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Introducao

Dentre os diversos segmentos do agronegdcio mundial, a producao

de soja esta entre as atividades econdmicas que, nas Ultimas déca-
das, apresentou crescimento mais expressivo. Essa cultura da fami-
lia Fabacea, género Glycine e espécie Glycine max ((L.) Merril.) vem
crescendo nas ultimas trés décadas correspondendo a 49% da éarea
plantada no Brasil (CONAB, 2013). A principal razao da expansao da
soja para todo territério brasileiro foi a incorporacao de um gene que in-
duz o periodo juvenil, além de outros, que aumentaram a produtividade
(VELLO, 1991). A soja, felizmente, encontrou diversos fatores favora-
veis, como: desenvolvimento e estruturacdao do mercado internacional
pelo comércio de produtos de complexo de soja (farelo, 6leo e graos);
consolidacao da oleaginosa como fonte de proteina para a alimentacao
animal; oferta de tecnologias que viabilizaram a exploracdo para novas


mailto:alvaro.almeida@embrapa.br

146

IX Jornada Académica da Embrapa Soja | Resumos expandidos

regides, (LAZZAROTO & HIRAKURI, 2010). No contexto mundial, o
Brasil possui uma grande participacdo na oferta e demanda de produ-
tos do complexo soja, o qual vem contribuindo significativamente para
a economia do setor primario, como também na balanca comercial do
pais (CONAB, 2013).

Um dos importantes fatores que impedem a soja de atingir altas pro-
dutividades esta a ocorréncia de doencas. Entre as doencas fungicas
presente nas lavouras de soja, estd a mancha olho-de-ra, provocada
pelo fungo Cercospora sojina (sin. Cercospora sojina), que é consi-
derada uma das principais doencas foliares, podendo atacar o caule,
as vagens e as sementes. C. sojina foi descrito pela primeira vez, no
Brasil, por Yorinori (1971), através de um lote de sementes da cultivar
Bragg, originado dos EUA, que foi introduzido na Estacdo Experimental
do IPEAME, em Ponta Grossa. O patégeno dissemina-se por sementes,
razao pela qual se espalhou pelas principais regides cultivadas com
soja, no pais.

Entre os métodos de controle, destacam-se o controle quimico e uso
de materiais genéticos com fontes de resisténcia distintas. O uso de
cultivares resistente e o tratamento de sementes com fungicidas sao
fundamentais para evitar a introducao do fungo ou de novas racas
do patédgeno em areas onde ela nao esteja presente (TECNOLOGIAS,
2013).

Atualmente, ha evidéncias da ocorréncia de 25 racas desse patégeno
no Brasil (YORINORI; KLINGELFUSS, 2000; TECNOLOGIAS, 2013). En-
tre os métodos que permitem visualizar diferencas entre racas estado os
métodos moleculares. Um deles utiliza amplificacdes via PCR (Polyme-
rase Chain Reaction) de varios genes, ou parte de genes, tais como a
regido do ITS (internal transcribed spacer), partes do gene da 3 - tubuli-
na e do fator de alongamento, entre outros

O objetivo deste trabalho foi identificar a diversidade genética de isola-
dos, oriundos de diferentes regides do Brasil pela anélise da regido do
ITS e parte do gene de 3 — tubulina.
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Material e métodos

Para os estudos moleculares foram utilizados 10 isolados de Cercospo-
ra sojina obtidos a partir de amostras de folhas infectadas, que foram
coletadas em diferentes regioes produtoras de soja do Brasil. Os locais
de coleta dos isolados foram : CS? Alto da Garca — MT, CS 2 Campi-
nas — SP, CS 4 Sao Gabriel do Oeste — MT, CS 4 lvatuba - PR, CS

7 Balsas — MA, CS 15 Tangara da Serra — GO, CS 17 Sao Gotardo

- MG, CS 23 Niquelandia — GO, CS 24 Santa Filomena - PI, CS 25
Balsas — MA.

A partir desses isolados extraiu-se o DNA seguindo o protocolo descri-
to por Zolan e Pukkila (1986), com modificacdes. Apds a extracao do
DNA, o mesmo foi quantificado em espectrofotémetro Nano Drop® e
sua integridade foi analisada por meio de eletroforese em gel de agaro-
se 1,3%. As amostras foram diluidas para se obter uma concentracéo
final de 10 ng/ul por amostra. A PCR foi realizada com primers especi-
ficos para amplificacdo da regido ITS e B — tubulina do genoma da C.
sojina.

Para se obter o perfil de corte para cada isolado foram feitas digestoes
com enzimas de restricao. Utilizaram - se cinco tipos de enzimas, com
diferentes sitios de corte: Alu |, Hha I, Eco R1, Hind Ill, BamH I. Os
fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose a 1,3%
em tampado SB 1x por eletroforese. Para comparar o tamanho dos
fragmentos amplificados, utilizou-se marcador molecular de 100pb. Os
resultados foram fotodocumentados utilizando L.Pix — transiluminator
UVB.

Resultados e discussao

Cercospora sojina tem capacidade de desenvolver novas racas fazendo
com que cultivares de soja resistentes se tornem suscetiveis a doenca
(YORINORI, 1989; ARIAS et al, 1996). Isto foi observado por ARIAS et al.
(1996) com a cultivar Santa Rosa, anteriormente usada como resistente a
mancha olho-de-ra no inicio da década de 1990, que tornou-se, ainda nes-
sa década, suscetivel a doenca. ARIAS et al (1996) estudaram a heranca
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da resisténcia das racas 4 e 15 de C. sojina cruzadas com as cultivares
Davis, Parana, Santa Rosa, BR-27 e Bragg. Os autores concluiram que

a resisténcia a estas racas é conferida por uma série de alelos multiplos,
onde provavelmente ocorrem genes distintos para a raca 4 sendo um gene
proveniente da cv. Davis, outro da cv. Paranda e o terceiro da BR 27, cada
um conferindo resisténcia independente de outra.

Desde entao, com a evolucao de técnicas moleculares, tem havido uma
busca incessante por marcadores moleculares que permitam caracteri-
zar as racas, sem a utilizacdo de métodos biolégicos, através de inocu-
lacdes artificiais em plantas indicadoras.

O DNA de dez isolados de C. sojina foram amplificados por PCR com
primers especificos e ndo se verificou diferenca no gene ITS, ja que
os dez isolados apresentaram um Unico fragmento com 450 pb, apds
digestao com as cinco enzimas testadas.

Para o gene de B-tubulina digerido com as mesmas enzimas de restri-
cao, constatou-se que as enzimas Alu | e Hha | provocaram cortes que
diferenciaram os isolados CS 23 e CS 25 (Figura 1). Isso representa
que o perfil desses isolados possuem caracteristicas distintas dos de-
mais, o que pode indicar que esses isolados pertencem a racas diferen-
tes.

Essas diferencas podem ser Uteis para um estudo mais abrangente de
diferenciacao de racas, com a inclusao de mais genes, como fator de
alongamento, calmodulina, histona H3 e actina, seguindo-se a clonagem e
sequenciamento para melhor caracterizacao das racas desse fungo.

Conclusao
A andlise da regido do ITS digerido com cinco enzimas de restricao nao
permitiu diferenciar os dez isolados de C. sojina.

A anélise do gene de B - tubulina com as enzimas Alu | e Hha | permitiu
diferenciar dois isolados (CS 23 e CS 25) dos demais.
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Figura 1. Fragmentos gerados pelas

enzimas de restricdo Alu | , Hha | e Bamh
| do gene B — tubulina de 10 isolados de
C sojina.
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