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RESUMO

CIRCUNVIS, Bruno Cesar, M. Sc. Universidade Estadual de Maringa, junho de
2012. Uso de isozimas para a caracterizacdo genética de amostras de Conyza
sp. no estado do Parana - PR . Professor orientador: Erasmo Renesto. Professores
conselheiros: Claudete Aparecida Mangolin e Maria de Fatima Pires da Silva
Machado.

Crescentes estudos vém sendo desenvolvidos para a analise da diversidade
genética de espécies Conyza bonariensis L., Conyza canadensis L. e Conyza
sumatrensis Retz., popularmente conhecidas como buva ou voadeira, pertencentes
a familia Asteraceae, que nos ultimos anos vem causando varios prejuizos nas
lavouras do Brasil e do mundo, principalmente nas plantagbes de soja. Assim sendo,
a variabilidade genética de trés populagdes de Conyza sp., provenientes do noroeste
do estado do Parana, foi estimada pela técnica de eletroforese de isozimas em gel
de amido. Foram resolvidos apenas quatro sistemas isoenzimaticos (ACP, GPI,
MDH e PGM) e detectados 10 locos e 10 alelos, os quais n&o apresentaram
diversidade genética dentro e entre as populagdes analisadas, comprovada pela
presenca de apenas individuos homozigotos. As enzimas utilizadas no presente
estudo indicaram que as trés populagbes sdo geneticamente uniformes para os

sistemas enzimaticos analisados.

Palavras-chave: isozimas; Conyza; buva; variabilidade genética.



ABSTRACT

CIRCUNVIS, Bruno Cesar. M. Sc., Universidade Estadual de Maringa, June 2012.
Isozymes utilization for genetic characterization of of Conyza sp. samples from
Parana state, Brazil. Advisor: Erasmo Renesto. Faculty advisors: Claudette
Mangolin and Maria Aparecida de Fatima Pires da Silva Machado.

Increasing studies have been conducted to analyze the genetic diversity of species
Conyza bonariensis L., Conyza canadensis L. and Conyza sumatrensis Retz.,
popularly known as horseweed or motorboat belonging to the Asteraceae family in
recent years has caused damage in several crops in Brazil and the world, mainly in
soy. Thus, the genetic variability of three populations of Conyza sp. from the
northwestern state of Parana was estimated by isozymes electrophoresis of in starch
gel. Were resolved only four isoenzymatic systems (ACP, GPI, MDH and PGM). We
detected 10 loci and 10 alleles, which showed no genetic diversity within and among
populations analyzed, demonstrated by the presence of only homozygous. Enzymes
used in this study indicated that the three populations are genetically uniform for the

enzyme systems analyzed.

Key words: isozymes; fleabane; Conyza,; genetic diversity.
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1. INTRODUCAO

O estudo de genética de populagbes de plantas estabelece uma ligagéao
entre a biologia molecular e biologia evolutiva e fornece a base para o entendimento
de adaptacbes ambientais e a base tedrica para o melhoramento de plantas
cultivadas (Hamrick et al., 1990). O foco principal dos geneticistas de populag¢des
tem sido o estudo de variagdo genética em populagdes naturais, uma vez que o
potencial para modificacdo evolutiva depende da existéncia de variabilidade
genética.

Crescentes estudos vém sendo desenvolvidos para a analise da diversidade
genética de espécies Conyza bonariensis L., Conyza canadensis L. e Conyza
sumatrensis Retz., popularmente conhecidas como buva ou voadeira, pertencentes
a familia Asteraceae, com centro de dispersdo nas Américas do Sul e Norte,
respectivamente. C. bonariensis ocorre intensamente nas zonas subtropicais e
temperadas da América do Sul (Kissmann e Groth, 1999), enquanto C. canadensis é
uma das espécies mais distribuidas do mundo, principalmente nas regides de clima
temperado ou subtropical do hemisfério norte e nas regides subtropicais do
hemisfério sul (Holm et al., 1997). C. sumatrensis € uma planta perene anual ou de
curta duracdo, que pode atingir até 3 m de altura, normalmente cerca de 1-1,5 m. E
originada da regido subtropical da América do Sul, porém tem se espalhado
rapidamente por toda a Europa Ocidental e ao redor da bacia do Mediterraneo.

A produgdo média por planta € de 110 mil aquénios (sementes) para C.
bonariensis (Lazaroto et al., 2008) e de 200 mil para C. canadensis (Bhowmik e
Bekech, 1993), e 80% das sementes germinam proximo a planta-mae (Loux et al.,
2006).

Portanto, em areas infestadas o controle é dificil e muitas vezes ineficaz.
Em termos mundiais, estas espécies daninhas infestam mais de 40 culturas (Holm et
al., 1997).

Nos ultimos anos, a buva vem causando varios prejuizos nas lavouras do
Brasil, principalmente nas plantagdes de soja. Relatou-se que C. canadensis, na
densidade de 150 plantas m?, reduziu em 83% a produtividade de soja cultivada em

semeadura direta (Bruce e Kells, 1990).



Além disso, o surgimento de individuos resistentes ao principio ativo
Glifosato, antes considerado o unico detentor do poder de controle, torna o controle
ainda mais dificil. O primeiro relato de resisténcia de C. canadensis ocorreu em
Delaware (USA), em 2000, (VanGessel, 2001) e em 2007 bidtipos resistentes
também foram encontrados no Brasil e na China (Heap, 2009); o0 mesmo ocorreu
com C. bonariensis em areas de soja transgénica (Vargas et al.,2006; Vidal, 2007).

O uso da analise de isozimas como marcador molecular vem sendo utilizado
desde a década de 1960 (Mcmillin, 1983), cuja técnica baseia-se na premissa de
que diferencas na sua mobilidade em um campo elétrico sao resultados de
diferencas nas sequéncias de DNA que codificam sua sequéncia de aminoacidos e
que essas diferengcas sdo geneticamente herdaveis, uma vez que apresentam
modificacdes na sequéncia de DNA que as codificam.

O processo de eletroforese baseia-se na separagao de moléculas de mesma
natureza quimica, de acordo com seus respectivos pesos moleculares ou cargas
elétricas, utilizando-se de um campo elétrico, desenvolvido por Smithies (1955), que
€ ainda amplamente usado em estudos de populagdes, com finalidade de quantificar
a variagao genética de um modo geral (Loomis, 1974; Wendel e Weeden, 1989;
Kephart, 1990;)

Como apresenta uma caracteristica de codominancia e possui penetrancia
completa, estes marcadores s&o utilizados frequentemente e com grande éxito na
analise de variabilidade genética de populagbes naturais, para estimar os niveis e
entender a variabilidade genética dentro e entre populagdes; estudar o fluxo génico
entre populacdes e processos de hibridizagcdo natural, como a dispersédo de espécies
e filogenias; e até mesmo podendo ser utilizados para avaliagbes fisioldégicas dos
organismos.

Mesmo tendo comegado pesquisas nesta area na década de 1960, o
numero de estudos do controle génico de isozimas em plantas ainda € pequeno em
comparagao ao de animais. O fato € que existem alguns problemas relacionados
com a extracao de proteinas, pois elas podem ser inativadas em fungao da liberagao
de substancias fendlicas e a produgcado de quinonas, impossibilitando, desta forma,
sua visualizagdo no gel (Wendel e Weeden, 1989). Portanto, durante o isolamento
da enzima de plantas, existe a necessidade de remocéo destes compostos fendlicos

e de outros produtos secundarios tao rapido quanto possivel, adicionando agentes



absorventes ou protetores, que possam competir e inativar a agado destas
substancias, evitando a oxidagao realizada pelos fendis.

Embora ainda haja dificuldades para a extracdo de isoenzimas de vegetais,
a técnica tem sido aplicada com sucesso para a classificacdo taxondmica de varias
familias (Crawford, 1989; Thébaud e Abbott, 1995).

Assim sendo, o objetivo do nosso estudo foi estimar a variabilidade genética
de Conyza sumatrensis proveniente do noroeste do estado do Parana, dentro de
cada populacdo e entre populacdes diferentes, visando a comparacdo de

variabilidade genética entre as populagdes de Conyza sp .



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Familia Asteraceae

Asteraceae é a maior familia de angiospermas, constituida de ervas
perenes, subarbustos e arbustos, mas ocorrem também ervas anuais, lianas e
arvores (Mondin, 2006).

Devido ao seu extraordinario poder de adaptagcdo ambiental, podem ser
encontradas nos mais diversos habitats e em variadas condi¢des climaticas, desde
regides tropicais, subtropicais e até temperadas. Um dos fatores importantes para
seu sucesso biolégico, deve-se a sua grande capacidade de dispersdo devido a
presenca de sementes com papus plumosos, apéndices e estruturas de aderéncia
(Venable e Levin, 1983).

Na América do Sul, encontra-se cerca de 20% da flora de algumas regides
Andinas e da Patagbnia, enquanto na regido Amazo6nica seu numero € insignificante
(Barroso, 1991).

Para o Brasil, Mondin (2006) citou a ocorréncia de 262 géneros pertencentes
a 14 tribos, o que corresponde a cerca de 15% dos géneros da familia e 80% das
tribos aqui consideradas. A flora asteroldgica do sul do Brasil € considerada bastante
densa, de alta diversidade especifica e com tendéncia a melhor representatividade
das tribos Astereae, Inuleae, Helenieae e Mutiseae, onde predominam espécies
microtérmicas (Matzenbacher, 2003). Um dos fatores que pode ter influenciado esta
alta densidade é o fato da area ancestral da familia estar vinculada a porgao
meridional da América do Sul, ao sul do paralelo 30° (Bremer e Gustafsson, 1997).

No Rio Grande do Sul, a familia esta representada em todas as diferentes
especies, sendo bastante expressiva na flora do estado. O Rio Grande do Sul possui
espécies de 13 das 14 tribos que ocorrem no Brasil, demonstrando ser importante

centro de riqueza genética.

2.2. Género Conyza

O género Conyza inclui, aproximadamente, 50 espécies, as quais se

distribuem em quase todo o mundo (Kissmann e Groth, 1999). As espécies que mais



se destacam, por seu carater negativo, sdo Conyza bonariensis, Conyza canadensis
e Conyza sumatrensis.

Conyza bonariensis é nativa da América do Sul e ocorre de forma abundante
na Argentina, no Uruguai, no Paraguai e no Brasil. Neste, sua presenca é mais
intensa nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Ela também esta presente na
Colémbia e na Venezuela, onde infesta lavouras de café (Kissmann e Groth, 1999).
Conyza canadensis, porém, & nativa da América do Norte (Frankton e Mulligan,
1987), sendo uma das espécies mais amplamente distribuidas no mundo (Thébaud
e Abbott, 1995).

C. sumatrensis (antes possuia as nomenclaturas Erigeron sumatrensis e
Conyza albida) € uma planta perene anual ou de curta duragéo. Pode atingir até 3 m
de altura, normalmente cerca de 1-1,5 m. E originada da regido subtropical da
Ameérica do Sul, porém tem se espalhado rapidamente por toda a Europa Ocidental
e em redor da bacia do Mediterraneo. E uma espécie hexapléide (2n = 54), diferindo
em nivel de ploidia da C. canadensis dipldide e outras espécies polipléides do
género, indicando que ele pode ter surgido de um evento de hibridizagdo. Thébaud e
Abbot (1995) observaram que era provavelmente um alopoliploidia, em vez de
autopoliploidia, possivelmente confirmando esta hipétese. No Brasil, algumas
populagdes do estado do Parana sao resistentes ao glifosato e outras sao
resistentes ao clorimuron-etil e algumas ainda sao resitentes aos dois, sendo por
isso de dificil controle (Santos et al., 2012).

C. sumatrensis difere da C. bonariensis, principalmente em niveis de
crescimento, sendo mais robusta e possuindo folhas mais largas serreadas,
geralmente com pelo menos 1 cm de largura.

Os capitulos de floragcdo s&o ligeiramente menores do que as de C.
bonariensis e possui cor acastanhada. A chave fornecida por Jauzein (1988) indica
que a inflorescéncia € mais estreita no contorno do que a de C. bonariensis e 0s
ramos secundarios ndo excedam o primario.

Basicamente, as principais diferencas entre as espécies de C. sumatrensis,
C. bonarienses e C. canadensis estdao no formato da inflorescéncia e na densidade
de pélos na haste principal (Santos et al., 2012)

Curiosamente C. sumatrensis, possui uma importdncia econdmica

significativa, onde esta € uma fonte para um 6leo essencial (Machado et al., 1995),



anotado para ter efeitos antimicrobianos e antifungicos (Deans et al., 1992) e, assim,
possiveis usos farmacéuticos.

As espécies de Conyza sdo cosmopolitas, sendo mais encontrada em zonas
temperadas do hemisfério norte (Holm et al., 1997) e regides subtropicais do
hemisfério sul, mas é pouco frequente em regides tropicais (Kissmann e Groth,
1999). A espécie esta presente em quase todas as regides do Canada (Rouleau e
Lamoureux, 1992), Estados Unidos (Lazaroto et al., 2008), oeste da Europa e
Planicie Mediterranea (Thébaud e Abbott, 1995), Australia e Japao (Holm et al.
1997). No Brasil, sua presenga € significativa em campos nativos e em lavouras,
especialmente da regidao Sul (Kissmann e Groth, 1999).

As espécies C. canadensis e C. bonariensis e C. sumatrensis, conhecidas
popularmente por “buvas”, destacam-se por infestarem &reas abandonadas
(terrenos baldios e margens de estradas), pastagens, culturas perenes (citros e café)
e lavouras anuais (algodao, milho, soja e trigo) (Thébaud e Abbott, 1995).

E de grande importancia a identificacdo correta de cada espécie para que se
possa tragar uma estratégia tanto de controle para tentar diminuir a selegcdo de
biétipos resistentes através do uso repetitivo de herbicidas e identificar o mecanismo
de resisténcia envolvido (Lazaroto et al., 2008)

As espécies de Conyza, segundo Thébaud et al. (1995), sao
autocompativeis e aparentemente ndo sdo polinizadas por insetos, sugerindo,
assim, a ocorréncia de autogamia ou polinizagcdo pelo vento, por meio de
adaptagdes nos aquénios, as quais sdo formados por estruturas chamadas de
papus, embora os insetos visitem as flores abertas (Smisek, 1995).

Contudo, a dispersao de sementes pode se dar por meio da agua. Grandes
quantidades de Conyza canadensis foram encontradas em canais e nas margens de
canais de irrigacao (Kelly e Bruns, 1975).

Por se tratarem de espécies de ciclo tipicamente anuais ou bienais,
dependendo das condicbes de ambiente e por manterem uma ampla distribuicao
geografica, sugerem uma baixissima limitagdo climatica. Estas espécies toleram
bem condi¢gdes de deficiéncia hidrica continuando a se reproduzirem mesmo sobre
situagdes de estresse, fato que se deve a sua morfologia em forma de roseta que a
permite fixar carbono e acumule energia. Suas sementes germinam sob condi¢des
de solos com alto teor de salinidade e de pH neutro para alcalino (Regher e Bazzar,
1979; Nandula et al., 2006).



Suas sementes ndo apresentam dorméncia e podem germinar sempre em
condigdes de temperatura e umidade favoraveis, germinado em temperaturas de
13°C para C. canadensis e minima 35 °C e 42 °C maxima para C. bonariensis
(Lazaroto, 2008 apud Rollin e Tan, 2006).

A maturacdo das sementes acontece trés semanas apo6s a fertilizagcdo e o
numero médio de semente por capitulo por planta em C. canadensis varia de 60 a
70, enquanto em C. bonariensis varia de 190 a 550, com méia de 400 sementes por
capitulo, dependendo da altura do caule. Aproximadamente 80 % destas sementes
germinam proxima a planta mae (Loux, 2009; Regehr e Bazzar, 1979; Smisek,
1995).

Utilizando o herbicida paraquat em plantas resistentes, Smisek (1995)
verificou que o nivel de autocruzamento dentro de uma populacdo de C. canadensis
foi de 4% aproximadamente e relatou ocorrer uma hibridizagao entre espécies C.
canadensis e outras do género Conyza, principalmente a C. summatrensis. Porém,
C. canadensis é diploide, com numero de cromossomos 2n=18, enquanto as outras
espécies do género sao poliploides (Thébaud e Abbott, 1995).

Em termos mundiais, estas espécies daninhas infestam mais de 40 culturas
(Holm et al., 1997). Relatou-se que C. canadensis, na densidade de 150 plantas m?,
reduziu em 83% a produtividade de soja cultivada em semeadura direta (Bruce e
Kells, 1990). Em beterraba-agucareira, 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).

Em videira, a ocorréncia de Conyza sp. da-se, principalmente, como plantas
daninhas anuais de inverno. Em cenoura e cebola, por outro lado, ela ocorre como
anuais de verao, apo6s o cultivo de inverno. Em cenoura, seus efeitos na eficiéncia
de colheita sdo mais prejudiciais do que na produtividade da cultura (Leroux et al.
1996), tendo em vista que os caules e os ramos secos de buva interferem na
colheita mecéanica de cenoura, mesmo em baixas densidades .

Atualmente, tém sido encontrados problemas em seu controle quimico pela
ocorréncia de biotipos resistentes a herbicidas, principalmente ao glifosfato.

Métodos alternativos de controle vém sendo pesquisados em diversos locais
do Brasil e do mundo. Sabe-se que, para evitar tal problema, o mais aconselhavel é
a rotacdo no uso de herbicidas ou ainda a mistura de produtos, misturando assim

principios ativos e assegurando-se do controle.
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A existéncia de variabilidade genética em individuos de uma populagao
aumenta a chance de alguns para responder diferentemente frente a alteragdes do
meio ambiente, de modo que isso possa garantir a preservagdo da espécie
(Allendorf e Luikart, 2007).

Por isso, um dos fatores que deve contribuir para determinar respostas
diferentes de plantas daninhas frente a aplicagcdo de herbicidas é a variabilidade
genética presente em populagdes das diferentes espécies.

As populagdes de plantas com maior diversidade genética podem se
constituir num obstaculo para o controle porque as plantas apresentam respostas
variaveis aos tipos e/ou concentragdes diferentes de herbicidas.

De acordo com o significado da variabilidade genética dentro das diversas
populagdes enfatizadas por Allendorf e Luikart (2007), alta variabilidade genética
dentro de populag¢des de plantas daninhas pode indicar significativa quantidade de
variacao genética para escapar dos efeitos do agente de controle e também pode
favorecer a selegédo de genotipos resistentes.

A probabilidade de encontrar gendtipos resistentes em populagbes com
diversidade genética alta deve ser maior do que a chance de encontrar plantas
resistentes em populag¢des onde a variabilidade genética é baixa.

Desta forma, o conhecimento da diversidade genética parece ser um
aspecto determinante para orientar o manejo diferencial e o desenvolvimento de
métodos efetivos de controle das espécies de plantas daninhas. E possivel que,
para o controle de populagdes de plantas daninhas com alta variabilidade genética,
por exemplo, seja necessario o desenvolvimento de técnicas diferenciadas de
manejo, incluindo alternativas quimicas e culturais.

A crescente dependéncia de glifosato para o controle de plantas daninhas,
por exemplo, € uma grande preocupacgao para a manutengao da viabilidade de longo
prazo desta valiosa ferramenta de manejo de plantas daninhas. A resisténcia de
plantas daninhas a herbicidas ndo € um fenbmeno recente. Plantas de Convolvulus
arvensis resistentes a glifosato foram identificadas no estado de Indiana (EUA), na
metade da década de 80, em areas que haviam recebido aplicacbes repetidas de
glifosato (Degennaro e Weller, 1984).

No entanto, a resisténcia de plantas daninhas ao glifosato passou de fato a
se tornar uma grande preocupacgao alguns anos apds a liberagdo das primeiras

variedades de soja Roundup Ready®, em 1996, nos Estados Unidos. As espécies
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que despertam maior preocupacao sao as do género Conyza. O primeiro relato de
resisténcia de Conyza ao glifosato foi feito no estado de Delaware (EUA) em 2000
(VanGessel, 2001).

Convza sumatrensis Photos: K. Richardson

Figura 1 - Exemplares de Conyza sumatrensis observadas em seus diferentes
estagios de desenvolvimento.

Atualmente, as plantas resistentes estao distribuidas por mais de 20 estados
americanos e em mais de 40 paises do mundo (Heap, 2009). No Brasil, os primeiros
casos de resisténcia foram detectados no Rio Grande do Sul, em 2005, e desde
entdo estes bidtipos rapidamente tem se dispersado em todos os estados da regido
sul e, mais recentemente, no Centro-Oeste e Sudeste.

Em comum, todas as areas nas quais se detectou o desenvolvimento de
Conyza sp. resistente ao glifosato apresentam o uso frequente de glifosato para
controle de plantas daninhas, pouco ou nenhum uso de herbicidas alternativos que
propiciem controle adequado de Conyza. Além disso, todas as essas aéreas sofrem

praticas de plantio direto de longa duragao (Loux et al., 2009).
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2.3. Eletroforese de isozimas

O termo eletroforese foi criado em 1909 por Michaelis, quando descreveu a
migragdo de coloide sob a influéncia de um campo elétrico, e vem sendo muito
usada provocado entusiasmo nas areas de genética de populagdes e evolutiva,
sistematica e melhoramento vegetal.

A eletroforese pode ser definida como a migracdo de modo diferencial e
proprio de particulas eletricamente carregadas, quando submetida a um
determinado potencial elétrico em um pH estipulado (Lopes,1984). Esta técnica
possibilita o estudo da variagdo genética em nivel de enzimas, as quais representam
a expressao primaria do gene.

Das muitas técnicas existentes para a analise de proteinas (enzimaticas ou
nao), a eletroforese em gel € sem duvida a mais versatil e facilmente aplicavel.

Na pratica, quantidades minimas de extratos crus de tecidos (sangue,
insetos, folhas, caules, cotilédones ou endospermas de plantas esmagadas, etc.)
homogeneizados de varios individuos, sdo colocadas em uma fenda de um suporte
normalmente feito de amido de batata, poliacrilamida, agar, agarose, acetato de
celulose, ou qualquer outra substancia capaz de formar uma matriz homogénea.

Quando se faz passar uma corrente elétrica através do gel, as proteinas do
tecido migram a uma velocidade determinada em fun¢do da carga elétrica dos
aminoacidos que a constituem, embora o tamanho e a configuragdo da proteina
possam também influir na velocidade de migragao. A eletroforese é tao sensivel que
se podem detectar proteinas que s6 diferem em um aminoacido de um total de
varias centenas que as constituem (Ayala, 1978).

As proteinas sintetizadas por diferentes individuos de uma populacdo sio
comparadas, fazendo-as correr em posigéo vizinha no gel durante um determinado
tempo.

Uma vez que as proteinas tenham migrado, determina-se a posi¢cao das
mesmas aplicando um corante especifico para a proteina que estda em estudo. Como
produto da reacao corante-enzima forma-se um complexo colorido e insoluvel no
gel.

Dessa forma, pode-se Vvisualizar, no gel, uma banda colorida,
correspondente a posigdo de migragcdo de enzima originalmente presente na

amostra. No caso de amostra analisada conter enzimas com diferentes cargas ou de
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diferentes tamanhos ou configuracbes espaciais, diversas fragdes sao separadas
dando origem a diversas bandas coloridas no gel (Medina Filho, 1983).

Como cada cadeia de aminoacidos de uma proteina (algumas proteinas s&o
formadas por mais de uma cadeia) € o produto de um so6 gene, este estudo permite
ao pesquisador estimar o numero de loco de uma populagdo que apresenta alelos
multiplos e quantos estdo em homozigose.

A eletroforese, portanto, constitui-se em uma técnica que permite a deteccao
de mutacdes que alteram a estrutura das enzimas, que passa a ter multiplas formas
moleculares, modificando sua mobilidade eletroforética, porém, mantendo suas
atividades cataliticas.

O termo “isozima” foi proposto por Market e Moller (1959) para descrever
diferentes formas moleculares de proteinas, que apresentam especificidade
enzimatica similar ou idéntica.

Os procedimentos laboratoriais utilizados nesta técnica sofrem variagdes
conforme a espécie pesquisada, o tipo de tecido que esta sendo coletado (semente,
raiz, folhas, bulbos, tecido cortical ou vegetativo, etc.), o tipo de proteina observada.
Esta técnica tem sido adotada em muitos paises para identificacdo de cultivares e
registro de patentes, principalmente em trigo, milho, cevada e aveia e também
utilizada em estudos genéticos de espécies florestais ha aproximadamente 10 anos (
Adams, 1983).

Os estudos de natureza evolutiva também tem tido muita importancia nos
campos de genética de populagdes e sistematica, na medida em que detectam
maior parte da variabilidade genética existente no individuo, em comparagédo as

técnicas mendelianas classicas.

2.4. Variabilidade genética em plantas daninhas

Hamrick e Godt (1990) revisaram a literatura descrita para aloenzimas em
473 espécies de angiospermas e gimnospermas, analisando variagbes dentro e
entre populagdes destes grupos de plantas. Em média, 50% dos locos de uma
espécie de planta sdo polimérficas e a diversidade genética é 15% (He = 0,149).
Dentro de uma populagdo média, 34% dos locos s&do polimorficos e a diversidade

média é 11% (He = 0,113). A variagdo genética em locos polimérficos € particionada
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de modo que a maioria (78%) da diversidade é encontrada dentro das populagdes,
enquanto uma pequena fragao (22%) representa a diferenciagédo entre populagoes.

Estes autores mostraram em primeiro lugar que a diversidade genética em
nivel populacional reflete, com bastante precisao, a diversidade em nivel de espécie.
Em segundo lugar, as espécies com limitadas areas geograficas tendem a ter menos
diversidade genética. Em terceiro lugar, a maioria das diferencas nos niveis de
diversidade isoenzimatica € mais devida a proporc¢ao de locos polimorficos do que a
diferencas na diversidade em locos polimorficos individuais.

Thébaud e Abbott (1995) analisaram sete sistemas enzimaticos (AAT, aEST,
GDH, G3PD, G6PD, IDH e MDH) em cinco espécies de Conyza, C. blakei, C.
floribunda, C. bonariensis, C. canadensis e C. sumatrensis provenientes de varias
localidades da Franca e foram capazes de detectar 17 locos enzimaticos. Eles
verificaram que houve variacido entre as espécies, mas nao dentro de cada espécie,
sendo todas as cinco espécies fixas para alelos alternativos.

Souza e Contel (2001), analisando gendtipos de Helianthus annuus L.
(Asteraceae) de 31 acessos e de cinco cultivares nos sistemas isoenzimaticos
fosfoglicomutase (PGM), 6-fosfogliconato desidrogenase (PGD), fosfoglicoisomerase
(PGI) e esterase (EST), detectaram um total de seis locos e 14 alelos para estes
quatro sistemas, evidenciando baixo grau de diversidade genética, variando entre
0,003 e 0,418. Isso indica uma grande semelhanga entre estes materiais nos
sistemas enzimaticos analisados.

A anadlise da diversidade genética em 40 populagdes de Euphorbia.
heterophylla em propriedades localizadas nas regides oeste e sudoeste do estado
do Parana, resistentes aos herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintetase
(ALS), apresentou um coeficiente médio de similaridade de 43%, um valor muito
baixo quando comparado ao de espécies cultivadas (Winkler e Vidal, 2003).

Resultado semelhante foi obtido por (Rutledge et al., 2000), que observaram
para Echinochloa crus-galli uma distancia genética de 43% entre 16 populacdes
selecionadas.

Acessos de Eichornia crassipes (aguapé) apresentaram similaridade
genética de 90%. Para dados de RAPD, esse percentual é considerado alto, o que
se explica pela forma de propagagao vegetativa, que diminui a possibilidade de

recombinagao genética (Cardoso et al., 2002).
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A variabilidade genética entre seis acessos de carqueja (Baccharis
myriocephala) foi avaliada por meio de métodos multivariados, utilizando-se
caracteres isoenzimaticos e descritores botanico-agronémicos (Castro et al., 2002).
A estabilidade da divergéncia genética entre os acessos de carqueja foi estimada
em cinco épocas de colheita e a caracterizagao isoenzimatica foi realizada nove
meses apos transplante das mudas. Em relagao a analise isoenzimatica, apenas o
sistema esterase, entre os testados, apresentou resolugao, tendo sido formados dois
grupos.

Constatou-se, portanto, que a utilizacdo dos descritores botéanico-
agrondmicos aos 145 dias apos transplante foi mais eficiente na discriminagao dos
acessos, com a formagéo de quatro grupos de acessos.

O potencial das isozimas como marcadores genéticos em Baccharis
myriocephala foi verificado, permitindo a utilizagdo destas para caracterizagdo de
variedades em complementacgao a caracteristicas morfologicas.

O estudo da variabilidade genética em plantas daninhas tem mostrado que
no complexo Bidens pilosa L. (picdo-preto), por exemplo, empregando 10 sistemas
enzimaticos, foram revelados 16 locos e destes somente trés foram polimorficos. A
diversidade genética, para este complexo, avaliada por Grombone-Guaratini et
al.(2005) foi baixa e o valor encontrado foi de 3,2% de locos polimorficos.

Ruschel et al. (2008) analisaram 12 sistemas enzimaticos (AAT, DIA, EST,
FEST, PGM, GPI, IDH, MDH, ME, PER, 6PGDH e SKDH) em quatro populagdes de
Solanum mauritianum (fumo brabo) do Estado de Santa Catarina e detectaram 18
locos, 14 dos quais foram polimérficos com 2,7 alelos por loco, em média. A
heterozigosidade observada média para as quatro populagdes foi 0,265 enquanto a
esperada foi 0,302, demonstrando que esta espécie apresenta uma alta
variabilidade genética. O valor médio de Fst = 0,112 mostrou que a variabilidade
genética dentro das populagdes € bem maior que entre elas que apresentaram um
baixo grau de diferenciacéo genética.

Frigo et al. (2009), analisando 3 populagdes de E. heterophyla, encontraram
um nivel moderado de diferenciacdo genética(Fst=0,1410), sugerindo entre eles alta
pressao de selecdo imposta pelo uso de herbicidas detectadas em dados de
o e  de esterases. A similaridade as plantas de E. heterophyla expostas a
herbicidas organicos e sensiveis foi alta (I = 0,9670); entretanto, a média observada

e heterozigosidade esperada foi maior em plantas de culturas organicas (Ho =
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0,3529; He = 0,3923) que em plantas de culturas ndo organicas ( Ho = 0,2597; He =
0,3693); e os menores valores de heterozigosidade foram encontrados para a
populagao resistente a herbicidas ( Ho= 0,2070; He = 0,3360).

Ren et al. (2010) analisaram 17 populagdes de C. sumatrensis da China
utilizando marcadores de ISSR e detectaram alta variabilidade genética evidenciada
pelo valor de He = 0,385.

Mangolin et al. (2012) analisaram duas populagdes de Conyza sumatrensis e
C. canadensis para os sistemas enzimaticos MDH, ACP e a-/B-esterases e
observaram que a diversidade genética encontrada pode ser considerada alta, uma
vez que o polimorfismo foi detectado em 7 dos 14 locos analisados (50%). Contudo,
um baixo nivel de diferenciagdo genética foi encontrado para duas populagbes de
Conyza, onde a Heterozigosidade observada (Ho) para a-e 3 de esterases de C.
sumatrensis e C. bonariensis foi 0,4310 e 0,4293, respectivamente. Estes valores
sdo inferiores aos valores de heterozigosidade média esperada (He), que se
verificou ser 0,5125 e 0,4978. O déficit de heterozigotos foi maior quando as plantas
de buva foram avaliadas quanto aos locos mbMdh e Acp-2.Heterozigosidade
observada (Ho) para C. sumatrensis foi 0,4410 comparados a um valor esperado
(He) de 0,6699. Para C. bonariensis, a heterozigosidade média observada foi de
0,4333 em relacao ao valor esperado de 0,6149

Os fatores que favorecem a selegcdao de bidtipos resistentes envolvem
caracteristicas relacionadas as proéprias plantas daninhas, aos herbicidas e as
praticas culturais. A grande diversidade genética caracteristica de algumas
populacdes de plantas daninhas favorece a selecdo de individuos resistentes aos
herbicidas em virtude da maior probabilidade de se encontrar alelos na populacao
que conferem resisténcia ao herbicida utilizado.

De forma analoga, grandes infestacbes destas plantas também favorecem o
aumento dos riscos de selegao para resisténcia (Vidal e Merotto Jr., 2001; Winkler et
al, 2003). De maneira geral, estudos empregando isozimas (Barret, 1992), RAPD e
AFLP (Okuno et al., 1998; Pester et al., 2003) tém evidenciado que muitas
populagdes de plantas daninhas contém reduzida diversidade genética e que a
estimativa da diversidade € idéntica tanto quando avaliada por meio de isozimas
como quando avaliada com DNA.

De acordo com Sun (1997), a reduzida variabilidade genética observada

para muitas espécies de plantas daninhas é resultante de varios fatores evolutivos e

14



bioldgicos, incluindo eventos relacionados ao “efeito gargalo”, associado ao
fundador, pequeno tamanho da populacédo, endocruzamento, forte selegao direcional
e falta de mecanismos de dispersao para grandes distancias (Warwick, 1990).

Contudo, todas as formas de vida do planeta sdo caracterizadas por
variagbes genéticas que podem ser estudadas para fins de inventario biolégico e
conservagao.

As variagdes genéticas intraespecificas sdo investigadas quando buscamos
compreender as relagcdes entre individuos e populacdes de cada espécie. Portanto,
quando o interesse é saber qual o parentesco entre individuos, se existe ou nao
fluxo génico entre populagdes ou qual o status de conservacdo de uma espécie em
particular, estuda-se a variagdo genética intraespecifica, fundamental para a
persisténcia das espécies na natureza. Assim, o diagnostico de quanto existe de
variagao genética e de como ela é distribuida geograficamente em cada espécie é
necessario para caracterizagao de seu status de conservagao.

Por outro lado, a diversidade genética entre espécies € avaliada quando
queremos compreender as relagdes filogenéticas nos varios niveis taxondmicos
(espécies, géneros, familias, ordens etc.), ou caracterizar espécies por meio da
identificacdo de marcadores conservados que permitam sua diferenciacdo (Santos
et al., 2012).

15



3. MATERIAIS E METODOS

O primeiro passo no estudo com isozimas é a escolha da natureza do gel a
ser utilizado na eletroforese, que pode ser natural ou sintético. Os naturais
compreendem aqueles que possuem natureza quimica bem variada como, por
exemplo, proteinas como gelatina e caseina e polissacarideos, como amido, agar e
pectina; entre os sintéticos podemos citar a poliacrilamida (Alfenas, 2006).

A eletroforese em gel de amido foi inicialmente introduzida por Smithies
(1955) estudando soro de proteinas humanas. Sua resolugdo somente foi superada
pelo gel de poliacrilamida.

O gel de amido, por apresentar um carater menos oneroso do que os de
poliacrilamida, € um método muito utilizado, adaptado ao método de hidrolise
descrito por Smithies (1955). Antes, utilizava-se amido hidrolisado de batata; agora,
utilizando-se amido de milho 13% por grande maioria dos pesquisadores no Brasil,
tem-se conseguido resultados compativeis aos de amido de batata hidrolisado
disponivel no mercado (Val, 1981; Mori et al., 1993).

De doze sistemas enzimaticos analisados para avaliar a existéncia de
diversidade genética em Conyza, apenas quatro sistemas enzimaticos foram
revelados, MDH (Malato desidrogenase), ACP (Fosfatase acida), GPI (Glucose-6-
fosfato isomerase), PGM (Fosfoglucomutase), 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 2). Foram testadas quatro solugbes de

extragao, das quais apenas uma mostrou-se mais eficiente (Quadro 1).

Quadro 1 - Solugdo de extracdo utilizada para extrair as isoenzimas de brotos de
folhas de Conyza sp.

Solugao de Extracao

Tampao fosfato 1,0 M pH 7,0 890 uL
PVP-40 5 % 50 mg
EDTA 1,0 mM 10 pL

B-mecaptoetanol 5uL
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Figura 2 - Mapa de Localizagdo dos municipios do estado do Parana, onde foram
coletados os acessos de Conyza sp.

As sementes coletadas foram colocadas para germinar em casa de
vegetacao (05/2010). Foram realizadas irrigagdes diarias até as plantas atingirem o
florescimento pleno (01/2011), quando foi realizado o corte das mesmas para a
confeccéo das unicatas.

Atualmente, as amostras coletadas para identificagdo encontram-se
disponiveis no Herbario da Universidade Estadual de Maringd (HUEM, 2011),
identificadas com os numeros: HUEM 21290; HUEM 21291; HUEM 21292; HUEM
21293 e HUEM 21294.

Apds o brotamento da quarta folha, as plantas foram utilizadas na extracéo
das isozimas. Pequenos brotos e folhas jovens foram coletados com o auxilio de
uma pinga e colocados em tubos Eppendorf de 1,5mL, juntamente com 20 ml de
solugéo extragdo e mantidos no gelo para a maceragéo.

As amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada Hettich Mikro 200

R, durante 30 minutos com 12.000 r.p.m., a 4°C. Os sobrenadantes foram
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adsorvidos em papel de filtro (4x5mm) e aplicados em gel de amido 16% (Penetrose
50®).

Para o preparo do gel, a suspensdo de amido foi fervida em frasco
Erlenmeyer, em bico de Bunsen, com agitagdo continua, até ficar hialina. A solugao
foi derramada em uma placa de vidro com dimensdes 18x18x0,6, permanecendo na
geladeira por um periodo de 17 horas. Em seguida, a solugdo foi submetida a
eletroforese horizontal em uma corrente continua de 200V, com 50V nas
extremidades do gel, que corresponde aproximadamente 20 mA, verificada por meio
de um voltimetro, e contendo tampdo de corrida Tris (0,0103M) e acido citrico
(0,0028M) pH:7,4 na cuba. O mesmo tampao foi diluido 15 vezes, permitindo a

obtencgao e visualizagdo das enzimas para analise fenotipica.

Figura 3 - Plantulas de Conyza sp. germinadas em pequenos vasos com areia e
substrato comercial a base de turfa mantidos em casas de vegetagao.

3.1. Analise dos dados

Posteriormente a revelagdo dos quatro sistemas isoenzimaticos analisados
em gel de amido descritos no Quadro 2, com as nomenclaturas das enzimas

utiizadas propostas por Murphy et al. (1996), os padrbes de bandas foram
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analisados geneticamente. A interpretacdo 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
proporcdo de locos polimérficos; o numero médio de alelos por loco e
heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He); o afastamento do equilibrio de
Hardy-Weinberg; o coeficiente e endogamia (Fs); o déficit de heterozigotos (Fir); a
proporgao da diversidade genética entre as populagdes (Fst); € o fluxo génico entre
populagdes (Nm) para os 3 acessos estudados, empregando o programa POPGENE
1.32 ( Yeh et al., 1999).

Quadro 2 — Nome, numero de comisséo de enzima (n° E. C.) e estrutura quaternaria
(E.Q.) das enzimas analisadas em gel de amido

Enzima (Abreviagéo) n’. E.C. E.Q.
Glicose 6 - fosfato isomerase (GPI) 5.3.1.9 Dimérica
Fosfatase acida (ACP) 3.1.3.2 Monomeérica
Malato desidrogenase (MDH) 1.1.1.37 Dimérica
Fosfoglucomutase (PGM) 54.2.2 Monomeérica
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 56 plantas de Conyza sp., provenientes do municipio de
Astorga, 56 plantas provenientes de Nova Esperanca e 56 plantas provenientes de
Guarapuava.

A expressao enzimatica dos alelos detectados neste estudo esta ilustrada
nos zimogramas representados pela Figura 4. Visualiza-se que a enzima MDH foi a
que apresentou maior numero de locos (cinco), na qual detectou-se a presenga de
trés grupos diferentes de isozimas: o MDH microcorpos (mbMDH), MDH mitocondrial
(mtMDH), e MDH citosol ou soluvel (sMDH). Uma mbMDH isozima foi evidente
(mbMDH-5); dois outros locos foram evidentes para mtMDH isozimas (mtMdh-3 e
mtMdh-4) e 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 organizagéo
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 GPl e ACP apresentaram numero idéntico de locos (dois), todos
monomorficos para todas as populagdes analisadas.

Das analises eletroforéticas obtidas, foi possivel identificar 10 locos e 10
alelos, dentre os quatro sistemas isoenzimaticos estudados nas trés populagdes de
Conyza sp. Nestes 10 alelos detectados para estes sistemas enzimaticos néo foi
observado diversidade genética dentro e entre as populagdes analisadas. O mesmo
resultado foi encontrado por Thébaud e Abbott (1995) dentro de cada espécie
analisada.

Tal resultado pode ser explicado por algumas hipéteses variadas, como o
fato de esta espécie de planta ser autocompativel, sugerindo a ocorréncia de
autogamia. Desta forma, o podlen é liberado antes que os capitulos se abram e a
maioria de suas sementes, quando dispersas, 80% delas, geminam proximo a planta
mae e aparentemente ndo sido polinizadas por insetos, (Thébaud et al., 1996;
Smisek., 1995), sugerindo, assim, que estas populacbes analisadas sejam

geneticamente proximas, evidenciando um ancestral em comum.
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O predominio de fendétipos homozigotos observado nas amostras de Conyza
analisadas é esperado em razao da autocompatibilidade, sendo constatado tal fato
por Smisek (1995) que detectou nivel de cruzamento proximo a 4% e variando de
1,2 a 14,5%.
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Figura 4 — Zimograma representado o padrdo de bandas dos 4 sistemas
isoenzimaticos analisados em gel de amido, com o0s seus respectivos locos
presentes nas populagdes (P1: populagdo do municipio de Astorga; P2: populagao
do municipio de Guarapuava; P3: populacdo do municipio de Nova Esperanca.
Todas do estado do Parana).

Resultado semelhante foi encontrado por Souza e Contel (2001), analisando
gendtipos de Helianthus annuus L. (Asteraceae) de 31 acessos e de cinco cultivares

nos sistemas isoenzimaticos fosfoglicomutase (PGM), 6-fosfogliconato
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desidrogenase (PGD), fosfoglicoisomerase (PGIl) e esterase (EST). Foram
detectados um total de seis locos e 14 alelos para estes quatro sistemas,
evidenciando baixo grau de diversidade genética, variando entre 0,003 e 0,418. Isso
indica uma grande semelhanca entre estes materiais nos sistemas enzimaticos
analisados.

No complexo Bidens pilosa L. (picdo-preto), empregando 10 sistemas
enzimaticos, foram revelados 16 locos e destes somente trés foram polimorficos. A
diversidade genética, para este complexo, avaliada por Grombone-Guaratini et al.
(2005), foi baixa e o valor encontrado 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 possibilidade de recombinagdo 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 padrbes distintos de bandas, que
diferenciam os materiais genéticos e separaram os individuos em quatro classes
distintas. Os padrbes de isozimas pouco discriminaram diferengcas entre eles,
podendo concluir, por meio destes resultados, que pouca variabilidade genética
estaria ocorrendo nas populagdes estudadas. Entretanto, para comprovar estes
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 anadlise de grupamento, observou-se que a Egeria najas possui
variabilidade genética, evidenciando que as populagdes sao formadas por diversos
gendtipos com pequenas diferengas genéticas entre plantas. Os individuos foram
separados por distancias genéticas inferiores a 0,24, ou seja, possuem similaridades
genéticas superiores a 0,78.

Por fim, estudos empregando isozimas (Barret., 1992) tém evidenciado que
muitas populagdes de plantas daninhas contém reduzida diversidade genética e que
a estimativa da diversidade € 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, é

necessaria uma analise mais aprofundada para constatar se existe variabilidade
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genética, uma vez que Ren et al. (2010) detectaram alta variabilidade genética
evidenciada pelo valor de He = 0,385 em 17 populagcdes de Conyza sumatrensis da
China, utilizando marcadores de ISSR.

Estes resultados obtidos para C. sumatrensis nos parecem paradoxais. Pelo
fato de organismos polipldides terem varias cépias do mesmo gene, eles tém mais
probabilidade que os dipldides de sofrerem mutagcdes e de acumularem estas
mutagcdes ao longo do tempo, e, portanto, deveria se esperar que espécies de
Conyza exibissem maior variabilidade genética.

Além disso, o fato de Conyza estar distribuida por varios continentes mostra
que € uma espécie com alta adaptabilidade, caracteristica esta que depende
diretamente da diversidade genética da espécie. Deste modo, C. sumatrensis
deveria apresentar maior variabilidade do que a observada no presente experimento
e no de Thébaud e Abbott (1995).

E importante frisar que a frequente exposicdo a herbicidas pode levar a
diminuicdo da heterozigosidade e que o processo de selegédo de bidtipos resistentes
reduz ainda mais a heterozigosidade, implicando em baixos niveis de diversidade

genética.
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5. CONCLUSOES

A partir das analises bioquimicas das trés populagdes de Conyza sp.
envolvidas neste trabalho, foram destacadas as seguintes conclusoes:
a) As trés populagdes analisadas de Conyza sp. apresentaram uniformidade
genética, comprovada pela presenca de apenas individuos homozigotos.
b) As enzimas utilizadas no presente estudo nao foram suficientes para revelar
variagao genética em Conyza sp.
c) A resisténcia exibida por Conyza sp. ao glifosato e ao clorimuron-etil deve ser
devida a sua heterogeneidade genética néo revelada no presente estudo.
d) Estudos adicionais com demais marcadores, como, por exemplo, marcadores

de DNA, podem constatar uma diversidade genética nas popula¢gdes analisadas.
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