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RESUMO - Crescente interesse tem se estabelecido para a analise da diversidade genética
de espécies Conyza bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis, popularmente conhecidas
como buva ou voadeira, que nos ultimos anos vém causando varios prejuizos nas lavouras
do Brasil e do mundo, principalmente nas plantacdes de soja. A proposta do presente estudo
foi estimar a variabilidade genética de amostras de C. sumatrensis provenientes da regiao
noroeste do Estado do Parana. A analise de isozimas em tecidos de folhas das plantas de
C. sumatrensis foi realizada para estimar a variabilidade genética dentro de cada populacéo e
entre populacoes diferentes, no sentido de recomendar um tratamento diferencial ou uniforme
para o controle dessas plantas daninhas na referida regido. Foram analisados quatro sistemas
enzimaticos (ACP, GPI, MDH e PGM) e detectados 10 locos com 10 alelos, os quais néao
apresentaram diversidade genética dentro e entre as populacoes analisadas, comprovado
pela presenca de apenas individuos homozigotos. As enzimas analisadas no presente estudo
indicaram que as plantas das trés regides sdo geneticamente uniformes, e a uniformidade
genética verificada para os referidos locos é um indicativo prévio de que é possivel utilizar
doses equivalentes do glifosato para controlar o crescimento desses bidtipos.

Palavras-chave: isoenzimas, polimorfismo, Conyza, buva, variabilidade genética.

ABSTRACT - There has been a growing interest for the analysis of genetic diversity of species
Conyza bonariensis, C. canadensis and C. sumatrensis, popularly known as horseweed or
motorboat, which in recent years have caused losses in several crops, mainly soybean, in Brazil
and worldwide. The purpose of this study was to estimate the genetic samples of C. sumatrensis
from northwestern state of Parand. Isozyme analysis in the tissue of C..sumatrensis leaves was
performed to estimate the genetic variability within populations and among different populations to
recommend a uniform or differential treatment for the control of these weeds in that region. Four
enzymatic systems (ACP, GPI, MDH and PGM) were analyzed and 10 loci with 10 alleles detected,
showing no genetic diversity within and between the populations analyzed, as shown by the presence
of only homozygotes. The enzymes examined in this study indicated that the plants from the three
regions are genetically uniform and that the uniformity observed for these genetic loci is a previous
indication that equivalent doses of glyphosate can be applied to control the growth of these biotypes.

Keywords: isozymes, polymorphism, fleabane, Conyza, genetic diversity.

INTRODUCAO

As espécies de plantas daninhas Conyza
canadenses, C. bonariensis e C. sumatrensis,
conhecidas popularmente por “buvas” ou
“voadeiras”, tém-se destacado desde a década
de 90 do século passado, por infestarem areas

abandonadas (terrenos baldios e margens de
estradas), pastagens, culturas perenes, como
citros e café, e lavouras anuais, como algodao,
milho, soja e trigo (Thébaud & Abbott, 1995).
Em termos mundiais, essas espécies dani-
nhas infestam mais de 40 culturas (Holm
et al., 1997). Ha relatos de que C. canadensis,
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na densidade de 150 plantas m=2, reduziu em
83% a produtividade de soja cultivada em
semeadura direta (Bruce & Kells, 1990). Em
beterraba-acucareira, C. canadensis diminuiu
a produtividade em 64% na média de dois anos
e, também, inibiu o desenvolvimento de ramos
novos em videira na ordem de 28% (Holm
et al.,1997). As espécies de Conyza sdo cosmo-
politas, sendo mais encontradas em zonas
temperadas do hemisfério norte (Holm et al.,
1997) e regides subtropicais do hemisfério sul,
mas € pouco frequente em regides tropicais
(Kissmann & Groth, 1999).

As espécies de Conyza, segundo Thébaud
et al. (1995), sao hexaploides autocompativeis
e aparentemente nao sao polinizadas por
insetos, embora Smisek (1995) tenha relatado
que os insetos visitam as flores abertas. As
evidéncias de Thébaud et al. (1995) sugerem
a ocorréncia de autogamia ou polinizacao pelo
vento, por meio de adaptacdes nos aquénios,
os quais sao formados por estruturas chama-
das de papus, embora os insetos visitem as
flores abertas (Smisek, 1995).

O método de controle tradicional para as
plantas de Conyza € por meio de aplicacoes de
herbicida. A aplicacao de glifosato € a principal
ferramenta para o manejo dessas plantas
daninhas; entretanto, plantas daninhas resis-
tentes ao glifosato tém aparecido nas culturas
como resultado do extensivo uso desse herbi-
cida no controle dessas plantas (Perez-Jones
et al., 2007). A evolucado da resisténcia ao
glifosato tem ocupado claramente o espaco dos
agrossistemas; esse herbicida exerce forte e
continua pressao sobre as plantas daninhas.
Em pomares de citros, foram identificados
biotipos de C. canadensis resistentes ao
glifosato (Christoffoleti et al., 2006; Montezuma
et al., 2006; Moreira et al., 2007); o mesmo
ocorre com C. bonariensis em areas de soja
transgénica (Vargas et al., 2007; Lamego &
Vidal, 2008). A ocorréncia de biétipos resis-
tentes aos herbicidas indica a necessidade de
técnicas de manejo integrado de plantas
daninhas.

Para realizar o manejo integrado de espé-
cies de Conyza, € importante conhecer a
diversidade genética das suas populacoes.
A forma como as populacdes estdo gene-
ticamente estruturadas é uma informacao
importante para orientar o desenvolvimento
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de planos efetivos de controle das plantas
daninhas, porque um dos fatores que podem
contribuir para determinar respostas dife-
rentes de plantas daninhas a aplicacao de
herbicidas é a variabilidade genética presente
em populacdes das diferentes espécies. De
acordo com Allendorf & Luikart (2007), a
existéncia de variabilidade genética em
individuos de uma populacdo aumenta a chan-
ce de alguns para responder diferentemente
a alteracdoes do meio ambiente, de modo que
isso possa garantir a preservacdo da espécie.
Assim, as populacées de plantas daninhas
com maior diversidade genética podem se
constituir num obstaculo para o controle pelo
fato de as plantas apresentarem respostas
variaveis aos tipos e/ou concentracoes dife-
rentes de herbicidas. A alta variabilidade
genética dentro de populacdes de plantas
daninhas pode indicar significativa quantidade
de variacdo genética para escapar dos efeitos
do agente de controle e, também, pode favo-
recer a selecao de genotipos resistentes. Por
outro lado, as plantas geneticamente unifor-
mes ou com variabilidade genética baixa
podem apresentar respostas uniformes aos
efeitos do agente de controle.

Por isso, a proposta do presente estudo foi
estimar a variabilidade genética de amostras
de C. sumatrensis provenientes da regiao
noroeste do Estado do Parana. As amostras de
buva dessa regidao foram coletadas e enviadas
para o Herbario Uberlandense do Instituto
de Biologia da Universidade Federal de
Uberlandia, onde foram catalogadas e iden-
tificadas como sendo a espécie Conyza
sumatrensis. A analise de isozimas em tecidos
de folhas das plantas de C. sumatrensis foi feita
para estimar a variabilidade genética dentro
de cada populacao e entre populacoes diferen-
tes, no sentido de recomendar um tratamento
diferencial ou uniforme para o controle dessas
plantas daninhas na referida regiao.

MATERIAL E METODOS

As sementes coletadas de areas rurais
de trés cidades da regidao noroeste do Estado
do Parana: Guarapuava, Astorga e Nova
Esperanca, em um total de 56 plantas por local
(Figura 1), foram colocadas para germinar em
casa de vegetacao.
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Foram realizadas irrigacdes diarias até as
plantas atingirem o florescimento pleno, quan-
do foi realizado o corte delas para a confeccao
das unicatas.

Atualmente, as amostras coletadas para
identificacao encontram-se disponiveis no
Herbario da Universidade Estadual de Maringa
(HUEM, 2011), identificadas com os numeros:
HUEM 21290, HUEM 21291, HUEM 21292,
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Apés o brotamento da quarta folha, as
plantas foram utilizadas na extracdo das
isozimas. Pequenos brotos e folhas jovens
foram coletados com o auxilio de uma pinca e
colocados em tubos polipropileno de 1,5 mL,
juntamente com 20 pL de solucao de extracao,
e mantidos no gelo para a maceracao (Tabela 1).

As amostras foram centrifugadas em
centrifuga refrigerada Hettich Mikro 200 R,

HUEM 21293 e HUEM 21294. durante 30 minutos com 12.000 rpm, a 4 °C.
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Figura 1 - Mapade localizagdo dos municipios do Estado do Parand, onde foram coletados os acessos de Conyza sp.

Tabela 1 - Solugdo de extragdo utilizada para extrair as isoenzimas de brotos de folhas de Conyza sp

Solugao 1

Solugao 2

Solugao 3

Solugao 4

0,05 PVP-40

0,04 g PVP - 40

0,04 g PVP - 40

0,04 g PVPP

10 uL EDTA 1 mM

10 uL EDTA ImM

10 uL EDTA ImM

10 uL EDTA 1 mM

5 uL B-mercaptoetanol

10 pL B-mercaptoetanol

10 uL B-mercaptoetanol

10 uL B-mercaptoetanol

Tampao Fosfato 1 M; pH
7,0, g.s.p I mL

Tampao Tris-HC1 0,1M; pH
8,0, q.s.p 1 mL

Tampao Tris-HCI 0,1M; pH
8,5, q.s.p 1 mL

Tampao Tris-HC1 0,1 M; pH
8,0, q.s.p I mL

0,0038 g Borato de Sodio

0,04 g Polietilenoglicol

0,0038 g Cloreto de Sodio
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Os sobrenadantes foram adsorvidos em papel-
filtro (4 x 5 mm) e aplicados em gel de amido
16% (Penetrose S0®).

Para o preparo do gel, a suspensao de
amido foi fervida em erlenmeyer, em bico de
Bunsen, com agitacao continua, até ficar
hialina. A solucao foi derramada em uma placa
de vidro com dimensdes 18 x 18 x 0,6,
permanecendo na geladeira por um periodo de
17 horas. Em seguida, a solucao foi submetida
a eletroforese horizontal em uma corrente
continua de 200V, com 50V nas extremidades
do gel, que corresponde aproximadamente a
20 mA, verificada por meio de um voltimetro,
contendo tampao de corrida Tris (0,0103M) e
acido citrico (0,0028M) pH:7,4 na cuba. O
mesmo tampao foi diluido 15 vezes, permitindo
a obtencao e visualizacao das enzimas para
analise fenotipica.

De doze sistemas enzimaticos analisados
para avaliar a existéncia de diversidade
genética em Conyza, apenas quatro foram
revelados, MDH (Malato desidrogenase), ACP
(Fosfatase acida), GPI (Glucose-6-fosfato
isomerase) e PGM (Fosfoglucomutase), onde
foram testadas quatro solucdes de extracao,
das quais apenas a solucao 1 mostrou-se eficaz
(Tabela 1).

Posteriormente a revelacao dos quatro
sistemas isoenzimaticos, os padroes de bandas
foram analisados geneticamente. A inter-
pretacao genética foi baseada na estrutura
quaternaria das enzimas segundo Ward et al.
(1992).

A analise feita permitiu estimar as
frequéncias dos alelos e os parametros de
diversidade genética, estimando a proporcao
de locos polimorficos; o niumero médio de alelos
por loco e heterozigosidade observada (Ho) e
esperada (He); o afastamento do equilibrio de
Hardy-Weinberg; o coeficiente e endogamia
(F,¢); o déficit de heterozigotos (F,;); a proporgao
da diversidade genética entre as populacoes
(Fs); € o fluxo génico entre populacdes (Nm)
para os trés acessos estudados, empregando o
programa POPGENE 1.32 (Yeh et al., 1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressado enzimatica dos alelos
detectados neste estudo esta ilustrada nos
zimogramas representados pela Figura 2.
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Visualiza-se que a enzima MDH foi a que
apresentou maior nimero de locos (cinco), na
qual se detectou a presenca de trés grupos
diferentes de isozimas: MDH microcorpos
(mbMDH), MDH mitocondrial (mtMDH), e MDH
citosol ou soluvel (sMDH). Uma mbMDH isozima
foi evidente (mbMDH-5); dois locos foram
evidentes para mtMDH isozimas (mtMdh-3 e
mtMdh-4); dois outros locos foram evidentes
para isozimas mitocondriais (mtMdh-3 e
mtMdh-4); e mais dois locos para isozimas
soluveis (sMDH-1 e sMDH-2). Também foi
observada a presenca de heterodimeros(hd?*).
Isso ocorre devido a organizacao estrutural
complexa destas enzimas, que inclui a
capacidade de produzir heterodimeros entre os
produtos de alelos do mtMdh e loco sMDH.

A enzima PGM foi a que apresentou menor
numero de loco (um), enquanto as enzimas GPI
e ACP apresentaram numero idéntico de locos
(dois), todos monomorficos para todas as
populacoes analisadas.

Das analises eletroforéticas obtidas, foi
possivel identificar 10 locos e 10 alelos, entre
0os quatro sistemas isoenzimaticos estudados
nas trés populacoes de Conyza sp. Nesses
10 alelos detectados para esses sistemas
enzimaticos nao foi observada diversidade
genética dentro e entre as populacdes anali-
sadas. O mesmo resultado foi encontrado por
Thébaud & Abbott (1995) dentro de cada espécie
analisada.

Esse resultado pode ser explicado por algu-
mas hipéteses variadas, como o fato de esta
espécie de planta ser autocompativel, suge-
rindo a ocorréncia de autogamia.

Dessa forma, o poélen é liberado antes que
os capitulos se abram, e a maioria de suas
sementes (80%), quando dispersas, germinam
proximo a planta-mae e, aparentemente, nao
sdo polinizadas por insetos (Smisek., 1995;
Thébaud et al., 1996), sugerindo assim que
essas populacoes analisadas sejam genetica-
mente proximas, evidenciando um ancestral
em comum.

O predominio de fenotipos homozigotos
observado nas amostras de Conyza analisadas
€ esperado em razdo da autocompatibilidade,
sendo constatado esse fato por Smisek (19995),
que detectou nivel de cruzamento proximo a
4% e variando de 1,2 a 14,5%.
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Figura 2 - Zimogramarepresentado o padréo de bandas dos quatro sistemasi soenziméticos analisados em gel de amido, com osseus
respectivos|oci, presentes nas popul agdes (P1: populagdo do municipio de Astorga; P2: populagéo do municipio de Guarapuava;
P3: populacdo do municipio de Nova Esperancga; todas do Estado do Parand).
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Resultado semelhante foi encontrado por
Souza & Contel (2001), analisando gené6-
tipos de Helianthus annuus (Asteraceae) de
31 acessos e de cinco cultivares nos sistemas
isoenzimaticos fosfoglicomutase (PGM),
6-fosfogliconato desidrogenase (PGD), fosfogli-
coisomerase (PGI) e esterase (EST). Foram
detectados um total de seis locos e 14 alelos
para esses quatro sistemas, evidenciando
baixo grau de diversidade genética, variando
entre 0,003 e 0,418. Isso indica uma grande
semelhanca entre esses materiais nos siste-
mas enzimaticos analisados.

No complexo Bidens pilosa (picao-preto),
empregando 10 sistemas enzimaticos, foram
revelados 16 locos, e, destes, somente trés
foram polimoérficos. A diversidade genética,
para esse complexo, avaliada por Grombone-
Guaratini et al. (2005), foi baixa, e o valor en-
contrado foi de 3,2% de locos polimérficos.

Acessos de Eichornia crassipes (aguapé)
apresentaram similaridade genética de 90%,
considerada alta, o que se explica pela forma
de propagacao vegetativa, que diminui a possi-
bilidade de recombinacao genética (Cardoso
et al., 2002).

Mori et al. (1999), trabalhando com Egeria
najas na bacia hidrografica do rio Parana,
analisaram os padrdes isoenzimaticos das
enzimas MDH, IDH, SKDH, ACP e AAT. Foram
encontrados somente dois padroes distintos de
bandas, que diferenciam os materiais gené-
ticos e separaram os individuos em quatro
classes distintas. Os padroes de isozimas pouco
discriminaram diferencas entre eles, podendo-
se concluir, por meio desses resultados, que
pouca variabilidade genética estaria ocorrendo
nas populacdes estudadas. Entretanto, para
comprovar esses resultados, utilizaram-se
também os procedimentos de eletroforese de
DNA (técnica de RAPD). Em certos casos, as
isozimas sao ferramentas limitadas para
discriminar diferencas entre individuos.

Na analise de grupamento, observou-se
que a Egeria najas possui variabilidade gené-
tica, evidenciando que as populacoes sao
formadas por diversos genétipos com pequenas
diferencas genéticas entre plantas. Os indivi-
duos foram separados por distancias genéticas
inferiores a 0,24, ou seja, possuem simila-
ridades genéticas superiores a 0,78.
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Por fim, estudos empregando isozimas
(Barret, 1992) tém evidenciado que muitas po-
pulacoes de plantas daninhas contém reduzida
diversidade genética e que a estimativa da
diversidade é idéntica tanto quando avaliada
por meio de isozimas como quando avaliada
com marcadores de DNA, como, por exemplo,
RAPD e AFLP (Okuno et al., 1998; Pester et al.,
2003). Contudo, no caso do género Conyza, €
necessaria uma analise mais aprofundada
para constatar se existe variabilidade gené-
tica, uma vez que Ren et al. (2010) detectaram
alta variabilidade genética, evidenciada pelo
valor de He = 0,385, em 17 populacoes de
Conyza sumatrensis da China, utilizando
marcadores de ISSR.

Esses resultados obtidos para
C. sumatrensis parecem paradoxais: pelo fato
de organismos poliploides terem varias copias
do mesmo gene, eles tém mais probabilidade
que os diploides de sofrerem mutacodes e de
acumularem essas mutacoes ao longo do
tempo, e, portanto, deveria se esperar que
espécies de Conyza exibissem maior variabi-
lidade genética.

Além disso, o fato de Conyza estar dis-
tribuida por varios continentes mostra que
€ uma espécie com alta adaptabilidade -
caracteristica esta que depende diretamente
da diversidade genética da espécie. Desse
modo, C. sumatrensis deveria apresentar maior
variabilidade do que a observada no presente
experimento e no de Thébaud & Abbott (1995).
No entanto, € importante frisar que a
frequente exposicao a herbicidas pode levar a
diminuicdo da heterozigosidade e que o
processo de selecao de bidtipos resistentes
reduz ainda mais a heterozigosidade, impli-
cando baixos niveis de diversidade genética.

A despeito de se conhecerem os fatores
determinantes da auséncia de polimorfismo
na analise dos produtos dos 10 locos (sMDH-1,
SMDH-2, mtMdh-3, mtMdh-4, mbMDH-5, Pgm-1,
Gpi-1, Gpi-2, Acp-1, e Acp-2) nos biodtipos das
regides de Guarapuava, Astorga e Nova
Esperanca, a uniformidade genética verificada
para os referidos locos € um indicativo prévio
de que € possivel utilizar doses equivalentes
do glifosato para controlar o crescimento
desses biotipos. Além disso, esses locos mono-
morficos podem ser usados como marcadores
da estabilidade genética das plantas para os
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referidos locos, durante a evolucao dos ciclos
periodicos de selecdo para o controle das infes-
tacoes e de selecdo de plantas resistentes ao
glifosato, bem como na perspectiva de estudos
futuros, a fim de verificar a ocorréncia de resis-
téncia aos inibidores da acetolactato sintase.
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