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Filogeografia como escopo para explorar a invasdo em Ludwigia
(Onagraceae) de ambientes ndo nativos

RESUMO

Ludwigia possui algumas espécies de macrdfitas invasoras que ainda ndo foram
exploradas sob o escopo da filogeografia, uma promissora &rea para compreender a
ecologia das invasdes utilizando marcadores moleculares barcode sensiveis a variacoes
intraespecificas. Assim, testou-se quais marcadores barcode utilizados em espécies
invasoras de Ludwigia ocorrentes em regidoes ndo nativas seriam filogeograficamente
informativos. Utilizou-se sequéncias dos marcadores moleculares trnH-psbA, rbcL,
matKe phyC de populagdes invasoras de L. peploides e L. grandiflora por serem as Gnicas
disponiveis no Genbank. Gerou-se uma arvore génica pelo método Neighborn-Joining e
uma rede haplotipica pelo método Median-Joining para cada espécie. O marcador trnH-
psbA foi o unico informativo filogeograficamente por detectar variacdes intraespecificas
nos taxons analisados. Detectou-se trés haplotipos para L. grandiflorae dois haplétipos
para L. peploides. Trés populacGes fundadoras geograficamente distintas de L.
grandiflora foram introduzidas na Europa, sendo Hgl compartilhado com a populagédo
estadunidense, enquanto L. peploidespossui uma populacdo fundadora na Europa e outra
nos EUA. O antigo histérico de introducdo dessas espécies na Europa e a abrangéncia
geografica limitada da amostragem molecular demonstram que esses dados estdo
subestimados. Uma pesquisa feita na base de dados Web of Science expds uma escassez
de dados moleculares para espécies invasoras de Ludwigia, ressaltando a contribuicdo dos
resultados quanto as informacdes sobre essas relagcdes haplotipica no contexto da biologia
das invasGes. Portanto, a deteccdo da diversidade haplotipica de espécies invasoras de
Ludwigia mostrou-se promissora quando investigada pelo escopo filogeografico,
subsidiando o melhor entendimento sobre 0 manejo e a ecologia desses haplétipos em
areas ndo nativas.

Palavras-chave: Macrofitas. Marcadores moleculares. trnH-psbA. L. grandiflora. L.
peploides.



Phylogeography as a scope to explore the invasion of Ludwigia
(Onagraceae) from non-native environments

ABSTRACT

Ludwigia has some invasive macrophyte species that have not yet been explored under
the scope of phylogeography, a promising area to understand the ecology of invasions
using barcode molecular markers sensitive to intraspecific variations. Thus, it was
theorized that barcode markers used in invasive species of Ludwigia occurring in non-
native regions would be phylogeographically informative. Sequences of the molecular
markers trnH-psbA, rbcL, matK and phyC from invasive populations of L. peploides and
L. grandiflora were used as they are the only ones available in Genbank. A gene tree was
generated by the Neighborn-Joining method and a haplotypic network by the Median-
Joining method for each species. The trnH-psbA marker was the only
phylogeographically informative marker for detecting intraspecific variations in the
analyzed taxa. Three haplotypes were detected for L. grandiflora and two haplotypes for
L. peploides. Three geographically distinct founder populations of L. grandiflora were
introduced in Europe, with Hgl shared with the US population, while L. peploides has a
founder population in Europe and another in the US. The long history of the introduction
of these species in Europe and the limited geographic scope of molecular sampling
demonstrate that these data are underestimated. A search in the Web of Science database
exposed a paucity of molecular data for invasive species of Ludwigia, highlighting the
contribution of the results to the information on these haplotypic relationships in the
context of invasive biology. Therefore, the detection of haplotypic diversity of invasive
species of Ludwigia proved to be promising when investigated by the phylogeographic
scope, supporting a better understanding of the management and ecology of these
haplotypes in non-native areas.

Keywords: Macrophyte. Molecular marker. trnH-psbA. L. grandiflora. L. peploides.
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1 INTRODUCAO

Uma espécie invasora é aquela que alcanca, se estabelece e dispersa-se em um ambiente
onde ndo ocorria previamente (Simberloff, 2010). A introducdo de espécies invasoras nesses
ambientes ndo nativos € uma das maiores ameacas para a biodiversidade, causando prejuizos
ambientais, econdmicos e para a saude humana em todo o mundo (Pejchar e Mooney, 2009;
Strecker et al., 2011; Vila et al., 2011; Fleming e Dibble, 2015; Li et al., 2015). Ademais, 0s
efeitos deletérios da introdugdo de espécies invasoras sao0 maiores em ambientes aquéticos do
que em ambientes terrestres devido ao maior nimero de vetores e de espécies endémicas
(Strayer e Dudgeon, 2010; Moorhouse e Macdonald, 2015).

Ludwigia L. (Onagraceae), é um género de macrofitas aquaticas formado por cerca de
82 espécies, tradicionalmente conhecido por apresentar diversas espécies invasoras em regides
ndo nativas (Cook, 1985; Ruaux et al., 2009; Thouvenot et al., 2013). Esse género é nativo da
Ameérica do Sul (Munz, 1942; Wagner et al., 2007), cuja distribuicdo geogréafica concentra-se
na regido Sul do Brasil, e nos paises do Paraguai, Argentina e Uruguai (Vieira, 2015). Nesses
ambientes, Ludwigia forma pequenas popula¢des na margem de lagos e rios, tendo um habito
de vida geralmente anfibio ou emergente (Crivelari, 2017). Todavia, em regiGes ndo nativas
como os Estados Unidos e diversos paises da Europa, onde espécies desse género foram
introduzidas, Ludwigia forma grandes popula¢es, levando a perda da diversidade de plantas
locais, contribuindo com a proliferagéo de vetores de doencas, facilitando o estabelecimento de
outras espécies invasoras e interrompendo canais de navegacdo (Ruaux et al., 2009; Thouvenot
etal., 2013).

Possivelmente, a introdugdo de Ludwigia em regides ndo nativas tenha ocorrido pelo
seu uso frequente como planta ornamental em aquarios, e o cenario de mudancas climaticas tem
sido apontado como um dos importantes fatores que colaboram para a sua expansdo,
principalmente em regides de clima temperado (Thouvenot et al., 2013; Gillard et al., 2017).
Ademais, a grande parte dos taxons de Ludwigia sdo altamente polimorficos, levando a
identificacbes imprecisas e causando desacordo em varios estudos taxonémicos (Munz, 1942;
Hara, 1953; Ramamoorthy, 1979; Ravene Tai, 1979; Wagner et al., 2007; Liu et al., 2017; Liu
et al., 2018). No contexto da biologia das invasfes, essa extensa variagcdo morfoldgica é uma
problematica evidente a ser desvendada, pois a identificacdo incorreta de tdxons invasores
contribui para a sua introdugdo em ambientes ndo nativos (Armstrong e Ball, 2005; Coetzee et
al., 2011; Pysek et al., 2013).
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A utilizacdo de dados moleculares para auxiliar na identificacdo de taxons
probleméticos ou com circunscricdo imprecisa tem sido importante para diversos grupos
(Fazekas et al., 2009; Pang et al., 2011; Alves et al., 2014; Liu et al., 2017). Nesse contexto,a
técnica DNA barcode, que consiste na identificagio molecular de espécies utilizando
fragmentos-padréo de DNA, tém se mostrado eficaz para sobrepujar a dificuldade imposta pelas
variagBes morfoldgicas (Hebert et al., 2003). No entanto, outros autores alertam que a alta
frequéncia de hibridizacdo e poliploidia em plantas pode levar a identificagdes moleculares
inconsistentes, sendo necessario cautela na escolha dos marcadores moleculares barcode (Kress
et al., 2005; Rieseberg et al., 2006; Fazekas et al., 2009; Hollingsworth et al., 2011).

As sequéncias de DNA barcode mais recomendadas em plantas incluem as regides
plastidiais codificantes rbcL (ribulose-1,5-bifosfato) e matK (maturase K) além de duas regides
ndo codificantes: o espacador intergénico plastidial trnH-psbA e o espacador ribossomal ITS
(espacador interno transcrito ribossomal) (CBOL Plant Working Group, 2009; Hollingsworth
et al., 2011; Li et al., 2015). O barcode rbcL € facilmente amplificado e possui uma boa
resolucdo, mas mostra-se conservado em niveis taxonémicos especificos, ao passo que 0s
barcodes ITS, trnH-psbA e matK sdo mais polimérficos e recomendados para estudar taxons
proximamente relacionados (Kress et al., 2005; Kress e Erickson, 2007; Li et al., 2011,
Hollingsworth et al., 2011; Kress, 2017). Por outro lado, estudos apontam que a eficiéncia
desses marcadores barcode em detectar polimorfismos pode variar entre diferentes grupos
taxonémicos, sendo recomendado qualificar os marcadores barcode especificamente para cada
grupo de plantas (Ashfaq et al., 2013; Xu et al., 2015; Alves et al., 2014; Chen et al., 2015).

Além de auxiliar na correta identificacdo, os marcadores moleculares tém permitido
explorar outras questdes pertinentes a invasdo bioldgica baseadas no escopo da filogeografia.
Essa area da biologia molecular objetiva estudar a demografia e a historia natural na perspectiva
da evolucdo intraespecifica analisando dados de sequenciamento (Avise, 2009). Com base
nesse polimorfismo intraespecifico, alguns assuntos que necessitam de alinhamento na biologia
das invasdes vem sendo discutidos, como determinar a origem de uma populagdo fundadora,
estruturar a distribuicdo haplotipica da populacdo invasora e testar hipdteses a respeito da
invasibilidade de espécies ndo nativas, fornecendo informagdes importantes para estratégias de
manejo mais assertivas, como determinar a origem do hapl6tipo mais agressivo (Bossdorf et
al., 2005; Fitzpatrick et al., 2012; Cristescu, 2015; Dlugosch et al., 2015; Tho et al., 2016;
Estoup et al., 2016; Shang et al., 2019; Kanuchet al., 2021; Canavan et al., 2022). Por essa
razdo, os marcadores moleculares utilizados para essa finalidade precisam ser sensiveis as

variacoes intraespecificas (Schaal et al., 1998; Petit et al., 2005; Beheregaray, 2008).
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Embora Ludwigia possua algumas das espécies de macréfitas aquaticas invasoras mais
agressivas do mundo, o conhecimento genético a respeito dessas populagdes é escasso
(Thouvenot et al., 2013). O uso de marcadores moleculares em espécies invasoras de Ludwigia
restringe-se a identificacdo molecular (Armitage et al., 2013; Ghahramanzadeh et al., 2013) e a
genética de populagbes (Okada et al., 2009; Genitoni et al., 2020). No entanto, apesar do uso
de marcadores moleculares para estudos filogeogréaficos fornecer valiosas informagdes para a
biologia das invasOes, essa abordagem ainda ndo foi aplicada para compreender o cenario de
invasdo de Ludwigia. Portanto, o objetivo deste estudo foi testar a aplicabilidade dos
marcadores moleculares publicados no Genbank referentes a sequéncias de populagdes
invasoras ndo-nativas de Ludwigia para estudos filogeograficos, sendo a qualificagdo desses
marcadores condicionadas a sensibilidade em detectar polimorfismos intraespecificos.
Complementarmente, foi realizado uma busca por artigos cientificos que utilizaram marcadores
moleculares em espécies invasoras de Ludwigia, cujo intuito foi alertar para a escassez de dados

moleculares a respeito desses tdxons probleméticos (Thouvenot et al., 2013).

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Andlises moleculares de espécimes em regiGes ndo nativas

Para testar a aplicabilidade dos marcadores moleculares utilizados em populagdes
invasoras de Ludwigia,foram selecionadas as espécies L. grandiflora (Michx.) Greuter &
Burdet e L. peploides (Kunth) P. H. Ravenpor serem as Unicas que possuem sequéncias
depositadas no Genbank referentes a populagdes em regibes ndo nativas, cujos dados s&o
oriundos dos trabalhos de Armitage et al. (2013) e Ghahramanzadeh et al. (2013). A quantidade
de sequéncias para cada marcador esta apresentada na Tabela 1.
Tabela 1. Quantidade de sequéncias e tamanho dos fragmentos de DNA expressos em pb (pares

de base) para cada marcador molecular disponiveis no Genbank oriundas de populacdes em
ambientes ndo nativos de L. grandiflora e L. peploides.

Marcadores (pb) Espécies
L. grandiflora L. peploides
trnH-psbA(498 pb) 32 15
rbcL(522 pb) 30 15
matK (817 pb) 16 8
phyC(583 pb) 16 8

A construgdo da arvore génica foi realizada pelo método de Neighborn-Joining e
submetida ao teste de suporte dos ramos (bootstrap) em 1000 réplicas utilizando o programa

MEGA7 (Kumar et al., 2016), sendo enraizada com Circaea alpina L. (acesso ao Genbank pelo
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voucher JX100576.1), um taxon representante do género irméo de Ludwigia (Liu et al., 2017).
Foram, também, calculados os valores de distancia genética e selecionado o0 melhor modelo de
substituicdo nucleotidica, sendo este Kimura-2-parametros (K2P), pelo MEGA7 (Kumar et al.,
2016). Consecutivamente, foi construido uma rede de haplétipos pelo programa POPARTV1.7
pelo método Median Joining (Bandelt et al., 1999). A distribuicdo haplotipica das populagdes
de L. grandiflorae L. peploides foi georreferenciada pelo software QGIS v3.10.2.

2.2 Revisdo da literatura sobre estudos moleculares em espécies invasoras de Ludwigia
Complementarmente as andlises genéticas, a fim de ressaltar a necessidade de estudos
moleculares em espécies invasoras de Ludwigia, foi realizada uma pesquisa de artigos na base
de dados Web of Science (WoS), utilizando os termos “Ludwigia” and “invasion”, resultando
em uma amostra inicial de 50 artigos, que abrangeram o intervalo temporal de 2003 (artigo de
base, Doyle et al., (2003)) a 2021 (artigo mais recente, Renault et al. (2021)). A triagem
consistiu na analise do titulo, palavras-chave e resumo, no intuito de averiguar se o artigo
realmente tratava-se de um estudo com espécies de Ludwigia invasoras. Dessa forma, foram
removidos 8 artigos, pois eram trabalhos que exploravam espécies de Ludwigia em regides
nativas (por exemplo, o artigo de Zhang et al., 2021, que testou a capacidade competitiva de L.
peploides, nativa na China, em relacdo a espécie invasora Alternanthera philoxeroides (Mart.)

Griseb). Assim, a amostra parcial consistiu em 42 artigos.

Dentre os 42 artigos resultantes da triagem, foram selecionados aqueles que utilizaram
métodos moleculares para estudar espécies de Ludwigia invasoras, 0 que sucedeu em 4 artigos.
Dessa forma, o resultado definitivo da amostragem deu-se em 38 artigos que nao utilizaram
métodos moleculares, e 4 artigos que utilizaram métodos moleculares. A partir desses artigos,
foram extraidas as seguintes informacdes a respeito do conhecimento sobre espécies invasoras
de Ludwigia: (i) quais sdo as espécies invasoras mais estudadas; (ii) dentre essas espécies, quais
foram exploradas com técnicas moleculares; (iii) quais marcadores moleculares foram
utilizados e para quais finalidades. As informacdes extraidas dessa revisdo foram sumarizadas

em gréaficos construidos pelo software Excel.

3 RESULTADOS
3.1 Analises moleculares de espécimes em regifes ndo-nativas

Dentre os marcadores moleculares disponiveis no Genbank, somente o trnH-psbA

detectou variacGes genéticas intraespecificas para as populacbes de L. grandiflora e L.
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peploides. Os demais marcadores rbcL, matK, e phyC ndo foram filogeograficamente
informativos por se mostrarem conservados intraespecificamente.

As sequéncias das populacdes de L. grandiflora ndo nativas disponiveis no Genbank
para 0 marcador trnH-psbAsdo oriundas de trés paises europeus (Francga, Paises Baixos e
Inglaterra), e dos Estados Unidos. As sequéncias das populacdes de L. peploides ndo nativas
originam-se dos paises da Franga, Paises Baixos e dos Estados Unidos.

A analise do espacador intergénico plastidial trnH-psbA permitiu detectar diferencas
genéticas entre as populacdes de L. grandiflora ndo nativas. Foram identificados quatro sitios
variaveis e trés haplétipos diferentes (Hgl, Hg2 e Hg3), sendo que desses, o haplétipo Hgl foi
0 mais frequente, compartilhado por 17 individuos, seguido de 14 individuos de Hg2 e um
individuo de Hg3 (rede haplotipica a esquerda na Figura 1). Em relacdo a L. peploides, o
marcador trnH-psbA apresentou seis sitios variaveis e dois haplotipos diferentes (Hpl e Hp2).
A distribuicdo dos haplétipos foi quase equivalente, sendo Hpl compartilhado por oito
individuos e Hp2 compartilhado por sete individuos (rede haplotipica a direita na Figura 1).

Hg2 Hpl
Hgl
= (@
® = ®
2 IF::E:rra H p2 O Paises Baixos
H g3 @ Paises Bainos . Franca

Figura 1. Rede de haplotipos das populac@es ndo nativas de L. grandiflora (esquerda) e L.
peploides (direita) construida no software POPART v1.7 pelo método Median-Joining. Hg=
Haplétipo de L. grandiflora; Hp= Haplétipo de L. peploides.

Os valores de distancia genética K2P para as populacdes invasoras de L. grandiflora e
L. peploides estdo demonstrados na Tabela 2. L. grandiflora ocorre nos Estados Unidos, Franca,
Inglaterra e Paises Baixos, e os valores de K2Pvariaram entre 0,1% e 0,2%. Para L. peploides,
os valores de K2P foram nulos entre as populacdes dos Paises Baixos e da Franca, indicando

serem geneticamente idénticas, e divergindo em 1,4% da populagéo de L. peploides dos EUA.
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Tabela 2. Matriz de distancia genética K2P, calculada pelo software MEGA7, para as
populacgdes invasoras de L. grandiflora e L. peploides em diferentes regifes ndo nativas para o
marcador trnH-psbA. PB = Paises Baixos, FR = Franca, IN = Inglaterra, EUA = Estados Unidos.

Paises K2P
L. grandiflora
PB FR IN EUA

PB

FR 0,001

IN 0,002 0,002
EUA 0,001 0,002 0,002

L. peploides
EUA PB FR -

EUA -

PB 0,014 -

FR 0,014 0 -

A partir da arvore génica construida para 0 marcador trnH-psbA (Figura 2), é possivel
visualizar que as sequéncias de L. grandiflora obtidas foram reunidas em trés agrupamentos
diferentes. Apenas o individuo da sequéncia KC996839.1, classificado como haplé6tipo Hg3, é

separado do grande agrupamento formado por Hgl e Hg2 por um valor significativo no teste
bootstrap.

EC996840.1 Ludwigia grandiflora sibsp hexapetala
EC096841.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala  |inglatena
EC996828.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala
KC9963827.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala  Jeua
KC9963826.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala  Jes
KC9963825.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala  Jes
KC9963824.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala  Jeos
KC996823.1 Ludwigia grandiflora subsp grandiflora Jeua
KC996822.1 Ludwigia grandiflora subsp grandiflora Jeus
KC996821.1 Ludwigia grandiflora subsp grandiflora Jeua
KC996816.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala  Jingatena
JXI00546.1 Ludwigia grandiflora  ]paies aixos
JXI00545.1 Ludwigia grandiflora  ]paies Baixos
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JX100547.1 Ludwigia grandifiora  Jrera
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JXI00553.1 Ludwigia grandifiora  paisesbaixos
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KEC996817.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala
KEC996818.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala
KC996819.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala
KC996829.1 Ludwigia grandiflora subsp hexapetala
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Figura 2. Arvore génica construida no programa MEGA7por meio do método de Neighborn-
Joining, de sequéncias do marcador trnH-psbA para L. grandiflora, utilizando o modelo de
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substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros e enraizado com Circaea alpina. Os numeros a
direita de cada né séo os valores de bootstrap.

A arvore génica construida para L. peploides utilizando sequéncias do marcador trnH-
psbA (Figura 3) resultou na separagdo nitida de dois agrupamentos representados por Hpl e
Hp2. Nota-se que Hpl é compartilhado exclusivamente pelos individuos da populacédo
estadunidense, enquanto Hp2 encontra-se nos individuos da populagdo europeia, sendo apenas
um representante na Franca e seis nos Paises Baixos. Ainda, a separacdo desses dois clados foi
bem suportada.

EC99a838.1 Ludwigia peploides subsp. peploides
EC99a837. 1 Ludwigia peploides subsp. peploides
EC9dd83a.] Ludwigia peploides subsp. peploides

82| KC99a835. 1 Ludwigia peploides subsp. peploides

[ Kco96833.1 Ludwigia peploides subsp. montevidensiz
EC9965832.1 Ludwigia peploides subsp. montevidensis
99658311 Ludwigia peploides subsp. montevidensis
EC996830.1 Ludwigia peploides subsp. montevidensis |
JX100563.1 Ludwigia peploides  paisesaixos

JX100562.1 Ludwigia peploides  paisesBaixos

JX100561.1 Ludwigia peploides  |pases Baios

JXI100560.1 Ludwigia peploides  rrancs

JXI00559.1 Ludwigia peploides

JXI100558.1 Ludwigia peploides  |paises Babos

JXIO0557.1 Ludwigia peploides

EUA

83

JX100576.1 Circaea alping  Jougroup

0.0s

Figura 3. Arvore génica construida no programa MEGA7por meio do método de Neighborn-
Joining, de sequéncias do marcador trnH-psbA para L. peploides, utilizando o modelo de
substituicdo nucleotidica Kimura-2-parametros e enraizado com Circaea alpina. Os niumeros a
direita de cada né sdo os valores de bootstrap.

Para observar a distribuicdo geogréafica dos haplotipos de L. grandiflora nas regides nao-
nativas da Europa e dos Estados Unidos, foram elaborados mapas representados pelas Figura 4
e 5. Na Europa (Figura 4), nota-se que Hg2 predomina na Inglaterra em relagdo aos demais
hapldtipos, e que a ocorréncia do Unico individuo de Hg3 se da mais ao norte, sendo o ponto
mais distante do restante da populacdo. Nos Paises Baixos, a populacdo de L. grandiflora
amostrada abrange uma pequena extensdo geografica, cuja proporg¢do entre os haplotipos Hgl
e Hg2 é equivalente. A Franca é o pais menos amostrado em rela¢do aos outros, constando

apenas trés ocorréncias de Hg2.
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Figura 4. Mapa elaborado no software QGISv.3.10.2 mostrando a distribuicdo dos haplétipos
de L. grandiflora nos ambientes ndo nativos da Europa, com sequéncias do marcador trnH-
psbA provenientes do Genbank.

Os Estados Unidos, por sua vez, sdo representados apenas pelo haplétipo Hgl (Figura
5). Os pontos de ocorréncia referem-se a San Diego River (ponto mais ao Sul, consistindo em
trés individuos amostrados) e a Russian River at Wohler (ponto mais ao Norte, consistindo em

quatro individuos), ambos no estado da Califérnia.
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Figura 5. Mapa elaborado no software QGISv.3.10.2 mostrando a distribuicdo dos haplétipos
de L. grandiflora nos ambientes ndo nativos dos Estados Unidos, com sequéncias do marcador
trnH-psbA provenientes do Genbank.

A distribuicdo geografica dos haplotipos de L. peploides restringem-se aos paises
europeus Franca e Paises Baixos (Figura 6) e nos Estados Unidos (Figura 7). Na Franga, apenas
um individuo dessa espécie foi amostrado para as analises genéticas, enquanto os Paises Baixos

possuem quatro pontos de amostragem representando cinco individuos, sendo ambas as
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populacBes agrupadas como haplotipo Hp2. Neste caso, diferentemente de L. grandiflora, ndo

h& individuos de L. peploides oriundos da Inglaterra.
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Figura 6. Mapa elaborado no software QGISv.3.10.2 mostrando a distribuicdo dos haplétipos
de L. peploides nos ambientes ndo nativos da Europa, com sequéncias do marcador trnH-psbA
provenientes do Genbank.

Contudo, a populacédo de L. peploides amostrada nos Estados Unidos € semelhante a de
L. grandiflora, pois ha dois pontos de coleta situados no estado da Califérnia, havendo um total

de 8 individuos reunido sem apenas um haplotipo Hpl (Figura 7).
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Figura 7. Mapa elaborado no software QGISv.3.10.2 mostrando a distribuicdo dos haplétipos
de L. peploides nos ambientes ndo nativos dos Estados Unidos, com sequéncias do marcador
trnH-psbA provenientes do Genbank

3.2 Revisdo da literatura sobre estudos moleculares em espécies invasoras de Ludwigia
A relacdo publicagéo/citagdo por ano mostra que a maioria das publicacdes de trabalhos

com foco em espécies de Ludwigia invasoras ocorre a partir de 2010, representando 90% das
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publicacGes (Figura 8). Esse aumento foi acompanhado de um crescimento nas citagdes. O ano

em que houve o maior nimero de citacdes foi em 2021, contendo 133 registros.
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Figura 8. Relacdo entre citacdo e publicacdo de artigos sobre espécies invasoras de Ludwigia
no periodo entre os anos de 2003 e 2021, em um total de 42 artigos analisados.

O levantamento das espécies de Ludwigia invasoras estudadas resultou, em ordem
decrescente, em: L. grandiflora (26 artigos), L. peploides (17 artigos), L. hexapetala (Hook
&Arn.) Zardini, H. Y. Gu& P. H. Raven, (11 artigos), L. peruviana (L.) Hara (quatro artigos),
L. palustris (L.) Elliott (um artigo), L. hyssopifolia (G. Don) Exell (um artigo) e L. octovalvis
(Jacg.) Raven (um artigo). A Tabela 3 mostra a quantidade de artigos em que cada espécie foi
estudada, e a proporcao entre estudos com técnicas moleculares e sem técnicas moleculares.
Pode-se observar que as trés espécies de Ludwigia invasoras com mais trabalhos publicados séo
as Unicas que possuem artigos com foco molecular, sendo L. grandiflora (quatro artigos), L.
hexapetala (dois artigos) e L. peploides (um artigo).

Tabela 3. Espécies classificadas como invasoras em Ludwigia na amostra e a proporgdo entre

artigos sem abordagem molecular e com abordagem molecular para cada espécie, num total de
42 artigos analisados.

Espécie Artigos sem abordagem Artigos com abordagem
molecular molecular
L. grandiflora 22 4
L. peploides 16 1
L. hexapetala 9 2
L. peruviana 4 0
L. palustris 1 0
L. hyssopifolia 1 0
L. octovalvis 1 0
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Dentre os trabalhos de cunho molecular, a classe de marcador mais utilizado é o cpDNA
(DNA cloroplastidial), seguido do SNP (Single nucleotide polymorphism) e AFLP (Amplified
fragment lenght polymorphism). A Figura 8 mostra os marcadores moleculares
especificamente, evidenciando que dentre os marcadores do cpDNA, rbcL e trnH-psbA foram

0s mais utilizados, seguidos do phyC e do matK.

Quantidade de artigos para cada marcador molecular

AFLP
SNP

matK
phyC
trnH-psbA
rbcL

1
Artigos

N

Marcadores moleculares
o

Figura 8. Marcadores moleculares utilizados em populacdes invasoras de Ludwigia,
encontrados nos 42 artigos filtrados na base de dados Web of Science.

Foram detectados apenas dois objetivos para a aplicacao desses marcadores moleculares
nos artigos com espécies invasoras de Ludwigia, descritos na Tabela 4.
Tabela 4. Marcadores moleculares utilizados para cada um dos objetivos identificados na

amostra de 4 artigos sobre estudos moleculares em espécies invasoras de Ludwigia, dentre o
total de 42 artigos analisados.

Objetivo Marcadores Referéncias Sequéncias publicadas
moleculares no Genbank
e i Armitage et al. (2013);
Iddeeng'%i?:o rb(;:]‘étt&thpstA’ Ghahramanzadeh et al. Sim
P » PRy (2013).

Genética de Okada et al. (2009); x

populacdes SNP, AFLP Genitoni et al. (2020). Nao
4 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi testar a aplicabilidade dos marcadores moleculares
publicados no Genbank para estudos filogeograficos em populacgdes invasoras ndo-nativas de
Ludwigia. Devido a disponibilidade de dados de sequenciamento publicados, as anélises foram
restritas aos marcadores moleculares barcoderbcL, trnH-psbA, matK e phyC. Dentre esses

marcadores, apenas o espacador intergénico trnH-psbA foi elencado como informativo para
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andlises filogeograficas por detectar variacOes intraespecificas. A escassez de dados
moleculares foi um impeditivo para fazer analises moleculares mais robustas. Ademais, a
revisao bibliografica mostrou que o género possui a0 menos sete espécies invasoras, mas
somente duas detém dados moleculares disponiveis que permitem fazer inferéncias
filogeograficas. A revisdo também apontou que a aplicagdo dos marcadores trnH-psbA, rbcL,
matKe phyC nessas populagdes invasoras objetivaram realizar identificagdo molecular,
portanto, os insights filogeograficos fornecidos neste artigo séo inéditos para L. grandiflora e
L. peploides.

A variacdo genética intraespecifica detectada pelo trnH-psbA era esperado devido ao
fato deste tratar-se de um espacador intergénico, ou seja, € uma regido do DNA cloroplastidial
(cpDNA) que ndo expressa caracteristicas fenotipicas, e por isso, é mais suscetivel para
acumular mutacdes ao longo das geracgdes (Kress e Erickson, 2007; Hollingsworth et al., 2011;
Morris e Shaw, 2018). Em contraposto, os marcadores rbcL, matK e phyC ndo detectaram
polimorfismos intraespecifico. Isso se deve porque a regido rbcL é responsavel por expressar
proteinas relacionadas a RuBiscO, uma enzima importante para o ciclo de Calvin, a regido matK
expressa a maturas e K, cuja funcéo é promover o processamento do RNA mensageiro por meio
do splicing (Hollingsworth et al., 2011), e o phyC é um marcador do DNA nuclear que faz parte
da familia de multigenes responsaveis por produzir proteinas do tipo fitocromos (PHY), que
atuam na absorgdo da luz infravermelha (Samuel et al., 2005). Assim, por influenciarem
diretamente na sobrevivéncia dos individuos, quaisquer mudancas nas sequéncias nucleotidicas
dessas regides podem ser suprimidas pela selecdo natural (Kress e Erickson, 2007;
Hollingsworth et al., 2011).

Contudo, apesar de matK tratar-se de uma regido codificante, ele tem sido considerado
um dos marcadores plastidiais mais varidveis juntamente com o trnH-psbA e 0s mais
recomendados para distinguir tdxons proximamente aparentados (Starr et al., 2009; Yu et al.,
2011; Shneyer e Rodionov, 2019).Ranqueando a variabilidade intraespecifica de matK e outras
107 regides ndo codificantes do cpDNA, Shaw et al. (2014) mostraram que o marcador
codificante matK situou-se em 12° lugar, ou seja, a regido génica da maturas e K pode ser tdo
polimorfica quanto outras regides que ndo expressam caracteristicas fenotipicas.Porém, os
resultados demonstraram que matK ndo é recomendado para detectar polimorfismos genéticos
intraespecificos em populagdes de L. grandiflora e L. peploides.

De fato, o0 espagador trnH-psbA tem se mostrado Util em outros estudos filogeogréficos
(Byrne e Hankinson, 2012.; Pang et al., 2012; Honorio-Coronaro et al., 2014; Honorio-
Coronado et al., 2019). Contudo, embora este seja 0 marcador nao codificante mais comum em
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estudos filogeogréaficos, outras regiées ndo-codificantes do cpDNA mais informativas, como o
ndhF-rpl32 e o ndhC-trnV sdo utilizados com menos frequéncia (Morris e Shaw, 2018).
Portanto, recomenda-se explorar mais o marcador trnH-psbA, bem como utilizar outros
marcadores ndo codificantes, para desvendar o cenario de invasdo de Ludwigia em ambientes
ndo nativos.

O marcador trnH-psbA detectou para L. grandiflora apenas o hapl6tipo Hgl nos Estados
Unidos e todos os trés haplotipos (Hgl, Hg2 e Hg3) na Europa, ao passo que L. peploides
apresentou apenas um hapldtipo nos Estados Unidos (Hpl) e um haplotipo na Europa (Hp2).
Essa diferenca na estrutura haplotipica pode ser um indicativo de que o histdrico de introducédo
entre ambas as espécies seja diferente (Dlugosch e Parker, 2008; Cristecu, 2015; Zhu et al.,
2017). Isso é devido ao modo de reproducdo de L. grandiflora e L. peploides ser
majoritariamente vegetativo em ambientes ndo nativos (Dandelot, 2004; Ruaux et al., 2009;
Okada et al., 2009; Thouvenot et al., 2013). Logo, a variabilidade genética dessas populagdes
é limitada, como demonstrado por Okada et al. (2009) ao encontrarem um Unico genétipo em
populacgdes invasoras de L. grandiflora na California utilizando marcadores microssatélite.

Haja vista que a reproducdo vegetativa impera em populac@es invasoras, a tendéncia é
que ndo ocorra eventos de hibridizacdo, mantendo esses haplétipos conservados ao longo do
tempo, e isso reforca a probabilidade de ter ocorrido ao menos trés eventos de introducéo para
L. grandiflora e dois eventos de introducédo para L. peploides de populagdes provenientes de
diferentes regiGes geograficas (Frankham, 2004; Facon et al., 2008; Besnard et al., 2014;
Benazzo et al., 2015). Contudo, para determinar a origem exata desses haplétipos, é necessario
sequenciar individuos de L. grandiflora provenientes de regiGes nativas e analisar se ha o
compartilhamento de hapl6tipos com populacGes de regifes ndo nativas (Marsico et al., 2011;
Zhu et al., 2016), gerando informacdes importantes para acdes de manejo, por exemplo, ao
determinar a origem geogréafica do hapl6tipo mais agressivo (Canavan et al., 2022).

E possivel, ainda, que a diversidade haplotipica de L. grandiflora e L. peploides esteja
subestimada. Os dados de ocorréncia do GBIF (Global Biodiversity Information Facility)
mostram 7211 registros de L. grandiflora e 4278 registros de L. peploides na Franca (GBIF,
2022, acesso em https://www.gbif.org/), enquanto apenas trés individuos de L. grandiflora e
um individuo de L. peploides tinham sequéncias disponiveis para as analises moleculares nesse
pais. Registros historicos sugerem que a Franca tenha sido o primeiro pais europeu a importar
essas espécies por volta de 1820-1830 para fins de aquicultura no Montpellier Botanical Garden
(Dandelot, 2004), dispersando-se para outros paises cujas populacdes ainda ndo foram

amostradas geneticamente, como na Alemanha (Nehring e Kolthoff, 2011), Italia (Celesti-
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Grapow et al., 2009); Bélgica (Bauchau et al., 1984), Espanha (Andreu e Vila, 2009) e Suica
(Vauthey et al., 2003). Por esse motivo, a Franca pode ser a chave para entender quando e como
L. grandiflora e L. peploides tornaram-se invasoras e se dispersaram pela Europa por meio da
filogeografia.

Essa escassez de informacgBes moleculares sobre populagGes invasoras de Ludwigia é
evidenciada pela revisdo bibliogréfica da secdo 3.2. Embora os impactos ecoldgicos decorrentes
da introducéo de L. grandiflora e L. peploides sejam conhecidos, outras espéecies desse género
também sdo relatadas como invasoras e recebem menos atencdo, conforme demonstra a Tabela
3. E possivel notar, também, que ha um crescente interesse por espécies invasoras de Ludwigia,
entretanto, a proporgao de artigos que utilizam técnicas moleculares é infima, sendo quatro dos
42 artigos amostrados, aplicados em trés de sete espécies levantadas na revisdo. Thouvenot et
al. (2013) alertaram sobre a falta de conhecimento da genética das popula¢des de Ludwigia na
Franca, e dada a importancia das abordagens moleculares em prevenir a introducdo e o
estabelecimento de espécies invasoras, este € um dado preocupante e merece atencdo da
comunidade cientifica (Chown et al., 2008; Strong e Ayres, 2013; Simberloff, 2015).

5 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o uso do marcador molecular plastidial trnH-psbA ¢ informativo
para 0 escopo da filogeografia de Ludwigia invasora em ambientes ndo nativos por detectar
variacOes intraespecificas, devendo ser mais explorado intensificando a amostragem molecular
dessas populacgdes. Outro marcador plastidial também considerado muito polimoérfico, o matK,
mostrou-se conservado a nivel intraespecifico para as populacbes de Ludwigia, reforcando a
necessidade de qualificar os marcadores moleculares, de acordo com os objetivos desejados,
para cada grupo de plantas especificamente. Assim, a deteccdo de diferentes haplotipos para L.
grandiflora e L. peploides pode subsidiar um melhor entendimento sobre a ecologia e 0 manejo
desses haplotipos em areas ndo nativas. Portanto, encoraja-se o aproveitamento desses dados
em trabalhos futuros, almejando: (i) aplicar o marcador trnH-psbA em populagbes de L.
grandiflora e L. peploides oriundas de regides nativas, objetivando detectar se hd o
compartilhamento de hapl6tipos com a populagéo invasora, tragando assim a origem geogréafica
dos hapldtipos mais agressivos; (ii) comparar a variabilidade genética intraespecifica do
marcador trnH-psbA com outros marcadores plastidiais também recomendados para estudos
filogeograficos em plantas, conforme mostram Morris e Shaw (2018); (iii) amostrar

geneticamente as populac6es de L. grandiflora e L. peploides em regides ndo nativas da Europa
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e dos Estados Unidos que carecem dessas informacdes, no intuito de esclarecer o histérico de

introducdo e complementar o entendimento dos mecanismos de disperséo desses tdxons.
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