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A soja [Glycine max (L.) Merrill] é um dos produtos agricolas de maior
importancia para a economia nacional. Atualmente, as principais do-
encas relacionadas a grandes perdas na producdo sao causadas por
fungos, entre eles destaca-se o complexo Diaporthe/Phomopsis, um
importante grupo de patégenos da soja com uma ampla diversidade
genética (PIOLI et al. 2003). O complexo Diaporthe/Phomopsis é res-
ponsavel por doencas conhecidas como a queima da haste e da vagem,
cancro da haste e podridao de sementes da soja (HENNING & FRANCA
NETO, 1984) Normalmente, o cancro da haste é uma doenca de desen-
volvimento lento, matando a planta dentro de 50 a 80 dias (YORINORI,
1990). Em cultivares mais suscetiveis, o desenvolvimento é mais rapido,
podendo causar perda total dos campos de soja.

A avaliacdo da variabilidade genética dos patégenos atualmente é feita
por meio de técnicas moleculares dentre as quais se destaca a Reacéao
de Polimerase em Cadeia (Polimerase Chain Reaction - PCR), associada a
digestdo por enzimas de restricdo do DNA ribossomal. Este trabalho pre-
tende aumentar o conhecimento da estrutura genética das populacoes
do patégeno permitindo inferéncias quanto a histéria evolutiva e corre-
lacdes filogenéticas entre esses isolados, podendo fornecer importantes
informacoes a drea de melhoramento genético.
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Noventa e seis isolados de Phomopsis sp. foram obtidos de hastes e
sementes de soja de diferentes regidoes do Brasil. Esses isolados foram
cultivados em meio liquido BDA (batata-dextrose-agar). Para avaliar a di-
versidade desses isolados, utilizou-se DNA genémico por meio de marca-
dores RAPD (Random Amplification Polimorfic DNA) com 11 primers da
Operon Technologies, OPAAO1, OPAAO6, OPAA10, OPAA15, OPAB17,
OPAB19, OPABO5, OPAHO1, OPAIO3, OPNO9 e OPAL12. Com os perfis
de polimorfismo obtido foi montada uma matriz bindria utilizada para a
construcao do dendograma (Fig.1), obtendo agrupamento de pares nao
ponderados baseados na média aritmética (UPGMA - Unweighted Pair
Group Method), ilustrando a distancia genética entre os isolados oriun-
dos de diferentes regioes.

Na anélise de RAPD constatou-se a producdo de 2752 fragmentos, com
tamanho variando de 310 a 3000 pares de bases (pb). O dendograma
obtido com marcadores RAPD mostrou grande diversidade genética en-
tre os isolados, com coeficientes de similaridade variando de 0,9 a 0,12.

Os agrupamentos foram feitos considerando-se arbitrariamente 70 % de
similaridade. Para amplificar a regido foram selecionados, dentro dos va-
rios agrupamentos, vinte isolados aos quais foram acrescentados dezoito
isolados provenientes do Rio Grande do Sul (Tabela 1) para a amplifi-
cacdo da regido do DNA ribossomal, utilizando os primers ITS (Internal
Transcribe Spacer)-1F (TCC GTA GGT GAA CCT GCG G) e ITS-4R (TCC
TCC GCT TAT TGA TAT GC). A regiao amplificada, (ITS1-5.8S-ITS2)
com aproximadamente 600 pb, foi utilizada para andlise de perfil eletro-
forético, apds digestdo com a enzima A/u /. Exceto um valor de 700 pb,
observado com o isolado de Nova Ponte, todos os demais apresentaram
valores similares aqueles descritos por Zhang et al. (1998). A andlise da
digestao com a enzima A/u / mostrou clivagem com varios padrées de
fragmentos. As diferencas encontradas nos padrdes de clivagem per-
mitiram separar trés grupos, A, B e C (Fig. 2). Os resultados de RAPD
comprovaram a grande diversidade genética entre os isolados do com-
plexo Diaporthe/Phomopsis obtidos em diferentes regides geograficas
do Brasil. Essas trés espécies foram mencionadas anteriormente por
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Vechiato et al. (2003) com isolados brasileiros e por Pioli et al. (2003),
trabalhando com isolados argentinos. Por meio desses resultados
constatou-se que os isolados obtidos nas diferentes regiées do Brasil e
classificados neste trabalho como pertencentes aos grupos A, Be C,
pertencem as espécies D.p. var. caulivora (26,3 %), Phomopsis longi-
colla (55,2 %) e D.p. var. meridionalis (13,1 %), respectivamente. Como
a maioria dos isolados incluidos neste estudo sao do Rio Grande do Sul
(52,63 %), unico local onde se constatou a espécie D.p. var. caulivora,
a porcentagem encontrada foi proporcionalmente alta para essa espécie,
considerando-se o total de isolados utilizados.

Tabela 1. Relacdo dos isolados utilizados na clivagem com enzima de restricdo
Alu 1.

Isolado Origem Isolado Origem \
1 Passo Fundo-RS 20 Boa Vista-RR
2 Passo Fundo-RS 21 Boa Vista-RR
3 Passo Fundo-RS 22 Boa Vista-RR
4 Passo Fundo-RS 23 Roraima
5 Passo Fundo-RS 24 Roraima
6 Passo Fundo-RS 25 Roraima
7 Passo Fundo-RS 26 Dourados-MT
8 Passo Fundo-RS 27 Roraima-RR
9 Passo Fundo-RS 28 Passo Fundo-RS
10 Passo Fundo-RS 29 Passo Fundo-MS
11 Passo Fundo-RS 30 Catalao-GO
12 Passo Fundo-RS 31 Faxinal do Guedes-SC
13 Passo Fundo-RS 32 Faxinal do Guedes-SC
14 Passo Fundo-RS 33 Guarapuava-PR
15 Passo Fundo-RS 34 Abelardo Luz-PR
16 Passo Fundo-RS 35 CH8 Dp. var

maridionalis

17 Passo Fundo-RS 36 Ponta Grossa-PR
18 Passo Fundo-RS 37 Ponta Grossa-PR

19 Primavera do Leste-MT 38 Nova Ponte-MG
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Fig. 1. Dendograma obtido por andlise de agrupamento UPGMA. Isolados utilizados
na reacdo de RAPD.
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Fig. 2 — Resultado da eletroforese da digestdo com a enzima de restricdo Alu /.
Grupo A) 1, 2, 3, 4,9, 10, 11, 13, 14, 28, Grupo B) 5, 6, 7, 8, 12, 15, 16, 17,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 30, 33, 34, 36, 37 e Grupo C)18, 31, 32, 35.
O isolado 35 foi usado como padrao D.p. var meridionalis e o 28 como padrao de
D.p. var caulivor e o 19 como padrao P. longicolla.. M- marcador 100pb.
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