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RESUMO

Os fitonematoides sdo importantes patdégenos capazes de parasitar plantas causando danos
severos, incluindo a morte. Algumas espécies causam grandes perdas econdmicas na agricultura
mundial e ocorrem em todas as principais culturas de importancia economica. Embora existam
alguns métodos usados para controlar nematoides parasitas de plantas, suas eficiéncias sdo
limitadas. Uma abordagem promissora ¢ o uso de técnicas de silenciamento génico. No entanto,
uma utilizacdo bem sucedida desse método requer uma compreensao melhor dos miRNAs e de
suas vias de processamento em fitonematoides. Esse estudo teve como objetivo identificar e
caracterizar, utilizando anélise in silico, genes envolvidos na via de silenciamento génico
mediada por miRNAs, além de moléculas selecionadas de miRNAs e seus precursores em
espécies do género Meloidogyne, incluindo M. arenaria, M. enterolobii, M. floridensis, M.
graminicola, M. hapla, M. incognita ¢ M. javanica. Um total de 115 proteinas envolvidas na
via de processamento miRNAs foram identificadas. Proteinas chave da via como RNAses 1l e
Argonauta foram caracterizadas. Os dominios conservados, sitios ativos e relagdes filogenéticas
dessas proteinas foram analisados para predizer suas atividades funcionais nas células.
Adicionalmente, precursores putativos € miRNAs maduros foram identificados nos genomas
de M. enterolobii e M. arenaria. A analise revelou 86 sequéncias putativas de miRNA em M.
enterolobii, 96 no primeiro genoma de M. arenaria, 41 no segundo genoma e 45 no terceiro
genoma. A familia de miRNA mir-87 foi analisada para M. enterolobii e M. arenaria. A
conservagao da sequéncia e distribuicdo filogenética de cada familia sugere a presenca de
miRNAs em todos os genomas de nematoides. No geral, esses resultados fornecem uma melhor
compreensdo dos papéis essenciais dos miRNAs em processos regulatorios baseados em
miRNA em nematoides parasitas de plantas e seu potencial como alvos para técnicas de

silenciamento de genes para controle dessa praga.



ABSTRACT

Plant-parasitic nematodes are highly damaging pathogens that can infect and cause severe
damage to plants, including death. They are responsible for significant economic losses in
global agriculture and are found in major crops of economic importance. While various methods
are used to control plant-parasitic nematodes, their efficiency is limited. One promising
approach is the use of gene silencing techniques. However, successful implementation of this
method requires a thorough understanding of miRNAs and their processing pathways in plant-
parasitic nematodes. This study aimed to identify and characterize the genes involved in the
miRNA pathway in Meloidogyne species, including M. arenaria, M. enterolobii, M. floridensis,
M. graminicola, M. hapla, M. incognita, and M. javanica, using in silico analysis. A total of
115 proteins involved in the miRNA pathway were identified, and key pathway proteins, such
as RNAses III and Argonaute were characterized. The conserved domains, active sites, and
phylogenetic relationships of these proteins were analyzed to predict their functional activities
in cells. Additionally, putative precursors and mature miRNAs were identified in the genomes
of M. enterolobii and M. arenaria. The analysis revealed 86 putative miRNA sequences in M.
enterolobii, 96 in the first genome of M. arenaria, 41 in the second genome, and 45 in the third
genome. The mir-87 miRNA family was analyzed for M. enterolobii and M. arenaria. The
sequence conservation and phylogenetic distribution of each family suggested the presence of
miRNAs in all nematode genomes. Overall, these results provide a better understanding of
miRNAs' essential roles in miRNA-based regulatory processes in plant-parasitic nematodes and

their potential as targets for gene silencing techniques for controlling this pest.
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1 INTRODUCAO

1.1 Problema de pesquisa

Os nematoides parasitas de plantas (fitonematoides) sdo importantes patdgenos
capazes de parasitar varios 6rgdos da planta como caule, folhas e principalmente as partes
subterraneas (raizes, rizomas, tubérculos, etc). Eles causam, muitas vezes, danos severos na
planta levando a diminuic¢ao da produtividade e, em alguns casos, a morte. Cada espécie causa
danos especificos de acordo com seu modo e ciclo de vida, levando ao aparecimento de
sintomas também especificos. A maioria deles, por viver no solo, atacam as partes subterraneas
das plantas, o que causa varios efeitos que prejudicam profundamente o bom funcionamento do
organismo, como por exemplo, atrapalham o transporte de dgua, seiva e consequentemente o
metabolismo da planta. Algumas espécies causam grandes danos econdmicos na agricultura
mundial de até 100 bilhdes de dolares por ano. Elas ocorrem em todas as principais culturas de
importancia econdmica, algumas possuem habitos polifagos enquanto outras ocorrem em

apenas um lugar especifico.

Apesar de os fitonematoides ja serem considerados fatores limitantes a produgdo
agricola desde a década de 1930, seu controle ainda ndo ¢ bem estabelecido e eficiente.
Atualmente esse controle ¢ feito utilizando produtos nematicidas sintéticos (quimicos) que sao
bastantes danosos ao meio ambiente. Eles sdo constituidos de compostos de alta toxicidade,
contaminando o solo, corpos aquaticos, além dos efeitos residuais para outras formas de vida,
incluindo os mamiferos. Além disso, os nematicidas quimicos possuem alto custo € nao sao
considerados eficientes pelo fato de que as espécies mais importantes de fitonematoides ficam
dentro das raizes das plantas ndo entrando em contato com o produto. Outra forma de controle
utilizada nos dias de hoje € a rotacao de culturas, porém esta também ndo € muito eficiente pelo
uso indevido do solo, do aumento da area envolvida na produgdo e devido ao habito polifago
de alguns nematoides. Ainda se utiliza variedades de plantas que possuem genes de resisténcia
naturais a nematoides, porém a avaliacao destas cultivares mostra apenas resisténcia especifica

a determinadas racas ou patotipos de fitonematoides.

Outra forma de controle de fitonematoides que vem comecando a ser estudada e
utilizada ¢ a técnica de RNAI e silenciamento génico, onde utiliza-se de moléculas de RNAs
(miRNAs) sintéticas que sdo capazes de se ligarem a outras (mRNAs) produzidas pelo

nematoide inativando-as, assim elas diminuem o cumprimento de sua funcao e prejudicam o
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funcionamento do organismo da praga. Para a utilizacao eficiente dessa técnica ¢ necessario o
conhecimento profundo do organismo do fitonematoide e das moléculas de miRNA que sdo
produzidas por ele e que possuem grande importancia na vida e na capacidade de parasitismo
do nematoide. Assim, o problema enfatizado neste trabalho envolve o estudo e a caracterizagao
das moléculas de miRNA que sdo produzidas por fitonematoides, encontrando aquelas que
possuem grande importancia para vida e capacidade de parasitismo dos fitonematoides
tornando possivel utiliza-las posteriormente em técnicas de RNAi para o controle desse

patogeno.

1.2 Hipétese

Os miRNAs foram descritos pela primeira vez em nematoides (C. elegans) ¢ desde
entdo foram atribuidas a estes pequenos RNAs viérias fungdes de grande importancia em
diversos organismos, incluindo fun¢des imprescindiveis para a vida e para a capacidade de
manter o modo de vida dos seres vivos, como por exemplo o miRNA lin-4 que ¢ de suma
importancia para o desenvolvimento de C. elegans. Com o advento da gendmica varios
genomas foram descritos, inclusive de fitonematoides podendo ser utilizados para estudo e

predi¢ao de miRNAs.

Desta forma, a hipotese existente no presente trabalho ¢ que fitonematoides possuem a
maquinaria de processamento de pequenos RNAs, que produzam miRNAs e que estas
moléculas estdo envolvidas na regulacdo de processos biologicos nestes organismos, sendo
importantes para manter ndo so sua vida, mas seu estilo de vida parasita. Além disso, infere-se
que seus miRNAs estejam inseridos em seus genomas € por isso possam ser caracterizados e

estudados in silico.

1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo geral

Identificar e caracterizar, utilizando anélise in silico, genes presentes em nematoides
envolvidos na via de silenciamento génico mediada por miRNAs, além das moléculas de

miRNAs, seus precursores e seus alvos.
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1.3.2 Objetivos especificos

e Aplicar um algoritmo otimizado para busca e caracterizagao de proteinas envolvidas na
via de miRNA utilizando dados de proteoma predito de nematoides;

e Analisar a conservagao das proteinas envolvidas na via de biogénese de miRNAs em
nematoides utilizando analises de dominios conservados, analise de residuos do sitio
ativo e analise filogenética;

e Aplicar algoritmo otimizado para busca e caracterizagdo de miRNAs e seus precursores
utilizando dados de genoma de nematoides;

e Analisar a conservagdo dos miRNAs e seus precursores em nematoides utilizando

conservagao de estruturas primaria e secundaria e analise filogenética;

1.4 Justificativa

Os nematoides fitoparasitas tem ganhado muita aten¢do por causarem grandes
prejuizos na agricultura mundial e consequentemente grandes impactos econdmicos para varios
paises. Essa atencdo vem pelo fato de estarem presentes em praticamente todos os ambientes e
estarem espalhados por todo o globo e por ndo possuirem forma de controle eficiente, com custo
justo, que ndo cause prejuizos e danos ao meio ambiente, além de ndo serem toxicas para

animais e seres humanos.

Dessa maneira, o conhecimento acerca das moléculas produzidas pelos nematoides
(por exemplo miRNAs) permitem uma melhor compreensdo sobre o funcionamento desses
organismos € como esses seres vivem e mantem suas formas de vida (parasitas). Com esse
conhecimento basico sobre os miRNAs produzidos pelos fitonematoides torna-se possivel
pensar em novas formas de combate a esta praga da agricultura que possam ser mais eficientes,

com custos mais baixos e sem danos ao meio ambiente € a outras formas de vida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nematoides

Nematoides sdo os animais multicelulares mais abundantes no planeta Terra
considerando o nimero de individuos (COGHLAN, 2005; SOUZA, 2018). Pertencem a um
grande filo de metazoarios com um total de espécies estimado entre 100.000 e 1.000.000
(LAMBSHEAD, 1993; ROSSI, 2014), sendo que somente 20 mil ja foram identificados e
descritos (EISENBACK, 1998; TROJAN, VAZ, 2014). Estima-se que aproximadamente 7,5
bilhdes de nematoides podem ser encontrados em um hectare de solo, considerando a
profundidade de 20cm (DECRAEMER e HUNT, 2006; FERRAZ, SILAMAR, GUIMARAES,
2016). Possuem distribuigdo geografica cosmopolita, abrangendo todos os ecossistemas
conhecidos e praticamente todos os nichos disponiveis na biosfera, ocupando ambientes
marinho, dulcicola e terrestre (RUPPERT e BARNES, 1993; KAMITANI, 2010). Sao
considerados aquaticos (TROJAN, VAZ, 2014).

Sao estudados desde o final da década de 50, onde pesquisadores de todo o mundo
avangavam na descoberta de diferentes espécies (NIELSEN, 1967; FIGUEREDO, 2018). Sdo
invertebrados, na maioria pequenos ¢ de corpo filiforme e pertencem ao filo Nematoda (DE
LEY & BLAXTER, 2004; CAIXETA, 2015). Porém ha espécies maiores como Placentonema
gigantissima, que mede em média 9 metros e ¢ encontrada na placenta de cachalotes
(GUBANOV, 1951; ROSSI, 2014), além de terem a presenca de pseudoceloma (WOOD, 1988;
ROSSI, 2014). No entanto, ha uma diversidade enorme de estruturas associadas com a biologia
do hébito de vida desses animais, como ornamenta¢do da cuticula e aparelhos bucais (LEY,
2006; ROSSI, 2014). Seu corpo ¢, basicamente, formado por dois tubos, um dentro do outro, e
no espaco entre eles esta o pseudoceloma, onde se localizam os 6rgaos reprodutores e um
liquido que preenchem a cavidade - denominado liquido celomatico. Tal liquido tem a fun¢ao
de favorecer a distribuicdo de nutrientes pelo intestino, atua na excre¢ao e funciona como
esqueleto hidrostatico (SMYTH, 1994; BARROS, 2015). A ordenacdo taxondmica mais
recente divide os nematoides em trés classes: Chromadorea, Enoplea e Dorylaimea, que

compreendem 31 ordens diferentes (RUGGIERO et al., 2015; COELHO, 2015).

Ja em relag@o ao seu crescimento e desenvolvimento, os adultos sdo maiores do que
os juvenis, sendo que o formato e tamanho pode variar de espécie para espécie. A maioria das
espécies de nematoides podem ser observadas facilmente sob microscopio de dissecagdo com

aumento de 40-60x. As demais espécies sao observadas detalhadamente em maiores aumentos
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da microscopia (600-1000x). Por serem tdo pequenos, sdo considerados um dos organismos
mais dificeis de serem identificados, o que dificulta a observagdo de caracteristicas chave
(TROJAN, VAZ, 2014). O desenvolvimento ¢ direto, sO6 nos parasitas aparecem larvas
secundarias (BARROS, 2015).

Muitos dos animais conhecidos deste grupo sdo parasitas, e foram amplamente
estudados justamente pela sua importancia médica, no caso dos parasitas de seres humanos e
econdmica, no caso de parasitas de animais e plantas. No entanto, ha uma diversidade muito
grande de nematoides de vida livre, sendo o mais conhecido deles a espécie Caernohabditis
elegans (ROSSI, 2014), por ser muito utilizado em pesquisas pela sua facilidade de manejo em
laboratorio. As comunidades de nematoides de solo sdo poli especificas e sdo constituidas
principalmente por cinco grupos tréficos: os parasitas de plantas, os bacteriofagos, os
fungivoros, os predadores e os onivoros, sendo os dois primeiros os mais abundantes (YEATES
et al., 1993; CAIXETA, 2015). Os nematoides terrestres se apresentam em grande nimero na
superficie do terreno, e sua populagao diminui com o aumento da profundidade. Apesar disso,
esses parasitas encontram-se em maior numero proximo as raizes das plantas. (BARNES, 2005;

FIGUEREDO, 2018).

Os nematoides tém papel central na cadeia alimentar do solo, influenciando processos
ecologicos de varios niveis troficos (MOORE e RUITER, 1991; FIGUEREDO, 2018). Assim,
os nematoides podem ter um impacto positivo por fazerem servigos ecoldgicos de ciclagem dos
nutrientes € da matéria organica, disponibilizando-os para seu posterior aproveitamento na
cadeia trofica. Além disso, a diversidade de espécies presentes num determinado ecotopo pode
ser indicador confidvel das condi¢des ambientais (BONGERS, T; BONGERS, M, 1998;
KAMITANI, 2010).

O impacto negativo nas atividades econdmicas humanas também ¢ muito relevante. A
infecg¢do por nematoides gastrintestinais tem se apresentado como uma das principais causas de
perdas econdmicas para os produtores de pequenos ruminantes no Brasil e em outras partes do
mundo (GIRAO et al., 1992; COOP & KYRIAZAKIS, 2001; NERY, DUARTE, MARINS,
2009). Pode-se estimar perdas de até 10% das colheitas unicamente provocadas por nematoides
parasitas de plantas (HODDA, 2007, KAMITANI, 2010). Nos Estados Unidos, foram
verificadas redugdes de até 30% na producao de soja, em condigdes experimentais no campo.
No Brasil ha relatos de redugdes de até 50% na produgdo de soja em areas infestadas por
Pratylenchus (REVISTA PLANTIO DIRETO, 2007, GOULART, 2008). Ainda que

subestimadas, as perdas anuais atribuidas aos fitonematoides sdo elevadas. Em um total de 185
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paises, 126 (68%) tiveram o produto interno bruto (PIB) inferior a US$ 125 bilhdes em 2013,
a exemplo de Angola, Bolivia, Bulgaria, Costa do Marfim, Croacia, Equador, Gana, Guatemala,
Marrocos, Paraguai, Quénia, Porto Rico, Sérvia e Uruguai (THE WORLD BANK, 2013).
Apesar disso, a quantidade de recurso financeiro destinado ao ensino, pesquisa e extensao em
nematologia ¢ bem menor do que o valor perdido, sendo inferior a 0,2% — US$ 125 milhoes

(SASSER e FRECKMAN, 1987; FERRAZ, SILAMAR; GUIMARAES, 2016).

2.2 Fitonematoides

Aproximadamente 4.100 espécies de nematoides sdo capazes de parasitar plantas
(DECRAEMER e HUNT, 2006) — comumente denominados fitonematoides (FERRAZ,
SILAMAR, GUIMARAES, 2016). Os fitonematoides sdo importantes patégenos de plantas
que parasitam orgaos aéreos, folhas, caules e especialmente os 6rgdos subterraneos, como as
raizes, bulbos, tubérculos e rizomas (FREITAS; NEVES; OLIVEIRA, 2007, FIGUEREDO,
2018). Algumas espécies de parasitas de plantas sdo reconhecidas por seus danos as culturas
agricolas e plantacdes florestais, sdo parasitas obrigatorios das plantas e se alimentam
internamente ou externamente de suas raizes. Os efeitos causados sdo geralmente especificos
em cada espécie e incluem alteragdes que podem ocorrer na morfologia das raizes, no transporte
de dgua e no metabolismo (COLLEMAN e WALL, 1989; F IGUEREDO, 2018). A maioria dos
nematoides, como sao habitantes de solos, tem maior aptiddo por causar danos em partes
subterrdneas das plantas; poucas sio as espécies que causam danos em partes aéreas. E
interessante ressaltar que justamente por esse habito de danificar as raizes, e ainda podendo se
alimentar exteriormente ou internamente, acabam por bloquear a passagem de seiva, causando

sintomas de deficiéncia nas folhas ou mesmo murchas (TROJAN, VAZ, 2014).

Quase todas as espécies de nematoides parasitas, possuem um estilete oco e tem
funcionamento muito similar ao de uma agulha hipodérmica, que permite a remog¢do de
nutrientes do interior das células de plantas. O estilete também ¢ usado para penetrar
diretamente os tecidos de plantas, permitindo que o nematoide escave os tecidos de plantas e se
mova em direcdo aos sitios de alimentagdo preferidos. As glandulas localizadas na parte
posterior do es6fago produzem e secretam compostos através do estilete nas células das plantas

(TROJAN, VAZ, 2014).

Os nematoides que se alimentam externamente nas raizes sdo denominados

ectoparasitas e aqueles que se alimentam dentro das raizes sdo os endoparasitas. Dentro de
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ambos os tipos de alimentacdo, algumas espécies podem ser migratdrias, movendo-se ao longo
de seu ciclo de vida, enquanto que outras sdo sedentarias e se posicionam em um lugar
estabelecendo um local permanente de alimentagao (TROJAN, VAZ, 2014). Com énfase no
tipo de estratégia alimentar, podemos classificar os nematoides em ectoparasitas migradores e
sedentarios, semi-endoparasitas migradores e sedentirios e endoparasitas migradores e
sedentarios (LAMBERT E BEKAL, 2002). Os nematoides ectoparasitas vivem nas superficies
externas das plantas usando o estilete para se alimentar das células das raizes. Os semi-
endoparasitas sdo compostos de nematoides que penetram parcialmente na raiz da planta
hospedeira e formam sitios de alimentacdo (Rotylenchulus, Tylenchulus, Helicotylenchus,
Xiphinema, Belonolaimus, Longidorus, Trichodorus e Hemicycliophora, sao exemplos desses
dois grupos). Finalmente, os endoparasitas sedentdrios constituem o grupo considerado mais
adaptado ao parasitismo de plantas e de dificil controle, por passar a maior parte do ciclo de
vida no interior das raizes onde induzem estruturas de alimentagdo especializadas
(Meloidogyne, Globodera, Heterodera) (SOUZA, 2008). E ainda temos os endoparasitas
migratorios que invadem completamente as raizes, alimentando-se das células e migrando no
interior dos tecidos radiculares (Pratylenchus, Radopholus e Hirschmanniella) (FERRAZ,
SILAMAR, GUIMARAES, 2016).

Em relag@o aos nematoides parasitas de plantas, pode-se falar que gastam grande parte
de seus ciclos de vida no solo. A textura, estrutura e composi¢do quimica do solo possuem
importancia primaria na determinacdo do numero e tipos de nematoides parasitas de plantas
encontrados. No solo, os nematoides fitoparasitas movem-se apenas em pequenas distancias,
sendo que a disseminagdo a longas distancias sdo geralmente pelo movimento do solo
(TROJAN, VAZ, 2014), por exemplo, quando partes do solo sdo carregados por maquinas
agricolas até outras regioes. Os sintomas induzidos em plantas infectadas sdo inespecificos e
podem ser confundidos com outras causas, como, por exemplo, nanismo, murcha e deficiéncia
nutricional; a dispersdo depende principalmente do transporte de solo ou de materiais de plantio
contaminados com o patégeno (FERRAZ ET AL., 2010; FERRAZ, SILAMAR;
GUIMARAES, 2016). De forma geral, as plantas parasitadas ficam enfraquecidas em razio da
retirada de nutrientes pelos fitonematoides. Os ferimentos, as lesdes e a formacao de sitios de
alimentagao proximos aos tecidos vasculares reduzem a capacidade das raizes em absorver agua
e nutrientes. Consequentemente, a parte aérea nao se desenvolve normalmente, com redugdo na
producdo e, em alguns casos, culminando com a morte da planta. Além disso, as culturas em

que os orgaos subterraneos sao comercializados podem sofrer drastica redugdo na producao
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quando atacadas por nematoides, uma vez que os sintomas resultantes da a¢do do patdégeno
depreciam o produto. Lesdes de Pratylenchus spp. em batata e deformacdes induzidas por
Meloidogyne spp. em raizes de cenoura, batata e beterraba sao exemplos de danos qualitativos
causados por nematoides em produtos agricolas (BRIDGE e STARR, 2007; FERRAZ,
SILAMAR; GUIMARAES, 2016).

O ciclo de vida dos fitonematoides consiste, de forma geral, de seis estagios fenoldgicos:
ovo, quatro larvais (juvenis) e adultos. A larva do segundo estagio (L2 ou juvenil 2 J2) ¢ a fase
infectiva, penetra na raiz e migra por for¢a mecanica do estilete e degradacdo enzimatica para
a formacao do sitio de alimentacdo modificando as células vegetais para que funcionem como
dreno de nutrientes (GHEYSEN; FENOLL, 2002; VAN DER EYCKEN et al., 1996;
FRAGOSO, 2007). A larva 2 se diferencia em L3 e L4 assumindo forma salsichoide. Quando
em condigdes de parasitismo desfavoraveis, o L4 se diferencia em macho adulto e abandona o
hospedeiro, pelo contrario, quando as condi¢des sdo boas o L4 se diferencia em fémea adulta
que completa seu ciclo de vida depositando em torno de 2000 ovos (WILLIAMSON;
GLEAON, 2003; FRAGOSO, 2007).

Os problemas com nematoides em geral sdo mais frequentes em climas quentes e
umidos, sendo que ambos se encaixam na zona 6tima de reprodugdo e a temperatura ideal para
o desenvolvimento dos nematoides varia entre 20 a 30 °C. A preferéncia por climas quentes ¢
devido ao fato de os nematoides ndo conseguirem regular a temperatura interna de seus corpos.
A temperatura e umidade do solo € que determina a duracdo do ciclo de vida dos nematoides,
sendo que, para penetrac¢do radicular a temperatura ideal ¢ de aproximadamente 28°C, para
eclosdo ¢ de aproximadamente 24 °C e para o desenvolvimento varia entre 28 a 31 °C
(TROJAN, VAZ, 2014). Os nematoides também podem, indiretamente, causar danos as
culturas agricolas ao atuarem como agentes de predisposi¢cao ou vetores de outros patdgenos

(FERRAZ, SILAMAR, GUIMARAES, 2016).

Os nematoides causam perdas nas principais culturas de importancia economica ou de
subsisténcia em todos os continentes. Alguns sao cosmopolitas e polifagos, tal qual o nematoide
de galhas (Meloidogyne spp.), enquanto outros ocorrem em poucos locais, como espécies de
Nacobbus, ou possuem gama de hospedeiros restrita, como Heterodera carotae, que parasita
apenas cenoura (RAVICHANDRA, 2014; FERRAZ, SILAMAR, GUIMARAES, 2016). Os
nematoides podem atacar culturas de interesse econdmico e trazer sérios prejuizos (ANTONIO,
1992; YAMASHITA et al., 1999), como na agricultura qualitativamente e quantitativamente,

podendo causar perdas anuais médias a producdo agricola mundial, estimadas em 12%, o que
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corresponde a bilhdes de ddlares de prejuizo (WEISCHER e BROWN, 2001), mas geralmente
esse numero ¢ superior. Em termos mundiais, considera-se que essas perdas sejam de
aproximadamente 100 bilhdes de dolares por ano (SASSER ¢ FRECKMAN, 1987; APUD
FREITAS, 2007; TROJAN, VAZ, 2014). O reconhecimento do papel dos nematoides como
importantes fatores limitantes a produgdo agricola ocorreu a partir das décadas de 1930 e 1940
(MANZANILLA-LOPEZ et al., 2004; RAVICHANDRA, 2014), principalmente em fungio da
expansao das areas de cultivo e do aumento da demanda por alimentos, acentuados apods a
Segunda Guerra Mundial (FERRAZ, SILAMAR, GUIMARAES, 2016). Os fitonematoides
endoparasitas sedentarios, dividido em 3 géneros Globodea, Heterodera e Meloidogyne, sdo os
patdgenos mais danosos para varias culturas pelo mundo afora (SASSER, 1980) representando
perdas na agricultura mundial de 125 bilhdes de dodlares anualmente. Dentre os nematoides
formadores de galhas, Meloidogyne incognita, em virtude da sua distribui¢do mundial
(SASSER et al., 1983; TRUDGILL, 1995), reproducdo apomitica e vasta gama de plantas
hospedeiras (EHWAETI et al., 1999; JEPSON, 1987), ¢ provavelmente o patégeno de plantas
cultivadas mais importante (TRUDGILL e BLOK, 2001; FRAGOSO, 2007).

Os nematoides ainda ndo possuem controle definido e aplicavel universalmente, ja que
as vias disponiveis sdo consideradas muito dificeis e caras, além de ambientalmente
indesejadas, principalmente por sua relacdo de toxicidade com o solo (TROJAN, VAZ, 2014).
A aplicag¢do de nematicidas em areas infestadas contribui para a contaminagdo ambiental e a
intoxicagdo de seres humanos e outros animais (FERRAZ, SILAMAR; GUIMARAES, 2016).
Esta dificuldade de controle nao esta s6 voltada as ferramentas disponiveis pela ciéncia, mas
também tem relagdo com a diagnose, epidemiologia e identificagdo destes infestantes
(TROJAN, VAZ, 2014). A similaridade morfolégica/morfométrica e o tamanho reduzido dos
nematoides limita a identificagdo taxondmica por meio de técnicas usando microscopia de luz
(OLIVEIRA et al., 2011), ainda comumente usadas em procedimentos de rotina. Nas tltimas
décadas, avangos na area de biotecnologia contribuiram para aumentar a rapidez e a acurécia
da diagnose de nematoides usando técnicas moleculares, como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) e suas variagdes e amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP)

(FERRAZ, SILAMAR; GUIMARAES, 2016).



Tabela 1- Estimativas de perdas anuais causadas por fitonematoides em culturas agricolas em todo o mundo.

Perdas anuais (%)

Tomate 20,6 | Milheto 11,8
Quiabo 20,4 Plantas ornamentais | 11,1
Banana 19,7 Beterraba agucareira | 10,9
Inhame 17,7 | Feijao 10,9
Coco 17,1 Goiaba 10,8
Berinjela 16,9 | Algodao 10,7
Cana-de-agucar | 15,3 Soja 10,6
Caupi 15,1 Cacau 10,5
Mamao 15,1 Batata Doce 10,2
Café 15,0 | Milho 10,2
Abacaxi 14,9 Arroz 10,0
Fumo 14,7 Mandioca 8,4
Citrus 14,2 Cha 8,2
Melio 13,8 Forrageira 8,2
Grao-de-bico 13,7 Trigo 7,0
Guandu 13,2 Sorgo 6,9
Videira 12,5 Cevada 6,3
Batata 12,2 Aveia 4.2
Pimenta 12,2 Centeio 33
Amendoim 12,0 Outras culturas 17,3

Média: 12,3%

Fonte: Adaptado de Sasser e Freckman (1987) e Ferraz, Salimas; Guimarées (2016).

2.3 Manejo de nematoides

19

A principal forma de controle de fitonematoides atualmente ¢ a utilizacdo de nematicidas

sintéticos (quimicos) que sdo bastante danosos ao meio ambiente, possuindo em sua

composi¢ao compostos de alta toxicidade, que contaminam o solo, corpos aquaticos, além dos

efeitos residuais para outras formas de vida, incluindo os mamiferos (JOHNSON, 2011;

SOUZA JUNIOR, 2012). Em adicao, a cuticula e outras estruturas dos nematoides sao

impermeaveis a varias moléculas organicas e existem poucos nematicidas no mercado

(CHITWOOD, 2002; LIMA, 2011). Além disso, possuem um alto custo e sua eficiéncia é
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comprometida, uma vez que os fitonematoides endoparasitas apresentam comportamento
enddgeno, ficando protegidos no interior das raizes das plantas durante a maior parte do seu
ciclo de vida dificultando a acdo da maioria dos nematicidas (JAMES, 2008; SOUZA JUNIOR,
2012).

Outra forma de controle que vem sendo explorada ¢ a utilizagao de variedades de plantas
que possuem genes de resisténcia naturais a fitonematoides, porém a avaliacao destas cultivares
mostra apenas resisténcia especifica de determinadas ragas ou patodtipos de fitonematoides
(JAMES, 2008; SOUZA JUNIOR, 2012). Métodos de controle cultural, como a rota¢do de
culturas, ndo tem demonstrado resultados satisfatorios devido ao uso indevido do solo, do
aumento da area envolvida na producdo, devido ao habito polifago de alguns nematoides,

especialmente espécies apomiticas como M. incdgnita € M. javanica, além do menor retorno

financeiro ao produtor (JAMES, 2008; JAMES, 2009; SOUZA JUNIOR, 2012).

Com o advento da engenharia genética, utilizando-se de estratégias moleculares que
visam induzir resisténcia em plantas a diversos patdgenos, vem se abrindo novos campos de
estudos e possibilidades. O desenvolvimento de plantas geneticamente modificadas (GM), com
resisténcia a nematoides, pode aumentar a produtividade, diminuir os custos e reduzir os

impactos do uso de nematicidas (LOURENCO, 2014; BORGES, 2016).

As técnicas atuais de controle de fitonematoides apresentam diversas limitagdes, sendo
que ¢ essencial o desenvolvimento de técnicas mais efetivas, seguras e duraveis. Recentemente,
a estratégia de silenciamento génico, ou interferéncia mediada por RNA dupla fita (dSRNA),
tem se mostrado muito promissora para o controle de nematoides. Tal estratégia se baseia na
transformagdo genética de plantas para que essas expressem dsRNA com sequéncia especifica

de genes-alvo do fitonematoide (MCCARTER, 2008; FERREIRA et al., 2012).

A GenOmica comparativa e funcional tem auxiliado no desenvolvimento de novas
técnicas para detecgdo e controle de fitonematoides (ABAD et al., 2008; MCCARTER, 2008,
DA SILVA; FIGUEIREDO, 2018). As novas tecnologias para controle de nematoides tém
como objetivos: buscar diferentes fontes de resisténcia natural nos genomas de espécies nao
hospedeiras; empregar novas formas de resisténcia; atuar na expressdo de proteinas ou
peptideos para o silenciamento de genes (RNA1); buscar compostos nematicidas menos toxicos
ao ambiente; e, explorar microrganismos antagonistas como possiveis agentes de biocontrole
(ESCOBAR & FENOLL, 2015; TOPALOVIC & HEUER, 2018; DA SILVA; FIGUEIREDO,
2018).
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Os avangos recentes tornam possivel explorar aspectos mais especificos das interagdes
planta-nematoide. Assim, podem ser desenvolvidas estratégias de controle que impecam a
infeccdo do nematoide, sua progressdo nos tecidos, seu estabelecimento e a reducdao da
capacidade de alimentagao/reprodugdo. O conhecimento de quais genes estdo relacionados ao
parasitismo do nematoide também pode ser usado para desenvolvimento de novos principios

quimicos com atuagdo mais precisa (DA SILVA; FIGUEIREDO, 2018).

O manejo de fitonematoides em campos de cultivo ¢ cada dia mais destacado como
demanda em empresas de biotecnologia. Com o0s avangos nos estudos biotecnolédgicos, a
liberagdo de variedades comerciais com novas formas de resisténcia a nematoides, novos modos
de aplicacdo de agentes de biocontrole e novas moléculas quimicas podem se tornar

rapidamente disponiveis como produto comercial (DA SILVA; FIGUEIREDO, 2018).

2.4 Género Meloidogyne

Meloidogyne ¢ um nome de origem grega e significa "fémea em forma de maga"
(MOENS et al., 2009). O género de nematoides Meloidogyne ¢ considerado o mais importante
entre os parasitas de plantas (SASSER E FRECKMAN, 1987; RICH, et al., 2009). Isso,
principalmente devido a sua ampla gama de hospedeiros. Sdo conhecidos por exceder 3000
espécies vegetais selvagens e cultivadas (HUSSEY E JANSSEN, 2002; RICH, et al., 2009). Os
nematoides das galhas (RKN), do género Meloidogyne, sdao endoparasitas biotroficos e
representam um dos géneros mais polifagos e prejudiciais de nematoides fitoparasitos

(SASSER, 1987; ELLING, 2013).

Aproximadamente 100 espécies nominais de Meloidogyne sdo conhecidas até o
momento (KARSSEN, 2002; PERRY et al., 2009; WESEMAEL et al., 2011; ELLING, 2013),
mas dentro do género, M. arenaria, M. hapla, M. incognita e M. javanica representam 95% de

todas as infestagdes em terras agricolas (HUSSEY E JANSSEN, 2002; RICH, et al., 2009).

Normalmente, eles se reproduzem e se alimentam de células vegetais vivas modificadas
dentro das raizes das plantas, onde induzem pequenas a grandes galhas ou nos de raizes, dai seu
nome “nematoide das galhas”. Os sintomas acima do solo nao sdo facilmente aparentes e podem
ser semelhantes aos produzidos em qualquer planta que tenha um sistema radicular danificado
e com defeito. Os hospedeiros podem estar fortemente infectados sem apresentar sintomas

externos. A rapida taxa de desenvolvimento e reproducao desse género resulta, na maioria das



22

espécies de plantas, em varias geracdes durante uma estacao de cultivo, levando a danos severos

as culturas (MOENS et al., 2009).

As infestagdes no campo por espécies do género Meloidogyne resultam em grandes
danos economicos (DANCHIN et al., 2013 ; BEBBER et al., 2014; SUSIC et al., 2020) devido
a ocorréncia nanismo, falta de vigor e murchamento das plantas, pois a infec¢ao afeta a absor¢ao
de nutrientes pelo sistema radicular. Sendo assim os nematoides das galhas atuam na reducao
ou perda de rendimento das culturas e também na qualidade do produto (MOENS et al., 2009),
com perdas anuais globais estimadas de US$ 110 bilhdes ( DANCHIN et al., 2013 ; BEBBER
et al., 2014; SUSIC et al., 2020).

A fémea madura de Meloidogyne deposita os ovos em um saco de ovos, que €
constituido por uma matriz gelatinosa produzida por suas glandulas retais (BIRD, 1965;
ELLING, 2013). Dentro do ovo, a embriogénese leva ao desenvolvimento de juvenis de
primeiro estagio, que mudam e se desenvolvem em juvenis de segundo estagio (J2). Sob
condigdes favoraveis, que sdo ditadas principalmente pela umidade e temperatura, J2 eclode e
localiza as plantas hospedeiras (GOODELL, 1989; ELLING, 2013). J2 invadem as raizes na
regido de alongamento celular ou locais de ramifica¢do da raiz e migram intercelularmente
através do cortex. Quando atingem a endoderme, que representa uma barreira impenetravel para
J2, primeiro migram em dire¢do a ponta da raiz até atingir a regido meristematica e, em seguida,
retornam ao cilindro vascular. Em ultima analise, os J2 tornam-se sedentarios e induzem
mudangas profundas no tecido hospedeiro (BROWN, 2011; ELLING, 2013). Em hospedeiros
compativeis, cerca de meia dizia de células vegetais sdo transformadas em células gigantes,
que constituem o local de alimentag@o do nematoide e a inica fonte de nutri¢do para o resto de
seu ciclo de vida (PERRY, 2009; ELLING, 2013). Um sintoma tipico da infeccdo por
Meloidogyne ¢ a formacao de galhas nos locais de alimentagdo do nematoide. Depois que o
local de alimentagdo foi estabelecido, J2 aumenta de tamanho e sofre mudas subsequentes em
juvenis de terceiro e quarto estagio (J3 e J4), e apds uma quarta e ultima muda em fémeas ou
machos adultos. Os machos adultos recuperam sua motilidade e sdo capazes de deixar a raiz,
enquanto as fémeas permanecem sedentarias. Os machos nao sdo formados em todas as espécies

e a reproducdo pode ocorrer por partenogénese (ELLING, 2013).

Vérios genomas de Meloidogyne spp. foram sequenciados (ABAD et al., 2008 ; LUNT
et al., 2014 ; BLANC-MATHIEU et al., 2017; SZITENBERG et al., 2017 ) e revelaram que

eles sdo alopoliploides complexos com regides de genoma heterozigoto duplicado e com
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elementos transponiveis abundantes ( BLANC-MATHIEU et al., 2017 ; SZITENBERG et al.,
2017; SUSIC et al., 2020).

2.5 Genomas de nematoides

O sequenciamento dos genomas dos nematoides de vida livre C. elegans (C ELEGANS
SEQUENCING CONSORTIUM, 1998), C. briggsae (STEINet al., 2003) eP.
pacificus (DIETERICH et al., 2008) forneceu sequéncias genoOmicas de referéncia para
comparagao com os nematoides parasitas de plantas (OPPERMAN et al., 2008). O genoma do
do nematoide C. elegans possui 97Mb e revela mais de 19000 genes, mais de 40% dos produtos
proteicos encontram combinagdes significativas com outros organismos. Existe uma variedade
de sequéncias repetidas, locais e dispersas. A distribuicao distinta de algumas repetigdes e genes
altamente conservados fornecem evidencias para uma organizagdo regional dos cromossomos

(C. ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM, 1998).

Foi previsto aproximadamente 19.500 genes codificadores de proteinas no genoma
de C. briggsae proximo ao encontrado em C. elegans. Destes, 12.200 possuem ortdlogos de C.
elegans, outros 6.500 possuem um ou mais homoélogos com C. elegans claramente
detectaveis e aproximadamente 800 genes de C. briggsaendo tém correspondéncias
detectaveis em C. elegans. Quase todos os RNAs ndo codificantes (ncRNAs) conhecidos sdao
compartilhados entre as duas espécies. Os dois genomas exibem extensa colinearidade e a taxa
de divergéncia parece ser maior nos bragos cromossomicos do que nos centros (STEIN,

LINCOLN et al., 2003).

O genoma do nematoide P. pacificus com 169 Mb e 23.500 genes codificadores de
proteinas preditos ¢ maior que o de C. elegans e o do parasita humano B. malayi (DIETERICH,
2008). O genoma de P. pacificus contém genes que codificam celulase e diapausina, ¢ a
atividade da celulase ¢ encontrada em secre¢des de P. pacificus, indicando que as celulases
podem ser encontradas em outros nematoides além de parasitas de plantas. O nimero
relativamente maior de enzimas de desintoxicagdo e degradagcdo em P. pacificus é consistente
com seu estilo de vida necroménico e pode representar uma pré-adaptacao para o parasitismo

(DIETERICH, 2008).

A maioria dos nematoides possuem genomas que variam de 50 a 250 Mb (LEROY et

al., 2003; COGHLAN, 2005). Alguns nematoides t€ém genomas tdo grandes quanto os de
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mamiferos, como o genoma de ~2100Mb de P. univalens (NIEDERMAIER e MORITZ, 2000;
COGHLAN, 2005). Outros genomas de nematoides s3o pequenos, como o genoma de B.
mucronatus com ~30Mb (LEROY et al., 2003; COGHLAN, 2005). A variagdo no tamanho do
genoma no filo é provavelmente ainda maior, uma vez que os tamanhos foram estimados apenas
para aproximadamente 50 espécies (LEROY et al., 2003; GREGORY, 2005, ANIMAL
GENOME SIZE DATABSE; COGHLAN, 2005). A natureza compacta dos genomas dos
nematoides pode ser devida a uma alta taxa de delecdes espontaneas (WITHERSPOON e
ROBERTSON, 2003; COGHLAN, 2005) e talvez a sele¢ao para delecoes (DENVER et al.,
2004; COGHLAN, 2005). A maioria dos nematoides possui nimeros cromossdmicos haploides
variando de n=4 a n=12 (WALTON, 1959; COGHLAN, 2005).Os -caridtipos de
aproximadamente 300 espécies foram estudados e apresentam muita variagdo cariotipica
(SPAKULOVA e CASANOVA, 2004; COGHLAN, 2005). O menor nimero haploide ¢ n=1
em P. univalens, mas contagens muito altas sdo observadas em espécies poliploides em
Tylenchomorpha. Por exemplo, uma raga de Meloidogyne hapla sequenciada ¢ diploide e t€ém
n=14, mas outra raca deM. haplaé poliploide com 2n=45-48 (DAVID
BIRD; TRIANTAPHYLLOU, 1984; COGHLAN, 2005).

A maior parte da sequéncia reunida do nematoide Meloidogyne incognita de reproducao
assexuada, totaliza 86 Mb, existe em pares de segmentos homodlogos, mas divergentes. Isso
sugere que as antigas regides alélicas de M. incognita estdo evoluindo para uma haploidia
eficaz, permitindo novos mecanismos de adaptagdo (ABAD et al., 2008). O niimero e a
diversidade de enzimas que degradam a parede celular de plantas em Meloidogyne incognita é
sem precedentes em qualquer animal para o qual uma sequéncia gendmica esta disponivel e
pode derivar de multiplas transferéncias horizontais de genes de fontes bacterianas (ABAD et

al., 2008).

Com 54 Mb, Meloidogyne hapla representa nao apenas o menor genoma de nematoide
j4 concluido, mas também o menor metazoario, e define uma plataforma para elucidar
mecanismos de parasitismo do maior grupo descontrolado de patdégenos vegetais do mundo
(OPPERMAN et al., 2008). O parasitismo de plantas parece ter surgido independentemente em
trés dos 12 principais clados de nematoides (HOLTERMAN et al., 2006; OPPERMAN et al.,
2008). O genoma de Meloidogyne hapla codifica significativamente menos genes do que o
nematoide de vida livre C. elegans, mas adquiriu horizontalmente de outros reinos numerosos

genes suspeitos de estarem envolvidos em adaptagdes ao parasitismo (OPPERMAN et al.,
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2008). Embora M. hapla e C. elegans divergiram ha mais de 500 milhdes de anos, sdo
conservadas muitas vias de desenvolvimento e bioquimicas, incluindo aquelas para formagao
de dauer (foram descritas pela primeira vez como uma adaptagdo ao parasitismo para superar
condi¢gdes ambientais adversas e facilitar a dispersdao (FUCHS, 1915) e RNAi1 (OPPERMAN et
al., 2008). M. hapla possui 5.500 genes codificadores de proteinas a menos do que C.
elegans. Observa-se varias familias de genes que sdo significativamente menores em nimero
do que as observadas em C. elegans e, entdo, substancia-se ainda mais a hipotese de que a
transferéncia horizontal de genes desempenhou um papel na evolucdo do parasitismo
(OPPERMAN et al., 2008). Um total de 38 sequéncias de proteinas tiveram correspondéncias
significativas com o banco de dados ndo redundante de sequéncias peptidicas do National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Muitas dessas correspondéncias referem-se as
proteinas de nematoides parasitas de plantas sugeridas para desempenhar um papel no

parasitismo (OPPERMAN et al., 2008).

Foi montado também o genoma de Heterodera glycines de 738 contigs em 123 Mb com
anotagdes para 29.769 genes. O genoma contém um numero significativo de repeti¢cdes (34%),
duplicadas em tandem (18,7 Mb) e eventos de transferéncia horizontal de genes (151 genes)
(MASONBRINK et al., 2019). Especificamente, foi descoberto que os efetores (grupo de
proteinas de nematoides que sdo secretadas nas células vegetais para modificar os processos
hospedeiros (HUSSEY, 1989; MASONBRINK et al., 2019)) estdo frequentemente associados
a duplicacdes em tandem, transposons de DNA e retrotransposons de LTR (MASONBRINK et
al., 2019).

No genoma de Globodera rostochiensis foram identificadas centenas de genes que
podem ter sido adquiridos por transferéncias génicas de origem ndo-metazoaria, algumas das
quais provavelmente desempenham papéis importantes no parasitismo de plantas (EVES-VAN
DEN AKKER et al., 2016). Identificou-se efetores em G. rostochiensis e foi descoberto que
eles frequentemente se agrupavam em 'ilhas efetoras' (EVES-VAN DEN AKKER et al., 2016).
Os efetores, em geral, contém mais mutagdes nao-sindnimas. Foram previstos novos efetores,
confirmados por hibridacdo in situ, em G. rostochiensise e identificados todos os supostos
efetores de DOG (Dorsal Gland Box) dos genomas de nematoides de cisto disponiveis (EVES-
VAN DEN AKKER et al., 2016).
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2.6 MiRNA

MiRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs ndo codificantes enddogenos
(BARTEL, 2009; CHEN, 2009) de fita simples que possuem de 18 a 25 nucleotideos e que
regulam a expressao génica pOs-transcricional e transcricionalmente
(DASGUPT; CHATTERIJEE, 2021). Os miRNAs regulam a expressao de genes alvo atuando
principalmente ao nivel pos-transcricional, por meio de interagdes RNA-RNA (HA et al.,
2008). Tanto a clivagem quanto o mecanismo de repressdo da traducdo requerem uma

complementaridade de pares de bases entre 0 miRNA e o seu RNA mensageiro (mRNA) alvo

(VOINNET, 2009; MOREA, 2013).

Desde a descoberta do primeiro gene miRNA, lin-4, estudos com organismos modelos
(como C. elegans, D. melanogaster e Arabdopsis thaliana) tém identificado a fungdo biologica
de diversos miRNAs (AMBROS, 2004; YING, 2004; COSTA; PACHECO, 2016). Mais de
800 miRNAs ja foram experimentalmente descobertos em animais (LAGOS-QUINTANA,
2001; COSTA; PACHECO, 2016). Esses RNAs funcionam como reguladores de diversos
processos dos eucariotos como proliferagdo, diferenciagdo, desenvolvimento e morte celular,
interagdo entre virus e célula hospedeira, metabolismo, conformag¢do cromossomica,
oncogénese entre outros (SCHWARZ, 2003; O'DONNELL; 2005; CAI, 2006; IORIO, 2007,
CAMPBELL, 2009; COSTA; PACHECO, 2016).

A biogénese dos miRNAs (Figura 1) € iniciada primeiramente pela transcricdo da sua
unidade transcricional, genes codificantes de RNA, por meio da enzima RNA polimerase 11,
gerando um transcrito longo de RNA chamado de miRNA primario (pri-miRNA), que contém
um ou varios transcritos (MELO; MELO, 2014; LINS, 2014). Apds a transcri¢do, os pri-
miRNAs sdo processados por uma RNase III chamada Drosha e uma proteina de ligagdo ao
RNA dupla-fita DGCR8/Pasha (GREGORY, 2005; ZENG, 2004; COSTA, PACHECO, 2016),
em precursores dupla-fita de aproximadamente 70 nucleotideos de comprimento, os chamados
pré-miRNAs, que possuem a forma de grampo de cabelo, ou haste-alca (AVNIT-SAGI, 2009;
COSTA, PACHECO, 2016). O pré-miRNA ¢ exportado do nucleo para o citoplasma pela
Exportina-5 em mamiferos e possivelmente pela XPO-1 em C. elegans (LEE, AHN et al. 2003,
Y1, QIN et al. 2003, BUSSING, YANG et al. 2010; ARRUDA, 2018). O complexo enzimatico
Dicer, um membro da superfamilia RNase III, juntamente com a proteina de ligagdo TAR
(TRBP), medeia o processamento citoplasmatico do pré-miRNA em miRNAs maduros,
gerando um miRNA de fita dupla de 18 a 25 pb (LUND et al., 2004; LINS, 2014). Uma minoria

dos miRNAs, chamados mirtrons, ndo requer Drosha para seu processamento, em vez disso,
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sdo produzidos a partir de grampos intronicos que sdo formados apds splicing de genes
codificadores de proteinas (BEREZIKOV et al. 2007; RUBY et al. 2007; DE WIT et al., 2009).
O miRNA maduro que corresponde a uma das fitas do duplex de aproximadamente 20pb ¢&,
entdo, incorporado em um grande complexo proteico chamado Complexo de Silenciamento
Induzido por RNA (RISC — RNA [Induced Silencing Complex) (LEE, 2001; COSTA;
PACHECO, 2016). O complexo RISC ¢ constituido em parte por enzimas helicases e proteinas
Argonautas, que promove a separacao das duas fitas. Desse modo, uma das fitas do duplex
permanece incorporada ao complexo RISC, como miRNA maduro (GREGORY, 2005;
AVNIT-SAGI, 2009; COSTA, PACHECO; 2016). O miRNA maduro no complexo RISC
interage com os mRNA alvos por complementaridade na regido 3’UTR, para degrada-los ou
reprimir sua tradu¢do (SCHWARZ et al., 2003; LINS, 2014). O reconhecimento acontece com
um grau de complementaridade imperfeito, com falta de complementaridade principalmente na
parte central do miRNA. A complementaridade perfeita promove a clivagem do mRNA
catalisada pela associagdo da proteina Argonauta ao complexo miRISC (CARTHEW;
SONTHEIMER, 2009; INUI et al., 2010; LINS, 2014). A repressao da tradu¢do do mRNA
ocorre quando a complementaridade ¢ imperfeita e, por mecanismos ainda nao elucidados,
sugere-se que a repressdo acontega durante a elongacdo e o miRNA promova a dissociagdo
entre os ribossomos ¢ 0 mRNA (CARTHEW; SONTHEIMER, 2009; INUI et al., 2010; LINS,
2014).
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Figura 1 - Esquema da via de biogénese e fungdo dos miRNA.
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Fonte: adaptado de Melo e Melo (2014) e Lins (2014).

2.7 MiRNA em nematoides

Os miRNAs sao altamente conservados em todo o reino animal (WHEELER et al. 2009,
DE WIT et al., 2009); miR-100, por exemplo, ¢ extremamente conservado entre eumetazoa
(GRIMSON et al. 2008; DE WIT et al., 2009). Pasquinelli et al. (2000) mostraram que let-7 e
um de seus alvos, lin-41, sdo amplamente conservados em animais, Moss e Tang (2003)
mostraram que lin-28 ¢ um alvo conservado de let-7 e lin-4 em mamiferos e nematoides
(CHEN; RAJEWSKY, 2006; DE WIT et al., 2009). Esfor¢os computacionais para clonagem
aumentaram a descoberta de novos miRNAs (BEREZIKOV et al. 2006; DE WIT et al., 2009).

Os primeiros miRNAs foram descobertos por abordagens genéticas avancadas no
nematoide C. elegans (LEE et al. 1993; DE WIT et al., 2009). Desde entdo, a disponibilidade
de um genoma de referéncia em combinagdo com abordagens experimentais e computacionais
resultou na descri¢do de 155 miRNAs nesta espécie (GRIFFITHS-JONES et al.2008; DE WIT
et al., 2009). Dentro do género Caenorhabditis, a maioria dos miRNAs ¢ conservada entre as

espécies estudadas (DE WIT et al., 2009).
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Os miRNAs se ligam a proteinas argonautas para formar complexos efetores que tém
como alvo, acidos nucleicos contendo complementaridade parcial ou completa ao pequeno
RNA. C. elegans (nematoide modelo) contém 25 argonautas pertencentes a trés clados
diferentes e multiplas subfamilias distintas (YIGIT et al. 2006; SHI, ZHEN et al., 2013).
MiRNAs maduros se associam ao clado AGO Argonautes ALG-1 e ALG-2 em C. elegans
(GRISHOK et al. 2001; SHI, ZHEN et al., 2013).

Foi demonstrado que modificagcdes em miRNAs envolvidos no desenvolvimento larval
do nematoide C. elegans, como lin-4 (BETHKE, FIELENBACH et al. 2009; ARRUDA, 2018),
determinam a sobrevida do verme (BOEHM e SLACK 2005; ARRUDA, 2018). Ao diminuir a
atividade de lin-4, por exemplo, observa-se redu¢do da sobrevida com envelhecimento
acelerado. Por outro lado, a super expressao de lin-4 ou a inibi¢do de seu principal alvo, o fator
de transcri¢do LIN-14, levam ao aumento do tempo de vida do verme (BOEHM e SLACK,
2005; ARRUDA, 2018). Mais recentemente, demonstrou-se por meio de experimentos de
sequenciamento em larga escala associado a andlises de bioinformatica em C. elegans que o
perfil de expressao de miRNAs ¢ modificado com o envelhecimento e que o silenciamento de
alg-1, que prejudica especificamente a via de miRNAs, reduz a sobrevida dos vermes (KATO,

CHEN et al. 2011; ARRUDA, 2018).

O primeiro miRNA descrito em C. elegans, lin-4, controla as decisdes sobre o destino
das células hipodérmicas durante o desenvolvimento larval inicial (LEE RC, FEINBAUM,
AMBROS, 1993; WIGHTMAN, HA, RUVKUN, 1993; WINTER et al., 2012). Da mesma
forma, C. elegans let-7e os miRNAs relacionados (mir-48, mir-84 e mir-241) também
funcionam para regular o tempo dos eventos de desenvolvimento (REINHART et al., 2000;
ABBOTT et al., 2005; WINTER et al., 2012). Um papel especifico da célula foi definido
para C. elegans lis-6 e mir-273, que atuam sequencialmente para controlar a lateralidade dos
neurdnios quimiosensoriais (JOHNSTON, HOBERT, 2003; CHANG et al., 2004; WINTER et
al., 2012).

Em C. elegans ainda foram descritos fen6tipos iniciais de letalidade resultantes da perda
combinada de mir-35 - mir-42 (ALVAREZ-SAAVEDRA, HORVITZ, 2010; WINTER, 2012)
e mir-51-mir-56 ,(ALVAREZ-SAAVEDRA, HORVITZ, 2010; SHAW etal.,2010; WINTER,
2012), bem como do movimento e defeito no tamanho do corpo resultante de mutacgao
combinada de mir-58 , mir-80 , mir-81 e mir-§2 (ALVAREZ-SAAVEDRA, HORVITZ, 2010;

WINTER, 2012) demonstrado para C. elegans mir-1 , que regula a sinalizag¢@o sindptica nas
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jungdes neuromusculares e influencia a sensibilidade ao levamisol (SIMON et al., 2008;

WINTER, 2012).

Em B. xylophilus (nematoide parasita de planta) 57 miRNAs auténticos (20 conservados
e 37 novos) foram descobertos por métodos computacionais e experimentais (HUANG, QI-
XING et al. 2010). Foi a primeira descricdo de miRNAs em fitonematoides. Muitos miRNAs
de B. xylophilus sio conservados com miRNAs de metazoarios no miRBase. E possivel agrupar
todos os 57 miRNAs de B. xylophilus em 47 familias de miRNA por conservagao (HUANG,
QI-XING et al. 2010).

Foram sequenciados os miRNAs de todos os cinco estagios do ciclo de vida de M.
incognita em um estudo feito por Subramanian et al. em 2016 (tabela 2). Um total de 9325
familias conhecidas de microRNAs e 1407 novas familias foram identificadas. O estagio do
ovo contribuiu para a maior quantidade de microRNAs. As familias de miRNA conhecidas
altamente expressas incluem miR-58, miR-1¢, miR-124b, miR-71, miR-7062, miR-30e, miR-
228, miR-100a, miR-6763 e let-7. Os dados também mostram que os miRNAs foram
localizados em introns e regides intergénicas (SUBRAMANIAN, 2016).

Tabela 2: Familias miRNA conhecidas altamente expressas em Meloidogyne incognita.

DESeq2 Normalized Values

miRNA Family Known miRNA ID Sequence (5 to 3') Length G + C Content
Egg ]z J3 J4 Female

miR-58 MID3018 2222 1865 1624 1750 2041 20 45
mik-1c MI03171 2133 1973 1815 1396 1746 23 30
miR-124b MI02500 2074 1858 1403 1343 1268 2 35
mik-71 MI02950 2052 2071 1954 1875 20,06 24 46
miR-F062 MI03037 1810 1761 1919 1790 1927 s 55
miR-30e MID1618 1170 1111 1621 1752 19.57 19 7
miR-228 MINGT7 1936 1784 1691 1593 17.17 23 43
miRk-100a MIN66 1926 1531 1321 1283 13.64 24 46
miRk-6763 MID3365 1508 1497 1759 17.82 1924 20 70
let-7 MID3059 1243 1067 1571 1757 19.02 2 36
miR-72 MIDDE1D 1848 1632 1211 1284 13.18 23 48
mik-425 MID1048 1680 1697 1841 8.75 17.29 21 48
miR-7904 MI02743 1827 1573 1540 17.01 1571 2 45
miRk-3526 MID3614 1516 1676 1744 1813 1735 H SAC H 19 42
miR-716b MID1916 1546 1644 1746 1754 17.11 GCAGATCTTCOTGOTAGTAGCAAAT 25 41

Table shows highly expressed known miRNA across all stages. Read counts from the sequencing data were normalized to obtain DESeq? values.

Fonte: SUBRAMANIAN, 2016.

Foi demonstrado que os miRNAs desempenham papéis criticos na sobrevivéncia e
recuperagdo da pausa L1 induzida pela fome em nematoides de vida livre (ZHANG et al. 2011;
AHMED et al., 2013) e que um loop de feedback envolvendo os membros do miRNA da
familia DAF-12 e let-7 coordena as decisdes sobre o destino celular com detencdo induzida por

fome (BETHKE et al. 2009; HAMMELL et al. 2009; KARP e AMBROS 2012; AHMED et al.,
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2013). Até agora, a mir-34 e mir-71 foram atribuidos papéis na resposta a longevidade e ao
estresse (IBANEZ-VENTOSO et al. 2006; KATO et al. 2009; DE LENCASTRE et
al. 2010; PINCUS et al. 2011; ZHANG et al. 2011; BOULIAS e HORVITZ, 2012; AHMED et
al., 2013). Examinando a identidade sequencial dos miRNAs entre os nematoides de vida livre,
necrofagos e os parasitas, identificou-se um pequeno conjunto de 24 familias de miRNAs que

sdo conservados entre as trés espécies (AHMED et al., 2013).

Em um estudo feito por Liu et al. em 2019 foram identificados 45 miRNAs expressos
no ovo e nos estagios de desenvolvimento J2 que compreendem 24 miRNAs conservados e 21
novos. 21 miRNAs foram expressos diferentemente entre os dois estagios de desenvolvimento
diferentes, ovos e juvenis J2. Dois miRNAs foram regulados positivamente e 19 foram
regulados negativamente no J2 em comparagdo com o estagio do ovo. Isso sugere que o
mecanismo mediado por miRNA ¢é o mesmo, independentemente das espécies vegetais
infectadas por M. incognita. Os dois miRNAs mais comumente expressos altamente em ovos e
J2s foram mir-1 e mir-92, esse achado indica que esses dois miRNAs sdo fundamentais para
o desenvolvimento de M. incognita durante a infec¢d@o. O mir-1 ¢ um miRNA especifico do
musculo que ¢ altamente conservado entre vermes (helmintos) e vertebrados (cordatos), ele
controla a formagao das subunidades do receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) na jun¢ao
neuromuscular, afetando assim a neurotransmissdo colinérgica e o desenvolvimento muscular

(SIMON et al., 2008; LIU et al., 2019).

O segundo miRNA mais expresso, mir-92, menos estudado em nematoides, ¢ um
importante regulador no desenvolvimento inicial do desenvolvimento do peixe-zebra e de D.
melanogaster. Apesar de ser altamente expresso em M. incognita, o mir-92 esta ausente no
genoma de nematoides de vida livre, como C. elegans (WANG et al., 2015; LIU et al., 2019)
sugerindo que pode estar associado ao parasitismo. O mir-279 conservado e relacionado a
imunidade foi altamente expresso em ovos, mas foi regulado negativamente em juvenis J2, essa
regulagdo negativa pode resultar em resposta imune reduzida. Os ovos externos ao hospedeiro
podem estar sujeitos a um ambiente quimico adverso; no entanto, os juvenis J2, tendo penetrado
no hospedeiro, podem desligar as respostas imunes (LIU et al., 2019). A anotagdo do genoma
de M. incognita também sugeriu redutores imunoldgicos reduzidos em M. incognita,
em comparacao com o nematoide de vida livre C. elegans (ABAD et al., 2008; LIU et al., 2019).
Da mesma forma, o mir-124, expresso em abundancia nos ovos e J2s, também regula a resposta
imune. O mir-124 ¢ expresso em muitos neurdnios sensoriais € ¢ altamente conservado em

nematoides de vida livre, parasitas e em vertebrados (CLARK et al., 2010; LIU et al., 2019). O
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miRNA 124 regula muitos alvos genéticos no sistema nervoso sensorial e, portanto, ¢ critico
para detectar sinais ambientais durante a infec¢ao de plantas (ZHANG et al., 2016; LIU et al.,
2019).

Os 16 miRNAs mais encontrados em ordem de abundancia nos estudos de Zhong,
Yangiong et al. Em 2016 em M. incognita forma min-mir-100a, min-mir-124, min-mir-71a,
min-mir-1, min-mir-228, min-mir-92, min-mir-72, min-mir-49b, min-mir-58, min-mir-252,

min-mir-lin4, min-mir-87, min-mir-2a, min-mir-34a, min-mir-50a € min-mir-279a.

Os microRNAs miR-71 e miR-100 foram encontrados em abundancia em M. incognita,
esse nivel de expressao muito elevado indicou que estes miRNAs podem ser importantes para
a vida de M. incognita. Curiosamente, existem dois miRNAs, mir-100 e mir-92, que foram
altamente expressos em M. incognita, mas ndo foram em C. elegans (WANG, YUNSHENG et
al., 2015). O miRNA mais expresso, miR-71, tem papéis importantes em que se prolonga o
tempo de vida em C. elegans apds remocao da linha germinativa (BOULIAS K, HORVITZ
HR, 2012; WANG, YUNSHENG et al., 2015). O terceiro microRNA altamente expresso, miR-
124, pode funcionar na célula neural (CAO X, PFAFF SL, GAGE FH, 2007; WANG,
YUNSHENG et al., 2015). O quarto miRNA abundante ¢ miR-1 (WANG, YUNSHENG et al.,
2015).
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Abstract

Plant-parasitic nematodes are highly damaging pathogens that can infect and cause severe
damage to plants, including death. They are responsible for significant economic losses in
global agriculture and are found in major crops of economic importance. While various methods
are used to control plant-parasitic nematodes, their efficiency is limited. One promising
approach is the use of gene silencing techniques. However, successful implementation of this
method requires a thorough understanding of microRNAs and their processing pathways in
plant-parasitic nematodes. This study aimed to identify and characterize the genes involved in
the miRNA pathway in Meloidogyne species, including M. arenaria, M. enterolobii, M.
floridensis, M. graminicola, M. hapla, M. incognita, and M. javanica, using in silico analysis.
A total of 115 proteins involved in the microRNA pathway were identified, and key pathway
proteins, such as RNAses Il and Argonaute were characterized. The conserved domains, active
sites, and phylogenetic relationships of these proteins were analyzed to confirm their functional
activities in cells. Additionally, putative precursors and mature microRNAs were identified in
the genomes of M. enterolobii and M. arenaria. The analysis revealed 86 putative microRNA
sequences in M. enterolobii, 96 in the first genome of M. arenaria, 41 in the second genome,
and 45 in the third genome. The mir-87 microRNA family was analyzed for M. enterolobii and
M. arenaria. The sequence conservation and phylogenetic distribution of each family suggested
the presence of miRNAs in all nematode genomes. Overall, these results provide a better
understanding of miRNAs' essential roles in miRNA-based regulatory processes in plant-
parasitic nematodes and their potential as targets for gene silencing techniques for controlling

this pest.

Keywords: Nematodes; Phytonematodes; miRNA.
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INTRODUCTION

Nematodes are the most abundant multicellular animals on Earth, considering the
number of individuals (Lorenzen 1994). They have a cosmopolitan geographic distribution
(Barnes et al. 1993). Belonging to the phylum Nematoda, they are invertebrates with threadlike
bodies (De Ley and Blaxter 2004). They have a long evolutionary history leading to the current
diversity in their way of life and can be predators, herbivores, and parasites (Mitreva et al.
2005).

Commonly called phytonematodes, about 4,100 species of nematodes are capable of
parasitizing plants (Decraemer and Hunt 2006). Phytonematodes cause significant economic
losses in important crops of economic importance or subsistence, causing qualitative and
quantitative losses in agriculture. The average annual reduction in world agricultural production
caused by plant nematodes is estimated at 12%, which corresponds to billions of dollars in
damage, and this number is probably an underestimate (Saitou and Nei 1987).

The nematode genus Meloidogyne is considered the most important among plant
parasites (Saitou and Nei 1987; Rich et al. 2009), mainly due to its wide host range. They are
known to parasitize over 3,000 species of wild and cultivated plants (Hussey and Janssen 2002;
Rich et al. 2009). Among this genus, M. arenaria, M. hapla, M. incognita, and M. javanica
account for 95% of all infestations on agricultural land (Hussey and Janssen 2002; Rich et al.
2009). Field infestations by species of the genus Meloidogyne result in significant economic
damage (Danchin et al. 2013; Bebber et al. 2014; Susi¢ et al. 2020), mainly due to the
occurrence of dwarfism, loss of vigor, and wilting, leading to annual losses global estimates of
USS$110 billion (Danchin et al. 2013; Bebber et al. 2014; Susic et al. 2020).

Phytonematodes are difficult to control because some, such as those of the genus

Meloidogyne, cannot be controlled by varietal resistance and crop rotation (Haque and Gowen
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1989; Carneiro 1992); and the nematicides available, in general, do not present an effective
control compared to the cost of treatment, in addition to their high toxicity (Haque and Gowen
1989; Carneiro 1992). Recently, the strategy of gene silencing, or interference mediated by
double-stranded RNA (dsRNA), has shown promise for the control of nematodes (McCarter*
2008).

MicroRNAs (miRNAs) are a class of small, endogenous, single-stranded, non-coding
RNAs (Bartel 2009) that have a mature form of 18 to 25 nucleotides and regulate post-
transcriptional and transcriptional gene expression(Dasgupt and Chatterjee 2021). They play a
critical role in post-transcriptional gene regulation (He and Hannon 2004; Dasgupt and
Chatterjee 2021). miRNAs serve as modulators of gene expression by annealing
complementary sequences in the 3' or 5' untranslated regions (3'UTR or 5'UTR) of target
mRNAs to block the translation machinery and direct mRNA cleavage (Olsen and Ambros
1999; Lai 2002; Lim et al. 2005; Hammond 2015; Dasgupt and Chatterjee 2021). Both cleavage
and repression mechanisms of translation require base pair complementarity between the
miRNA and its targeted messenger RNA (mRNA) (Voinnet 2009).

Since the discovery of the first miRNA gene, lin-4, studies with model organisms such
as Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster, and Arabidopsis thaliana have identified
the biological function of various miRNAs (Ambros 2004; Ying and Lin 2004). These RNAs
function as regulators of various eukaryotic processes, such as cell proliferation, differentiation,
development and death, virus-host cell interaction, metabolism, chromosome conformation,
oncogenesis, and so on(Schwarz et al. 2003; O’Donnell et al. 2005; Cai et al. 2006; Iorio et al.
2007).

This study aims to identify and characterize putative proteins involved in the miRNA
pathway using in silico analysis through predicted nematode proteome data, using conserved

domain analysis, active site residue analysis, and phylogenetic analysis. Furthermore, the study
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seeks to characterize and analyze the conservation of putative miRNAs and their precursors in
nematodes using data from nematode genomes and the conservation of primary and secondary

structures and phylogenetic analysis.
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MATERIAL AND METHODS

Prediction of putative proteins involved in miRNA biogenesis

We have used predicted proteome sequences of selected nematode species of the genus
Meloidogyne (Meloidogyne arenaria, Meloidogyne enterolobii, Meloidogyne floridensis,
Meloidogyne graminicola, Meloidogyne hapla, Meloidogyne incognita, and Meloidogyne

Jjavanica) available on NCBI public databases (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and WormBase

(https://wormbase.org/). To obtain the predicted proteins involved in the biogenesis of

miRNAs, C. elegans reference sequences were used as queries using the BLASTp software
(NCBI 2023). A set of homologous proteins were retrieved from the NCBI reference protein

database using Blastp. An algorithm was applied to make searching faster and more accurate.

Prediction of mature miRNAs and their precursors (pre-miRNAs)

The search for putative miRNAs and their precursors was carried out using an optimized
algorithm developed in several steps based on the conserved characteristics of these molecules
(de Souza Gomes et al. 2011). Firstly, genome and transcriptome sequences with the potential
formation of hairpin structures or similar structures of miRNA precursors were obtained. The
Blastn program and the Einverted program (EMBOSS tool) were used (NCBI 2023). These
sequences were fed into a series of filters to eliminate undesirable sequences, allowing only
those corresponding to probable miRNAs to remain. These filters inserted in the algorithm were
based on conserved features of miRNA precursors and features of other known regions that do
not have the potential to form miRNA precursors. The filters used were GC content (guanine

and cytosine), minimum free energy (MFE), homology with mature miRNAs, homology with
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protein-coding regions, homology with repetitive regions, and homology with non-coding
RNAs. A miRNA classifier was also used, which is based on the previous characteristics of
putative real miRNAs, pseudo-miRNAs, and non-real miRNAs along with information from
machine learning technology, “random forest” (Jiang et al. 2007). The prediction of secondary
structures of pre-miRNAs was carried out using RNAfold (UV 2023) with default parameters
(Zuker and Stiegler 1981).

Comparison at the primary and secondary level of the compared putative miRNA
precursor sequences was performed using RNAalifold ("http:/rna.tbi.univie.ac.at/cgi-
bin/RNAalifold.cgi") (UV 2023). Additionally, the predicted miRNAs were compared to the

set of miRNAs found in other organisms.

Sequence alignment, conserved domains, and phylogenetic analysis

The miRNA precursor sequences and protein amino acid sequences were aligned using
the ClustalX 2.0 tool (Thompson et al. 2003; UV 2023; UV 2023) via multiple sequence
alignment. For the miRNA precursor sequences, the alignment parameters were adjusted due
to the complexity and size of the initial material. Conserved domains and active sites were
obtained separately from predicted proteins and their homologs to analyze the presence of
essential amino acid residues for their respective proteins via multiple alignments. The PFAM

protein family database (http://pfam.sanger.ac.uk/) and the conserved domains database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) were used for the analysis of conserved
protein domains and protein active sites, respectively (Mistry et al. 2021).

Phylogenetic analysis was performed using the Neighbor-joining method for both
sequence groups (Saitou and Nei 1987). A consensus tree was inferred using "bootstrap" for

2000 replicates representing the evolutionary history of the sequences studied. The evolutionary
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distance for putative pre-miRNAs was computed using Kimura-2-parameters in base units
substituted per site, while the JTT model was used for putative proteins. The phylogenetic

analysis was conducted in MegaX software (Tamura et al. 2007).
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RESULTS AND DISCUSSION

Prediction of putative proteins involved in miRNA biogenesis

Proteins involved in the biogenesis of miRNAs were predicted in seven different species
of the genus Meloidogyne, namely M. arenaria, M. enterolobii, M. floridensis, M. graminicola,
M. hapla, M. incognita, and M. javanica, which have predicted genomes and proteomes
available in the WormBase database (https://wormbase.org). Genes and proteins involved in
the miRNA pathway were chosen based on bibliographical research in scientific articles. The
BLASTp software from the WormBase database
(https://parasite.wormbase.org/Multi/Tools/Blast) was used to obtain predicted proteins using
reference protein sequences from C. elegans and D. melanogaster involved in miRNA
biogenesis, found in the NCBI database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). In total, 115 proteins
involved in the pathway were analyzed and are listed in supplementary table S1. The reciprocal
was performed using the NCBI BLASTp program (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A
set of homologous proteins for each of the surveyed species was obtained and are available in
supplementary tables S2, S3, S4, S5, S6, S7, and S8.

To carry out their functions, miRNAs must be incorporated into complexes with
Argonaute-like proteins, which are small highly specialized RNA-binding modules and major
components of RNA silencing pathways (Bohmert et al. 1998). They are conserved across
species, and many organisms express multiple members of the family, ranging from one in
Schizosaccharomyces pombe, five in Drosophila, eight in humans, ten in Arabidopsis, to
twenty-seven in C. elegans (Tolia and Joshua-Tor 2007).

After analysis, four homologous Argonaute-like proteins were identified in M. arenaria,

which were the Argonaute-like proteins of C. elegans and orthologous to the Argonaute-like
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proteins of D. melanogaster (M.Arenaria_Scaff3565g042373, M.Arenaria Scaff4844g050589,
M.Arenaria_Scaff3971g045158 and M.Arenaria Scaff776g014991); two homologous
Argonaute-like proteins of C. elegans and D. melanogaster (scaffold2053 cov192.g3461 and
scaffold11735 cov194.g14964) were identified in M. enterolobii; one homologous Argonaute-
like proteins of D. melanogaster and C. elegans in M. floridensis (scf7180000423291.g10608);
a homologous argonaute of C. elegans and D. melanogaster was identified
(MhA1 Contig2.frz3.gene25) in M. hapla; two homologous Argonaute-like proteins of C.
elegans and D. melanogaster (Minc3s00730g16613 and Minc3s00960g19312) were identified
in M. incognita; and four orthologous Argonaute-like proteins of C. elegans and D.
melanogaster (M.Javanica Scaff52g001103, M.Javanica Scaff1073g012540,
M.Javanica Scaff2303g022037, and M.Javanica Scaff18988g079886) have been identified as
important components of microRNA (miRNA) biogenesis in M. javanica, a plant-parasitic
nematode.

Another protein critical for miRNA biogenesis is Dicer ribonuclease, which converts
long dsRNAs into small interfering RNAs (siRNAs) of approximately 22 nucleotides (nt)
containing 2 nt 3' overhangs (Bernstein et al., 2001; Gregory 2005). While most species, such
as C. elegans and humans, contain a single Dicer enzyme, two Dicers, Dicer-1, and Dicer-2,
have been found in Drosophila (Bernstein et al. 2001; Jiang et al. 2005). Genetic studies have
suggested that Dicer-1 and Dicer-2 are involved in miRNA and siRNA production, respectively
(Lee et al. 2004b; Jiang et al. 2005). In M. arenaria, four Dicer-1 homologs to those of C.
elegans and D. melanogaster have been identified (M.Arenaria Scaff8816g068601,
M.Arenaria_Scaff23062032054, M.Arenaria_Scaff65592059360, and
M.Arenaria_Scaff731g014334), along with two Dicer homologs to those of C. elegans and D.
melanogaster (scaffold6107 cov164.g9058 and scaffold7310 cov168.g10562) in M.

enterolobii. In M. floridensis, one Dicer homolog to that of C. elegans and D. melanogaster
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(scf7180000423569.211302), in M. graminicola one homolog to that of C. elegans and D.
melanogaster (NXFT01000985.1.2590 g), in M. hapla one homolog to that of C. elegans and
D. melanogaster (MhA1 Contigl137.frz3.fgene2), and M. incognita, two homologs to those
of C. elegans and D. melanogaster (Minc3s00995g19690 and Minc3s00007g00452) in the
plant parasitic nematode M. incognita were found to have five homologous dicers to those
found in C. elegans and D. melanogaster (M.Javanica Scaff587g007894,
M.Javanica Scaff16566g074861, M.Javanica Scaff2511g023435,
M.Javanica Scaff4422¢034530, and M.Javanica_Scaff2524g023521).

In the biogenesis of miRNAs, the initial processing of pri-miRNAs occurs in the nucleus
and is catalyzed by a member of the ribonuclease III (RNase III) family called Drosha (Lee et
al. 2003; Lee et al. 2006). The pri-miRNAs, which are transcribed as long primary molecules
by RNA polymerase II (Han et al. 2004; Lee et al. 2004a), are cut into hairpin pre-miRNAs by
the nuclear RNase III Drosha (Lee et al. 2003; Han et al. 2004). This processing step is critical
in miRNA biogenesis (Lee et al. 2003; Lee et al. 2004a; Lund et al. 2004). Drosha is conserved
only in animals (Filippov et al. 2000; Wu et al. 2000; Fortin et al. 2002; Lee et al. 2006).

The presence of homologs to the Drosha protein in different nematode species was
investigated in this study. Specifically, three homologs of Drosha from C. elegans and D.
melanogaster, namely M.Arenaria_Scaff7632g064098, M.Arenaria_Scaff2471g033533, and
M.Arenaria_Scaff14103g083648, were identified in M. arenaria. Additionally, two homologs
to the Drosha protein from C. elegans and D. melanogaster, scaffold1486 cov231.g2488 and
scaffold41068 cov207.g25210, were found in M. enterolobii. One homolog of Drosha from C.
elegans and D. melanogaster was identified in each of the following species: M. floridensis
(scf7180000424706.g13770), M. graminicola (NXFT01003141.1.8187 g), M. hapla

(MhA1 Contig520.frz3.genel7), and M. javanica (M.Javanica Scaff5488g039684). Two
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homologs to the Drosha protein from C. elegans and D. melanogaster, namely
Minc3s01705g25748 and Minc3s03535g34126, were identified in M. incognita.

In addition to the analysis of the Drosha protein homologs, other proteins involved in
the miRNA processing pathway were investigated for their presence in the seven Meloidogyne
species studied. These proteins are listed in supplementary tables S2, S3, S4, S5, S6, S7, and
S8. The presence of these predicted proteins suggests the presence of the miRNA pathway in
these nematodes. It is therefore probable that a post-transcriptional gene regulation mechanism
dependent on RNA interference mechanisms is present in M. arenaria, M. enterolobii, M.

graminicola, M. floridensis, M. hapla, M. incognita, M. javanica.

Conserved domains

The conserved domains of the identified proteins in the initial stage of the study for each
Meloidogyne species (M. arenaria, M. enterolobii, M. graminicola, M. floridensis, M. hapla,
M. incognita, and M. javanica) were analyzed using the PFAM protein family database

(http://pfam.sanger.ac.uk/) (Mistry et al. 2021). The obtained results are presented in

supplementary tables S9, S10, S11, S12, S13, S14, and S15.

Krishnatreya et al. (2021) and various other studies have reported that the Argonaute
family of proteins comprises six conserved domains, namely the N-terminal domain (Argo-N),
PAZ domain, MID domain, PIWI domain, and two linker domains (Argo-L1 and Argo-L2).
The functional domains of AGO proteins, primarily the PAZ, MID, and PIWI domains, define
their characteristics (Wang et al. 2008; Wang et al. 2009; Mallory and Vaucheret 2010; Parker
2010). Therefore, argonaute proteins lacking these conserved domains may not be complete.

Dicers also possess six conserved domains, which include the DEAD-box helicase, C-

terminal helicase domain, Dicer dimerization domain, PAZ, Ribonuclease-III, and dsRNA
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binding motif. However, certain Dicers lack some of these domains, such as the Giardia
intestinalis Dicer that lacks the helicase, DUF283, and dsRBD domains (MacRae et al. 2006;
Ciechanowska et al. 2021), or the A. thaliana DICER-LIKE 3 (DCL3) protein that lacks the
DUF283 domain (Johanson et al. 2013; Ciechanowska et al. 2021), or the green alga
Chlamydomonas reinhardtii DCL3, which lacks the PAZ domain (Valli et al. 2016;
Ciechanowska et al. 2021). This can occur in Dicers proteins of the analyzed species that did
not have some conserved domains found. Drosha proteins have two conserved ribonucleases
IIT domains in tandem and a double-stranded RNA binding domain (dsRBD) (Lee et al. 2006).

In the species, M. arenaria (Figure 1) three out of the homologs Argonaute-like proteins
to the  Argonaute-like proteins of D. melanogaster and C. elegans
(M.Arenaria_Scaftf3565g042373, M.Arenaria_Scaff3971g045158, and
M.Arenaria_Scaff776g014991) have all six expected conserved domains (PIWI, ArgoMID,
PAZ, ArgoN, ArgoL1, and ArgoL2). One (M.Arenaria Scaff4844g050589) has four of the
expected conserved domains (PIWI, ArgoMid, PAZ, and Linker2). Three Dicers
(M.Arenaria_Scaff2306g032054, M.Arenaria_Scaff65592059360, and
M.Arenaria_Scaff731g014334) have the conserved domains Ribonuclease 3, PAZ, Dicer
dimer, Helicase C and Reslll; one Dicer (M.Arenaria Scaff8816g068601) has only the
Ribonuclease 3 domain.

The green alga Chlamydomonas reinhardtii DCL3 lacks the PAZ domain, as has been
reported in previous studies (Valli et al., 2016; Ciechanowska et al., 2021). This may be due to
the absence of conserved domains in the Dicer proteins of this species. Drosha proteins, on the
other hand, possess two conserved ribonuclease III domains arranged in tandem and a double-

stranded RNA binding domain (dsRBD), as previously described (Lee et al., 2006).
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Figure 1. Conserved domains of Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from M.

arenaria.

In M. enterolobii (Figure 2), all homologs of Argonaute-like proteins, namely
scaffold2053 cov192.g3461 and scaffold11735 cov194.g14964, which are analogous to those
found in C. elegans and D. melanogaster, possess the expected six conserved domains, which
include PIWI, ArgoMID, PAZ, ArgoN, ArgoL1, and ArgoL2.

One Dicer homolog in M. enterolobii, scaftold6107 cov164.g9058, shares conserved
domains with the Dicer protein found in C. elegans and D. melanogaster, including
Ribonuclease I1I, PAZ, Dicer Dimerization, C-terminal Helicase, and ReslIII. Another homolog,
scaffold7310 cov168.g10562, possesses the conserved domains Ribonuclease 111, PAZ, Dicer

dimerization, DEAD-box, and C-terminal helicase.
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Figure 2. Conserved domains of the Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from

M. enterolobii.

In the species M. floridensis (Figure 3), only one homolog of argonaute proteins
analogous to those found in D. melanogaster and C. elegans was found,
sc7180000423291.g10608, has conserved domains that include PIWI, MID, ArgoN, L1, and
L2, lacking just the PAZ domain to have all six expected domains.

The identified homologs Dicer in M. floridensis possess a conserved C-terminal domain,

namely scf7180000423569.g11302.
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Figure 3. Conserved domains of Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from M.

floridensis.
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In M. graminicola, proteins homologous to argonautes analogous to those found in D.
melanogaster and C. elegans were not found. The identified homologs Dicer protein
(NXFT01000985.1.2590 g) has two conserved Ribonuclease III domains, PAZ domain, Dicer

Dimerization domain, C-terminal Helicase, and ReslIII.
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Figure 4. Conserved domains of Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from M.

graminicola.

In the species M. hapla (Figure 5), the identified homologue of the Argonauta protein
has the expected six conserved domains (PIWI, ArgoMID, PAZ, ArgoN, ArgoL1, and ArgoL2).
As for the Dicer protein, the identified homologue contains the conserved domains ribonuclease

III, PAZ, Dicer dimerization domain and helicase C.
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Figure 5. Conserved domains of Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from M.

hapla.

In the species M. incognita (Figure 6), both identified homologs of Argonaute-like
proteins (Minc3s00730g16613 and Minc3s00960g19312) possess the expected six conserved
domains (PIWI, ArgoMID, PAZ, ArgoN, ArgoL1, and ArgoL2). As for the Dicer protein, one
homolog (Minc3s00995g19690) contains the conserved Ribonuclease III, PAZ, Dicer
Dimerization, C-terminal Helicase, and ReslIII domains, while the other (Minc3s00007g00452)

has a DEAD-box domain instead of ReslIII.
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Figure 6. Conserved domains of Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from M.

incognita.

In M. javanica (Figure 7), two homologous proteins identified as Argonaute-like
proteins (M.Javanica Scaff52g001103 and M.Javanica Scaff2303g022037) possess the
expected six domains (PIWI, ArgoMID, PAZ, ArgoN, ArgoLl, and ArgoL2). One

(M.Javanica Scaffl073g012540) lacks the L1  domain, while the  other
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(M.Javanica Scaff18988g079886) has two PIWI domains and an ArgoMID. Among the
identified homologs of Dicers from C. elegans and D. melanogaster, one
(M.Javanica Scaff587g007894) has the conserved Ribonuclease III, PAZ, Dicer Dimerization,
C-terminal Helicase, and Reslll domains, two (M.Javanica Scaff16566g074861 and
M.Javanica Scaff2524g023521) possess only one Ribonuclease III domain, one
(M.Javanica Scaff2511g023435) has two PAZ domains, two Dicer Dimerization domains, two
Ribonuclease III domains, and two C-terminal Helicase domains, and the other
(M.Javanica_Scaff4422g034530) has one PAZ domain, a Dicer Dimerization domain, and two

Ribonuclease 111 domains.
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Figure 7. Conserved domains of Argonaute-like proteins, Dicers, and Droshas proteins from M.

javanica.

Regarding the Drosha protein, all identified homologs in the studied species exhibit both
Ribonuclease III domains, as expected. Some of them also possess the double-stranded RNA-
binding domain (Figures Figure 1, Figure 2, Figure 3, Figure 4, Figure 5, Figure 6 and Figure
7). Furthermore, additional pathway proteins were examined for the presence of conserved
domains in the seven Meloidogyne species investigated and are provided in supplementary

tables S9, S10, S11, S12, S13, S14, and S15.
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Active Sites

For active site analysis, the Conserved Domains Database

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) (NCBI 2023) and the ClustalX 2.0 tool

were utilized to completely align the analyzed proteins. Key proteins involved in the miRNA
silencing pathway, namely, Argonaute-like proteins, Dicer, and Drosha, were selected for
active site analysis. These three proteins were evaluated in each Meloidogyne species studied,
including M. arenaria, M. enterolobii, M. graminicola, M. floridensis, M. hapla, M. incognita,
and M. javanica. The results of the analysis are presented in supplementary tables S16, S17,
and S18.

In Argonaute-like proteins, the PIWI domain contains a catalytic site responsible for
cleaving the target messenger RNA (mRNA). This active site comprises three amino acid
residues: DDH (aspartate, aspartate, and histidine) or DDD (Mallory and Vaucheret 2010;
Cardoso et al. 2020). In Dicer proteins, the active sites are present in two RNase III domains,
which show a distribution of the following amino acids: glutamic acid (E), aspartate (D),
aspartate (D), and glutamic acid (E), forming the EDDE site. The same EDDE site is present in
Drosha proteins (Gomes et al. 2009; Cardoso et al. 2020).

In the studied Argonaute-like proteins, most of them have the expected DDH active site.
However, proteins from M.  enterolobii  scaffold11735 cov194.g14964  and
sc7180000423291.g10608 from M. floridensis did not show 100% conservation, as shown in
their active sites in Figure 8.

The catalytic amino acid core is a key factor that contributes to the cleaving efficiency

of the PIWI domain, although other properties may also play a role. The crystal structure of the
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Thermus thermophilus AGO protein (Wang et al. 2009; Mallory and Vaucheret 2010) has

revealed one such property.

AGO-2_isoformB_D.melanogaster [960] [1o21] [1146]
AGO-2_isoformC_D.melanogaster [963] [1024] [1149]
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AGO-1_isoformA D.melanogaster [716] [778] [905]
M.Arenaria Scaff3565g042373 M.arenaria [810] [871] I [ -1
scaffold11735 covl94.gl4964 M.enterclobii [752] [813] I [915]
sc£7180000423291.910608 M.floridensis [227] [288] I [459]
M.Javanica Scaff2303g022037 M. javanica [542] [603] I [730] P
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Figure 8. Analysis of conserved domains and active sites of Argonaute-like proteins de D.
melanogaster, C. elegans, M. arenaria, M. javanica, M. enterolobii, M. floridensis, M.

incognita, M. hapla, and M. graminicola.

All Dicer 1 proteins studied in Figure 8 demonstrated the expected highly conserved
active site with the amino acid sequence EDDE (glutamic acid, aspartate, aspartate, glutamic
acid). However, in the case of M. floridensis, no protein was found by the homology method

that could be compared to the others, as shown in Figure 9.
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Figure 9. Analysis of conserved domains and active sites of Dicers from D. melanogaster, C.

elegans, M. arenaria, M. javanica, M. enterolobii, M. incognita, M. hapla, and M. graminicola.

In the case of Drosha proteins, it was expected that they would have the same active site

as Dicer 1, EDDE. However, most Drosha proteins had the amino acid sequence EDNE

(glutamic acid, aspartate, asparagine, glutamic acid) as an active site. This sequence was also

present in Drosha from D. melanogaster, which was one of the species used as a reference in

this study, as shown in Figure 10.
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Figure 10. Analysis of conserved domains and active sites of Drosha from D. melanogaster, C.
elegans, M. arenaria, M. javanica, M. enterolobii, M. floridensis, M. incognita, M. hapla, and

M. graminicola.

Phylogenetic analysis of proteins

To increase the reliability of identifying proteins in the Meloidogyne species under
investigation and to assess their phylogenetic relationships with homologous proteins, we
conducted a phylogenetic analysis using their amino acid sequences. We used this method to
determine the evolutionary history of proteins from the Argonaute family (Figure 11), the Dicer
family (Figure 12), and the Drosha family (Figure 13) in the studied species. Our results
revealed that the phylogeny of these proteins followed the well-defined clades of the tree of
life, indicating their evolutionary relationships.

However, the analysis showed that the species M. floridensis did not have a compatible

dicer protein, despite undergoing the same protocols as the other species. This suggests that
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either the protein is absent in this species or that the protocols used were not sufficient to detect
it. These findings highlight the importance of using a rigorous and comprehensive approach

when conducting phylogenetic analyses of proteins.
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Figure 11. Argonaute’s Phylogenetic Tree. The phylogeny of these proteins followed the well-

defined clades of the tree of life, indicating their evolutionary relationships.
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Figure 12. Dicer’s phylogenetic tree. The phylogeny of these proteins followed the well-defined

clades of the tree of life, indicating their evolutionary relationships.
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Figure 13. Drosha’s phylogenetic tree. The phylogeny of these proteins followed the well-

defined clades of the tree of life, indicating their evolutionary relationships.

Mature miRNAs and their precursors

To demonstrate the conservation of miRNA processing machinery and mature

sequences in phytonematode species of the genus Meloidogyne, we aimed to identify mature

miRNA sequences and their precursors. Using an optimized and specific algorithm, we

identified 38 miRNA precursors and mature sequences in M. enterolobii. In M. arenaria, we

analyzed three different genomes that were available. Based on the first genome, we identified

43 sequences of miRNA precursors and their mature forms. The second genome of M. arenaria

yielded 40 sequences, and the third genome analysis of M. arenaria identified 41 sequences of
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miRNA precursors and their mature forms, which are listed in Supplementary Tables S19, S20,
S21, and S22.

We analyzed the structural and thermodynamic characteristics of all identified miRNAs.
Previous studies have shown that miRNA precursor sequences have significantly higher
negative minimal folding free energy indexes (MFEIs) than other types of RNA, such as tRNA
and rRNA. The predicted miRNA precursors in M. enterolobii had a mean MFEI of -0.814,
ranging from -1.105 to -0.502. The predicted precursors of miRNAs in the first genome of M.
arenaria had a mean MFEI of -0.826, ranging from -1.165 to -0.502. The predicted miRNA
precursors in the second genome of M. arenaria showed a mean MFEI of -0.894, ranging from
-1.298 to -0.601.

Finally, the third genome of M. arenaria was found to contain miRNA precursors with

a mean minimum free energy index (MFEI) of -0.846, ranging from -1.225 to -0.625.

MiRNA characterization

To further characterize the miRNAs in the two analyzed species, miRNAs from the mir-
87 family of each species and from the first genome of M. arenaria were selected, due to their
high conservation in the species studied and their prevalence in the reference species of the
study. Sequence and phylogenetic distributions of this family of miRNAs were analyzed.

For sequence conservation analysis, the predicted miRNAs were aligned to 5 miRNAs
from the same homologous family. The miRNA precursors identified in this study exhibited
significant conservation in their sequences and secondary structures, particularly in the mature
regions of the miRNAs, compared to their homologs.

The identified and characterized miRNA precursors exhibited 100% conservation in

their seed regions, which is crucial as miRNAs regulate target genes by binding to their 3' UTR
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(Lai 2002; Filipowicz et al. 2008; Kehl et al. 2017). The binding specificity is primarily
determined by the seed region, comprising eight nucleotides (Grimson et al. 2007), rather than
the entire mature miRNA sequence (Lee et al. 2003; De Wit et al. 2009; Bartel 2009).

Mir-87 is known to play a crucial role in regulating dendrite regeneration and
developmental timing in the nervous system (Chang et al. 2004; Shenoy and Blelloch 2014;
Kitatani et al. 2020). Kitatani et al. (2020) identified miR-87 as a critical regulator of dendrite
regeneration, which works autonomously in the cell. The study proposed a model where miR-
87 upregulation is a critical determinant for dendrite growth.

In M. enterolobii, mir-87 was aligned with miRNAs from several species, including C.
elegans (cel-mir), Caenorhabditis remanei (crm-mir), Panagrellus redivivus (prd-mir), Brugia
malayi (bma-mir), and Ascaris suum (asu-mir), and found to have its mature region between
amino acids 65 to 87. Its seed region is 100% conserved. Mir-87 in M. enterolobii exhibited
significant conservation in its sequence and secondary structure. Figures Figure 14 and Figure

15 show the alignment and conservation analysis of mir-87.

seed region

TEEEE EXTER T EEEXXEXER

cel-mir-87
crm-mir-87
men-mir-87
bma-mir-87a
asu-mir-87b
prd-mir-87

Figure 14. High-confidence alignment between M. enterolobii mir-87 family miRNAs and their

homologs. MiRNA studied: men-mir-87.
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asu-mir-87 bma-mir-87  cel-mir-87 crm-mir-87 prd-mir-87 pre-mir de M.enterolobii

Figure 15. Secondary structures of M. enterolobii mir-87 family miRNAs and their homologs.

The mature region of mir-87 in M. arenaria was found to be located between amino
acids 62 to 84, and its seed region was found to be completely conserved, when aligned to
miRNAs from other species, including B. malayi (bma-mir), 4. suum (asu-mir), P. redivivus
(prd-mir), C. elegans (cel-mir), and Pristionchus pacificus (ppc-mir). The sequence and

secondary structure of mir-87 in M. arenaria were also found to be highly conserved.

seed region
|

EEERE EEEE EEEEEEETE ETEFEREEEXEETRZIEEERERES *

bma-mir-87a
asu-mir-87b
mar-mir-87
prd-mir-87
cel-mir-87

ppc-mir-87

Figure 16. High-confidence alignment between M. arenaria mir-87 family miRNAs and their

homologs. MiRNA studied: mar-mir-87.
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Asu-mir-87  bma-mir-87 cel-mir-87 ppc-mir-87 prd-mir-87 pre-mir de M.arenaria
Figure 17. Secondary structures of miRNAs from the M. arenaria mir-87 family and their

homologs.

Phylogenetic analysis of miRNAs

The miRNA family mir-87 in M. enterolobii (Figure 18) was analyzed and compared to
20 homologs, including species from the phyla Nematoda, Arthropoda, and Annelida, such as
C. elegans (cel), Caenorhabditis briggsae (cbr), Caenorhabditis brenneri (cnb),
Caenorhabditis remanei (crm), Heligmosomoides polygyrus (hpo), Pristionchus pacificus
(ppc), Haemonchus contortus (hco), P. redivivus (prd), B. malayi (bma), A. suum (asu), Ixodes
scapularis (1sc), Tribolium castaneum (tca), Acyrthosiphon pisum (api), Apis mellifera (ame),
Capitella teleta (cte), Heliconius melpomene (hme), and Tetranychus urticae (tur). The
phylogenetic analysis revealed well-defined clades that represented the nematode, arthropod,
and annelid phyla. The miRNA under study, men-mir-87, was found to be closely related to

arthropod mir-87.
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Figure 18. Phylogenetic tree of the M. enterolobii mir-87 miRNA family.
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In regards to the phylogenetic analyses of miRNAs from M. arenaria, the first genotype

was selected for further investigation. The miRNA phylogenetic tree of the mir-87 family

(Figure 19) was constructed by comparing homologs from various species, including

Drosophila erecta (dre), Drosophila yakuba (dya), Tetranychus urticae (tur), A. pisum (api), A.

mellifera (ame), H. melpomene (hme), H. polygyrus (hpo), B. malayi (bma), A. suum (asu), P.

redivivus (prd), Tribolium castaneum (tca), Haemonchus contortus (hco), Pristionchus

pacificus (ppc), Ixodes scapularis (isc), C. brenneri (cbn), C. remanei (crm), C. elegans (cel),

and C. briggsae (cbr). The phylogeny observed followed the evolutionary relationships of the

tree of life, with well-defined clades that included representation of the phyla arthropods and
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Figure 19. Phylogenetic tree of the mir-87 miRNA family of M. arenaria.
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CONCLUSIONS

Given the significant impact of plant nematodes on agriculture and the associated
economic losses, this study's findings expand the knowledge on miRNAs in plant nematodes.
These results advance our understanding of the crucial roles of miRNA-based regulatory
mechanisms, including processing pathways and gene expression, in plant nematodes.

Additionally, these findings provide insights that can guide future research in this area.
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CONCLUSAO

Dado o impacto significativo dos fitonematoides na agricultura e as perdas economicas
associadas, os resultados deste estudo ampliam o conhecimento sobre miRNAs em
fitonematoides. Esses resultados avangam nossa compreensdo dos papéis cruciais dos
mecanismos regulatorios baseados em miRNA, incluindo vias de processamento e expressao
génica, em nematoides de plantas. Além disso, essas descobertas fornecem informagdes que

podem orientar futuras pesquisas nessa area.
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Defina abreviaturas na primeira apari¢ao no texto. Nao use abreviagdes nao padronizadas.
Os arquivos de informagdes ndo compativeis sdo carregados separadamente, a menos que

aparecam pelo menos trés vezes no texto. Reduza ao minimo as abreviagdes.

EQUACOES

Recomendamos o uso de mathtype para exibi¢do e equagdes em linha, pois fornecera o

resultado mais confiavel. Se isso ndo for possivel, o equation editor ¢ aceitavel.

Evite usar o mathtype ou o equation editor para inserir variaveis simples (por exemplo, “a?
+ b? = ¢?”), simbolos gregos ou outros (por exemplo, B, & ou ' [prime]) ou operadores
matematicos (por exemplo, X, >, ou £) em texto corrido. Sempre que possivel, insira

simbolos tnicos como texto normal com os valores unicode (hex) corretos.

Nao use mathtype ou equation editor apenas para uma parte de uma equacao. em vez disso,
certifique-se de que toda a equacao seja incluida. evite equacdes “hibridas” em linha ou de
exibicdo, nas quais parte ¢ texto e parte ¢ mathtype, ou parte ¢ mathtype e parte ¢ editor de

equacoes.
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NOMENCLATURA

Use nomenclatura correta e estabelecida sempre que possivel.

UNIDADES DE MEDIDA

Use unidades do si. Se vocé ndo os usar exclusivamente, fornega o valor si entre parénteses

apos cada valor.

DROGAS

Forneg¢a o nome internacional ndo proprietario recomendado (rinn).

NOMES DE ESPECIES

Escreva em italico (por exemplo, homo sapiens ). Escreva por extenso o género e a espécie,

tanto no titulo do manuscrito quanto na primeira men¢do de um organismo em um artigo.

Apos a primeira mengdo, pode ser usada a primeira letra do nome do género seguida do

nome completo da espécie (por exemplo, h. sapiens ).

GENES, MUTACOES, GENOTIPOS E ALELOS

Escreva em italico. use o nome recomendado consultando o banco de dados de
nomenclatura genética apropriado (por exemplo, hugo para genes humanos). Prefixos de
genes, como aqueles usados para oncogenes ou localizacdo celular, devem ser mostrados

em caracteres romanos (por exemplo, v-fes, c-myc).



83

ORGANIZACAO DO MANUSCRITO

A maioria dos manuscritos deve ser organizada da seguinte forma. As instru¢des para cada

elemento aparecem abaixo.
Titulo

Autores

Afiliagoes

Abstrato

Introducao

Material e métodos
Resultados
Discussao
Agradecimentos
Referéncias

Material suplementar

A uniformidade no formato facilita a experiéncia dos leitores e usudrios da revista.

Observe também que os resultados e a discussao podem ser combinados em uma se¢do de

resultados/discussao e que uma se¢do de conclusao também pode ser incluida.

OUTROS ELEMENTOS

As legendas das figuras sdo inseridas imediatamente apds o primeiro paragrafo em que a

figura ¢ citada. os arquivos de figuras sdo carregados separadamente.
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As tabelas sdo inseridas imediatamente apos o primeiro paradgrafo em que sdo citadas.

Os arquivos de informagdes de suporte sdo carregados separadamente.

PARTES DE UMA SUBMISSAO

Titulo

Inclua um titulo completo e um titulo curto para o manuscrito.

TiTULO COMPRIMENTO DIRETRIZES EXEMPLOS

Haplotipos de gGL3 e seus
papéis na regulagie do
tamanho de grao com alelos
G53 em arroz

Especifico, descritivo, conciso
e compreensivel para leitores

Titulo completo 150 caracteres fora do campo. Nio deve R o . .
inferir informacoes de Associagdo de polimorfismos
] -18 artri
resultado. da  IL-18 com  artrite
reumatdide:  uma meta-
analise
Haplotipos de gGL3 e seus
. apéis  reguladores  com
titulo atual 60 caracteres Informe o tema do estudo pap guia

polimorfismos G53 IL-18 e
artrite reumatoide

Os titulos devem ser escritos com letras maiusculas apenas na primeira palavra e nos nomes
das espécies/genes. evite abreviaturas especializadas, se possivel. Para ensaios clinicos,

revisoes sistematicas ou metanalises, o subtitulo deve incluir o desenho do estudo.

LISTA DE AUTORES

Quem pertence a lista de autores
Todos os autores devem atender aos critérios de autoria descritos na politica de autoria.

Aqueles que contribuiram com o trabalho, mas ndo atendem aos critérios de autoria, podem

ser mencionados nos agradecimentos.
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Nomes dos autores ¢ afiliagdes

Digite os nomes dos autores na pagina de titulo do manuscrito € no sistema de submissao

online. Na pagina de titulo, escreva os nomes dos autores na seguinte ordem:

Iniciais dos nomes proprios e do meio

Sobrenome (sobrenome, sobrenome)

Virgula entre cada autor, exceto para os dois ultimos, onde "e" ¢ usado. ndo ha espago entre
as iniciais.

Cada autor na lista deve ter uma afiliacdo. A afiliacdo inclui departamento, universidade

ou afiliacdo organizacional e sua localiza¢do, incluindo cidade, estado/provincia (se

aplicavel) e pais (sem periodos finais).
Se um autor tiver vdrias afiliagdes, insira todas as afiliacdes apenas na pagina de titulo.

Os nomes dos autores serdo publicados exatamente como aparecem no arquivo do
manuscrito. Por favor verifique as informagdes cuidadosamente para se certificar de que

estdo corretas.
Autor correspondente

Um autor correspondente deve ser designado no sistema de submissdo, bem como na

pagina de titulo.

Um autor correspondente deve ser designado no sistema de submissdo. Entretanto, o gmr
permite a inclusdo de mais um autor correspondente que podera constar no artigo em caso
de publicacdo. Quem for designado como autor correspondente na pagina de titulo do

arquivo do manuscrito sera listado como tal apds a publicagao.

Inclua um enderego de e-mail para cada autor correspondente listado na pagina de titulo

do manuscrito.

folha de rosto

O titulo, autores e afiliagdes devem ser incluidos em uma pagina de titulo como a primeira

pagina do arquivo do manuscrito.
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ABSTRATO

O resumo vem apos a pagina de titulo no arquivo do manuscrito ¢ deve ser escrito em um
unico paragrafo. O texto do resumo também ¢ inserido em um campo separado no sistema

de submissio.

O resumo do trabalho deve ser sucinto; ndo deve exceder 300 palavras. Os autores devem
mencionar as técnicas utilizadas sem entrar em detalhes metodoldgicos e devem resumir

os resultados mais importantes.

Embora o resumo esteja conceitualmente dividido em trés sec¢des (antecedentes,
metodologia/principais descobertas e conclusdes/significado), ndo aplique esses titulos

distintos ao resumo dentro do arquivo do artigo.
Nao inclua nenhuma citagdo. Evite abreviaturas especializadas.

Palavras-chave ou termos de indexagao (até seis) devem ser incluidos. Cada palavra-chave

usa o primeiro

Letra maitscula e separados por ponto e virgula.

TEXTO
Formatar

Os titulos devem ser em negrito e as primeiras letras maiusculas e alinhadas a esquerda.
Todo o texto deve ser configurado em fonte times new roman, 12 pontos, alinhamento a
esquerda, espacamento simples. Nao justifique a margem direita. Deixe apenas um (1)
espaco apos os pontos. Os pardgrafos nao devem ser recuados; nao deve haver nenhuma
linha em branco entre eles. Use retornos de linha apenas no final dos paragrafos. Nao use
tabulacdes ou espacos para criar recuos. Use a fonte symbol para simbolos e caracteres
especiais. As equacdes devem ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos

entre parénteses no lado direito da pagina.

Introducdo, material e métodos, resultados, discussdo e agradecimentos sdo considerados

como titulo 1 (todas as letras sdo maiusculas).
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O titulo 2, que ¢ um subtitulo do titulo 1, usa apenas a primeira letra maitscula. O titulo 3,
que ¢ um subtitulo do titulo 2, estd no mesmo formato, mas em italico. Tudo em uma linha

separada.

Tente usar abreviagdes no texto com moderagdo. Escreva as abreviagdes por extenso antes
da primeira vez em que forem usadas no texto. Use o sistema métrico para todas as
medi¢des sem periodos (cm, ml, s). Defina todos os simbolos usados em equagdes e

formulas. ndo abrevie a palavra “figura” ou “tabela” em titulos ou texto.
Introducao

A introducdo deve colocar o foco do manuscrito em um contexto mais amplo. Ao redigir a
introducdo, pense nos leitores que niao sdo especialistas nesse campo. Inclua uma breve
revisao da literatura chave. Se houver controvérsias ou discordancias relevantes na area,
elas devem ser mencionadas para que um leitor ndo especialista possa se aprofundar nessas
questdes. A introducdo deve concluir com uma breve declaracdo do objetivo geral dos

experimentos e um comentdrio sobre se esse objetivo foi alcancado.
Material e métodos

Esta se¢cdo deve fornecer detalhes suficientes para a reprodugdo dos resultados. Protocolos
para novos métodos devem ser incluidos, mas protocolos bem estabelecidos podem ser

simplesmente referenciados.
Resultados

A sec¢do resultados deve fornecer detalhes de todos os experimentos necessarios para apoiar
as conclusdes do artigo. Ndo ha limite de palavras especifico para esta secdo, mas detalhes
de experimentos que sdo periféricos ao objetivo principal do artigo e que desviam do foco
do artigo ndo devem ser incluidos. A secdo pode ser dividida em subsec¢des, cada uma com

um subtitulo conciso. a secao deve ser escrita no passado.
Discussao

A discussao deve expor as principais conclusdes do trabalho junto com algumas explicacao
ou especulacdo sobre o significado dessas conclusdes. Como as conclusdes afetam as
suposi¢des e modelos existentes no campo? Como pesquisas futuras podem se basear

nessas observagdes? Quais sdo os principais experimentos que devem ser feitos?

A discussao deve ser concisa e bem argumentada.
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Os resultados e a discussdo podem ser combinados em uma secdo, se desejado.
Agradecimentos

Todos os agradecimentos (incluindo os de concessdo e apoio financeiro) devem ser
digitados em um paragrafo imediatamente anterior a secdo de referéncia. Solicita-se aos
autores de manuscritos submetidos ao gmr que declarem a fonte de todo o financiamento

que permitiu a realiza¢do da pesquisa descrita.

Aqueles que contribuiram para o estudo, mas nao atendem aos nossos critérios de autoria,

devem ser listados nos agradecimentos com uma descri¢cao da contribuicao.

Os autores sdo responsaveis por garantir que qualquer pessoa nomeada nos agradecimentos

concorde em ser nomeada.

Nao inclua fontes de financiamento nos agradecimentos ou em qualquer outro lugar no
arquivo do manuscrito. as informagdes de financiamento devem ser inseridas apenas na

sec¢do de divulgagdo financeira do sistema de envio on-line.
Referéncias

As referéncias devem consistir principalmente de artigos de periddicos indexados.
Referéncias para técnicas que sdo essenciais para a compreensao ou repeticao dos métodos

devem estar sempre em periodicos de facil acesso (indexados).

As referéncias sdo listadas no final do manuscrito e listadas em ordem alfabética.
Nao inclua citagdes nos resumos.

As referéncias no texto devem incluir o nome do autor e o ano entre parénteses, por
exemplo, (searle, 1961) ou (king e wilson, 1975). Quando uma referéncia com mais de dois
autores ¢ citada, apenas o primeiro autor € citado, por exemplo (comstock et al., 1958). As
referéncias devem ser citadas no texto em ordem cronoldgica, por exemplo (ideber, 2001;
uetz, 2002; ottavai, 2004). Referéncias a “resultados ndo publicados” e “artigos
submetidos” devem aparecer no texto entre parénteses apos o(s) nome(s) do(s)
individuo(s). Exemplo: (pereira ks, martins pk e silva tm, resultados ndo publicados). Nao
mais do que 40 referéncias devem ser citadas em um artigo completo, 20 referéncias em

uma comunicacdo curta e 60 referéncias em um artigo de revisao .
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As referéncias, sob o titulo “referéncias”, devem incluir apenas os trabalhos referidos em;
o texto. As referéncias devem ser citadas da seguinte forma: artigos de peridédicos - nomes
e iniciais dos quatro primeiros autores (depois disso usando et al.), ano, titulo do peridédico
abreviado de acordo com pubmed ou web of science, nimero do volume, numeros da
primeira e ultima pagina; livros - nomes dos autores, ano, titulo completo, edi¢do, editoras,
endereco (cidade); artigos publicados em simpodsios - nomes dos autores, ano, titulo
completo do livro, nome(s) do(s) editor(es) entre parénteses, editora, endereco (cidade),

pagina inicial e final.
Referéncias de formatagao

Como todas as referéncias serdo vinculadas eletronicamente tanto quanto possivel aos

artigos que citam, a formatagdo adequada das referéncias ¢ crucial.

As abreviagdes dos nomes dos peridodicos devem ser aquelas encontradas nos bancos de

dados do national center for biotechnology information (ncbi).
FONTE FORMATAR

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y e outros. (2011). cDNA, clonagem
de sequéncia gendmica e superexpressac do gene da proteina
ribossémica L9 (rpL9) do panda gigante ( Ailuropods melanoleuca
) Genet. Mol. Res. 10: 1576-1588.

Devaraju P, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, et al (2014). A
suscetibilidade ao LES em tameis do sul da India pode ser
influenciada pela pressdo de selegdo genética nos genes TLR2 e
TLRS. Mol. imunol. S0161- 3890(14)00313-7.

artigos publicados

Iqual aos artigos publicados, mas substituz “In press”® por nimeros

Artigos aceitos e ndo publicados .
g P de pagina ou DOL

Huynen MMTE, Martens P e Hilderlink HBM (2005). Os impactos
da globalizagdo na sadde: uma estrutura conceitual. Sadde global.
1: 14. Disponivel em

'www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14 ].

Sites ou artigos online

Bates B (1992). Negociando pela vida: uma historia social da
tuberculose. 1% ed. University of Pennsylvania Press, Filadélfia.

livros

Hansen B (1991). Epidemias e histdria da cidade de Nova York
capitulos de livros para o publico. In: AIDS e o historiador (Harden VA, Risse GB, eds.).
Institutos Nacionais de Sadde, Bethesda.
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Krick T, Shub DA, Verstraete N, Ferreiro DU, et al. (1991). O
metabolismo de aminoacidos entra em conflito com a diversidade
de proteinas. Pré-impressdo. Disponivel: arXiv:1403.3301v1.
Acessado em 17 de margo de 2014,

Artigos depositados (preprints, e-prints ou arXiv)

Fonte H (2014). Para pinguins ja vulneraveis, estudo descobre que
a mudanga climética € outro perigo O jornal New York Times. 29
Midia publicada (jornais impressos ou online e artigos de de janeiro de 2014, Disponivel em
revistas) [http://www.nytimes.com/2014,/01/30/science fcli
change-taking-toll-on-penguins-study-fins.html ]. Acessado em
17 de mar;o de 2014.

ence/earth/climate-

Allen L (2006). Anunciando os blogs PLOS. 1 de setembro de 2010
. . i [citado em 17 de marco de 2014]. In: PLOS Blogs [Internet]. Sao
Novas midias (blogs, sites ou outros trabalhos escritos) Francisco: PLOS 2006 - . [cerca de 2 telas]. Disponivel em

[http://blogs.plos.org/plos/2010/0%/announcing-plos-blogs/ |.

Wells A (1999). Explorando o desenvolvimento do periddico
académico independente e eletrdnico. Tese de mestrado.
Universidade de  Sheffield, Sheffield. Disponivel em
[http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09 ].

Teses de mestrado ou dissertagdes de doutorado

Roberts 5B (2013). Faixas de recursos do navegador de genoma
QPX. Banco de dados: figshare [Internet]. Acessado em

Bancos de dados e repositorios (Figshare, arXiv) htto
1ttp

figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature Trac

Material suplementar

Os autores podem usar quase qualquer descricdo como o nome do item para um arquivo de

[P

material suplementar, desde que contenha um “s” e um namero. por exemplo, “figura s1”

e “figura s2”, “tabela s1” e “tabela s2” e assim por diante.

Os arquivos de material suplementar sdo publicados exatamente como fornecidos e ndo sao

copiados.
Legendas de material suplementar

Liste as legendas do material suplementar no final do arquivo do manuscrito. Nao envie

legendas em um arquivo separado.

O numero ¢ o nome do arquivo sdo obrigatérios em uma legenda, e ¢ altamente

recomendavel incluir também um titulo de uma linha ou uma legenda (para figuras).
Exemplo de legenda

Texto s1. Titulo/Legenda ¢ fortemente recomendado.
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Citacgdes no texto

Exigimos que vocé cite material suplementar no texto do manuscrito. Se vocé citar

informagdes de apoio no texto, as citagdes precisam estar em ordem numérica.
Figuras e tabelas

Tabelas e figuras sdo citadas em letras maitsculas, por extenso, ndo abreviadas e seguindo

a ordem de citagdo no texto (ex.: figura 1, figura 2, figura 3, e assim por diante).
Figuras

As ilustragdes/figuras (fotografias, desenhos, diagramas e graficos) devem estar cada uma
em um Unico arquivo, numeradas em uma série consecutiva de algarismos arabicos na
ordem em que sdo citadas no texto. As ilustragcdes devem ser enviadas como arquivos
separados. Todas as ilustragdes devem ser fornecidas em formato tiff (.tiff) em cores ou
preto e branco. As imagens devem ser salvas como arquivos independentes e separados. A
resolucdo da imagem deve ser de 300 a 600 dpi. Nao incorpore imagens dentro do arquivo
de texto. Indique a localizacdo de cada figura no texto. Nao esqueca de enviar a legenda

em pagina separada.

Cite as figuras em ordem numérica crescente na primeira apari¢do no arquivo do
manuscrito. Se alguma de suas figuras estiver sob direitos autorais, notifique o escritério

da revista.
Legendas das figuras

As legendas das figuras devem ser inseridas no texto do manuscrito, imediatamente apos
o paragrafo em que a figura ¢ citada pela primeira vez (ordem de leitura). Nao inclua
legendas como parte dos proprios arquivos de figuras ou envie-os em um documento

separado.
No minimo, inclua o seguinte nas legendas de suas figuras:

* um rotulo de figura com algarismos ardbicos. combine o rotulo de sua figura com o nome
do arquivo carregado no envio (por exemplo, uma citacao de figura de “figura 1” deve se

referir a um arquivo de figura denominado “gmr namero-f1.tif”).
* um titulo conciso e descritivo

A legenda também pode incluir uma legenda, conforme necessario.
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Tabelas

Cuidados especiais devem ser tomados para garantir que todas as tabelas estejam
formatadas corretamente. Cientifico os simbolos usados devem estar em symbol ou times
new roman. as tabelas devem ser numeradas consecutivamente (com algarismos arabicos)
referidos por nimero no texto e desenhados para caber no tamanho da coluna ou pagina da
revista. Use tabelas com células para separar colunas. Nao use espagos, tabulacdes ou
linhas verticais. Justifique a esquerda o titulo acima da tabela. Indique a localizagdo de

cada tabela no manuscrito.

Coloque cada tabela em seu arquivo de manuscrito diretamente apos o paragrafo em que
foi citada pela primeira vez (ordem de leitura). Nao envie suas tabelas em arquivos

separados.

As tabelas requerem um roétulo (por exemplo, “tabela 1””) e um breve titulo descritivo para
ser colocado acima da tabela. Coloque legendas, notas de rodapé e outros textos abaixo da

tabela.

INFORMACOES ADICIONAIS SOLICITADAS NA SUBMISSAO

Declaragao de financiamento

Eesta se¢do deve descrever as fontes de financiamento que apoiaram o estudo. Inclua os

numeros de concessdo relevantes e o url do site de qualquer financiador.
Conflitos de interesse

O autor correspondente € solicitado a declarar, em nome de todos os autores, se ha algum
interesse financeiro, pessoal ou profissional que possa ser interpretado como tendo

influenciado o estudo.

Quaisquer interesses conflitantes relevantes dos autores devem estar disponiveis para
editores e revisores durante o processo de revisdo e serdo declarados nos artigos

publicados.



