplEds-ITS-II   121 ........................................................................................................................ 
HplEds-ITS-III  121 ........................................................................................................................ 
HplEnj-ITS-I     91 C.....CC...T...C.T..A........T...TAT.--G...........C....A..............-......C.....C.........C........................C 
HplEnj-ITS-II    91 C.....CC...T...C.T..A........T...TAT.--G...........C....A..............-......C.....C.........C........................C 
consensus       121 .*****..***.***.*.**.********.***...*...***********.****.**************.******.*****.*********.************************. 
                                                                        ITS-1                                                                                                                                              5,8S 

HplEds-ITS-I    241 CCAAAAGTTGTGCTCGGTGCTCGAATATCCACCTCTTTCTATCGATAACTATGATGACTCTCGGCAACGGATATCTAGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG 
HplEds-ITS-II   241 ........................................................................................................................ 
HplEds-ITS-III  241 ........................................................................................................................ 
HplEnj-ITS-I    208 .......G...C.C.........GT....AC.....GG.A...T..T......................................................................... 
HplEnj-ITS-II   208 .......G...C.C.........GT....AC.....GG.A......T......................................................................... 
consensus       241 *******.***.*.*********..****..*****..*.***.**.************************************************************************* 

 5,8S ITS-2 

HplEds-ITS-I    361 TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGGAGCTGAGAGGCCGAGGGCATGCCTGCCTTGGAGTCTTTTCGAGGATCGCTATCCACCTAT-TATA 
HplEds-ITS-II   361 ...................................................................................................................-.... 
HplEds-ITS-III  361 ...................................................................................................................-.... 
HplEnj-ITS-I    328 .................................................................................T.G..........TA...............T.G.C.... 
HplEnj-ITS-II   328 .................................................................................T.G..........TA...............T.G.C.... 
consensus       361 *********************************************************************************.*.**********..***************.*.*.**** 

ITS-2 

HplEds-ITS-I    480 CATCCCCACCTCCTAGGGGTTTTGTTGGGTTGGAGCGGATTGTGGCCATCCGTGTGTTCTCTATGCGGTGGGCTTAATGTTCGATTGCTTGTGTCCAAGCTCTAGCTGCTTTTGGTGAGT 
HplEds-ITS-II   480 ........................................................................................................................ 
HplEds-ITS-III  480 ........................................................................................................................ 
HplEnj-ITS-I    448 ......T-...G.........G..CC..CG..........CA.............A...AT....................T........CA...GG......C..A............. 
HplEnj-ITS-II   448 ......T-...G.........G..CC..CG..........CA.............A...AT....................T........CA...GG......C..A............. 
consensus       481 ******..***.*********.**..**..**********..*************.***..********************.********..***..******.**.************* 

 ITS-2    26S 

HplEds-ITS-I    600 GGTTGCCT-GAGAAGTGTGGGTACACATCTCATTGGCCCGCGAGCTGTGGGAGGGAGTACTGCATCTTGTCACCCTCAGAGAGTGTGCCATGTGCAATCGTAATATGATTGCCGAAACAC 
HplEds-ITS-II   600 ........-............................................................................................................... 
HplEds-ITS-III  600 ........-............................................................................................................... 
HplEnj-ITS-I    567 ......T.C........C..A.G...G.............................T.GT...........G...C.G........................T........T........ 
HplEnj-ITS-II   567 ......T.-........C..A.G...G.............................T.GT...........G...C.G........................T........T........ 
consensus       601 ******.*.********.**.*.***.*****************************.*..***********.***.*.************************.********.******** 
      26S 

HplEds-ITS-I    719 TACTGACACGATT 
HplEds-ITS-II   719 ..A.......... 
HplEds-ITS-III  718 ............. 
HplEnj-ITS-I    687 ....TC..T---- 
HplEnj-ITS-II   686 ....TC..T---- 
consensus       721 **.*..**..... 
 

Fig. 5. Alinhamento das sequências nucleotídicas de parte do rDNA correspondente ao ITS1-5,8S-ITS2-26S de E. densa e E. najas. Os 
hífens representam deleções, os pontos são bases idênticas, as regiões sombreadas claras são 5,8S e 26S e as sombreadas escuras são ITS-1 
e ITS-2. As diferenças entre haplóticos e entre E.densa e E. najas são as bases nitrogenadas (A, T, C e G) nos lugares dos pontos. 
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Os valores de distância-p, obtidos com a sequência selecionada da região ITS do 

rDNA, entre todos os exemplares de E. densa  foi igual a zero, com exceção dos indivíduos 

PC-14 e SV-15. Para estes, a distância-p apresentou valor 0,001 quando comparados dois a 

dois aos demais exemplares de E. densa  da bacia e, entre os mesmos, a distância foi de 0,003. 

Os valores de distância-p entre o acesso AY330707.1 do Genbank e os indivíduos de E. densa 

da bacia  foi zero e, igual a 0,003 quando comparado aos exemplares SV-15 e PC-14, 

respectivos haplótipos Hpl-Eds_ITS- II e Hpl-Eds_ITS- III. Para E. najas os valores de 

distância-p foram de 0,001 entre os indivíduos agrupados nos seguintes haplótipos, Hpl-Enj_ 

ITS- I e Hpl-Enj_ ITS- II, e entre este último  e o acesso do AY330708.1.  

A seleção do modelo de substituição nucleotídica realizada com os procedimentos 

Akaike Information Criterion corrigido (AICc) e Bayesian Information Criterion (BIC), 

também, foram concordantes em selecionar o modelo F81 (Felsenstine, 1981) tanto para E. 

najas quanto para E. densa. Conforme mencionado, este modelo considera diversos 

parâmetros e tem a maior probabilidade de explicar as substituições nucleotídicas observadas 

entre os haplótipos da região ITS do rDNA da bacia do alto rio Paraná. As Figuras 6 e 7 

mostram os dendrogramas construídos com o algoritmo neighbor-joining a partir da distância-

p e da distância baseada no modelo F81, para E. densa e E. najas respectivamente. Os dois 

métodos geraram gráficos com a mesma topologia e o mesmo padrão de clados. Os valores de 

bootstrap foram aproximados em ambos os dendrogramas e mostram consistência na maioria 

dos clados. Os dendrogramas de E. densa com a região ITS do rDNA (Figura 6), 

diferentemente do gráfico da Figura 3, conseguiram separar todos os haplótipos de E. densa.  
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Fig. 6. Dendrogramas construídos com o algoritmo neighbor-joining baseados na distância-p (a 
esquerda) e no modelo evolutivo F81 (a direita) a partir das sequências nucleotídicas da região ITS 
do rDNA das populações de E. densa  da bacia do alto rio Paraná e AY330707.1 acesso de E. densa 
do Genbank. As análises de bootstrap foram baseadas em 10.000 reamostragens. 
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Fig. 7. Dendrogramas construídos com o algoritmo neighbor-joining baseados na distância-p (a 
esquerda) e no modelo evolutivo F81 (a direita) a partir das sequências nucleotídicas da região ITS 
do rDNA das populações de E. najas da bacia do alto rio Paraná e AY330787.1 acesso de E. najas 
do Genbank. As análises de bootstrap foram baseadas em 10.000 reamostragens. 
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3.3. Ocorrência de haplótipos nas populações de E. densa e E. najas 

Nas populações de Egeria, estudadas na bacia do alto rio Paraná, foram reconhecidos 

dez haplótipos, tanto com o fragmento correspondente a parte do gene tRNAL e sequência 

parcial do espaçador intergênico trnL-trnF, do DNA do cloroplasto quanto pela região ITS do 

rDNA.  

A Tabela 1 mostra todos os indivíduos estudados de E. densa da bacia do Paraná e 

seus respectivos haplótipos: três para região do cpDNA e três para o ITS do rDNA. O 

haplótipo Hpl-Eds_TRN- I é o mais freqüente com 57,1%, Hpl-Eds_TRN- III possui 22,8% 

de freqüência e o Hpl-Eds_TRN-II 14,3%. Este último caracterizou exclusivamente a 

população do reservatório de Rosana, em função da presença de indels. Para a região ITS, 

aproximadamente 95% dos exemplares de E. densa pertencem ao haplótipo Hpl-Eds_ITS- I e, 

menos de 3% de freqüência deles foram observados constituindo os haplótipos: Hpl-Eds_ 

ITS- II e Hpl-Eds_ ITS- III. 

As combinações entre o genoma nuclear e do cloroplasto que poderiam ser 

encontrados para E. densa, a partir dos haplótipos verificados neste trabalho, são nove. No 

entanto, somente duas foram identificadas, com base nas sequências das regiões do cpDNA e 

do ITS do mesmo indivíduo. A combinação predominante reúne o haplótipo I, referente ao 

cpDNA com o haplótipo I do ITS. Nesta estão incluídas as populações de E. densa do 

reservatório de Itaipu, de Jupiá e do reservatório de Salto Grande. A segunda combinação 

evidente pertence, exclusivamente, à população do Reservatório de Rosana (Tabela 1). Da 

mesma forma, a Tabela 2 mostra todos os indivíduos estudados de E. najas da bacia do alto 

rio Paraná e seus respectivos haplótipos: dois para região do cpDNA e dois para o ITS do 

rDNA. Para a primeira região o haplótipo Hpl-Enj_TRN- I é o mais freqüente (95%) e o Hpl-

Enj_TRN- II não atinge 5% de ocorrência. Já para a região ITS, das populações de E. najas, a 

discrepância nas ocorrências é menor: o haplótipo I possui aproximadamente 63,6% e o II 

36,4%. 

Com relação às combinações, entre genoma nuclear e cloroplastídico, das quatro 

possíveis, três podem ser observadas nas populações de E. najas dos ecossistemas 

amostrados. A mais freqüente é aquela que reúne haplótipos I de ambas as regiões estudadas 

e, estão presentes em todos os ecossistemas amostrados. A segunda combina o haplótipo I da 

região do cpDNA e o haplótipo II do ITS, presentes apenas no reservatório de Itaipu e na 

planície de inundação do alto rio Paraná. A terceira combinação, com ocorrência única e 

somente em Itaipu, une os haplótipos II tanto do cloroplasto quanto nuclear. Embora esta 
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combinação tenha freqüência baixa, ela constitui um possível recombinante dentro das 

populações de E. najas da bacia, originado por eventual processo sexuado ou por mutação.  

 
 

Tabela 1 – Combinações de haplótipos TRN e ITS encontrados entre os indivíduos das 
populações de E. densa  da bacia do alto rio Paraná. 

 

  

TRN ITS 
Local Banco Sub-

banco Hpl-
Eds_TRN- I 

Hpl-
Eds_TRN- II 

Hpl-
Eds_TRN- 

Hpl-Eds_ 
ITS- I 

Hpl-Eds_ 
ITS- II 

Hpl-Eds_ 
ITS- III  

RP 2  +   +   
RP 5  +   +   

RP 18  +   +   

RP 24     +   

SFF25  +   +   

SFFMTO     +   

OC 3     +   

OC 18     +   

OC 26     +   

PC 13  +   +   

PC 14       + 

PC 27  +   +   

PC 29  +   +   

PC 30  +   +   

SV 11 a +      

SV 11 b +      

SV 14 a +   +   

SV 14 b +   +   

SV 15      +  

SV 18     +   

SJ 6    +    

SJ 7  +   +   

Itp26 b +      

Itp26 c +      

SJ 26    +    

SFF20  +      

OC 1    +    

OC 13    +    

OC 14    +    

SJ 10    +    
SV2    +    

Itaipu 

PC28    +    

SAG 1     +   
SAG 2     +   

SAG 3     +   

SAG 4  +   +   

SAG 5     +   

SAG 6  +   +   

Salto Grande 

SAG 7     +   

Jup 1     +   
Jup 4     +   

Jup 6  +   +   
Jupiá 

Jup 7  +   +   

Paulista A     +   

Paulista B   +  +   

Paulista C   +  +   

Corvo A   +  +   

Corvo B     +   

Caiuá A   +     

Caiuá B   +  +   

Rosana 

Caiuá C   +     
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Tabela 2 – Combinações de haplótipos TRN e ITS encontrados entre os indivíduos das 
populações de E. najas da bacia do alto rio Paraná. 

 

 
 
 

TRN ITS 
Local Banco Sub-banco 

Hpl-Enj_TRN- I Hpl-Enj_TRN- 
II  

Hpl-Enj_ ITS- I Hpl-Enj_ ITS- 
II  

SJ7 a +    
SJ7 d +    

SJ10 a +   + 

SJ10 b +   + 

OC10 a +    

OC10 b +    

OC13 a +  +  

OC13 b +    

SJ6  +    

SJ26  +    

SV1 a +    

SV1 b +    

SV2 a +  +  

SV2 b +    

SV29  +    

SFF20   +  + 

OC1  +    

OC14  +  +  

PC28  +    

RP25  +    

RP16   +   

SFV30     + 

T407  +    

22  +    

33  +    

98  +    

154  +  +  

220  +    

224  +    

245  +    

277  +  +  

298    +  

Itaipu 

304  +    

PR1 a +    
PR10 a +    

PR14 a +    

PR22 a +   + 

PR25 a +    

PR29 a +    

PR33 a +  +  

PR35 a +    

PR39 a +   + 

Porto Rico 

PR43 a +    

TIrm 1    +  

TIrm 2 a +  +  

TIrm 4 a +  +  
Três Irmãos 

TIrm 5 a +    

Jup 4 a +  +  
Jupiá 

Jup 7 a +    

ISolt 1 a +  +  
Ilha Solteira 

ISolt 2    +  

Rosana RosSPA1   + 
Res. Primavera Prim 1 a +  +  



 

 

63 

3.4. Caracterização molecular de Egeria densa e Egeria najas pelo ITS do rDNA 

No Genbank ainda não existem informações sobre a região do cpDNA estudada neste 

trabalho para o gênero Egeria. Além disso, pouca informação há a respeito da mesma região 

para a família Hydrocharitaceae, com exceção de Hydrilla verticillata. A região ITS, 

diferentemente, possui acessos de diversos representantes da Família Hydrocharitaceae no 

Genbank, inclusive de E. densa e E. najas.  

A região do cpDNA foi eficiente em reconhecer mais de um haplótipo nas espécies de 

Egeria, no entanto, não conseguiu separar os haplótipos I e II de E. densa  (Figs. 3,  Figs. 8A 

e 8B). Ainda, com esta região não foi possível discriminar os haplótipos de E. densa dos de E. 

najas (Figs. 8A e 8B). As Tabelas 3 e 4 mostram os valores de distância-p e de Tamura e Nei 

entre os haplótipos das duas espécies, tanto para região do cpDNA quanto para o ITS, 

respectivamente.  

Os valores para ambas as distância obtidos a partir do fragmento do cpDNA, dentro e 

entre os haplotipos de Egeria, variaram de 0 a 0,015. Entre os haplótipos de E. najas a 

distância-p foi de 0,015. Dentro de E. densa os haplótipos I e II apresentaram valores de 

distância iguais a zero e, somente o haplótipo III diferiu, com as duas médias, dos outros dois 

(Tabela 3).  

A análise feita com as sequências da região ITS do rDNA permitiu discriminar 

haplótipos dentro e entre as espécies de Egeria, mesmo com diferença de uma única base. A 

Tabela 4 mostra os valores de distância-p e Tamura e Nei entre haplótipos de cada espécie e 

entre as espécies. Dentro de cada uma delas houve uma pequena variação entre as médias, de 

0,001 a 0,003, mas que foi suficiente para separar os haplótipos. Entre E. densa e E. najas. O 

ITS discriminou todos os haplótipos com valores médios para distância-p e Tamura e Nei, de 

0,129 e 0,144, respectivamente (Tabela 4). 
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Tabela 3 – Matriz das médias das distâncias genéticas entre os haplótipos de E. densa 
e E. najas da bacia do alto rio Paraná, calculadas com a distância-p (abaixo da 
diagonal) e Tamura & Nei (acima da diagonal) a partir do fragmento do cpDNA, 
correspondente a parte do gene tRNAL e a sequência parcial do espaçador intergênico 
trnL-trnF. 

 

 

 
 

Tabela 4 – Matriz das médias das distâncias genéticas entre os haplótipos de E. densa 
e E. najas da bacia do alto rio Paraná, calculadas com a distância-p (abaixo da 
diagonal) e Tamura e Nei (acima da diagonal) a partir do rDNA, correspondente a 
sequência parcial do ITS1, o gene 5,8S, a sequência completa do ITS2 e de 20pb do 
gene 26S. 

 

 

Os dendrogramas construídos com algoritmo neighbor-joining, a partir da distância-p 

e de Tamura e Nei (Figs. 8A e 8C) para as duas regiões, demonstram nítida separação entre os 

haplótipos de E. densa dos de E. najas, somente com a região ITS. A Figura 8, também, 

apresenta dendrogramas construídos com o algoritmo neighbor-joining a partir da distância 

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

E. densa e E. najas. Os dendrogramas construídos, também com algoritmo neighbor-joining, 

        Tamura & Nei 

Distância-p 

Hpl-Enj_ 

TRN - I 

Hpl-Enj_ 

TRN - II 

Hpl-Eds_  

TRN- I 

 

Hpl-Eds_ 

TRN - II 

 

Hpl-Eds_ 

T RN- III 

 
Hpl-Enj_TRN-I - 0,015 0,015 0,015 0,0 

Hpl-Enj_ TRN - II 0,015 - 0,0 0,0 0,015 

Hpl-Eds_ TRN - I 0,015 0,0 - 0,015 0,001 

Hpl-Eds_ TRN - II 0,015 0,0 0,0 - 0,0 

Hpl-Eds_ TRN - III 0,0 0,015 0,015 0,015 - 

        Tamura & Nei 

Distância-p 

Hpl-Enj_ 

ITS-I  

Hpl-Enj_  

ITS - II  

Hpl-Eds_  

ITS - I  

Hpl-Eds_  

ITS - II  

Hpl-Eds_  

ITS - III  

Hpl-Enj_ITS-I - 0,001 0,144 0,146 0,146 

Hpl-Enj_ ITS - II 0,001 - 0,143 0,145 0,144 

Hpl-Eds_ ITS - I 0,129 0,128 - 0,001 0,001 

Hpl-Eds_ ITS - II 0,131 0,129 0,001 - 0,003 

Hpl-Eds_ ITS - III 0,131 0,129 0,001 0,003 - 
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a partir de distâncias baseadas tanto no modelo K80 quanto no TrN, apresentaram padrões de 

clados idênticos e sumarizam a árvore da Figura 5D,  para região ITS do rDNA.  

Em todos os dendrogramas (Fig. 8), considerando as duas regiões estudadas, as 

metodologias geraram gráficos similares na topologia e no padrão de clados, com valores de 

bootstrap aproximados dando consistência aos mesmos.  

A Tabela 5 mostra as diferenças entre os sítios nucleotídicos dos haplótipos das 

populações de E. densa e E. najas da bacia do alto rio Paraná e, seus respectivos acessos do 

Genbank. No ITS-1 são verificadas 30 transições, 15 transversões e três indels entre E. densa 

e E. najas. Na sequência do ITS-2 22 transições, 14 transversões e dois indels diferenciaram 

as duas espécies. Embora, os espaçadores transcritos internos sejam regiões mais variáveis 

que os genes ribossomais, o 5,8S e o pequeno fragmento do 26S também apresentaram 

substituições de base entre as Egeria. Para o gene 5,8S foram verificadas oito transversões e 

uma transição. No pequeno fragmento, de apenas 30 pb, do gene 26S foram encontradas três 

transições e transversões, sendo uma delas a responsável pela caracterização do haplótipo III 

de E. densa . 

Cada espaçador transcrito interno apresentou 48 e 38 sítios nucleotídicos polimórficos, 

respectivos aos ITS-1 e ITS-2, entre E. densa e E. najas. Embora, tenha ocorrido variação nos 

genes ribossomais 5,8S e 26S, estes são muitos conservados. Logo, tanto o espaçador 

transcrito interno primário quanto o secundário do rDNA, foram eficientes em caracterizar e, 

conseqüentemente, discriminar as populações das espécies do gênero Egeria da bacia do alto 

rio Paraná.  
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Fig. 8. Dendrogramas construídos com algoritmo neighbor-joining e bootstrap com 10.000 reamostragens com base na: distância-p e distância Tamura & Nei 
(A) e distância do modelo evolutivo F81 (B) a partir das sequências nucleotídicas da região do cpDNA dos haplótipos de E. densa  e E. najas. E, distância-p e 
Tamura & Nei (C) e distância referentes aos modelos K80 e TrN (D) para região ITS dos haplótipos de E. densa  e E. najas. 
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Tabela 5 – Polimorfismo nucleotídico intra e interespecífico da região ITS do rDNA, correspondente ao espaçador transcrito interno 1 (ITS-
1), ao gene 5,8S, ao espaçador transcrito interno 2 (ITS-2) e ao pequeno fragmento do gene 26S, dos haplótipos das populações de E. densa  e 
E. najas da bacia do alto rio Paraná e acessos do Genbank (AY330707.1 - E. densa; AY330708.1 - E. najas).  

 

 

 

Sítios Nucleotídicos da Região ITS do rDNA  

ITS-1 (265 pb) 
5,8S  

(181 pb) 
ITS-2 (256 pb) 26S 

(30 pb) 
Haplótipos                                            

11111111111111111111111111122222222 
011224444566778800001111122233345555556779901445566 
312175679056572835682457817826810456890272955082445 

222222244 
777788844 
017804724 

44444444555555555555555555666666666667 
55777889000012234446777788012225557770 
56246782256901260192126747770266891572 

777777 
122223 
124582 

AY330708.1 TTTTTATTTACATCTCCATATGCTAGTTGTCGGCGACAATTTTTTTTGTAA CATTTGACT CGCA-CACTTTGTTGGTCTCGTCAATCTGAAGACATAA CCGACT 

Hapl-Eds-ITS-I G.................................................. ......... ....-................................. ...... 

Hapl- Eds -ITS-II ................................................... ......... ....-................................. .A.... 

Egeria 
densa 

Hapl- Eds -ITS-III ..C................................................ ......... ....-................................. ...... 

AY330708.1 GC.AC-CAACTGCTCTAGCGGATCCCCCTCTATTAT--GCA-CCCCGCCGT ACGGATTTG TATGCT-GGCCGCCAAATKTCAGGCATCAGGTGTGCGT TCTCTC 

Hapl-Enj-ITS-I ....-...............................--...-......... ......... ......-...........T................... ...... Egeria 
najas 

Hapl-Enj-ITS-II ....-...............................--...-......... .....G... ......-...........T................... ...... 
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4. Discussão  
 
 

Este trabalho é o primeiro a caracterizar e comparar, molecularmente, espécies do 

gênero Egeria (Hydrocharitaceae), a partir de sequências nucleotídicas de regiões do DNA do 

cloroplasto e da região ITS do DNA ribossômico. As sequências nucleotídicas não 

codificadoras do genoma têm sido muito utilizadas para estabelecer relações filogenéticas e 

filogeográficas de espécies de macrófitas aquáticas e possuem grande potencial para detectar 

variações interespecíficas (Maggini et al., 1998; Reid et al., 2006; Koga et al., 2008). Reid et 

al. (2006) confirmaram com êxito a divisão do gênero Azolla em dois clados, a partir da 

análise de regiões não codificantes do genoma cloroplastídico (atpB-rbcL e trnL-trnF) e do 

ITS do rDNA nuclear. No entanto, os resultados apresentados neste trabalho não demonstram 

a mesma eficiência, de ambos os marcadores, em caracterizar totalmente as espécies de 

Egeria. 

 

4.1. Sequências parciais do tRNAL e trnL-trnF do cp DNA 

A avaliação das populações de E. densa e E. najas, a partir do DNA do cloroplasto, 

estabeleceram três e dois haplótipos, respectivos às espécies. As diferenças haplotípicas estão 

representadas por duas deleções e seis substituições de base, em E. densa. As únicas deleções 

foram detectadas somente na população do reservatório de Rosana, haplótipo Hpl-Eds_TRN- 

II. Os outros haplótipos estão separados por demais mudanças de bases e correspondem aos 

haplótipos Hpl-Eds_TRN- I e Hpl-Eds_TRN- III, este último exclusivo de Itaipu. Embora 

tenham sido reconhecidas diferenças nas sequências de E. densa, estas não foram suficientes 

para separar o Haplótipo I e II (dendrograma, Fig.2). Com relação a E. najas, também, foram 

observados haplótipos distintos, Hpl-Enj_TRN- I e Hpl-Enj_TRN- II, em seis mudanças de 

base. O haplótipo Hpl-Enj_TRN- II, assim como o III de E. densa, reuniu exemplares apenas 

de Itaipu. Por outro lado, em E. najas, ambos os haplótipos apresentam-se separados. 

Machado (2008) conseguiu discriminar as espécies de Salvinia da planície alagável do 

alto rio Paraná, utilizando o espaçador intergênico trnL-trnF do cp DNA. A variação 

intraespecífica nas espécies de Egeria, foi reconhecida por parte do gene tRNAL e parte da 

sequência do trnL-trnF, do genoma cloroplastídico. Contudo, essa variação não permitiu 

distinguir totalmente os haplótipos de E. densa. As variações nas sequências do DNA 

cloroplastídico são amplamente utilizadas para investigar relações interespecíficas dentro das 

angiospermas (Palmer et al., 1988; Clegg et al., 1991). Para Lee e Wen (2004), marcadores 
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moleculares do DNA do cloroplasto são extremamente vantajosos em estudos de baixos 

níveis taxonômicos, devido a sua herança uniparental materna. 

Por outro lado, a baixa taxa evolutiva deste genoma tem limitado sua aplicação em 

estudos intraespecíficos (Taberlet et al., 1991). Reid et al. (2006) encontraram no gênero 

Azolla, para região trnL-trnF,  uma taxa evolutiva 1,3 vezes mais rápida que a da região atpB-

rbcL, no entanto, 2,1 vezes mais lenta que o espaçador transcrito interno (ITS) do rDNA 

nuclear.  

A separação incompleta dos haplótipos de E. densa, bem como o agrupamento no 

mesmo cluster de haplótipos de E. densa e E. najas (Figs. 5A e 5B), sugere que a região 

referida do cpDNA neste estudo não é eficaz em caracterizar as espécies de Egeria. O tRNAL 

é um segmento menos variável, pois, tem propriedade catalítica e forma estruturas 

secundárias (Kuhsel et al., 1990). Logo, é uma região útil para estudos evolutivos de classes 

taxonômicas mais elevadas e não intraespecíficas ou entre espécies muito próximas, como 

Egeria. 

 

4.2. Sequências ITS do rDNA nuclear 

Para ambas as espécies foram identificadas, da mesma forma que para o cpDNA, 

variações intraespecíficas, com dois haplótipos característicos de E. najas e três de E. densa. 

No entanto, o número de mudanças de base foram mínimas em comparação ao cpDNA, mas 

permitiu, mesmo assim, discriminar haplótipos dentro das espécies. Fritz (1998) relata que os 

segmentos da região ITS não são bons marcadores para análises de variabilidade 

intraespecífica, porém, são muito aplicáveis para avaliar a diferenciação genética entre 

espécies.  

Os haplótipos reconhecidos em E. densa demonstram variação nas sequências 

nucleotídicas somente dentro do reservatório de Itaipu. Maior variabilidade de marcadores 

RAPD também foi verificada em Itaipu só que para E. najas espécie (Lucio, L.C., dados não 

publicados). Egeria najas repetiu os resultados de E. densa, apresentando maiores variações 

haplotípicas e com marcadores RAPD (Lucio, 2005) para as populações da planície alagável 

do alto rio Paraná e de Itaipu. A maior variabilidade na planície indica a importância desse 

habitat natural na manutenção da variabilidade genética dessas espécies. 

Marcadores nucleares ribossômicos ITS (ITS-1 e ITS-2) e sequências nrDNA (DNA 

ribossômico nuclear) têm sido nominados como futuras target para o DNA barcoding em 

plantas (Stoeckle, 2003; Kress et al., 2005). Embora, os genes ITS rDNA estejam repetidos ao 
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longo do genoma nuclear de plantas, a rápida taxa de evolução em concerto promove 

uniformidade das unidade repetidas (Gaut et al., 2000; Hughes et al., 2002). Além disso, as 

suas regiões caracterizam-se por altos níveis de polimorfismo nos menores níveis 

taxonômicos (Baldwin et al., 1995). Além disso, o tamanho da região ITS na maioria das 

angiospermas é menor que 700 pb, o que facilita a sua utilização como marcadores 

específicos para cada táxon (Talbot et al., 2006).  

Pesquisas utilizando sequências de ITS do DNA nuclear e do cpDNA, conseguiram 

caracterizar dois táxons diferentes para o gênero Salicomia, demonstrando a eficiência dos 

marcadores (Kaligaric et al., 2008). Contudo, para Egeria apenas a região ITS mostrou-se 

eficaz na separação das espécies. Para esse gênero a região ITS estudada conseguiu agrupar os 

haplótipos respectivos às suas espécies num único clado e, consequentemente, discriminou E. 

densa de E. najas. Os resultados deste trabalho, relativos ao ITS do DNA ribossômico 

nuclear, tiveram maior sucesso quando comparados aos do cpDNA, em caracterizar as 

espécies E. densa  e E. najas. 

A combinação haplotípica em Egeria demonstra, que nas duas espécies o haplótipo I, 

tanto nuclear quanto cloroplastídico, é o mais freqüente. Além disso, o número de 

combinações distintas está evidente no ecossistema de Itaipu para E. densa e nos referentes à 

planície e a Itaipu para E. najas. Nesta, a presença de um possível recombinante, implica em 

ocorrência de reprodução sexuada ou mutação. Como discutido anteriormente (Lucio, L.C., 

dados não publicados), a baixa variabilidade de marcadores RAPD não descarta a 

possibilidade de recombinação genética. E, ao mesmo tempo, a região ITS possui 

vulnerabilidade à mutações maior que o cpDNA, podendo, então, justificar a presença de um 

único recombinante observado nas populações de E. najas na bacia do Paraná. 

 

4.2.1. ITS na caracterização molecular de Egeria 

Pesquisadores sugerem a utilização de dados ITS para estudos interespecíficos ou de 

gêneros relacionados, já que os espaçadores transcritos internos evoluem mais rapidamente 

que as regiões codificantes (Baldwin, 1992; SuH et al., 1993; Kim e Jansen, 1994). A análise 

mais detalhada desta região permitiu verificar que todos os segmentos nucleotídicos do ITS, 

apresentaram variações nas bases entre as espécies de Egeria. Embora os genes ribossomais 

5,8S e 26S apresentem variações muito lentas devido à pressão seletiva (Dávila, 2002), entre 

E. densa e E. najas foram detectadas alterações intra e interespecíficas, capazes de 

discriminar não só espécies, mas, também, os haplótipos.  
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Por outro lado, entre as espécies de Egeria, foram os espaçadores ITS-1 e ITS-2 que 

concentraram maior polimorfismo nucleotídico. Apesar de pouca diferença entre eles, a 

sequência completa do ITS-1 apresentou mais sítios polimórficos que a sequência completa 

do ITS-2. Os marcadores gerados a partir do rDNA nuclear, utilizados para estimar relações 

filogenéticas, priorizam o espaçador transcrito interno1 (ITS-1), devido a alta taxa de variação 

de sequência nucleotídica (Harris e Crandall, 2000). 

Os marcadores moleculares referentes ao ITS do rDNA nuclear foram mais eficientes 

na diferenciação entre as espécies E. densa e E. najas. Logo, esses marcadores poderão ser 

utilizados como ferramentas, e serão de grande valia, na caracterização molecular de espécies 

próximas como as estudas no presente trabalho.  
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Desenvolvimento de marcadores microssatélites (SSR) para Egeria densa 

(Hydrocharitaceae) 
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Desenvolvimento de marcadores microssatélites (SSR) para Egeria densa 

(Hydrocharitaceae) 

 

Resumo  

O desenvolvimento de marcadores mais informativos, como os microssatélites, podem 

agregam informações mais conclusivas a respeito da estrutura genética do gênero Egeria. O 

isolamento de microssatélites para espécie Egeria densa, foi feito com construção de 

bibliotecas de DNA. O enriquecimento da biblioteca e a captura dos mesmos aconteceu por 

hibridizações destes com sondas (CT)8 e (GT)8. A seleção dos clones foi feito por triagem das 

colônias e 105 tiveram seus insertos sequenciados. Regiões microssatélites foram encontradas 

em 25 sequências, porém destas apenas oito demonstraram qualidade para desenho dos 

primers. Com isso oito pares de primers flanqueadores de regiões microssatélites, com 

motivos de dois a quatro nucleotídeos, foram construídos.  

Palavras-chave: Egeria densa, microssatétile, biblioteca de DNA, primers microssatellite.  
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Development of microsatellite markers (SSR) for Egeria densa 

(Hydrocharitaceae) 

 

Abstract 

The development of informative molecular markers such as microsatellites enhances 

information about the genetic structure of the genus Egeria. The isolation of microsatellites 

for Egeria densa was done by constructing DNA libraries. The enrichment of the library and 

the capture of microsatellites were done after the hybridization of microsatellites with the 

probes (CT)8 and (GT)8. Clones were selected by screening colonies and, 105 of them had 

their inserts properly sequenced. Microsatellite regions were found in 25 sequences, but only 

eight sequences had enough quality for the design of the primers. Thus, eight pairs of primers 

that flank microsatellite regions were built, with motifs from two to four nucleotides. 

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

  

O gênero Egeria (Hydrocharitaceae) é formado por macrófitas aquáticas submersas 

com grande potencial para colonizar ambientes lênticos, como lagos e reservatórios de usinas 

hidrelétricas (Sculthorpe, 1985). Estudos correlacionando populações de plantas à teoria de 

metapopulações, ainda não são tão frequentes (Ge et al., 2005; Obbard et al., 2006). 

Entretanto, a estratégia de ocupação de E. densa e E. najas em ecossistemas da bacia do alto 

rio Paraná segue uma dinâmica, que tem sido caracterizada pela dinâmica de metapopulações 

(Lucio, L.C., dados não publicados). Essas espécies se reproduzem, predominantemente, por 

propagação vegetativa com intensa dispersão de indivíduos entre as subpopulações (patches). 

A constante migração de propágulos e o fluxo de poucos genótipos entre estas subpopulações 

ou patches vizinhos, implicam em baixa variabilidade genética entre e dentro delas (Lucio, 

L.C., dados não publicados). Pesquisadores têm encontrado variação genética em espécies de 

macrófitas aquáticas clonais, utilizando marcadores moleculares dominantes como RAPD, 

ISSR e AFLP (Ren e Zhang, 2007; Han et al., 2007; Okada et al., 2009). Larson (2007) 

encontrou a partir de marcadores moleculares microssatélites (SSR) genótipos diferentes em 

populações não nativas de Nymphoides peltata, onde a reprodução vegetativa é um fator a ser 

considerado na estruturação genética da espécie. 

Os microssatelites ou SSR (Simple Sequence Repeats), são sequênicas simples de 1 a 6 

nucleotídeos repetidas em tanden no genoma (Tautz e Renz 1984; Epplen et al., 1993). Estes 

marcadores conhecidos também como STR (Short Tandem Repeat) possuem elevado 

polimorfismo com extensiva variação alélica e altos níveis de heterozigosidade (Carvalho e 

Pitcher, 1995), além da abundância de locos SSR no genoma. Estas características fazem 

destes marcadores ferramentas amplamente utilizadas em estudos de análise genética de 

populações (Varshney et al., 2005).  

A aplicação de marcadores microssatélites requer o desenvolvimento de primers 

específicos, sequências únicas do DNA, que flanqueiam cada um dos locos SSR do genoma de 

uma espécie. Uma vez disponível essa sequência de primers o trabalho de caracterização da 

diversidade genética torna-se mais fácil e possível de ser executado em laboratórios sem 

grandes recursos financeiros (Zaner, 2002).  

Em plantas o uso de marcadores SSR tem sido fundamental no estabelecimento de 

relações filogenéticas, na determinação da variabilidade genética e para conservação da 

biodiversidade (Ruas et al., 2008; Novak et al., 2008; Yin et al., 2009). No entanto, poucos 
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marcadores microssatélites são encontrados para a vegetação aquática (Pan et al., 2007; Kubo, 

et al., 2009).  

A variabilidade genética, nas populações de Egeria da bacia do rio Paraná, 

determinada por marcadores moleculares nucleares dominantes é baixa (Martins et al., 2003; 

Lucio, 2005). Entretanto, a caracterização pelo segmento ITS do rDNA identificou haplótipos 

diferentes dentro de E. densa e E. najas (Lucio, L.C., dados não publicados). Marcadores 

mais informativos, como os microssatélites, agregariam outras informações, talvez mais 

conclusivas a respeito da estrutura genética de Egeria. Apesar de ser uma técnica amplamente 

utilizada nos estudos populacionais, os microssatélites ainda não podem ser empregados em 

Egeria por falta de iniciadores (primers) de microssatélites específicos para o gênero.  

O desenvolvimento de primers representa um importante avanço tecnológico, visto 

que ferramentas da biologia molecular têm auxiliado de forma extremamente eficaz estudos 

ecológicos e evolutivos (Avise, 2004). Assim, esse trabalho teve como objetivo o 

desenvolvimento de primers de microssatélites para a espécie E. densa para posterior 

caracterização dessas regiões.  

 

2. Material e métodos  

 

2.1. Extração e Quantificação do DNA 

Amostras de cinco exemplares de E. densa tiveram seu DNA isolado seguindo 

adaptações do protocolo de Lodhi et al. (1994). Para quantificação dos mesmos foram feitas 

estimativas a partir de comparações com quantidades conhecidas de DNA do fago λ, por 

eletroforese em gel de agarose 0,8%. O DNA de melhor qualidade de um único indivíduo foi 

utilizado para o desenvolvimento dos primers de regiões microssatélite. 

 

2.2. Construção de Biblioteca de DNA enriquecida com SSR 

Os microssatélites podem ser obtidos a partir de três tipos de bibliotecas: genômicas, 

de DNA complementar ou de bibliotecas enriquecidas para sequências microssatélites, ou 

ainda, a partir de sequências depositadas em bancos de dados (Gao et al., 2003). Nesse 

trabalho, o isolamento de microssatélites e o seu enriquecimento em bibliotecas de DNA 

seguiu a metodologia proposta por Billotte et al. (1999). Neste protocolo o enriquecimento da 

biblioteca e a captura dos microssatélites acontece por hibridizações destes com sondas (CT)8 

e (GT)8. Aproximadamente, 5 µg do DNA total de um único exemplar de E. densa, foi 

digerido com a enzima de restrição RsaI, por 18hrs a temperatura de 37º C. Os fragmentos 
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resultantes desta digestão foram ligados a adaptadores (RsaI-21 5’-

TCTTGCTTACGCGTGGACTA-’3 e RsaI-25 5’- 

TAGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACA-’3) para garantir que todos os fragmentos 

digeridos tivessem terminações comuns. 

Os fragmentos contendo as repetições CT e GT, foram selecionados por hibridização 

com oligonucleotídeos biotinilados, complementares a sequência repetitiva e, posteriormente, 

estes foram reconhecidos por beads magnéticas revestidas de streptavidina (DynaI). Os 

fragmentos enriquecidos com microssatélites foram amplificados via PCR, com o primer 

RsaI-21 e, submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etídio (20 

µL/100 mL). Os fragmentos, então enriquecidos com microssatélites, foram clonados em 

vetores pGEM-T Easy Vector. Depois de clonados, os vetores foram inseridos, por 

transformação, em células super competentes da cepa XL1 Blue (Stratagene) de Escherichia 

coli (Ruas et al., 2008). 

As colônias positivas foram selecionadas, com antibiótico ampicilina, para crescer em 

meio líquido, e posteriormente, foi realizada a extração plasmidial de cada clone com o kit 

Purelink Quick Plasmidial Miniprep (Invitrogen Life Technologies, Carlsbard, CA, U.S.A). O 

resultado da extração foi verificado também em gel de agarose 1%, corado com brometo de 

etídio (20µL/100mL). Na etapa seguinte, foram feitas amplificações via PCR de cada DNA 

plasmidial isolado, para verificar a presença do inserto de E. densa com prováveis locos SSR. 

Para os insertos que apresentaram qualidade satisfatória foram montadas reações de 

sequenciamento em plataforma MegaBace (Amersham), segundo instruções do fabricante. 

 

2.3. Análise dos dados 

As sequências correspondentes aos insertos foram editadas manualmente com o 

programa Bioedit (Hall, 1999) e, em seguida, tiveram os blocos microssatélites reconhecidos 

pelo programa Gramene (Ware et al., 2002). Os pares de primers que flanqueam as regiões 

repetitivas dos microssatélites, foram desenhados a partir do software Primer 3 Plus (Rozen e 

Skaletsk, 2000). Este programa fornece também a posição dos primers no fragmento 

sequenciado e suas temperaturas de anelamento, fundamental para o sucesso da PCR e 

amplificação dos locos de microssatélites. 
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3. Resultados e Discussão  

 

Com as transformações foram obtidos 200 clones com prováveis locos microssatélites. 

Destes 105 apresentaram qualidade para serem montadas reações de sequenciamento. Após 

essas reações, dos 105 insertos, 25 sequências revelaram regiões repetitivas, ou de 

microssatélites. Esse baixo número de regiões repetitivas pode sugerir que, assim como outras 

espécies de plantas (Bory et al., 2007), o genoma da espécie E. densa apresenta poucas 

regiões microssatélites.  

Entretanto, nem todas as sequências foram utilizadas para o desenho dos primers. Isto 

porque parte delas continham regiões de repetição localizadas nas extremidades do inserto, o 

que poderia comprometer futuramente a obtenção dos marcadores SSR. Assim, após as 

análises das 25 sequências, oito pares de primers flanqueadores de regiões microssatelites 

(Fig. 1) do genoma de E. densa foram isolados e desenhados.  

As regiões SSR selecionadas são compostas por motivos que variam de dois a quatro 

nucleotídeos (Tabela 1). Embora tenham-se utilizado sondas dinucleotídicas foram 

encontradas regiões de repetição com motivos tri e tretranucleotídicas. As sequências dos 

oligonucleotídeos (Eds_01 a Eds_08), a temperatura de anelamento sugerida para os pares de 

primers estiveram entre 53,8 a 60,4ºC, com média de 56,8 à 57,2ºC, e o tamanho esperado do 

fragmento amplificado, que variou de 172 a 249 pares de bases, estão apresentados na Tabela 

1. 

Apesar do número de primers sintetizados ter sido satisfatório, existe a possibilidade 

de desenvolver um maior número de iniciadores para uma melhor cobertura do genoma e 

detecção de maior variabilidade genética em E. densa. Com a padronização na amplificação 

dos primers descritos neste trabalho será possível caracterizar as regiões microssatélites de E. 

densa, proporcionando maior robustez na análise da estrutura e da diversidade genética das 

populações dessa espécie. Além disso, diversos trabalhos tem mostrado a possibilidade de 

transferibilidade de primers de microssatélites entre espécies (Bory et al., 2008; Alves et al., 

2006; Bravo et al., 2006)  e, até mesmo, entre gêneros próximos (Pérez et al., 2006; Salywon 

e Dierig, 2006). Assim, existe grande probabilidade dos primers desenvolvidos no presente 

trabalho produzirem resultados positivos, através da amplificação cruzada, com Egeria najas, 

e também com outras espécies próximas da família Hydrocharitaceae.   
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>Eds_01 
TGGGTGGTCTCCAACCTTTA TGCCCCAATATATTTCATTATGATCAAACAATCATTCAATCTATCCATTACCT
ATTCATCTTTTTTACTTCGGTTGATGGTTGGTGCTGCCAACCGTCCCCATCCACACACATATAGAGAGACATGA
GTGCATGACTCTCATATATATACACACACACACGCACATATAGAAAATGGGTGATTTTTAATTGAAATATTTTG
TTTCTACATTCACGCAATCAGGA  
 
>Eds_02 
TGACACCAAGGAGGTTCAAA TCTTCATGGTTTCTCCTGTTGAGGGTTGTTCAAGTAGTGTTAGTGTGTGTGTG
TGTGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGACATCNCTGAATCAAGAGTTGGCTGACACACCTGTTCACG
AACTTCAATTCCACTTCATCTGCTGCC  
 
>Eds_03 
CGATGGCAATACCCAACAAT TTTATTACCCTTTGTGTATAAGTTGATGATGTATCAAAGTTTCATCTAAATGC
AACAACAGAAAACGACAGCTTTGTGTTGTCTTCTTAATCGCAAAGACAGAGAATGTCTTCCACAATACATATTC
ACAAGCACATCACCAAGAAAAACCGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGACTTATATTCTTATGCT
GAAATTTCGGAGATGATTGGCAAACACA  
 
>Eds_04 
TTGCCTGAATAATGCACCAC CAACTACATATTAGTATACACTTTTCAAGCAAAATAAACCATTTTCTTTTTCA
AGAATTATAAAATAATTAACGAAGAATATATATATATATATGTGTGTGTGTG TGTATGTATGTGTGTGTTAGTC
CACGCGTAAGCAAGAGAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATATGGGAGAGCTCCCAACG
CGTTGGATGCATAGCTTGAG  
 
>Eds_05 
ACGCTCGCCTAAGAAAGTTG GAAGTGTTGGGCGTAAACAGTAGTAAGATTACGAAGGAGACAGATGAGGTG
TTGATTATTATTATTATTGTGGTTAAGTGGCTGATTTAATCAGCTAAGAATCTTGGCTAAAGTTAAAGGCGGAA
TGGGACTATGGGAGCGTTAATTTGCTGGCCACCACACAGCCAATTCCAAAGATCTCGATGTCGCAA  
 
>Eds_06 
CACAGCGCCACAAATATGAC GGTAAAAGCTGATATTAATGCGTAAATCACAAAAGTCCCTGAAAAAAATTGC
AGTCTATGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGGAGAGAGAGAGAGAGGGAG
GGAGGGAGGGTGAGCGCGAGGGTGAGACCCTCCACTACTCCG  
 
>Eds_07 
GGGTGATGGTGTCTGGAGAA GGAGAGAAGGGTAAAGGGAGAGAGAAGGAGGGCTGAGAGATAGAACTAGT
GAGAGTGGTAGACAGTTGGAATGGGTGGTGTTGACCGGTAAGAAGGGTGGCCAGACAAAGGGGTGAGTGAAT
CGGGAGAGAGAAAGAGCCGGAAGGTCGAGAGAGAGAGAGTGGGATAAAGTGAGAGAGGGAGAGAGAGATA
AGTCAAAGGTGATGGGGTC  
 
>Eds_08 
TTTGGATCCACTAGCCAACA TCAAGTGATGCTGCGGACCAGTTTCACAACATTGTTTTTAATTGGCTGTTTATT
TCTTTAGGTTATTCCGGAAGTCCATTTTTGGGGCAGCAGATGAAGTGGAATTGAAGTTCGTGAACAGGTGTGTC
AGCCAACTCTTGATTCAGTGATGTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCACACACACACACATAACACTAC
TTGAACAACCCTCAAAAGGAGAAACC  

 

Fig. 1. Sequências parciais do genoma de E. densa com regiões repetitivas correspondentes aos 
blocos de microssatélites (locais sombreados). Os segmentos sublinhados são regiões usadas 
para o desenho dos pares de primers SSR (Eds_01 a Eds_08).  
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Tabela 1 - Pares de primers SSR desenvolvidos para E. densa com as sequências, os motivos 
de repetição, a temperatura de anelamento e o tamanho médio esperado (pb) dos produtos de 
PCR. 
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