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RESUMO

Elodea najas (Planch) Casp. (Hydrocharitaceae) € uma macrofita aquatica submersa
encontrada na bacia do Rio Parana e apresenta, em grande parte, reproducao
vegetativa. Essa espécie possui flores dioicas, mas as evidéncias de reproducao
sexuada permanecem escassas. O objetivo deste estudo foi caracterizar
molecularmente espécimes de E. najas coletadas no Reservatério de ltaipu,
utilizando a regidao ITS do DNA nuclear (nrDNA) para investigar a ocorréncia de
reproducao sexuada. Para isso, foram utilizados 11 exemplares coletados nesse
reservatério em 2024. O DNA foi extraido das folhas, amplificado por PCR e
sequenciado. As sequéncias obtidas foram alinhadas com registros do GenBank e
analisadas por meio de distancias genéticas. O levantamento dos haplétipos da
espécie e inferéncias filogenéticas também foram realizados e indicaram dois
haplétipos de E. najas com baixa distancia genética, corroborando a predominéancia
de reproducao assexuada. Verificou-se clara separacao filogenética entre E. najas e
sua congénere E. densa. A baixa diversidade haplotipica sugere que a dindmica
populacional de E. najas segue padroes de metapopulacdo, reforcando a hipétese
de reproducdo vegetativa como mecanismo predominante. Contudo, a estrutura
floral traz questbes sobre possiveis adaptacdes reprodutivas relacionadas a
reproducao sexual que precisam ser melhor estudadas.

INTRODUGCAO

Egeria najas (Planch.) Casp., recentemente transferida para o género Elodea
com base em dados moleculares (Bernardini & Lucchese, 2018), € uma macroéfita
aquatica submersa, dioica e de dgua doce pertencente a familia Hydrocharitaceae.
No Brasil, ocorre principalmente na regido Centro-Sul, apresentando flores
unissexuais (Cook & Urmi-Kénig, 1984). Embora disponha de aparato floral para a
reproducao sexuada, os registros de frutos e sementes na natureza sao rarissimos.
Estudos classicos de Cook & Urmi-Kénig (1984) ja apontavam essa limitacao e
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escassez de evidéncias ao realizar levantamentos em herbarios e em bases de
dados.

Na pratica, a espécie se perpetua predominantemente por reproducao
assexuada, via fragmentagcdo clonal, garantindo rapida colonizacdo de novos
ambientes, porém apresenta menor variabilidade genética e dispersdo restrita a
curtas distancias (Cook & Urmi-Kbnig, 1984). O paradoxo reside no fato de E. najas
manter flores funcionais, mesmo sem registros consistentes de reproducédo sexuada,
sugerindo pressdes seletivas histéricas ou mecanismos reprodutivos ainda pouco
compreendidos.

Do ponto de vista evolutivo, esse dilema é particularmente relevante porque a
Hydrocharitaceae apresenta grande diversidade de sistemas reprodutivos (Cook &
Urmi-Kdnig, 1984). Nesse sentido, E. najas constitui um modelo bioldgico importante
para investigar os limites e a persisténcia da reprodugdo sexuada em plantas
aquaticas, contribuindo para a compreensao da evolucao de estratégias reprodutivas
em macrdfitas, a partir de sua origem de linhagens terrestres que reconquistaram o
ambiente aquatico (Cook, 1999).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar molecularmente
0s espécimes de E. najas no reservatério de Itaipu por meio da regiao ITS do DNA
nuclear (nrDNA), a fim de verificar a ocorréncia de reproducao sexuada na espécie.

MATERIAIS E METODOS

Em julho de 2024 foram coletados onze exemplares de E. najas nos rios
Ocoy, Pinto, Sdo Jodo e Sao Vicente, localizados no reservatério da Usina
Hidrelétrica de Itaipu, margem brasileira. O material foliar foi acondicionado em tubos
Falcon contendo solucdo tampéao TE buffer (pH 8.0; Tris-HCI 1 M, EDTA 0,5 mM).

A extracdo do DNA foi realizada com o kit Promega Wizard® Genomics,
seguindo as instru¢des do fabricante. A regido ITS do DNA nuclear foi amplificada
utilizando primers especificos, e os produtos obtidos foram visualizados em gel de
agarose a 1%. O tamanho dos fragmentos foi estimado a partir de um marcador de
peso molecular conhecido (DNA Ladder 100 pb). Posteriormente, os produtos
amplificados foram purificados de acordo com o protocolo descrito por Rosenthal et
al. (1993).

O sequenciamento foi conduzido em equipamento Applied Biosystems® AB-
3500, utilizando o kit BigDye® Terminator, em empresa especializada. As
sequéncias resultantes foram editadas e alinhadas com dados disponiveis em
bancos de sequéncias para E. najas (n = 34) e E. densa (n = 36). A determinacao
dos haplétipos foi realizada no programa DnaSP v5 (Librado & Rozas, 2009). As
distancias genéticas p foram calculadas no MEGA 7 (Kumar et al., 2016), no qual
também foi construida uma arvore génica pelo método de maxima verossimilhanca
com 1000 reamostragens de bootstrap, empregando o modelo de substituicdo de
nucleotideos Kimura-2-parameter. Como grupo externo, utilizou-se Hydrilla
verticillata (MK819403.1).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Apoés edigao e alinhamento, foi obtido um fragmento de 704 pares de bases
(bp) para o marcador ITS em dez amostras de E. najas. As analises revelaram que
as sequéncias coletadas se agruparam com aquelas previamente registradas para a
espécie no banco de dados, formando um clado bem definido e distinto de sua
congénere E. densa. A distancia genética observada entre as duas espécies foi de
13,2%, evidenciando clara separacao filogenética, como mostra a Figura 1.
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Figura 1 — Arvore génica construida a partir de sequéncias do marcador ITS, relacionando E. najas
coletadas e do GenBank com E. densa e Hydrilla verticillata, também presentes no banco de dados.

Foram identificados dois haplétipos para E. najas. O haplétipo H1 reuniu 37
sequéncias, incluindo as 10 obtidas neste estudo e outras 27 provenientes do banco
de dados. Ja o haplétipo H2 foi composto por sete sequéncias exclusivas do banco
de dados. A distancia genética entre os dois haplétipos foi extremamente baixa
(0,2%), refletindo a reduzida diferenciacao intraespecifica.

O esforgco amostral limitado ao Reservatério de ltaipu, aliado a utilizagdo de
um Unico marcador molecular, pode ter contribuido para a subestimativa da
diversidade genética da espécie. Ainda assim, os resultados demonstram que a
variabilidade genética de E. najas é notavelmente baixa, corroborando estudos
anteriores (Lucio et al., 2024) que apontam para uma dinamica de metapopulacao
sustentada predominantemente por reproducdo assexuada via fragmentacao,
explicando a baixa diversidade haplotipica observada e a escassez de registros de
frutos na natureza.

No entanto, persiste a duvida: se a espécie se mantém via reproducado
vegetativa, por que investir de forma recorrente na producao de flores? Essa duvida
abre espaco para a investigacdo evolutiva e ecolégica acerca da floragao em E.
najas, mesmo diante da raridade de reproducdo sexuada bem-sucedida.

CONCLUSOES

Este estudo amplia o conhecimento sobre a diversidade genética de E. najas
no reservatoério de ltaipu, evidenciando baixa variabilidade haplotipica associada a
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predominancia da reproducao assexuada. Apesar disso, o investimento continuo na
producdo de flores permanece como um paradoxo evolutivo ainda ndo esclarecido.
Pesquisas futuras com marcadores adicionais e maior abrangéncia espacial serao
essenciais para avaliar o possivel papel residual da reproducao sexuada na espécie.
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