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Resumo

Com aproximadamente 50 espécies de Conyza descritas, Conyza bonariensis e Conyza
canadensis sao consideradas as de maior impacto negativo na agricultura. Conhecidas como “buva’,
essas duas espécies infestam areas abandonadas, culturas perenes e lavouras anuais. Enquanto C.
bonariensis apresenta folhas de margens inteiras (ndo-denteadas) e presenga de ramos laterais que
ultrapassam a inflorescéncia, a C. canadensis apresenta ampla panicula terminal no ramo principal e as
margens das folhas sdo finamente denticulada. O nimero cromossdmico encontrado em C. canadensis
foi 2n=18, enquanto as demais espécies sao polipdides. A dificuldade na diferenciagdo e a ocorréncia de
biétipos resistentes aos herbicidas indicam que o conhecimento da variabilidade genética parece ser um
aspecto importante para orientar o manejo diferencial e o desenvolvimento de métodos efetivos de
controle destas espécies de plantas daninhas. O uso de marcadores genéticos baseados na analise
direta da molécula de DNA detecta alto nivel de polimorfismo e permite acesso a uma ampla regidao do
genoma. Estes marcadores sdo poderosas ferramentas para discriminar variagdes intra-especificas e
para estudar a relagédo evolutiva. O primeiro passo para o emprego destes marcadores € a selegcao dos
primers mais adequados. Foram testados 9xx primers, destes, 44 apresentaram boa amplificacéo, destes
18 foram selecionados, por apresentarem maior numero de fragmentos e serdo utilizados para estudo de
diversidade genética em Conyza.
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Abstract

With approximately 50 described species of Conyza, Conyza canadensis and Conyza
bonariensis are considered of biggest negative impact in agriculture. Known as “buva”, these two species
infest abandoned areas, perennial crops and annual farmings. While C. bonariensis presents leaves of
margins entire (not-denticulate) and presence of lateral branches exceeding the inflorescense, the C.
canadensis presents ample panicle terminal in the main branch and the margin of the leaves are finely
denticulate. The chromosome number found in C. canadensis was 2n=18, while the others species are
polyploids. The difficulty in the differentiation and the occurrence of resistant biotypes to herbicides
indicates that the knowledge of the genetic variability seems to be an aspect important to guide the
differential management and the development of effective methods of control of these species of weeds.
The use of genetic markers based on direct analysis of the DNA molecule detects high level of
polymorphism and allows access to a wide region of the genome. These markers are powerful tools to
discriminate intra-specific variations and to study the evolutionary relationship. The first step in the use of
these markers is selection of appropriate primers. 83 primers were tested, of these, 44 showed good
amplification and 18 were selected due to their larger number of fragments and will be used for the study
of genetic diversity in Conyza.
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O género Conyza inclui aproximadamente 50 espécies, distribuidas em quase todo o mundo
(Kissmann e Groth, 1999). As espécies que mais se destacam, por seu carater negativo, sdo a Conyza
bonariensis (L.) (ERIBO, buva) e Conyza canadensis (L.) (ERICA, buva), ambas sao espécies da familia
Asteraceae. No Brasil estas duas espécies sdo conhecidas popularmente como buva ou voadeira. A
primeira espécie & nativa da América do Sul e ocorre em abundancia na Argentina, no Uruguai, no
Paraguai e no Brasil, ela ocupa mais intensamente as regiées Sul, Suldeste e Centro-Oeste. Esta espécie
também esta presente na Colémbia e na Venezuela infestando as lavouras de café (Kissmann e Groth,
1999). A Conyza canadensis, porém, € nativa da América do Norte (Frankton e Mulligan, 1987), sendo
uma das espécies mais amplamente distribuida no mundo (Thebaud e Abbott, 1995). Esta € uma espécie
cosmopolita, sendo encontrada em regides temperadas do hemisfério sul, mas & pouco freqiiente em
regides tropicais (Kissmann e Groth, 1999); ela esta presente em quase todas as regidbes do Canada
(Rouleau e Lamoureux, 1992), Estados Unidos (USDA, 1970), oeste da Europa e planicie Mediterranea
(Thebaud e Abbott, 1995), Australia e Japao (Holm et al., 1997). No Brasil, sua presenca ¢ significativa em
campos nativos e em lavouras, especialmente da regido sul (Kissmann e Groth, 1999).

Segundo Bhowmik e Bekech, (1993), C. bonariensis e C. canadensis sao espécies
extremamente prolificas, formando densas infestagdes devido a uma elevada produgédo de sementes. O
numero de sementes viaveis produzidas por plantas pode variar de 110.000 para C. bonariensis até
200.000 para a C. canadensis (Wu e Walker, 2006). Estas espécies se estabelecem em diversas
condigdes climaticas. Sdo plantas que apresentam boa adaptabilidade em sistemas conservacionistas de
solo, como: plantio direto, cultivo minimo e area de fruticultura. As espécies C. bonariensis e C.
canadensis destacam-se por infestarem areas abandonadas (terrenos baldios e margens de estradas),
pastagens, culturas perenes (citros e café) e lavouras anuais (algodado, milho, soja e trigo) (Thebaud e
Abbott, 1995). Em termos mundiais, estas espécies daninhas infestam mais de 40 culturas (Holm et al.
1997). Bruce e Kells (1990) relataram que uma populagéo de C. canadensis, com uma densidade de 150
plantas m?, reduziu em até 90% a produtividade de grdos de soja em semeadura direta. Mas a
identificacédo correta das duas espécies € importante para que seja feita a escolha da melhor estratégia de
controle, diminuir a selegdo de bidtipos resistentes através do uso repetitivo de herbicidas detentores do
mesmo mecanismo de agao e identificar o mecanismo de resisténcia que esta envolvido em cada espécie.

Devido a dificuldade em controlar estas espécies, especialmente através do método quimico, e
devido ao aparecimento de populagbes de bibtipos resistentes aos herbicidas, as praticas de manejo de
buva requerem a combinagéo de multiplas agdes, como: aumento da intensidade de manejo do solo, uso
rotineiro de rotagao de culturas e adogédo de técnicas culturais apropriadas (Lazaroto et al 2008). A
resisténcia das plantas daninhas aos herbicidas é definida pela FAO, como a ocorréncia de biétipos com
habilidade de sobreviver e se reproduzir apdés a aplicacdo de doses destes compostos quimicos
(herbicidas), que seriam letais para a populagdo original (suscetivel) da mesma espécie (LeBaron e
Gressel, 1982; Christoffoleti e Lopez-Ovejero 2004). A resisténcia de plantas daninhas aos herbicidas é
um fendmeno natural que ocorre espontaneamente em suas populagdes, ndo sendo, portanto, o herbicida
0 agente causador, mas sim o selecionador de individuos resistentes que se encontram em baixa
frequéncia inicial (Christoffoleti et., 1994). No Brasil varios autores ja relataram bidtipos resistentes ao
glifosato para ambas as espécies (Christoffoleti et al., 2006; Montezuma et al., 2006; Moreira et al., 2006),
e sO para Conyza bonariensis (Vargas et al., 2007). No Rio Grande do Sul, Lamego e Vidal (2008)
confirmaram a presenca de biétipos das duas espécies que sdo resistentes ao glifosato. Por isso, a
proposta do presente estudo é padronizar os procedimentos de andlise de sequéncias genbmicas
utilizando marcadores RAPD para posterior estimativa da diversidade genética e o nivel de diferenciagao
entre as populagdes de Conyza bonariensis e C. canadensis distribuidas em diferentes regides do estado
do Parana. Estas informagdes poderdo orientar o manejo e o controle das populagdes destas duas
espécies de plantas daninhas que crescem em culturas de importancia econémica.

Material e Métodos
» Extracdo do DNA

As folhas de Conyza foram coletadas em Floresta, Iguatemi, Ourizona e Sao Jorge do Ivai no
Parana, foram identificadas, armazenadas em sacos de sombrite € mantidas em gelo desde a coleta até
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o laboratério, onde foram rapidamente congeladas em nitrogénio liquido e estocadas em freezer -80 °c
até o momento de extragcdo de DNA. Para a extragdo de DNA, foram utilizadas folhas de 56 plantas. A
extracdo foi realizada seguindo o procedimento descrito por Doyle e Doyle (1991).

Para quantificar o DNA extraido e avaliar a sua integridade, os DNAs das amostras de Conyza e
solugdes de DNA de fago A de concentragbes conhecida (50, 100, 150, 200 e 250 ng), foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 0,8 % preparado com tamp&do TAE com concentragdo 1X pH 8,0
(0,04 M Tris-acetato e 0,001 M EDTA) (Hoisington et al., 1994), sob voltagem de 80 V. Para a
visualizagdo, o gel foi corado em banho de Brometo de Etidio preparado com 0,5 yg/mL. Em seguida, o
gel foi fotografado sob luz UV, utilizando o programa KODAK 1D 3.5.

» Teste de primers

Como base para a amplificagéo, foi utilizado o protocolo original descrito por Williams et al.
(1990). As reacbes de amplificacdo para os ensaios de RAPD foram realizadas em um termociclador
Techne TC-512 e preparadas em microtubos de 0,2 mL para um volume final de reacdo de 20 puL. Para a
reacdo, foram utilizados 20 ng de DNA genémico, 2,5 mM de MgCl,, com 0,2 uM de primer, 1 U de Taq-
DNA polimerase (Invitrogen), tampé&o de reagao (Invitrogen) 1 X, 0,1 mM de cada dNTP e agua mili-Q
autoclavada gsp. A desnaturagdo do DNA foi feita em 96 °C por cinco minutos, seguida por 45 ciclos de
amplificagdo (94 °C por 45 s, 35 °C por 60 s, 72 °C por 90 s). Apos os 45 ciclos, foi realizada uma
extensao final de 7 min em 72 °C. Os produtos das amplificagbes foram separados em gel de agarose
2% usando tampao TBE 0,5X pH 8,0 (0,045 M Tris-borato, 0,001 M EDTA). A eletroforese foi realizada
por aproximadamente 5 horas com 60 Volts. Os géis foram corados com banho de brometo de etidio e a
imagem capturada com Ultraviolet Transilluminador High Performance-Edas 290, utilizando o programa
Kodak 1D 3.5. Para definir o tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o marcador de peso
molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen). Para a selegdo dos marcadores foram avaliados 83 primers
para RAPD pertencentes a diferentes Kits: A (1-20), B (1-20), C (1-20), F (5, 9, 13), 1 (5), L (11), M (1-10)
e P (2, 4, 7-11 e 17), desenvolvidos pela Operon Technologies Inc. Dentre eles, foram selecionados
aqueles que apresentaram bandas bem fracionadas e nitidas no gel de agarose apos as amplificagdes
realizadas com uma amostra de cada variedade.

Resultados e Discussao

A andlise em gel de agarose 0,8% (Figura 01), permitiu a verificagdo da integridade e a
determinagdo da quantidade de DNA extraido para cada uma das amostras das plantas de Conyza. A
quantificacao foi realizada através de comparacgéo das bandas das diferentes plantas coletadas com as
do DNA fago A, de concentragdes ja conhecidas.
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Figura 01. Gel de agarose 0,8%, utilizado para avaliar e quantificar as amostra de DNA. Amostras 1, 2 e 3 correspondem ao
DNA fago A, com concentragdes conhecidas (50, 100 e 150 ng respectivamente). As amostras de 4 a 24 sdo DNAs
extraidos de diferentes plantas Conyza sp. coletadas em diferentes propriedades, localizadas na regido Noroeste do Parana.

No total, 83 primers foram testados e destes 18 foram selecionados (OPA -1, 4, 7, 11; OPB - 7,
8, 10, 12, 18; OPC - 7, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 19, 20). Estes primers foram selecionados para posterior
andlise do genoma das plantas de Conyza. A seleg¢ado foi realizada em fungdo do maior nimero de
fragmentos. Outro fator que influenciou na escolha dos primers, foi a reprodutibilidade dos fragmentos

433



XXVII Congresso Brasileiro da Ciéncia das Plantas Daninhas
19 a 23 de julho de 2010 - Centro de Convencdes - Ribeirdo Preto — SP

amplificados. Carvalho e Vieira (2001) citam que a quantidade de DNA integro em relagéo ao primer é
um dos fatores fundamentais para o sucesso da reagao de PCR, uma vez que podera nao ocorrer
amplificagdo se a sua quantidade for excessivamente baixa ou alta. Na figura 02 podemos visualizar o
padrdo de amplificagdo de 3 amostras de DNA de Conyza, esta amplificagdo foi realizada com 8
diferentes primers (OPA-01; OPA-02; OPA-03; OPA-09; OPA-05; OPA-06; OPA-07 e OPA-08). As
amostras de DNA de 7 a 9 foram amplificadas com o primer OPA-03, e as amostras de 10 a 12 com o
primer OPA-09. Estas amplificagbes produziram de 1 a 3 fragmentos, estes sdo pouco informativos,
portanto estes primers nao foram selecionados para a analise de diversidade genética. Os demais
primers testados produziram até 10 fragmentos, portanto sdo bastante informacionais.
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Figura 02. Gel de agarose 1,7%, utilizado para avaliar os primers OPA. As amostras de 1 a 3 correspondem ao
DNA amplificado com o primer OPA-01; 4 a 6 DNA amplificado com o primer OPA-02; 7 a 9 DNA amplificado com
o primer OPA-03; 10 a 12 DNA amplificado com o primer OPA-09; 13 a 15 DNA amplificado com o primer OPA-05;

de 16 a 18 DNA amplificado com o primer OPA-06; de 19 a 21 DNA amplificado com o primer OPA-07 e de 22 a

24 sao DNAs amplificados com o primer OPA-08.

Uma selecédo prévia dos primers que deverao ser utilizados para a analise de diversidade
genética de uma populagédo € um passo importante. Como a sequéncia de nucleotideos dos primers de
RAPD reconhecem sequéncias arbitrarias a etapa de teste e selegao, torna-se essencial antes de utiliza-
los para avaliar todas as amostras da populagdo, evitando assim o uso de primers que ndo amplificam
ou que geram poucos fragmentos e baixo polimorfismo, dificultando o estudo da variabilidade genética
presente em determinada espécie.
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