USO DA ELETROFORESE DE ISOENZIMAS PARA AVALIACAO DA
COMPETITIVIDADE DE BIOTIPOS DE TIRIRICA!
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RESUMO

O presente trabalho teve o objetivo de
avdiar, por meio de eletroforese de isoenzimas,
em casa de vegetacdo, a competitividade dos
biotipos de tiririca (Cyperus rotundus L.) mas
freqlientes que ocorrem no estado de Séo Paulo.
Dos quatorze sistemas enzimaticos testados,
seis apresentaram polimorfismo (o e B-EST,
ACP, IDH, MDH e SKDH) e foram utilizados
para a identificacdo das 66 amostras coletadas,
classificando-as em 10 biotipos de Cyperus
rotundus. Durante a amostragem, foram
identificadas as espécies C. flavus, C. iria e C.

esculentus.  Foram identificados diferentes
biotipos de C. rotundus, com diferentes
fregliéncias de ocorréncia no estado de Sao Paulo.
Houve predominédncia de dois biotipos, que
estiveram presentes em 48,5% e 21,2% dos pontos
de amostragem. Os diferentes biotipos de C.
rotundus mostraram-se distintos em termos de
competitividade intra-especifica. Os biotipos mais
competitivos foram o0s mais freqlentes nas
avaliacbes de campo.

Palavras chave: Planta daninha, biotipo,
Cyperus rotundus.

ABSTRACT

Isoenzyme evaluation of intra-specific competitivity of purple nutsedge biotypes

The objective of this research was to
evaluate intraspecific competition ability of
purple nutsedge Cyperus rotundus biotypes, using
isoenzymes. We sampled weed populations in 66
sites all around S&0 Paulo State - Brazil.
Polymorphism was observed in six out of fourteen
enzymatic systems studied (o and B-EST, ACP,
IDH, MDH, and SKDH). Polymorphism was not
observed for ADH, CAT, GDH, AAT, LAP,
MADH, PER, and SDH. Using the information of

the six polymorphic isoenzymes, it was possible to
identify 10 biotypes of Cyperus rotundus and C.
flavus, C. iria e C. esculentus species. The two
major biotypes were predominant in 48.5% and
21.2% of the sampling sites. The competition
ability assay was carried out showing that the
most widely spread biotypes were the most
competitive ones.

Key words: Electrophoresis, weed,
biotypes, competition, Cyperus rotundus.

INTRODUCAO

A tiririca (Cyperus rotundus L.) é
considerada a planta daninha mais disseminada e
nociva de todo o mundo. Além de sua grande
capacidade competitiva, exerce um €feito
alelopédtico importante sobre a brotacdo de
diversas culturas, principamente na cana-de-

aclcar (Lorenzi, 1991). Para uma estratégia de
controle da planta daninha ser bem planejada séo
necessarias informagdes mais detalhadas sobre os
biotipos existentes e sua distribuicdo geografica.
Portanto, a biotipagem e as avaiacbes da
competitividade de cada biotipo sdo de extrema
importancia para que os métodos de controle
possam ser corretamente utilizados. Véarios
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métodos podem ser utilizados para esta
biotipagem. Porém, os métodos mais confidveis
s80 agueles baseados em biologia molecular,
como a eletroforese de isoenzimas, DNA e RNA.
As técnicas eletroforéticas sdo bastante utilizadas
para a identificacdo de espécies e biotipos e € uma
ferramenta bastante (til na sistemética de plantas e
em estudos sobre a evolucdo das espécies
(Gottlieb, 1977).

Diversos trabalhos ja foram realizados
para a caracterizacdo de variedades e espécies
daninhas. Porém, o Unico trabalho especifico com
Cyperus € 0 de Horak & Holt (1986) que
trabalharam com variabilidade isoenzimatica em
populacbes de Cyperus esculentus de dez
localidades da Califérnia. Os pesquisadores
avaliaram 20 locos de oito sistemas enziméticos
(ADH - Alcool desidrogenase, PGM, TPI - Triose
fosfato isomerase, PGI, IDH - Isocitrato
desidrogenase, MDH, 6-PGD - 6-Fosfogluconato
desidrogenase e ACP - Fosfatase é&cida) e
observaram que oito foram monomérficos e
somente quatro locos demonstraram variabilidade.
Os resultados demonstraram que as dez
populacBes de C. esculentus analisadas tiveram
peguena variagdo nos locos examinados e algumas
populagdes demonstraram uma completa falta de
variagdo entre plantas.

A presente pesquisa visou avaliar, em casa
de vegetacdo, por meio da eletroforese de
isoenzimas, a competitividade dos biotipos de
tiririca, que ocorrem em diferentes culturas no
estado de S&o Paulo.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada nos laboratorios
do Depatamento de ProducdoVegeta, da
Faculdade de Ciéncias Agrondmicas, UNESP -
Campus de Botucatu e na Fazenda Experimental
da Agroflora S/A - Reflorestamento e
Agropecudria

Para a obtenc&o dos biotipos de tiririca,
foi realizada uma coleta de material vegetativo em
diversas culturas e regides do estado de S&o Paulo.
Estes materiais coletados foram devidamente
catalogados e mantidos em casa de vegetacdo. Na
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Tabela 1, podemos observar as regifes e as
culturas onde foram col etados os biotipos.

Visando avaliar a diversidade genética
dentro de uma mesma regido, coletou-se em
algumas &reas agricolas mais importantes, mais de
uma amostra (geralmente cinco) e nas outras
regides apenas uma.

O tipo de gel utilizado foi o de amido
(amido de batata hidrolizado da SIGMA). O
sistema tampdo gel/eetrodo utilizado foi o
Citrato-morfolinaCM (Clayton & Tretiak, 1972).

Dos 14 sistemas enzimaticos utilizados
para a identificacdo dos diferentes biotipos de
tiririca 6 foram sistemas polimérficos utilizados:
o-EST, B-EST, ACP, IDH, MDH e SKDH.

Apbs a devida identificagdo dos biotipos,
foram selecionados os mais frequentes (biotipos 1,
2, 3 e 5 e conduziu-se um ensao de
competitividade em casa-de-vegetagdo, no qual,
confrontou-se estes biotipos entre si, plantando-se
em caixas de amianto de 50 litros, em fileiras
alternadas, guantidades semelhantes de
propagulos de dois biotipos (10 propagulos de
cada). Os materiais de propagacdo utilizados
foram mudas, que apresentavam parte aérea e
sistema radicular podados, deixando-se apenas
3cm de raiz e parte aérea. Utilizou-se esta poda
paraigualar as mudas de tamanhos diferentes.

O delineamento experimental adotado foi
0 inteiramente casualizado com quatro repeticdes.
Foi realizada uma avaliagdo com quatro meses
apos ainstalacdo do experimento. Nesta avaliacao,
0 contelldo das caixas foi analisado, através de
eletroforese, para verificar a frequéncia dos
diferentes biotipos na populagdo, apbs este
periodo de convivéncia. Os biotipos com maior
fregliéncia apos este periodo de convivénciaforam
considerados mais competitivos. Os tratamentos
utilizados no ensaio de competicdo encontram-se
detalhados na Tabela 2.

Visando padronizacdo, utilizou-se a
amostra de uma localidade como representante do
biotipo. Esta escolha foi baseada na quantidade de
propagulos destas amostras; escolhendo-se as
amostras com maior quantidade de propagulos. Na
Tabela 3, encontram-se discriminadas as amostras
escol hidas para cada biotipo.
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TABELA 1. Relacdo de localidades e culturas onde foram retirados materiais de tiririca no estado de S&o Paulo.

Numeracdo Localidade Cultura
1 Americana cana-de-aglcar
2 Piracicaba cana-de-agUcar
3 Indaiatuba maracuja
4 Vinhedo figo
5 Piracicaba cana-de-aglcar
6 Cordeiropolis citrus
7 Santa Barbara D’ Oeste cana-de-agUcar
8 Vinhedo cana-de-aglcar
9 Lins cana-de-agUcar
10 Pirgj ui cana-de-aclicar
11 Lencois Paulista cana-de-agUcar
12 Campinas citrus
13 Penépolis cana-de-aglicar
14 Auriflama algodéo
15 Aragatuba cana-de-aglcar
16 Jales uvaltdlia
17 Jundiai hortalicas
18 S&o José do Rio Preto cana-de-aglcar
19,20e22 S30 José do Rio Preto citrus
21 Séo José do Rio Preto café
23 Catanduva cana-de-agUcar
24 Taguaritinga citrus
25 Araraguara cana-de-agUcar
26 Corumbatai cana-de-aclicar
27 Orlandia cana-de-agUcar
28,30,31e32 Ribeirdo Preto cana-de-agUcar
29 Ribeirdo Preto café
33 Sd0 Siméo cana-de-agUcar
34 Porto Ferreira cana-de-aglcar
35 Leme algodéo
32 Ribeirdo Preto cana-de-aclicar
33 S&0 Siméo cana-de-aglcar
34 Porto Ferreira cana-de-agUcar
35 Leme algodéo
36, 37, 38,39 €40 Jaboticabal cana-de-agUcar
41 Bebedouro citrus
42 Guaira soja
43, 44, 45,e 46 Guaira milho
47 Capéo Bonito feijéo
48 Itapetininga milho
49 Tatui milho
50 Tieté cana-de-agUcar
51,52 e53 Piracicaba cana-de-aglcar
54 Mogi-Mirim feijéo
55 Ourinhos milho
56 Santa Cruz do Rio Pardo milho
57 Assis cana-de-agUcar
58 Rancharia cana-de-aclicar
59 Aguas de Santa Barbara cana-de-agUcar
60 Presidente Prudente cana-de-aglcar
61, 62 € 63 Botucatu cana-de-aglicar
64 Botucatu citrus
65 Botucatu tomate
66 NE cana-de-acucar
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TABELA 2. Tratamentos utilizados nainstalagdo do ensaio de competicéo.

Biotipos confrontados

Tratamentos

1x2
1x3
1x5
2Xx3
2x5
3x5

OO~ WNPE

TABELA 3. Amostras utilizadas como representantes dos biotipos no ensaio de competicao.

Biotipo Amostra Regi&o de Coleta Cultura
1 36 Jaboticabal cana-de-aclcar
2 52 Piracicaba cana-de-agUcar
3 19 S&o José do Rio Preto citrus
5 11 Lencdis Paulista cana-de-aclicar
RESULTADOS E DISCUSSAO zimogramas de cada material de tiririca

coletado no Estado de Sao Paulo, determinando-

Baseando-se nos diferentes padres de  se os individuos com mesmo padrdo de
bandas apresentados na Tabela 4, esquematizou- bandas isoenzimaticas em Seu respectivo
se a Tabela 5, onde sdo apresentados os biotipo.

TABELA 4. Zimogramas encontrados para cada sistema enzimético.
I I I
- I
| [ I
[ I [ I
I | I
1 2 3 4 1 2 3
SKDH MDH
I
I I I
| | I |
1 2 3 1 2 3 4
IDH ACP
I I I
I | I
I
I
1 2 3 2
a eB-EST
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Biotipos

B-EST

a-EST

Sistemas Enziméaticos
ACP

MDH IDH

SKDH

Uso da eletroforese de i soenzimas para avaliagdo da competitividade de biotipos detiririca

Amostras/locais

TABELA 5. Padroes de bandas isoenziméticas de cada material coletado.
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TABELA 5. Continuagéo...

Sistemas Enziméticos

Amostras/locais SKDH MDH IDH ACP o-EST B-EST Biotipos
43 1 1 1 1 1 1 5
44 1 1 1 1 1 1 5
45 1 1 1 1 1 1 5
46 1 1 1 1 1 1 5
47 2 2 1 1 1 1 2
48 1 1 1 1 1 1 5
49 2 1 1 1 1 1 7
50 1 1 1 1 1 1 5
51 1 1 1 1 1 1 5
52 2 2 1 1 1 1 2
53 2 2 1 1 1 1 2
54 3 1 1 3 1 1 8
55 1 1 1 1 2 2 9
56 1 1 1 1 1 1 5
57 3 2 1 1 1 1 10
58 3 2 1 1 1 1 10
59 4 3 1 3 1 1 11
60 1 1 1 1 1 1 5
61 1 2 1 2 1 1 12
62 1 1 1 1 1 1 5
63 2 3 3 4 4 4 13
64 3 2 1 1 1 1 10
65 3 2 1 1 1 1 10
66 1 1 1 1 1 1 5

Pela andlise dos padrdes de bandas da
Tabela 5, verificase a distingdo de 13 biotipos.
Estes hiotipos e a fregliéncia em que ocorreram
encontram-se detalhados na Tabela 6.

Através de andlisess morfologicas,
verificou-se que trés outros biotipos identificados,
pertencem a outras espécies de tiririca. As amostra
59, 61 e 63 pertencem as espécies Cyperus flavus
(Vahl) Nees, Cyperus iria L. e Cyperus esculentus
L., respectivamente A identificagdo das espécies
foi feita segundo Kissmann (1991) e Bacchi
(1984).

Verificase que o bhiotipo 1, que é o
segundo mais freqlente (21,2%), encontrase
disseminado pela regido Noroeste e Norte do
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Estado de S&o Paulo (regibes abrangendo as
cidades de Ribeirdo Preto, Sdo José do Rio Preto,
Americanae Jales).

O bictipo 5, o mas freglentemente
encontrado (48,5%), esta disseminado  nas
regibes de Campinas, Jundiai, Santa Barbara
d’'Oeste e Vinhedo, abrangendo ainda a regido
Centro-Sul do Estado indo até Lins, Pirgjui,
Lengéis Paulista e Aracatuba e avanca para
a regido Norte, aregido de Ribeirdo Preto
(com cinco ocorréncias), Taguaritinga,
Catanduva e Sdo José do Rio Preto. O
biotipo 7 foi encontrado somente em Tatui
(frequéncia de 1,5%) e 0 9 somente em Ourinhos
(freqiiéncia de 1,5%), ocorrida dentro do biotipo
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cinco. O biotipo 6 encontra-se disseminado em
Auriflama.

Os resultados do ensaio de competicéo
encontram-se na Tabela 7.

TABELA 6. Biotipos identificados pelo tampé&o Citrato-morfolina (CM).

Biotipo/Espécie Material Amostrado Freguéncia
1 1, 2,16, 20, 21, 22, 25, 26, 27, 33, 36, 37, 39 e 41 21,2%
2 3,4,47,52e53 7,6%
3 5e19 3,0%
4 6el3 3,0%
5 7, 8,9, 10,11, 12, 15, 17, 18, 23, 24, 28, 29, 30, 31, 32, 48,5%
34, 35, 38, 40, 42, 43, 44, 45, 46, 48, 50, 51, 56, 60, 62 e
66
6 14 1,5%
7 49 1,5%
8 54 1,5%
9 55 1,5%
10 57,58, 64 e 65 6,1%
Cyperus flavus 59 1,5%
Cyperus iria 61 1,5%
Cyperus esculentus 63 1,5%

TABELA 7 -Frequéncia dos biotipos dominantes no ensaio de competicéo.

Tratamentos Biotipos em Biotipo c/maior  Freqliéncia (%) NuUmero médio de amostras
competi cao fregliéncia
1 1x2 1 739 9,25
2 1x3 1 73,3 9,00
3 1x5 1 85,4 8,50
4 2x3 3 87,9 9,25
5 2x5 5 76,3 8,00
6 3x5 5 89,3 6,00

De acordo com os resultados da Tabela 7,
0 hiotipo mais competitivo seria 0 nimero 1,
sendo 0 mais freguiente em todos os tratamentos
nos quais estava presente, com uma freguéncia
média de 77,5%. Em seguida temos o biatipo 5
que foi mais freqlente em dois dos trés
tratamentos em que participou; apresentando uma
frequiéncia média de 82,8%. O biotipo 3 foi mais
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fregliente somente quando contrastado com o
biotipo 2, com uma freqiéncia de 87,9%.
Apresentando-se como 0 menos competitivo nas
condigbes deste experimento, encontra-se o
biotipo dois, que foi menos competitivo frente aos
demais hiotipos. Estes resultados confirmam os
dados obtidos durante a coleta destes materiais,
gque apresentaram resultados semelhantes na
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prética. Os biotipos 5 e 1 foram os mais
freglUientemente encontrados nas col etas realizadas
no estado de S&o Paulo; apresentando frequéncias
de 48,5% e 21,2%, respectivamente.

Assim, 0s seis sistemas enziméticos
polimorficos estudados (o e B-EST, ACP, IDH,
MDH e SKDH) classificaram 10 diferentes
biotipos de Cyperus rotundus no Estado de S&o
Paulo, aém de separar as espécies C. flavus, C.
iria e C. esculentus. Além de ser possivel
identificar diferentes biotipos, com diferentes
freqliéncias de ocorréncia no Estado de S&o Paulo,
havendo predominancia de dois biotipos, que
estiveram presentes em 48,5% e 21,2% dos pontos

de amostragem e os diferentes biotipos de C.
rotundus mostraram-se distintos em termos de

competitividade intra-especifica, sendo os biotipos
mais competitivos os que mais fregientes foram
encontrados nas avaliagdes de campo.
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