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Introdução

A soja é a principal oleaginosa cultivada no mundo, sendo o cultivar brasileiro 
que mais cresceu nas últimas três décadas (Juhász et al., 2013). Segundo 
dados da Conab (2018), o Brasil aumentou sua safra de soja em 74,8% nos 
últimos 10 anos, com aumento de área de 40,4% e produtividade de 24,5%. 
Na safra 2017/2018, a produtividade média da soja brasileira chegou a 3.333 
�������	�
����������������������������

Como consequência da ampliação nacional dessa cultura, a impulsão da 
monocultura e a adoção de práticas inapropriadas no manejo, como por 
exemplo, a sequência de sucessões entre soja e milho que é feita na região 
tropical do Brasil, a qual apresenta condições como umidade e temperatu-
ra favoráveis à reprodução e alimentação de nematoides, têm implicado em 
aumento das populações de nematoides como os de galhas Meloidogyne 
incognita e Meloidogyne javanica���������������	��������!����"����#��M. ja-
vanica�"���$��#����&��������'�*���"����#�����*�+6�������9!$�����:"�#��
apresentar hábito alimentar polífago (Santini, 2014). Segundo a Sociedade 
Brasileira de Nematologia (2016), os nematoides acabam comprometendo o 
sistema radicular da planta, podendo levar a uma perda de produtividade de 
30% a 100%, ou até 10,6% da soja mundial (Silva et al., 2006). Tais perdas 
podem ser muito maiores, dependendo das condições edafoclimáticas e da 
variedade utilizada. 

=����������#�����������������#�"���������������&���#�����>��������������?�-
ção de uma larga variedade de mecanismos de defesa. Dentre esses meca-
nismos, a ação de proteínas choque térmico (HSP) tem sido descrita (Castro 
et al., 2013). Essas proteínas (HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 e HSP20) 
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são agrupadas com base em seu tamanho e homologia e tem como função 
principal atuar como chaperonas moleculares (Freitas et al., 2012). 

A expressão das proteínas HSP20 é induzida em resposta ao estresse de 
$������"�����"*:"�Q9������#����!$�#���������$���+6��#�����������Y��������-
$��#��������������Y"�����*�>��$����$�"����#:!$���#��9����"����������#����
ozônio e radiação UV (Barcala et al., 2008)in the roots of infected plants, the 
differentiation of special feeding cells with high metabolic activity (syncytia 
��#�������$�����������$��?��Z��*�"�$�"����*����Y"����*�>��$����$�"��������$-
+6���������>������$�"�������"����#����[�$�*�����������	��\]�^��#������������
2011).

_�"� *���� ������ $����$�"������ `����k_������ ��� ���� �	��\�� �#����!$���"� in 
silico os membros da família dos genes GmHsp20 em soja, bem como ca-
racterizaram a de expressão in vivo destes membros sob diferentes estresses 
*�>��$������*�>��$����_�"�� ������#��������������{|=	�� ��#}�#����������
������>�����#����Q����������������M. javanica�����"��#����!$�#����#���������
quais o gene GmHsp22.4, apresentou elevada indução de sua expressão, 
em torno de 60 vezes maior, quando inoculado com esse nematoide. 

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito da inserção de T-DNA 
���� ����~������"��������$�#�!$�#����#����������>�����GmHsp22.4 em A. 
thaliana (At4g10250), sob a infecção pelo nematoide M. javanica, visando 
caracterizar funcionalmente o efeito direto desta chaperona frente à infecção 
�������!����"����#����

Material e Métodos

��������	
�������

O experimento foi conduzido na Embrapa Soja, em Londrina, PR, durante os 
meses de janeiro a abril de 2018. Para analisar o efeito das mutações no gene 
At4g10250, foram utilizadas sementes transformadas de A. thaliana, obtidas 
do banco de dados “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR, 2018), com 
duas diferentes linhas de inserção de T-DNA, sendo uma na região promotora 
����$��`�'���k��	[�\������������$�#�!$�#�������*��	
���	���$�"�"��-
ções que levam a perda de função do fragmento.
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Para a instalação do experimento, as sementes foram previamente multipli-
$�#��� ��:� �� �*���+6�� #�� &����#�#�� ��$���9����� ���#�� �� $��!�"�+6�� #��
��"�}���}��#���#�����������?������$��!�"�#������=_��

�������	��	�������

A população de M. javanica foi multiplicada na casa de vegetação do Setor 
#����"���������#��["*�����|�Q����"���������#����Q��#�����>�������$��Y?���
����� �_� ���� ����'�"�#�"����� ��� #�������� ��Y}��� #��� �������� ����$��#���
foram processadas de acordo com a técnica de Coolen e D’Herde (1972), 
��?�#���� $����#��� �"� ��#�+��� �� ������#����"���&�#�!$�#����������'���+6��
dos nematoides. Posteriormente, as amostras foram passadas em peneiras 
#��	���������"����������>����'9���$�"�9���$�����������$�����#������#��
�����������#������"�����������$����#���"�*�$�������#���������"�$�"����
#���$���6������
�#�������>����������Y�#��������#�?Y#���?�9?��������"���$-
����#�������"���������*��#������&����!$�#���"�$�"����#��=�����������}��#��
�"`�#��������6������������Q�+6��#����"����������#����#�?Y#��������>$���
foi ajustado para aproximadamente 400 indivíduos.mL-1.

Bioensaio com nematoides

O experimento com plantas de A. thaliana transformadas seguiu o delinea-
mento inteiramente casualizado , com 20 repetições para cada construção, 
?����#�� �� $�"����+6��������������>���������?���"��������	� �?������#��
��������"�+6���"��+6����� ����6��$�#�!$�#���k�������"��+6����� ����6��
promotora-WISC). No total, foram utilizados 60 copos plásticos de 200mL 
contendo areia autoclavada e enriquecida com solução nutritiva, sendo uma 
planta por copo.

A inoculação de cada planta foi feita através de pipetagem de 1mL de juvenis 
de segundo estádio (J2) de M. javanica junto às raízes, através de um peque-
no orifício aberto ao lado da raiz da planta, totalizando aproximadamente 400 
nematoides/planta.

A temperatura utilizada foi adaptada para favorecer tanto a planta como os 
nematoides. Desta forma, as plantas de A. thaliana foram cultivadas em câ-
"����!�����������"��������#��	��_��$�"��������Y�#��#����������#���}����
�
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�����������$������!"�#����������#������$�$��������*������#����$��$��6��#��
ciclo dos nematoides.

��������������	����������	���	�������	��	A. thaliana

��>�����#����#��������������������}�#����$������#����$�#����#�$����#�����������
de A. thaliana. Foram avaliados os parâmetros peso e comprimento da raíz, 
��"����#����������������#���������:�������!"�#������?�������������$���#���
inserções na morfologia das plantas. 

Avaliação dos nematoides

���������}�#����$������"�#�����"�����#�������$���}�#���������Y}������>����
coloração com a fucsina ácida (Taylor; Sasser, 1978), e número total de ovos 
����"����#����_�����]���{��#������	�����>��������#����#�����$��+6�����#���
os parâmetros avaliados foram comparados entre as plantas WT e os even-
tos de transformação (GABI e WISC). Foi realizado análise de variância e as 
":#��������"�$�"����#��������������#�����Z������

Resultados e Discussão

��� $�"���"������ #�� ���}� #�� "��+6�� ��� ����6�� ���"������ �� $�#�!$�#����
foram de aproximadamente 11,0 cm, igualmente observada na selvagem 
(Figura 1A). A mesma caracterítica foi encontrada quando se avaliou o peso 
da raiz, sendo que, para o evento com a alteração na região promotor e na 
$�#�!$�#��������?��������*��#��� ����"�#�����\�\��������\�	���� �����$��?�-
mente (Figura 1B). Já para o evento controle o peso da raiz foi de 0,9764 g, 
�6������������#��#������+�������!$���?��������������

Em relação ao parâmetro número de folhas e peso da parte aérea, os valores 
��"*:"��6�������������"�#������+�������!$���?����������_����������������-
ma, os resultados obtidos permitiram observar que, em ambas as mutações, 
�6����������Y?����#����!$���#������+��������!$���?������#����?��?�"�����#���
plantas, quando comparada à planta selvagem.
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Figura 1.  _���$����}�+6��"�����>��$��#��A. thaliana exibindo a alteração na região 
$�#�!$�#���������"������#�������At4g10250 e o controle selvagem (n=20). (A) Com-
primento da raiz em cm. (B) Peso da raiz em g. (C) Número de folhas. (D) Peso da 
parte aérea. Média de 20 repetições ± erro padrão da média. 

���������#�������+6��#���k�����������6�����"��������$�#�!$�#����#�������
At4g10250,  sob a infecção do nematoide de galha, foi examinada pela con-
tagem do numero de fêmeas e número de ovos e juvenis. A média do número 
de fêmeas em GABI foi de 24,6155, e para o evento WISC foi de 26,5143 sig-
��!$���?�"�����"�������&�����$�����������?���"��&������#������\����������
2A). De maneira semelhante, na contagem do número de ovos e juvenis, 
?���!$�k���"��"������������������������#���. thaliana mutantes, com o 
?�����#��	�
\����������������6��$�#�!$�#��������
\
�	�������������6�����"�-
tora, enquanto para o controle, o valor foi de 964,686. 

Com base nos resultados, pode se concluir que a mutação na região co-
#�!$�#���� �$����� �� ��"���� #�� �?���Q?����� ��$�����#���� ����������#��
"�� �����!$��$��� �����Y���$�� #�� ���� &��#�� $�"����#�� �� ���?���"�� �9� ��
efeito da mutação na região promotora pode ser observada apenas ao ní-
?���#�������!$��$���#����������&�����������������"����#���?�����Q?������
em comparação com as selvagens. Esses dados demonstram que ambas as 
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regiões, quando mutadas, têm um maior parasitismo e desenvolvimento de 
nematoides.

��������#����6����$���9��������!"�#������?�������������+6��#����������
$�"� �� ����$+6�� �� "������$�+6�� #��� ��"����#���� ��� �������?�� #�� $��!�"���
����"����$��#�+6��#��"����������*�>��$���$������#���������"����#��

Figura 2. Caracterização fenotípica da A. thaliana exibindo a alteração na região 
$�#�!$�#���������"������#�������At4g10250 e o controle selvagem (n=20). Os dados 
�6���'��������$�"����":#������������#�6��#��":#��������#�$�������!$��$��������Y���$��
����Y?���#������"�$�"����+6��$�"�������������#�$�������!$��$��������Y���$������Y?���
de 10% em comparação com o WT.

Conclusão

�6���9�������+6��"�����>��$�����������"�����������$�����������?���"���*�
infecção do nematoide M. javanica, mostrando que as mutações, tanto na 
����6�� ���"������ &����� ��� ����6�� $�#�!$�#���� #�� ����� At4g10250, não 
�'��$�"������$������#����?��?�"�����#�������������[�������#����"*������
mutações têm efeito direto na infecção e multiplicação dos nematoides. 
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