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RESUMO

As espécies de Ludwigia L. (Onagraceae) sdo em sua maioria macrofitas aquaticas que estao distribuidas
amplamente pela América do Sul. Muitas espécies desse género apresentam alta plasticidade fenotipica,
dificultando a identificacdo morfoldgica. Dentre esses taxons, Ludwigia lagunae é uma das espécies mais
polimérficas deste grupo. Nesse sentido, estudos genéticos com regides barcode podem ser Uteis para
esclarecer os limites interespecificos dessas espécies. Por essa razéo, o objetivo desse estudo foi confrontar
informacdes moleculares e morfolégicas de L. lagunae com outros congéneres com intuito de auxiliar na
distingédo desses taxons. Para isso, foi amplificado sequéncias da regido rbcL para L. lagunae, coletadas na
planicie de inundacdo do alto rio Parana (Brasil), comparando com sequéncias disponiveis nos bancos de
dados BOLD e Genbank para espécies congéneres. Adicionalmente, foi obtido exsicatas relativas a
sequencias que se mostraram idénticas com as obtidas neste trabalho para L. lagunae, confrontando com a
identificacdo molecular. Verificou-se que as sequéncias obtidas para L. lagunae foram idénticas entre si,
sendo indistinguiveis, também, de alguns espécimes de L. octovalvis, L. sedioides, e outros espécimes nédo-
identificados. No entanto, usando imagens de exsicatas e descricbes morfoldgicas, averiguou-se que alguns
espécimes de L. octovalvis sdo similares, enquanto outros séo diferentes de L. lagunae coletados neste
trabalho. Foi atestado uma grande variacdo genética e morfoldgica entre amostras de L. octovalvis
depositadas no BOLD, indicando problemas na identificagdo. Contudo, as exsicatas de L. sedioies foram
consistentes com a descricdo dessa espécie. Sendo assim, conclui-se que o fragmento parcial de rbcL obtido
neste trabalho néo é eficiente para diferenciar L. lagunae de L. octovalvis e L. sedioides. Essa constatacao
foi possivel gracas a analise conjunta de dados moleculares e morfol6ogicos, sendo necessario utilizagéo de
outros marcadores moleculares mais informativos.

PALAVRAS-CHAVE: Identificacdo molecular; Macrofitas aquaticas; rbcL Taxonomia.

1 INTRODUCAO

Ludwigia (Onagraceae) é constituido por espécies adaptadas a viverem em habitats
umidos ou totalmente alagados (WAGNER et al., 2007). Dentre as areas alagadas do Brasil,
a planicie de inundac¢éo do alto rio Parana (PIARP) destaca-se por apresentar uma rica e
diversa flora aquatica, cujos represantes de Ludwigia estdo entre as macrdéfitas mais
frequentes, e um dos tdxons mais dificeis para identificar a campo (CRIVELARI, 2017).

Ludwigia lagunae (Morong) H. Hara é uma das nove espécies de Ludwigia
ocorrentes na PIARP, e que se apresenta altamente polimérfica, com variacdes
especialmente em sua parte vegetativa (MORONG; BRITTON, 1892; AMARAL et al., 2008;
CRIVELARI, 2017). Dentre as demais congéneres, L. lagunae se assemelha muito a L.
octovalvis (Jacq.) Raven, sendo comumente confundidas a campo (WAGNER et al., 2007;
(CRIVELARI, 2017).

De acordo com a atual circunscricao, L. lagunae, € nativa do Brasil, sendo mais
frequente na regido Sul e Sudeste (VIEIRA, 2015). Na PIARP, L. lagunae mostra-se um
taxon emergente bastante frequente, mas néo é considerada invasora, com relatos de
ocorréncias em areas impactadas por acdes antropicas (CRIVELARI, 2017). Essa
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fenotipica, conferindo capacidade de alterar caracteres morfoldgicos, o que a torna de dificil
identificacdo(RODRIGUES et al., 2007).

Com o objetivo de auxiliar nas dificuldades de identificacdo de taxons como L.
lagunae, que apresenta uma ampla plasticidade fenotipica, os taxonomistas utilizam o DNA
barcode (CENIM, 2012). O marcador do DNA cloroplastidial rbcL tem sido promissor para
discernir espécies de plantas (HOLLINGSWORTH et al., 2011).

Diante disso, o primeiro objetivo deste trabalho consistiu em obter sequéncias do
marcador molecular rbcL para espécimes de L. lagunae ocorrentes na PIARP, comparando
os dados genéticos obtidos com sequéncias dos bancos de dados Barcode of Life
Datasystems (BOLD) e Genbank de espécies congéneres. O segundo objetivo compds-se
em buscar imagens de exsicatas referentes as sequéncias de Ludwigia obtidas nos bancos
de dados que se mostraram idénticas as amostras de L. lagunae coletadas na PIARP, a fim
de confrontar a identificacdo morfolégica com a identificacdo molecular desses espécimes
conflitantes, provendo uma analise da eficiéncia do marcador rbcL em distinguir espécies
proximamente aparentadas de L. lagunae.

2. MATERIAIS E METODOS

As coletas foram conduzidas no alto rio Parana, obtendo dois espécimes de L.
lagunae, os quais foram prensados, confeccionando exsicatas para cada material
testemunho. Trés folhas de cada individuo foram selecionadas e acondicionadas em uma
solucéo tampao para preservacdo do DNA. O material genético foi extraido utilizando o kit
Genome Wizard/Promega seguindo as instru¢des do fabricante, o qual foi quantificado por
meio de eletroforese por comparacdo com DNA lambda de concentracdo conhecida.

Para comparar as sequéncias de L. lagunae obtidas na PIARP com outras espécies
congéneres para o marcador rbcL, foram resgatadas sequéncias do BOLD e do Genbank.
Obteve-se 67 sequéncias de Ludwigia pelo BOLD e 2 sequéncias pelo Genbank,
totalizando 69 amostras. O banco de dados BOLD foi utilizado para adquirir imagens de
espécimes referentes as sequéncias que se mostraram idénticas as obtidas para L. lagunae
na PIARP, objetivando comparar as caracteristicas morfolégicas com os resultados da
analise molecular.

Utilizou-se a técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) para amplificar o locus
cloroplastidial rbcL, cuja reacdo foi conduzida em volume total de 25 yL, contendo tampéao
Tris-KCl [20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI], MgClz (1,5 mM), primers (2,5 mM cada),
dNTPs (0,1 mM cada), Taqg DNA Polimerase Platinum — Invitrogen (1,0 U) e 10 ng de DNA
recém-extraido. Foi utilizado o] par de primers rbcLa (rbcLaF
5ATGTCACCACAAACAGAGACTAAA 3, rbcLaR 5GTAAAATCAAGTCCACCRCG 3))
para amplificar a regido rbcL. Posteriormente, os produtos da PCR foram purificados e
sequenciados em sequenciador automatico ABI 3700 XL.

As sequéncias obtidas foram editadas manualmente utilizando o programa BioEdit
(HALL, 1999) e alinhadas com algoritmo Clustal W implementado no programa MEGA 7
(TAMURA et al., 2013) onde também foram calculados os valores de distancia-p. Para as
reconstrucdes filogenéticas utilizando o marcador rbcL, além das sequéncias obtidas neste
trabalho foram adicionadas sequéncias de Ludwigia disponibilizadas nos bancos de dados
BOLD e Genbank.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram obtidas sequéncias parciais da regido rbcL com tamanho de 457 pb apos
alinhamento e edicdo para os dois espécimes de L. lagunae. N&o foi possivel confirmar a
sua identificacdo morfolégica por meio das analises moleculares, por isso, esses espéecimes
foram tratados como Ludwigia sp.1 e Ludwigia sp.2 (Figura 1).
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Figura 1: Exsicatas de L. lagunae coletados na PIARP.
1= Ludwigia sp.1; 2= Ludwigia sp.2.

As sequéncias de Ludwigia sp.1 e Ludwigia sp.2 foram idénticas entre si. Ao
comparar a distancia-p desse unico haplotipo com sequéncias obtidas no BOLD e no
Genbank, observou-se que Ludwigia sp.1 e Ludwigia sp.2 compartiham a mesma
sequéncia com amostras de L. octovalvis, L. sedioides e com espécimes de Ludwigia
ESPINOZA5669 nédo identificados. Entretanto, outras sequéncias de L. octovalvis e L.
sedioides mostraram-se divergentes daquelas obtidas neste trabalho.

Essas sequéncias conflitantes com as obtidas neste trabalho foram confrontadas
morfologicamente utilizando as suas exsicatas correspondentes (Figura 2).
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Figura 2: Imagem das exsicatas de Ludwigia correspondentes as sequéncias para o marcador rbcL obtidas
no BOLD.
1= L. octovalvis, distancia-p 0; 2= L. octovalvis, distancia-p 0,2; 3= L. octovalvis, distancia-p 0,7; 4= L.
octovalvis, distancia-p 1,2; 5= L. sedioides, distancia-p 0; 6= L. sedioides, distancia-p 0,2; 7= Ludwigia
ESPINOZA5669, distancia-p 0; 8= Ludwigia ESPINOZA5669, distancia-p 0; 9= Ludwigia ESPINOZA5669,
distancia-p 0.

Os espécimes de L. octovalvis estdo representados da imagem 1 a imagem 4. O
espécime da imagem 1 assemelha-se morfologicamente com L. lagunae, apresentando
distancia-p 0. A imagem 2 remete a um espécime morfologicamente distinto de L. lagunae
e geneticamente distante em 0,7. Ja as imagens 3 e 4 ndo possuem caracteres
morfolégicos que possam confirmar a sua identificagdo como L. octovalvis e apresentam
distancia-p 0,2 e 1,2, respectivamente, das amostras coletadas na PIARP. Em relagéo a L.
sedioides, 0s espécimes das imagens 5 e 6 sdo correspondentes a sua identificacao
morfoldgica, no entanto, apresentam distancia-p 0 e 0,2, respectivamente em relagdo aos
espécimes da PIARP. Por fim, os espécimes de Ludwigia ESPINOZA5669 nao identificados
nao divergiram geneticamente daqueles coletados na PIARP, contudo, os espécimes 7 e 9
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se assemelham mais a L. lagunae do que o espécime 8, cujas caracteristicas foliares sao
mais proximas de L. octovalvis.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que o fragmento parcial da regido rbcL obtida para espécimes
identificados morfologicamente como L. lagunae da PIARP ndo puderam confirmar a sua
identificacdo, além de ndo os distinguir com outros espécimes congéneres de Ludwigia.
Portanto, o marcador rbcL parece ndo ser adequado como DNA barcode para identificar
espécimes de Ludwigia proximamente aparentados. Essa constatacdo s6 foi possivel
gracas a analise conjunta dos dados moleculares com as informac¢6es morfolégicas.
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