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Caracterização da proteína FAR1 (Fatty-acid 
and retinol binding protein) do nematoide 
de cisto da soja Heterodera glycines

PINTO, R. A. S.1; HISHINUMA-SILVA, S. M.2; NOMURA, R. B. G.3; LOPES-CAITAR, V. 
S.4; DIAS, W. P.5; MARCELINO-GUIMARÃES, F. C.5

1UENP, reennan.augusto@outlook.com; 2Pós-doutorado, Laboratório de Biotecnologia Vegetal, Embrapa 
Soja; 3UEL, Departamento de Bioquímica e Biotecnologia; 4Department of Plant Sciences, University of Ten-
nessee, Knoxville, Tennessee, EUA; 5Pesquisador, Embrapa Soja.

Introdução	  

A cultura da soja tem grande importância econômica para o Brasil, sendo 
que na safra de 2020/2021 foi obtido um crescimento de 5,6% na produção, 
que culminou para que o país se tornasse o maior produtor e exportador da 
leguminosa (Conab, 2021). No entanto, devido ao seu amplo cultivo e às 
condições ambientais favoráveis no território nacional, a mesma é afetada 
constantemente por diversos fatores abióticos e bióticos, como é o caso dos 
nematoides fitopatogênicos, os quais apresentam difícil controle e causam 
danos significativos às culturas. Dentre as principais espécies que infec-
tam a soja no Brasil, merecem destaque os formadores de galha do gênero 
Meloidogyne spp., M. javanica e M. incognita, o nematoide formador de cis-
tos Heterodera glycines, o reniforme Rotylechus reniformis e Pratylenchus 
brachyurus. O nematoide de cisto da soja (NCS) teve sua primeira detecção, 
no Brasil, no Cerrado em 1991/92, além disso, atualmente, as estimativas 
apontam que cerca de 3 milhões de hectares estão infestados com esse fi-
topatógeno, segundo a Sociedade Brasileira de Nematologia. Ademais, as 
perdas devido aos nematoides são estimadas em 35 bilhões ao ano para o 
agronegócio brasileiro (Machado, 2015).

Os vermes do gênero Heterodera são caracterizados por hábito sedentário, 
assim como a formação de cistos, os quais são resultantes da fêmea adulta, 
quando morta, no final do ciclo infeccioso. Esses organismos apresentam 
mecanismos sofisticados para o processo de infecção das plantas 
hospedeiras, envolvendo a formação de locais de alimentação especializados, 
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principalmente, nas raízes das plantas, como os sincícios (Ali et al., 2018). 
Para o sucesso na infecção e estabelecimento do parasitismo, esses para-
sitas utilizam seu estilete para secretar determinadas moléculas, essas de-
nominadas como efetoras, no interior das células do hospedeiro (Lima et al., 
2017). Tal processo resulta em alterações da expressão gênica do hospedei-
ro, seja para modular ou inibir a resposta de defesa da planta, facilitando a 
formação e manutenção dos sítios de alimentação, essenciais para obtenção 
dos nutrientes para que o nematoide complete o ciclo de vida (Engler et al., 
2010). Então, vários genes importantes para o parasitismo têm sido iden-
tificados e caracterizados nos diferentes fitonematoides, como exemplo as 
proteínas β-1,4-endoglucanase, que atua na degradação da parede celular 
da planta, FAR-1 (ácido graxo e proteína de ligação ao retinol), que altera a 
via de sinalização do ácido jasmônico nos hospedeiros (Rehman et al., 2009). 
Essa proteína foi descrita nos nematoides sedentários como Meloidogyne 
javanica, M. incognita e Heterodera glycines (Phani et al., 2017). Ainda assim, 
trabalhos anteriores da Equipe demonstraram que esta proteína é importante 
e está presente nos diferentes nematoides que infectam a soja com base em 
análises de similaridade, conforme Hishinuma-Silva (2019).

A FAR-1 tem como função ligar-se as moléculas lipídicas do hospedeiro, des-
sa forma, atuam no sequestro, no transporte e metabolismo das moléculas 
lipofílicas, isto é, substâncias hidrofóbicas que possuem características apo-
lares, como exemplos: ácidos graxos e esteroides, os quais podem ser, in-
clusive, hormônios (Vieira et al., 2017). Então, a proteína FAR-1 pode auxiliar 
no processo de inibitório de defesa da planta hospedeira, pois compromete a 
síntese de ácido linoleico e linolênico, os quais são precursores para a sínte-
se de ácido jasmônico, o qual está intrinsecamente relacionado à resposta de 
defesa da planta a estes parasitas (Phani et al., 2017).

Neste trabalho, a proteína FAR-1 do nematoide Heterodora glycines foi identi-
ficada sendo demonstrado seu envolvimento no parasitismo com base no seu 
perfil e local de expressão no nematoide durante a infecção.
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Material e Métodos

Caracterização in silico e análises comparativas da proteína FAR1

As sequências gênicas para a caracterização molecular da proteína FAR1 
foram obtidas no banco de dados Wormbase Parasite Data (Howe et al., 
2017), enquanto os dados de P. brachyurus foi obtido do estudo realizado por 
Lopes-Caitar (2018). Para identificar os domínios conservados, as sequên-
cias de aminoácidos foram analisadas usando o NCBI Conserved Domain 
Database (Marchler-Bauer et al., 2015). Além disso, o programa SignalP 4.1 
(Nielsen, 2017) foi usado para prever o sinal de secreção putativo. Os domí-
nios transmembrana foram avaliados usando o programa TMHMM (Krogh et 
al., 2001), enquanto a localização celular foi prevista pelo programa TargetP 
(Emanuelsson et al., 2000). O potencial endereçamento ao retículo endoplas-
mático foi identificado usando o programa Predotar (Liu et al., 2013). A árvore 
filogenética foi construída utilizando o algoritmo de Neighbor-joining através 
do programa MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016) com 1000 repetições.

Hibridização in situ

Os iniciadores específicos dos genes FAR1 de H. glycines foram sintetiza-
dos para obter sondas de RNA com amplicon de aproximadamente 200 pb 
sense e anti-sense marcado com digoxigenina (DIG). A hibridização in situ foi 
conduzida utilizando 10,000 indivíduos J2 H. glycines. Após a hibridização, a 
sonda foi detectada através do anticorpo antidigoxigenina conjugada à fos-
fatase alcalina (diluída 1:100) e os nematoides marcados foram fotografados 
em microscópio Zeiss Axio Scope A1 (Zeiss Corporation) e processada com 
o software MOTIC (versão 2.0). 

Perfil de expressão do gene candidato FAR1 na interação com a soja  

Para se avaliar o perfil de expressão do gene candidato, foi realizada a ex-
tração do RNA total de raízes de soja infectadas com H. glycines e coletadas 
em diferentes períodos de tempo (1/2, 1, 2, 5, 10, 15 e 21 dias após a ino-
culação), usando o método TRIizol (Invitrogen) de acordo com as instruções 
do fabricante. O RNA total foi tratado com DNAse I (Invitrogen), seguido pela 
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síntese de cDNA utilizando SuperScript III Kit (Invitrogen), conforme reco-
mendado pelo fabricante. As reações de PCR em tempo real foram conduzi-
das em um termociclador StepOnePlus ™ System (Thermo Fisher Scientific) 
usando o kit SYBR® Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems), de acordo 
com as instruções do fabricante. Como normalizador foi utilizado o gene ac-
tin, e como calibrador foi utilizado o tempo 21d. A expressão do gene FAR1 
foi calculada através do software Rest2009 (Rest ..., 2009).

Resultado e Discussão

A proteína predita FAR1 de H. glycines apresenta uma sequência de DNA 
de 1245 pb, sendo composta de 8 éxons, codificando uma proteína com 186 
aminoácidos (Tabela 1). Comparativamente, embora a proteína apresente 
maior número de éxons, os domínios conservados são semelhantes nos va-
riados tipos de nematoides analisados. Conforme a Tabela 1, pode ser obser-
vado nas sequencias proteicas no gênero Heterodera a presença de peptí-
deo sinal, ou seja, indicativo de sinal de secreção destas proteínas, além do 
domínio conservado Gp-FAR-1. Todavia, não foi observado a presença de um 
domínio transmembrana. Dessa forma, observa-se uma proteína candidata a 
ser considerada e analisada secretada.

Tabela 1. Caracterização molecular da proteína FAR-1.

Espécies

M. javanica M. incognita H. glycines

Nomenclatura MJ-FAR1-1 MJ-FAR1-2 MI-FAR1 HG-FAR1-1 HG-FAR1-2

Gene (pb) 803 804 802 1244 1245

Região 
codificadora 
(pb)

567 573 570 561 561

Proteína (aa) 188 190 189 186 186

Núm. Exon 6 6 6 8 8

Orientação Reverso 
(3’-5’)

Contínuo
(5’-3’)

Reverso
(3’-5’)

Contínuo
(5’-3’)

Reverso
(3’-5’)

Signal P Sim Sim Sim Sim Sim

Continua...
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TMHMM Não Sim Não Não Não

Target P Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

Predotar ER ER ER ER ER

Conserved 
domain

Gp-FAR-1 
superfamily

Gp-FAR-1 
superfamily

Gp-FAR-1 
superfamily

Gp-FAR-1 
superfamily

Gp-FAR-1 
superfamily

A análise filogenética demonstrou a relação das proteínas preditas de FAR-1 
entre os nematoides capazes de infectar a soja e o de vida livre Caenorhabditis 
elegans (Figura 1). Como esperado, as proteínas dos fitonematoides se agru-
param separadamente do nematoide de vida livre, Caenorhabditis elegans. 
Além disso, as sequências de aminoácidos de Meloidogyne foram mais seme-
lhantes com a de P. brachyurus do que com o H. glycine. Ao analisar a relação 
entre as duas espécies de Meloidogyne, foi possível identificá-las no mesmo 
ramo da árvore filogenética (Figura 1). Portanto, os dados obtidos revelam 
que a proteína FAR-1 é conservada entre as espécies em estudos e, sendo 
mais similar entre os nematoides endoparasitas, logo, possivelmente relacio-
nada com o processo parasitário dos gêneros Heterodera e Meloidogyne em 
relação ao gênero Pratylenchus, o qual é um nematoide migrador. 

Espécies

M. javanica M. incognita H. glycines

Tabela 1. Continuação.

Figura 1. Árvore filogenética das proteínas FAR1.
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Adicionalmente, o candidato a efetor Hg-FAR-1 foi detectado na hipoderme 
do nematoide, diferentemente de outros locais de produção de efetores, ou 
seja, nas glândulas esofágicas. A sonda controle, conforme observada nas 
imagens posteriores, não apresentou sinal (Figura 2). Ressalta-se que ou-
tros efetores, ou seja, genes de parasitismo, já foram descritos como sendo 
expressos na hipoderme (Baum et al., 2007).

A

B

Figura 2. Localização do gene FAR-1 no nematoide de cisto: Antisense Hg-FAR-1 (A); 
Sense Hg-FAR-1 (B). 

A análise da expressão do gene FAR-1, ao longo da infecção do nematoide, 
demonstrou que esse gene foi expresso nos tempos de 1 dia e 2 dias, indi-
cando sua importância nas fases iniciais do processo infeccioso (Figura 3). 
Nos tempos posteriores a 2 dias, o nível de expressão tornou-se reduzido, 
possivelmente porque os nematoides já haviam penetrado e avançado no 
estabelecimento do parasitismo. 

Figura 3. Perfil de expressão do gene FAR-1 ao longo da infecção do nematoide 
Heterodera glycines em raízes de soja.
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Conclusão

O gene FAR-1 está presente em H. glycines e tem importante papel no pa-
rasitismo desse nematoide durante a infecção com a soja, sendo expresso 
na hipoderme do nematoide e nos tempos iniciais logo após a infecção. Os 
resultados apresentados aqui demonstraram que esta proteína desempenha 
um papel importante nos estágios iniciais do parasitismo, o que pode estar 
associado às fases de penetração e formação de sincícios.
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