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Introducao

A soja é a principal oleaginosa cultivada no mundo, sendo o cultivar brasileiro
gue mais cresceu nas Ultimas trés décadas (Juhasz et al., 2013). Segundo
dados da Conab (2018), o Brasil aumentou sua safra de soja em 74,8% nos
Ultimos 10 anos, com aumento de area de 40,4% e produtividade de 24,5%.
Na safra 2017/2018, a produtividade média da soja brasileira chegou a 3.333
kg/ha, 2,6% superior a safra anterior.

Como consequéncia da ampliagdo nacional dessa cultura, a impulsdo da
monocultura e a adogao de praticas inapropriadas no manejo, como por
exemplo, a sequéncia de sucessées entre soja e milho que ¢é feita na regido
tropical do Brasil, a qual apresenta condicbées como umidade e temperatu-
ra favoraveis a reproducgéo e alimentagao de nematoides, tém implicado em
aumento das populagdes de nematoides como os de galhas Meloidogyne
incognita e Meloidogyne javanica (Dias et al., 2017). O fitonematoide M. ja-
vanica merece destaque pois exibe ampla distribuicdo geografica, aléem de
apresentar habito alimentar polifago (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 condi¢des edafoclimaticas e da
variedade utilizada.

Por outro lado, as plantas, podem resistir a ataques de patdgenos pela ativa-
¢do de uma larga variedade de mecanismos de defesa. Dentre esses meca-
nismos, a agéo de proteinas choque térmico (HSP) tem sido descrita (Castro
et al., 2013). Essas proteinas (HSP60, HSP70, HSP90, HSP100 e HSP20)
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s&0 agrupadas com base em seu tamanho e homologia e tem como fungao
principal atuar como chaperonas moleculares (Freitas et al., 2012).

A expressdo das proteinas HSP20 é induzida em resposta ao estresse de
calor, mas também ja foi identificada a participacao dessas proteinas asso-
ciadas a outros estimulos abio6ticos, como o déficit de agua, metais pesados,
0z0nio e radiagao UV (Barcala et al., 2008)in the roots of infected plants, the
differentiation of special feeding cells with high metabolic activity (syncytia
and giant cells, respectively, bem como sob estimulos bi6ticos, como a infec-
¢ao por patdgenos como os nematoides (Escobar et al., 2003; Kandoth et al.,
2011).

Com base neste conhecimento, Lopes-Caitar et al. (2013) identificaram in
silico os membros da familia dos genes GmHsp20 em soja, bem como ca-
racterizaram a de expressao in vivo destes membros sob diferentes estresses
biéticos e abibticos. Como resultado, seis genes HSP20 induzidos apenas
no genodtipo de soja resistente ao M. javanica foram identificados, dentre os
quais o gene GmHsp22.4, apresentou elevada indugédo de sua expressao,
em torno de 60 vezes maior, quando inoculado com esse nematoide.

O presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito da inser¢éo de T-DNA
nas regides promotora e codificadora do gene ortélogo GmHsp22.4 em A.
thaliana (At4g10250), sob a infeccdo pelo nematoide M. javanica, visando
caracterizar funcionalmente o efeito direto desta chaperona frente a infecgéo
a este fitonematoide.

Material e Métodos

Material biolégico

O experimento foi conduzido na Embrapa Soja, em Londrina, PR, durante os
meses de janeiro a abril de 2018. Para analisar o efeito das mutagdes 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 insergdo de T-DNA, sendo uma na regido promotora
(WiscDsLox489-492E13) e outra na codificadora (Gabi_265F12), com muta-
¢bes que levam a perda de fungéo do fragmento.
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Para a instalagcdo do experimento, as sementes foram previamente multipli-
cadas até a obtencdo da quantidade necessaria, sendo a confirmagao da
homozigoze dos diferentes eventos confirmada por PCR.

Preparo do inéculo

A populacado de M. javanica foi multiplicada na casa de vegetacédo do Setor
de Nematologia da Embrapa Soja, em plantas de soja do genotipo suscetivel
Doko RC por aproximadamente 90 dias. As raizes das plantas infectadas
foram processadas de acordo com a técnica de Coolen e D’Herde (1972),
lavadas, cortadas em pedacos e trituradas em liquidificador, para extragédo
dos nematoides. Posteriormente, as amostras foram passadas em peneiras
de 200 e 500 meshs e, ap6s enxague com agua corrente, o conteudo retido
na peneira de 500 meshs foi recuperado em beckers e disposto em camara
de ecloséo por 6 dias. Apods esse periodo, os individuos viaveis foram recu-
perados e o material obtido foi quantificado em camara de Peters, utilizando
1mL da suspenséao para a projegdo do numero total de individuos. O indculo
foi ajustado para aproximadamente 400 individuos.mL™.

Bioensaio com nematoides

O experimento com plantas de A. thaliana transformadas seguiu o delinea-
mento inteiramente casualizado , com 20 repeticdes para cada construgao,
visando a comparagéo entre os gendtipos selvagem (WT) e 2 eventos de
transformagédo (mutacdo na regido codificadora-GABI e mutagédo na regido
promotora-WISC). No total, foram utilizados 60 copos plasticos de 200mL
contendo areia autoclavada e enriquecida com solug&o nutritiva, sendo uma
planta por copo.

Ainoculagéo de cada planta foi feita através de pipetagem de 1mL de juvenis
de segundo estadio (J,) de M. javanica junto as raizes, através de um peque-
no orificio 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 ca-
mara fitotron a temperatura de 25°C, com fotoperiodo de 8 horas de luz e 16
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horas no escuro, a fim de se estender seu ciclo possibilitando a conclusao do
ciclo dos nematoides.

Caracterizagdo morfolégica dos eventos de A. thaliana

Apés 45 dias de plantio, foi realizada a coleta do tecido radicular das plantas
de A. thaliana. Foram avaliados os parametros peso e comprimento da raiz,
numero de folhas e peso da parte aérea, a fim de se avaliar a influéncia das
inser¢des na morfologia das plantas.

Avaliagao dos nematoides

Foi realizada a contagem das fémeas adultas localizadas nas raizes, apods a
coloragdo com a fucsina acida (Taylor; Sasser, 1978), e numero total de ovos
e nematoides (Coolen; D’Herde, 1972), apds os 45 dias de inoculag&o. Todos
os parametros avaliados foram comparados entre as plantas WT e os even-
tos de transformacéo (GABI e WISC). Foi realizado analise de variancia e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

Os comprimentos da raiz da mutagédo na regido promotora e codificadora
foram de aproximadamente 11,0 cm, igualmente observada na selvagem
(Figura 1A). A mesma caracteritica foi encontrada quando se avaliou o peso
da raiz, sendo que, para o evento com a alteragdo na regido promotor e na
codificadora, os valores obtidos foram de 0,8353 g e 0,9382 g, respectiva-
mente (Figura 1B). Ja para o evento controle o peso da raiz foi de 0,9764 g,
ndo apresentando diferenca significativa (Figura 1B).

Em relagcéo ao parametro nimero de folhas e peso da parte aérea, os valores
também nao apresentaram diferenca significativa (Figura 1C e D). Desta for-
ma, os resultados obtidos permitiram observar que, em ambas as mutagdes,
nao foi possivel identificar diferencas significativas no desenvolvimento das
plantas, quando comparada a planta selvagem.
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Figura 1. Caracterizagcdo morfologica da A. thaliana exibindo a alteragdo na regido
codificadora e promotora do gene At4g710250 e o controle selvagem (n=20). (A) Com-
primento da raiz em cm. (B) Peso da raiz em g. (C) Numero de folhas. (D) Peso da
parte aérea. Média de 20 repeticbes + erro padrao da média.

O efeito da inser¢do de T-DNA na regido promotora e codificadora do gene
At4g10250, sob a infecgdo do nematoide de galha, foi examinada pela con-
tagem do numero de fémeas e nimero de ovos e juvenis. A média do niumero
de fémeas em GABI foi de 24,6155, e para o evento WISC foi de 26,5143 sig-
nificativamente maiores que no controle selvagem, que foi de 10,0388 (Figura
2A). De maneira semelhante, na contagem do numero de ovos e juvenis,
verificou-se um aumento apenas nas plantas de A. thaliana mutantes, com o
valor de 2.631,15 para a regido codificadora e 1.636,29 para a regido promo-
tora, enquanto para o controle, o valor foi de 964,686.

Com base nos resultados, pode se concluir que a mutagéo na regido co-
dificadora acentuou o nimero de ovos/juvenis encontrados, apresentando
uma significancia estatistica de 5%, quando comparado a selvagem. Ja o
efeito da mutagéo na regido promotora pode ser observada apenas ao ni-
vel de significancia de 10%, no que se refere ao niumero de ovos e juvenis,
em comparagdo com as selvagens. Esses dados demonstram que ambas as
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regides, quando mutadas, tém um maior parasitismo e desenvolvimento de
nematoides.

Mais estudos sdo necessarios, a fim de se averiguar a relagdo desse gene
com a infeccdo e multiplicagdo dos nematoides, na tentativa de confirmar
assim, a condigdo de um estresse bidtico ocasionado pelo nematoide.
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Figura 2. Caracterizagéo fenotipica da A. thaliana exibindo a alteracdo na regido
codificadora e promotora do gene At4g10250 e o controle selvagem (n=20). Os dados
s&0 expressos como a média * erro padréo da média. * indica significancia estatistica
ao nivel de 5% em comparagédo com o WT e ** indica significancia estatistica ao nivel
de 10% em comparagao com o WT.

Conclusao

N&o ha alteragcdo morfologica entre os mutantes e o controle selvagem sob
infeccdo do nematoide M. javanica, mostrando que as mutagdes, tanto na
regido promotora quanto na regido codificadora do gene At4g10250, nao
exercem influéncia no desenvolvimento das plantas. Entretando, ambas as
mutagdes tém efeito direto na infecgdo e multiplicagdo dos nematoides.
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