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RESUMO

Os fitonematoides estdo entre os principais problemas fitossanitarios das culturas
perenes no Brasil e no Mundo. As estimativas de perda em nivel global sdo da ordem de bilhdes
de dolares, oriundas da diminuicdo anual da safra, em média 12,3% das perdas anuais em torno
das 40 principais culturas. Estima-se que esse percentual nos paises em desenvolvimento supere
0s 14% e em nacdes desenvolvidas, fiqgue em patamares abaixo de 10%. Para mitigar esse
cenario de perdas, algumas estratégias tém sido desenvolvidas, para minorar esses impactos,
dentre eles podemos destacar a escolha de métodos eficientes para 0 manejo desses parasitas
no campo. Nos ultimos anos com o0s avangos tecnoldgicos e o advento das ferramentas
moleculares, estas estdo cada vez mais sendo empregadas para determinar a identificacéo,
monitoramento e até o controle. Técnicas que usam de moléculas para a detec¢do possuem
algumas vantagens em comparacdo aos métodos mais tradicionais devido a sua precisao e
especificidade. Para o controle de fitonematoides, ferramentas moleculares estdo sendo usadas
cada vez mais aplicadas no campo com a finalidade de: silenciar genes, importantes para o
desenvolvimento da praga; desenvolvimento de variedades resistentes; deteccdo do patdgeno
na planta; identificacdo precisa da espécie. O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por
meio de pesquisa bibliogréfica, o uso de ferramentas moleculares utilizadas em varias esferas
do controle de nematoides parasitas de plantas, como na sua identificacdo, monitoramento e o
préprio controle. No tocante a utilizacdo destas técnicas moleculares para a identificacao,
técnicas de amplificacdo (PCR) e sequenciamento como as técnicas (NGS), estavam presentes
em 97% e 19%, respectivamente, dos artigos selecionados. Quanto a técnica molecular usada
para o controle, RNA interferéncia (RNAI) foi observada em 44% dos artigos selecionados,
sendo a principal para tal finalidade. No Brasil as principais técnicas moleculares utilizadas séo

as técnicas de amplificacdo genética (PCR e qPCR) e sequenciamento de nova geracdo (NGS).

Palavras chave: Nematoides; Manejo integrado de Pragas; PCR em tempo real; RNA..



ABSTRACT

Phytonematodes are among the main phytosanitary problems of perennial crops in
Brazil and worldwide. Estimates of loss at a global level are in the order of billions of dollars,
arising from the annual decrease in the harvest, on average 12.3% of the annual losses around
the 40 main crops. It is estimated that this percentage in developing countries exceeds 14% and
in developed nations, it is below 10%. To mitigate this scenario of losses, some strategies have
been developed to reduce these impacts, among them we can highlight the choice of efficient
methods for the management of these parasites in the field. In recent years with technological
advances and the advent of molecular tools, these are increasingly being used to determine
identification, monitoring and even control. Techniques that use molecules for detection have
some advantages compared to more traditional methods due to their precision and specificity.
For the control of phytonematodes, molecular tools are being used more and more applied in
the field with the purpose of: silencing genes, important for the development of the pest;
development of resistant varieties; detection of the pathogen in the plant; precise species
identification. The present work aimed to evaluate, through bibliographic research, the use of
molecular tools used in various spheres of plant parasitic nematodes control, such as their
identification, monitoring and control itself. Regarding the use of these molecular techniques
for identification, amplification techniques (PCR) and sequencing techniques as well as (NGS)
techniques were present in 97% and 19%, respectively, of the selected articles. As for the
molecular technique used for control, RNA interference (RNAI) was observed in 44% of the
selected articles, being the main one for this purpose. In Brazil, the main molecular techniques
used are genetic amplification techniques (PCR and gPCR) and next-generation sequencing
(NGS).

Keywords: Nematodes; Integrated Pest Management; RT-PCR; RNA..
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1. INTRODUCAO

Os fitonematoides estdo entre os principais problemas fitossanitarios das culturas
perenes no Brasil. A presenca desses parasitas € intensificada devido as préaticas inadequadas
do sistema de cultivo, como o uso continuo e intensivo das areas cultivadas com culturas
hospedeiras suscetiveis, que propiciam um rapido aumento da populacdo desses parasitas,
associadas ao transito de maquinas e implementos agricolas entre diferentes areas, as quais
facilitam a rapida dispersdo desses organismos nas areas (PERINA et al., 2015).

Por conta disso em Mato Grosso, 98% dos solos apresentam indicios de fitonematoides
em quase todas as culturas, chegando ao ponto de determinadas areas, produtores abandonarem
as terras por se tornarem improdutivas devido a infestacdo (MACHADO, 2015).

Apesar da tendéncia do menor uso de pesticidas, a dependéncia por estes métodos
quimicos ainda é um problema atual, para amenizar, tradicionalmente o controle é feito de
forma integrada com outros métodos, como: o bioldgico, sendo uma forma alternativa que
utiliza de inimigos naturais para reduzir a praga; o método cultural, que podem ser, rotacao de
cultura, consorcio entre outros; melhoramento genético, servindo se de variedades resistentes
(MARCELINO et al., 2020). Essa juncdo de manejos é conhecida como manejo integrado de
pragas (MIP).

Um ponto importante para a escolha da estratégia eficiente para o controle do nematoide
é a identificacdo precisa da espécie, um mesmo sintoma pode ser causado por diversos tipos,
como 0s nematoides do no da raiz ou galha do género Meloidogyne que possui varias espécies
gue podem apresentar esse mesmo sintoma na mesma cultura (GOULART, 2010).

Os métodos mais utilizados para a identificacdo sdo, a taxonomia classica que usa de
conhecimentos morfométricos e morfoldgicos, mas se limita pelo nimero de caracteristicas
taxondmicas, e a bioguimica que usa fenétipos de isoenzimas como a esterase, para
a identificacdo, por exemplo, de algumas espécies de nematoides, esse método esta
limitado pela necessidade de fémeas adultas, geralmente essas técnicas vém em consdércio para
uma melhor identificagdo (CUNHA et al., 2018).

Nos ultimos anos com o0s avancos tecnologicos e o advento das ferramentas
moleculares, estas estdo cada vez mais sendo aprimoradas e usadas, para auxiliar na
identificacdo, monitoramento e até controle (RUTHS; MACEDO; NASCIMENTO, 2017). As
ferramentas que usam de moléculas para a deteccdo possuem algumas vantagens em
comparacdo aos métodos mais tradicionais, primeira é que podem ser usadas em alto

rendimento; as informag6es com relagdo ao DNA podem ser obtidas prontamente atraves dos
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grandes bancos de dados de sequenciamento de DNA,; independente da variagdo fenotipica e
do estagio de desenvolvimento, o fitonematoide vai ser identificado pelos marcadores de
DNA,; além disso, podem ser mais rapidos, precisos, e 0 custo em relacdo aos reagentes e
equipamentos estdo cada vez mais acessiveis (CARNEIRO; LIMA; CORREIA, 2017).

Para o controle de fitonematoides, ferramentas moleculares estdo sendo usadas cada vez
mais para silenciar genes importantes para o desenvolvimento da praga, desenvolvimento de
variedades resistentes, deteccdo do patdgeno na planta, identificacéo precisa da espécie e uma

forma mais eficiente e ecologicamente correta para o controle desses patdgenos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar, por meio de pesquisa bibliografica, o uso de
ferramentas moleculares utilizadas em varias esferas do controle de nematoides parasitas de

plantas, como na identificagdo, monitoramento e o prdprio controle.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a principal técnica molecular usada no controle de fitonematoides.

e Descrever a diversidade de tecnologias usadas contra estes patdgenos.

e Auvaliar a eficiéncia destas técnicas moleculares na identificacdo, monitoramento e
controle.

e Verificar quais destas técnicas sao mais utilizadas no Brasil.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. NEMATOIDES PARASITAS DE PLANTAS

Nematoides sdo organismos pluricelulares com maior abundancia no mundo, se
desenvolvem em ambientes Umidos, possuem corpo tubular, alongado, transparente e do tipo
filiforme, o que confere a eles um aspecto de fio (FERRAZ; BROWN, 2016) (TEJO;
FERNANDES; BURATTO, 2020).

Estes organismos podem habitar o solo, no qual se encontram em 6rgdos subterraneos
de diversas espécies vegetais como raizes, rizomas, tubérculos e bulbos. Ocasionalmente, tais
nematoides parasitam plantas através de suas estruturas subterraneas, resultando em diversos
prejuizos para a cultura, sendo denominados fitonematoides. Todavia, existem espécies de
nematoides que parasitam plantas por outras estruturas como as folhas (AMORIM; REZENDE;
BERGAMIN FILHO, 2018). A relacdo plantas hospedeiras e nematoides parasitas pode ser
observada na Figura 01.

Figura 1. Resumo da relacdo entre plantas hospedeiras e nematoides parasitas. Os nematoides
respondem a estimulos quimicos das plantas movendo-se em dire¢do ou longe das plantas,
nematoides invadem plantas com pistas compativeis. As plantas hospedeiras sdo infectadas por

nematoides de raizes e aéreos. Os nematoides das raizes incluem ecto e endoparasitas.

AERIAL NEMATODES

A
/

T . Aerial nematodes
feed and reproduce
4 on aerial plant tissue

Aerial nematodes
travel upwards to
the shoot

1) Nematodes in soil locate

ROOT NEMATODES hosts through
chemosensory receptors

2) Nematodes
respond to chemical
cues from plants by
moyving towards or
away from plants

Endoparasitc
nematodes feed
and reproduce

inside the root 3) Nematodes invade plants with

compatible cues. Root
nematodes feed on roots,
whereas aerial nematodes feed
on stem, leaves and seeds

Ectoparasitic
nematodes
feed and
reproduce
outside the root

Fonte: Chin; Behn; Matheus (2018).
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Os fitonematoides sdo uma causa relevante para a limitacdo do desenvolvimento de
plantas, por serem parasitas obrigatorios se reproduzem e multiplicam-se usando os nutrientes
necessarios para as plantas, até atingirem certo dano, além de injetarem substancias toxicas nas
células que geram aparecimento de galhas ou cistos, e escurecimento do tecido devido a lesdes
no tecido vegetal e destrui¢do de células, esses danos facilitam a infeccéo de outros patdgenos
a planta como fungos e bactérias (TEJO; FERNANDES; BURATTO, 2020). Isso as torna uma
ameaca grave para uma diversidade de plantas agricolas economicamente importantes. As
perdas sdo estimadas em 173 bilhdes de dolares de rendimento anual da safra em escala global,
e em média 12,3% das perdas anuais em 40 das principais safras, 14,6% nos paises em
desenvolvimento e 8,8% nas nacgdes desenvolvidas (KUMAR; KHAN; WALIA, 2020). No
Brasil para se ter uma noc¢édo do prejuizo que os fitonematoides podem causar na agricultura,
somente em soja, 0s danos na producdo podem chegar em R$ 16,3 bilhdes, dados estimados
pela Sociedade Brasileira de Nematologia em 2015 (MACHADO, 2015). Prejuizos estimados
em outras culturas, como cana-de-acucar, café e prejuizo total para a agricultura no brasil
podem ser observados na Figura 2.

Figura 2. Prejuizos causados por nematoides no Brasil, 2015.

PREJUIZOS CAUSADOS POR
NEMATOIDES [Nl X:I:¥ 10

PREJUIZO

o Milhdes do RS

‘ @ rco0i0 1.313,42
BATATA 264,93

+ CENOURA + 112,04

CAFE 4.622,40

@ cavapeacicar  12.807,07

SOJA 16.263,86

— TOTAL

Source: Sociedade Brasileira de Nematologia 2015

Fonte: Syngenta (2021).

Considerando a importancia econdmica e cientifica do fitonematoide, o género
Meloidogyne spp. aparece em destaque no topo da lista, pela sua distribui¢do geogréafica global
e a variedade de hospedeiros, além de, em conjunto com fungos e bactérias causar doengas na
planta hospedeira (BERNARD; EGNIN; BONSI, 2017a). Também conhecidas como
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nematoides de galha, caracterizada pela tipica formacao de anomalias nas raizes, como células
gigantes, denominada galha, causada pelo sitio de alimentacdo (CHI et al., 2016). Abrange mais
de 100 espécies, as de maior importancia agricola sdo: Meloidogyne incognita, M. javanica, M.
arenaria e M. hapla. (BERNARD; EGNIN; BONSI, 2017a).

Em segundo lugar na classificacdo de importancia agricola, estdo os denominados
nematoides do cisto, Heterodera spp. e Globodera spp., apelido devido ao ciclo, que apds a
morte da fémea forma uma estrutura protetora, denominada cisto, com seu corpo onde armazena
0os ovos (BERNARD; EGNIN; BONSI, 2017a). As espécies de maior relevancia sao:
Heterodera glycines, cisto da soja, responsavel por mais de US $1 bilhdo de perda de
rendimento anual nos EUA (GE et al., 2018); Heterodera avenae, H. filipjevi, e H. latipons,
nematoides do cisto de cereais, as trés espécies mais economicamente importantes para 0s
cereais, com sérios danos as safras de cereais em todo mundo, principalmente em regides
temperadas (CUI et al., 2017); Globodera spp. correspondem as principais pragas da cultura
da batata, responsaveis por 9% das perdas totais, e dentro destas, Globodera rostochiensis e G.
pallida as principais (MHATRE et al., 2021).

Existem outras lesdes causadas pelos nematoides parasitas de plantas, como nematoides
de lesdo, Pratylenchus spp., que na classificagdo de importancia estad em terceiro lugar, com
uma gama de mais de 400 espécies que podem ser hospedeiras, e 0s nematoides escavadores,
Radopholus similis, presente na lista de pragas em quarentena em todo o mundo, e também com
uma enorme gama de hospedeiros (BERNARD; EGNIN; BONSI, 2017a).

3.2.TECNICAS MOLECULARES APLICADAS NA IDENTIFICACAO,
MONITORAMENTO E CONTROLE DE FITONAMATOIDES

As técnicas moleculares vém sendo amplamente utilizadas na agricultura, pois, tém
demostrado grandes melhorias na qualidade e produtividade: como reducdo de perdas por
estresse bidtico e abiodtico, com a adicdo ou ativacdo de genes que expressem mecanismos de
defesa; melhoria e amplificacdo de genes reguladores de crescimento, ou até niveis de proteinas,
carboidratos, extraindo e garantindo o maximo potencial da cultivar na producéo agricola; ou
até utilizacdo de informacdes genéticas para 0 monitoramento e tomada de decisdes para 0
manejo, quanto a regulacdo da maturidade, processos importantes do crescimento para a

colheita, irrigagdo e fertilizacdo, garantindo a eficiéncia no manejo (FANG et al., 2016).

Tecnicas moleculares também vém desempenhando papel importante para a
identificacdo e controle de nematoides parasitas de plantas. No aspecto da identificacdo, ela

vem apresentando vantagens em relacdo & identificacdo tradicional, morfoldgica e
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morfométrica, e até bioquimica que utiliza de isoenzimas para identificacdo de espécies.
Nematoides sdo um dos seres vivos mais dificeis de serem identificados, devido ao seu tamanho
microscopico, e a dificuldade de reconhecer caracteres morfolégicos ou morfométricos
especificos. Devido ao tamanho, sutileza, ou até a juncao deles e variacGes intraespecificas dos
caracteres, sdo fatores que podem induzir ao erro da identificacdo, isso gera uma necessidade
de taxonomistas muito bem treinados e experientes, que estdo cada vez mais em déficit, devido
a desinteresse da nova geracdo na taxonomia mais classica (CARNEIRO; LIMA; CORREIA,
2017).

Fazendo as comparacGes dessas formas mais tradicionais de identificacéo,
morfométrica, morfoldgica, e até a bioquimica, a molecular, que usa expressdes genéticas,
apresenta muito mais informacdes e maior possibilidades de utilizacdo e podem ser usadas sem
a necessidade e influéncia dos estagios de desenvolvimento do parasita, 6rgdo da planta e alguns
fatores ambientais. Essas técnicas moleculares também vem sendo utilizadas para identificar
variedades da cultura, avaliar a evolucdo de caracteres agronémicas importantes, melhoramento
genético acompanhado da cultivar e até conservacdo e afericdo de germoplasma de plantas
(FANG et al., 2016).

No controle, técnicas moleculares vém sendo utilizadas ao nivel de modificacdo
genética, como a supressdo de genes importantes para o patdégeno para 0 sucesso da sua
disseminacdo, como reproduc¢do ou outros processos metabdlicos. A forma de entrega de genes
supressores pode ser feita de maneira que o préprio hospedeiro a entrega, criando uma
variedade de planta resistente através do melhoramento genético de forma sintética, esses genes
supressores também podem ser entregues por bactérias ou fungos. Para a localizacdo desses
genes fundamentais para a sobrevivéncia e disseminagéo do fitonematoide, entra a utilizagéo

de técnicas moleculares de identificacdo (DUTTA et al., 2020).

Técnicas moleculares estdo sendo usadas para 0 monitoramento geografico onde ha
atividade agricola, desta forma pode se ter o conhecimento de forma quantitativa do grau de
infeccdo e 0 avango em areas proximas, e até o descobrimento de variagdes da espécie ou novas
espécies, conhecimento importante para determinar a estratégia de manejo adequado para o
controle e evitar a instalacdo de determinado patdgeno em areas que antes ndo existiam (BELL
etal., 2021).

Um ponto importante € o numero de laboratérios que fazem diagndstico de

fitonematoides vem crescendo, isso se deve ao aumento da disseminag&o, ocorréncia, densidade
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e danos desses parasitas de planta nos campos, decorrente de estratégias de controle falhos. Para
esse caso a utilizacdo de métodos de identificacdo rapidos e precisos para o diagndstico ao nivel
de até subespécie, se torna de fundamental importancia para a escolha adequada do manejo de
controle; para impedir a dispersao de parasitos exdticos no mundo; ou avaliar a ocorréncia de
variabilidade genética. O interesse na utilizacdo de técnicas moleculares para a identificacéo,
monitoramento e controle, estd gerando uma abundancia de informacdo e bancos de dados
genéticos dos sequenciamentos de genoma de nematoides e plantas, isso ajuda cada vez mais a
realizacdo de comparacao entre 0s genomas e encontra regides alvo que podem ser utilizadas
como marcadores de diagndstico (CARNEIRO; LIMA; CORREIA, 2017); assim como a
identificacdo de transcritos referentes a resposta imune, sistema de defesa de plantas a
nematoides, ou genes responsaveis por processos metabélicos dos nematoides, para a utilizacéo
da criacao de variedades resistentes ou outros métodos de controle, como o RNAi (BERNARD;
EGNIN; BONSI, 2017b).

Nos topicos seguintes serdo apresentadas algumas das mais relevantes e utilizadas

técnicas para a identificacdo, monitoramento ou controle de nematoides parasitas de plantas.

3.2.1. TECNICAS DE AMPLIFICACAO

Para a identificacdo através de nivel molecular, € preciso reconhecer a parte especifica
do gene que desempenhe uma especifica funcéo, esse reconhecimento pode ser feito através de
técnicas de amplificacdo. A PCR abreviacdo do inglés polymerase chain reaction, traduzindo
em reacdo em cadeia da polimerase, é uma técnica de ampliacdo de segmentos selecionados de
DNA, que reproduz uma grande quantidade de cdpias a partir destes segmentos. Técnica
pensada no inicio dos anos 80 por Kary Mullins, e hoje serve de base para muitas técnicas
biomoleculares modernas, foi uma técnica que revolucionou, ao invés de um més para se
conseguir abundancia de genes direcionados, passou para um dia de trabalho (RUTHS;
MACEDO; NASCIMENTO, 2017).

Para o sucesso da realizacdo de um PCR, é de fundamental importancia ter os oligo
nucleotideos iniciadores conhecidos como primers, que realiza o direcionamento da reagdo de
ampliagdo do segmento especifico do genoma com eficiéncia e impede a ampliagdo do
segmento ndo desejado, ndo sO para PCR tradicional, mas também para qualquer técnica

baseada nela, essas técnicas baseadas em PCR representam a segunda geracdo de técnicas
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moleculares largamente utilizadas (RODRIGUES, 2017). O esquema dos processos da PCR
pode ser observado na Figura 3.

Figura 3. Processos e componentes da polymerase chain reaction (PCR). Na primeira etapa,
ocorrer a desnaturagdo da molécula de DNA; segunda etapa, anelamento com o primers que faz
o direcionamento para 0s segmentos desejados; terceira etapa, extensdo dos segmentos.

he stuctre oA FORFoCss (ONE Cicl)
|

/ g cC G \ | L
4 A & lss'c-s*massanafare 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides ) LALL)L

‘ [1] O/ l $5°C - Primers bind template 2. Annealing

i ] ERE]
Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube j ol a Lol o Bl
{ TEE

C l 12°C - Synihesise new strand 3. Extension

\ '4 PCR Cycle

Thermal Cycler

Fonte: Bonjour (2021).

Apesar da inovacdo da PCR, ela apresenta algumas limitacdes, como a identificacao
com baixo rendimento e é trabalhosa. Anos depois de sua criagdo, em 1992 desenvolvida por
Higuchi e colaboradores, a técnica baseada em PCR convencional, a PCR em tempo real ou
quantitative PCR (gPCR), apresenta algumas qualidades em relagdo a convencional, como o
processo de ampliacdo, localizacdo e a quantificacdo, que € a principal caracteristica nos
resultados, serem de forma conjunta e serem observadas em tempo real durante o processo,
além de ser uma das mais precisas para a quantificacdo de genes determinados (RUTHS;
MACEDO; NASCIMENTO, 2017). Na gPCR, marcadores florescentes séo acrescentados nas
copias do gene selecionado e amplificados, possibilitando a quantificacdo certeira destes e em
tempo real nas copias (SEESAO et al., 2017). A vantagem de ser em tempo real é que dispensa
0 processamento de pds-reacdo de amplificagdo como na PCR tradicional, o que pode acarretar
erro em alguns casos (CARNEIRO; LIMA; CORREIA, 2017). Esse processo de dispensa do
processamento de p6s amplificacdo com os resultados rapidamente disponiveis, em menos de

3 horas enquanto a PCR convencional é um dia no laboratorio, gerando uma economia de custo
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e tempo, além de ser simples para adaptar para o alto rendimento, analise de muitas amostras
(BRAUN-KIEWNICK; KIEWNICK, 2018).

Uma variacdo dessa técnica de PCR convencional e gPCR € a PCR quantitativa com
transcricdo reversa em tempo real, abreviacdo do nome inglés fica gRT-PCR, que possui a
vantagem em relacdo a convencional de diferenciar células viaveis e ndo viaveis, usado para
ndo detectar células mortas, por apresentar mMRNA como indicador de viabilidade, pois mMRNA
¢ uma molécula transitoria, mMRNA convertidos em DNA complementares utilizando da
transcriptase reversa para amplificacdo, também é uma técnica que pode ser utilizada par a
quantificacdo de MRNA, relativa e absoluta, para detectar transcritos em pequenos nimeros de
celular e tecidos, e distinguir genes muito parecidos (RODRIGUES, 2017). Existem muitas

outras técnicas baseadas em PCR, mas essas sao as mais utilizadas para nematoides.

Essas técnicas que utilizam de moléculas para a detec¢do, principalmente essas que sao
variacdes da PCR, possuem as vantagens de poderem ser utilizadas para um formato de alto
rendimento, as informacdes referentes aos genes podem ser arranjadas facilmente nos diversos
bancos de dados que contém as informacbes de sequenciamento, além de serem répidas,
precisas, relativamente baratas, ndo dependem de variacdes fenotipicas e da fase de
desenvolvimento do parasita (CARNEIRO; LIMA; CORREIA, 2017).

A aplicacdo das técnicas de PCR é muito ampla, alguma das éareas sdo: biotecnologia,
biosseguranca, investigacdo forense na medicina, detecgdo micro-organismos ou de organismos
geneticamente modificados, diagndstico de doencas de origem genética ou infecciosas,
mapeamento genético ou construcdo de mapas genéticos, genotipagem, clonagem de genes,
entre outros (RUTHS; MACEDO; NASCIMENTO, 2017). Essas aplica¢des se resumem em

identificacdo molecular, engenharia genética e sequenciamento.

Amplificacdo isotérmica mediada por loop, traducdo do inglés loop-mediated
isothermal amplification (LAMP), é outra técnica de amplificacdo, ela realiza a amplificacdo
do gene alvo, com o auxilio de primers de oligo nucleotideos assim como a PCR, mas possuli
algumas diferencas como, a utilizagdo de mais primers, enquanto a PCR usa duas, a LAMP usa
de 4 a 6 primers, 0 que confere mais abrangéncia em relacédo ao alvo; outro fator em relacéo a
visualizagdo da amplificacdo é que pode ser feita sem o uso de instrumentos ultravioleta e pode
ser visualizada a olho nu com a adicéo de corantes proprios; os ensaios podem ser realizados

em banho-maria ou unidades pré-aquecidas e também dispensam géis de agarose e escalas de
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DNA/RNA, o0 que as torna um processo mais barato que a PCR (AHUJA; SOMVANSHI,
2021). O esquema dos processos do LAMP pode ser observado na Figura 4

Figura 4. Processos da reacdo loop-mediated isothermal amplification (LAMP). Etapas nas
respectivas ordens: coleta de amostra; mistura da solucdo de amostra com o p6 LAMP
mastermix; execucao da reacdo LAMP; tratamento térmico; resultado: deteccdo em tempo real,

corante colorimétrico, corante fluorescente, vareta de fluxo lateral.
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3.2.2. TECNICAS DE RNAI

A ideia do que seria chamado RNAI surgiu durante o estudo sobre a interdi¢do de
antisense RNA, apresentado em petlnias transgénicas, um ano depois, em 1998, foi apresentado
a primeira descricdo, no estudo com RNAIi em Caenorhabtidis elegans, nematoide modelo
utilizado para pesquisas, feito por Craig Mello e Andrew Fire, e em 2006 levaram o prémio

Nobel, foram eles que apresentaram o termo RNAi (MITHA, 2021).

RNA interferéncia, em inglés RNA interference (RNAI), é um processo bioldgico, que
silencia um gene especifico, gerando a inibicdo da expressdo desse gene, esse processo depende
da homologia, em que o RNA mensageiro, em inglés messenger RNA (MRNA), alvo especifico
é direcionado e reconhecido por um RNA homologo, 0 que acarreta degradacdo do RNA
homologo e do mRNA, € um processo complexo, nesse processo ocorre a ligacdo do RNA

homologo com mRNA que gera um RNA de fita dupla, em inglés Double-Stranded RNA
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(dsRNA), hibrido que os degrada, impedindo o de elaborar proteinas, essa via de RNAI é
presente na maioria dos eucariotos (KUMAR et al., 2020).

Existem duas formas de entrega do dsRNA sendo exdgenas, podendo ser por infec¢éo
viral, ou endogena, pelo préprio hospedeiro. A entrega do gene de interferéncia pelo
hospedeiro, técnica de RNAI conhecida como Host-Delivered RNAi (HD-RNAI) e também
existe outra baseada em gene entregue pelo hospedeiro a Host Induced
Gene (HIGS), essas duas tem apresentado sua vantagem, pois, proporciona de forma continua
0 gene de interferéncia para o nematoide, como o dsRNA ou siRNA, assim aumenta as
condigdes da supressdo do gene do nematoide, 0s genes selecionados para sofrerem a supressao
podem ser de classificados de forma geral em: genes de nematoides responsaveis pela
manutencdo, pelo parasitismo ou genes efetores e genes responsaveis pelo desenvolvimento
(BANERJEE et al., 2017).

Na técnica de RNAI inicia com dsRNA exdgeno, por exemplo, infeccdo de virus, ou
enddgena, do préprio hospedeiro, esse dsSRNA ¢ fragmentado pela enzima Dicer em um curto
RNA de interferéncia, em inglés Small interfering RNA (siRNA), entdo esses sao desenrolados,
a fita passageira é excluida e a fita referéncia é conduzida para a proteina Argonaute, formando
o complexo de silenciamento induzido por RNA, em inglés RNA induced silencing complex
(RISC), apto para degradar o mRNA, gue o impossibilita de produzir proteina (BLYUSS et al.,
2019). De forma esquematizada, pode ser observado na Figura 5.

Figura 5. Mecanismo de “RNA interference” (RNAI).
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Fonte: Croplife (2020).
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O sucesso do RNAI entregue pela hospedeira para o controle/resisténcia do nematoide,
vai depender do papel exercido pelo gene alvo, principalmente quando séo células de processos

fundamentais, e o grau de knockdown, de silenciar, do gene transcrito (JOSHI et al., 2020).

RNAI apareceu como uma técnica para o controle de forma poderosa e eficiente de
diversos tipos de pragas e patoégenos, como nematoides, é importante, pois existe a necessidade
da diminuicdo de produtos quimicos, que afetam de forma drastica 0 meio ambiente e o
ecossistema, algumas das caracteristicas da técnica RNAI € sua alta precisdo, em niveis de
expressdo genética e espécie alvo; intenso poder, em inibicdo de expressbes genéticas, que
desempenham funcbes fundamentais para o parasita alvo, essa inibicdo pode levar para o
sucesso do controle do parasita indesejado; o nivel de interferéncia, podem ser causadas em

células e tecidos longe da regido onde foi inserida (BANERJEE et al., 2017).

3.2.3. SEQUENCIAMENTO DE ULTIMA GERACAO (NGS- Next Generation

Sequencing)

O sequenciamento de Gltima geragdo, conhecida do inglés next generation sequencing
(NGS), no qual séo conhecidas a partir da segunda geracao de técnicas de sequenciamento, € uma
tecnologia de sequenciamento de alto rendimento, escalabilidade e velocidade, pois, o
sequenciamento € macicamente paralelo e permite o sequenciamento sem a separacao em tubos,

vias separadas ou capilares das reacoes individuais (ALEKSEYEV et al., 2018).

NGS ¢ utilizada para determinar as regides alvo de RNA ou DNA e indicar a organizacdo
dos nucleotideos em genomas. As etapas do processo do NGS incluem a divisdo do RNA/DNA
em varias partes, inclusdo de adaptadores, sequenciamento das bibliotecas e reconstituicdo para
formar a sequéncia gendmica, de forma esquematizada pode ser observada na Figura 6. A
diferenca de outras tecnologias € que o NGS faz de maneira macicamente paralela o
sequenciamento de milhdes de fragmentos, e de forma veloz, precisa, ao passo que reduz os custos
(ILLUMINA INC., 2017).

Figura 6. Etapas do next generation sequencing (NGS). Etapa 1: extracdo de amostra, pode ser
realizada em qualquer amostra que produza DNA ou RNA. Etapa 2: preparacéo da biblioteca,
a partir da amostra de RNA ou DNA, ocorre em duas etapas: 1) amplificacdo; 2) adicéo de

adaptadores de sequenciamento. Etapa 3: sequenciamento, o sequenciamento paralelo é
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realizado usando uma plataforma NGS. Etapa 4: Alinhamento e analise de dados.
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Fonte: iRepertoire (2022).

O NGS possibilita a utilizacdo para: sequenciar genomas inteiros de forma rapida; regides
alvo do genoma; sequenciamento de RNA, descobrir novas variantes, além de quantificar mMRNA,
estudo de micro bioma; identificacdo e descoberta de patdgenos; qualificar fatores epigenéticos;

entre outras fungdes para a medicina (KULSKI, 2016).

Geralmente é utilizado para diagndstico, monitoramento, gerenciamento de doencas
infeciosas e muito importante para o estudo de metagendémica, demostrando seu papel em 2020 na
caracterizacdo do genoma do SARS-COV-2, virus causador da doenca do Covid-19, além do seu
monitoramento (GKAZI, 2021).

Atualmente existem diversas plataformas NGS disponiveis, todas com suas
particularidades, mas seguindo a mesma linha basica que sdo a preparacdo da biblioteca e os
processos de sequenciamento que ocorrem de forma simultanea com a deteccéo, alguns exemplos
dessas plataformas s&o a lon Torrent e Illumina, para os estudos das comunidades de nematoides,
tem se observado a utilizagdo da plataforma Roche 454, devido ao comprimento de leitura mais
longo que essa plataforma utiliza, torna a mais apropriada para a analise de metabarcoding, que é
atecnica que permite a identificacdo de simultanea de varias espécies na mesma amostra (AHMED
etal., 2016).

Ao se pegar para analisar e comparar as técnicas NGS e qPCR usadas para deteccao de

variantes, a NGS leva vantagem principalmente no poder de descoberta, mas também possuem
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outros aspectos, apesar de serem sensiveis e confidveis, os pontos de vantagem da NGS s&o:
consegue detectar sequencias ndo conhecidas; apresenta maior sensibilidade para quantificar
transcricdes e variantes; consegue sequenciar varios genes em diversas amostras simultaneamente
(ILLUMINA, 2019).

Para a area de nematoides parasitas de plantas, a técnica metabarcodiging vem sendo
utilizada para a andlise de amostras grandes de nematoides de valor econémico, e com isso
entender melhor a sua distribuicéo e variedade, com essa técnica € possivel realizar a identificacao
de alto rendimento, e de forma paralela, de varias espécies, além disso, com essa técnica, pode
ajudar a entender o DNA total, degradado na extracdo, de locais onde ndo ouve o isolamento do
nematoide (AHMED et al., 2016).

A base do NGS vem do método de sequenciamento Sanger, desenvolvido em 1977 por
Fred Sanger e seus colaboradores, esse e outros métodos como PCR e eletroforese capilar em gel
correspondem a primeira geracdo de sequenciamento, a segunda geracéo foi iniciada pelo meado
de 2004 com o método de sequenciamento de ultima geracdo, onde os resultados sdo em alto
rendimento, maior velocidade, sensibilidade e menor custo, a principal diferenca esta no volume
do sequenciamento, com imenso ndmero de reagcBes em paralelo (GKAZI, 2021). A segunda
geracdo também apresenta pontos a serem melhorados, mas as principais sdo o comprimento de
leitura curta, que limita, e a necessidade da utilizacdo do PCR para etapas de amplificacdo, para a
preparacdo da biblioteca e analise, isso pode acarretar diversos erros no processo (KULSKI, 2016).
Em meados de 2014, inicia os métodos de terceira geracdo que esquiva da necessidade do PCR
para as etapas, realizando seus sequenciamentos sem as etapas de amplificacdo, dependendo do
método tem a vantagem de comprimentos de leituras muito mais longos, que aumenta a
sensibilidade, além de permitir a identificacdo para estudos epigenéticos (GKAZI, 2021). Hoje
existe a quarta geracéo, que oferta varredura completa do genoma, séo tecnologias baseadas em
nanoporos de moléculas Unicas onde os nanoporos de proteinas passam em uma membrana de
polimero no decorrer ocorrem mudancas de correntes especificas conforme cada nucleotideo passa
pelo detector, essa tecnologia estd sendo usada para sequenciar metagenomicos e amostras
ambientais, sdo capazes de identificar alteracGes na base permitindo a identificacdo de eventos
epigenéticos, também possibilita o sequenciamento direto de RNA e sequenciamento de cDNA
sem PCR, podem apresentar erros em comparagdo aos anteriores, mas isso pode ser amenizado
pela abundéncia de moléculas que podem ser sequenciadas (SLATKO; GARDNER; AUSUBEL,
2018).
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4. METODOLOGIA

Nosso trabalho constou de uma revisdo sistematica da literatura de natureza descritiva
com abordagem qualitativa e quantitativa, baseando-se na pesquisa com a combinacdo dos
descritores: “ferramentas moleculares” AND “fitonematoides” AND “controle” AND
“monitoramento”; “phytonematodes” AND “molecular tools” AND “surveillance” AND
“control”; “nematoides” AND “plantas” AND “controle” AND “ferramenta molecular”;
“nematodes” AND “plant” AND “control” AND “molecular tools”. A pesquisa foi feita nas
bases de dados indexadas: Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Science Direct, com

artigos escritos nas linguas portuguesa e inglesa, e ano de publicacdo de 2016 a 2021.

Os artigos foram armazenados em disco rigido (Hard Disk), separados em duas pastas,
nomeadas: SCIELO e SCIENCEDIRECT. Dentro dessas pastas, 0s artigos encontrados na busca
foram distribuidos em subpastas, nomeadas com o nome dos autores e ano de publicacdo. Para
0 acesso ao texto completo, foi acessado o link disponivel diretamente na prépria base de dados

selecionada.

A anélise dos artigos encontrados foi realizada em trés etapas. Inicialmente foram lidos
todos os titulos dos artigos encontrados nas bases de dados com os descritores utilizados,
selecionados 0s que apresentaram termos relacionados com os objetivos. Apos selecionados 0s
artigos, partimos para a segunda etapa, que se constituiu na leitura dos resumos. Foram
selecionados para a terceira etapa os artigos que contemplavam os critérios de incluséo, ou seja,
que mencionavam alguma informacdo quanto a identificacdo de espécie de fitonematoides,
monitoramento e/ou controle com técnicas moleculares. E descartados os que comtemplavam
o0s critérios de exclusdo que sdo: nematoides que ndo sdo parasitas de plantas e técnicas de
identificacdo, monitoramento e controle que ndo s&o moleculares. Por fim, na terceira e ultima
etapa do estudo, foram lidos e avaliados os textos integrais dos artigos selecionados na segunda
etapa, de modo a explorar as informacdes dos estudos e concluir os objetivos desta revisdo,
sendo essa analise qualitativa, onde se extraiu os principais dados dos artigos escolhidos, que
foram: titulo, pais, ano, revista, autores, técnicas moleculares, descricéo, finalidade, concluséo
do artigo, nematoides e culturas, e foram apresentados em forma de tabela, onde boa parte
destas importagOes podem ser observadas na tabela de estratificagdo presente no material

suplementar deste trabalho.

Nas buscas nos bancos de dados SciELO e SCIENCEDIRECT, usando a combinagéo
dos descritores, foram identificadas 3.300 publicagdes no SCIENTIFIC DIRECT, e 1
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publicacdo no SciELO em que foi descartada. Apo6s a selecdo das publicacBes, foram
selecionados 32 artigos apos a utilizacdo dos critérios de exclusdo estabelecidos para o trabalho.
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5. RESUTADOS E DISCUSSOES

Sobre um dos aspectos gerais dos artigos, em relacdo ao nimero de publicagdes por ano,
dos artigos selecionados, no periodo de 2016 a 2021, nos ultimos 2 anos correspondem a 50%
dos 32 artigos como aponta o Grafico 1, e também pode ser observado na Tabela de
estratificacdo no material suplementar, isto pode demonstrar mais interesse da comunidade
cientifica para a utilizagdo destas ferramentas moleculares para tais finalidades. Pois, com o
avanco tecnol6gico vem o barateamento e a facilidade do acesso a determinadas tecnologias, e
a pesquisa comprovando a eficiéncias para determinadas finalidades, com a economia de tempo
(BRAUN-KIEWNICK; KIEWNICK, 2018).

Gréfico 1. Porcentagem dos 32 artigos selecionados, por ano.

m2016 m2017 m2018 2019 m2020 m2021

Fonte: Autor (2021).

Seguindo os aspectos gerais dos artigos, quase 50% foram da China correspondendo a
15 artigos, como aponta o Grafico 2, onde 5 destes sdo sobre soja, que foi a cultura mais estuda
com 9 publicacfes, como pode ser observado no Grafico 3. Brasil foi o terceiro maior nimero
de publicagdes, com 4 artigos, sendo 3 destes sobre soja. Brasil e China sdo duas poténcias
mundiais na producdo de soja, Brasil como o segundo maior produtor e a China como quarto
maior produtor de soja no mundo (SOPA, 2020). Isto explica o interesse dos estudos em novas
ferramentas para esta cultura. O segundo em numero de artigos fica para a India, apesar de
predominantemente possuir uma agricultura familiar, esse setor emprega 58% da populacéo
(INVESTINDIA, 2021).

Gréfico 2. Paises correspondentes dos 32 artigos selecionados.
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Grafico 3. Numero de vezes que a cultura foi estudada nos 32 artigos selecionados.
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Dos nematoides, os géneros Meloidogyne e Heterodera foram os mais estudados,
presentes em 15 e 9 artigos dos 32, dados apontados no Gréafico 4, correspondendo a 47% e
28% respectivamente. Esse interesse pelo género Meloidogyne, conhecido como nematoides-
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das-galhas, se da por estar em primeiro lugar no quesito perdas econdmicas, gama de
hospedeiros e distribuicdo geogréfica (JOSHI et al., 2020). No género Meloidogyne destaca-se
com 73% das publicacdes deste género dos artigos selecionados, a espécie Meloidogyne
incdgnita, dados na Tabela 1, é a espécie com maior distribui¢do, provavelmente, a que causa
mais danos econdmicos entre as regiOes tropicais e subtropicais em todo o mundo
(EISENBACK, 2020). Outras espécies deste género também se destacam, como a Meloidogyne
javanica e Meloidogyne arenaria, presentes em 5 e 3 das publicacdes respectivamente, elas
também estdo entre as principais desse género que causam severos danos econémicos em todo
mundo (JOSHI et al., 2020).

Nematoides do género Heterodera ficam em segundo lugar no nimero de publicacdes,
segundo o Grafico 4, conhecido como nematoide do cisto, também é um género
economicamente muito importante, dentro deste est4 Heterodera glycines Ichinohe, com 6 das
9 publicagdes deste género, dados na Tabela 1, também chamada nematoide de cisto da soja, é
0 nematoide mais economicamente importante para soja, suas perdas chegam a US$ 1 bilhdo
de rendimento anual para os Estados Unidos (GE et al., 2018). Heterodera avenae € outra que
se destaca, aparecendo em 3 artigos, também conhecida em inglés como: cereal cyst nematode
(CCN), é relatado como o mais prejudicial para o trigo e a cevada em diversas partes do mundo,
principalmente em locais que ocorrem seca e predomina a monocultura de cereais (KUMARI,
2017).

Podemos destacar também o género Bursaphelenchus, com a espécie Bursaphelenchus
xylophilus, presente em 3 artigos, apresentado na Tabela 1, conhecido em inglés como:
Pinewood nematode (PWN), ou nematoide do pinheiro, é um dos patdgenos mais destrutivos
para o ecossistema florestal mundial, responsavel pela epidemia da murcha do pinheiro, doenca
que gerou enormes perdas econdmicas e ecoldgicos, onde chegou, considerada uma ameaca aos
ecossistemas florestais (WANG et al., 2016). Listado em mais de 50 paises como objeto de
quarentena, o controle é feito por injecdo de pesticida no tronco, que pode com o uso acentuado
acarretar sérios problemas ao meio ambiente e ao seres humanos (HAO et al., 2021). Esses
fatores levam a importancia da procura de métodos e ferramentas mais eficientes para o

monitoramento e o controle deste nematoide.

Grafico 4. Numero de vezes que o género do nematoide foi estudado nos 32 artigos
selecionados.
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Fonte: Autor (2021).

Tabela 1. Namero por espécie nos 3 géneros de nematoides mais estudados nos artigos
selecionados.

Meloidogyne spp. em 15 artigos

Meloidogyne spp. N° %
Meloidogyne incognita 11 73
Meloidogyne javanica 5 33
Meloidogyne arenaria 3 20
Meloidogyne graminicola 2 13
Meloidogyne ssp. 1 7

Heterodera spp. em 9 artigos
Heterodera spp. N %

Heterodera glycines Ichinohe 6 67
Heterodera avenae 3 33
Heterodera filipjevi 1 11
Heterodera latipons 1 11
Bursaphelenchus spp. em 3 artigos
Bursaphelenchus spp. N° %
Bursaphelenchus xylophilus 3 100
Bursaphelenchus mucronatus 1 33

Fonte: Autor (2021).

Das técnicas moleculares foram observados trés tipos: técnicas de PCR, técnicas de
RNAI e NGS. Técnicas de PCR foram presentes em 31 artigos, dados apontados no Gréfico 5,
correspondendo a 97% dos artigos selecionados, técnicas de RNAI em 44% e NGS em 19%.
Das técnicas de PCR, a qRT-PCR/gPCR fez presente em 72% dos artigos gerais selecionados,

enquanto a PCR convencional em 66%, dados presentes na Tabela 2.
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A Real-Time Quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (qRT-
PCR)/Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (QPCR), apresenta suas vantagens
em relacdo a métodos de analise de DNA e RNA mais tradicionais, como a PCR convencional,
pois: mais facil para realizar; apds a extracdo do DNA, em poucas horas os resultados estéo
disponiveis; em uma Unica corrida de PCR os resultados podem ser observados em tempo real,
0 que dispensa a p6s anélise de PCR; pode ser adaptado tranquilamente para analises de alto
rendimento de muitas amostras em simultaneo, em relacdo ao alto rendimento, ndo é necessario
um especialista taxondmico para a identificacdo de nematoides, até que os resultados sejam
obtidos. Esses fatores economizam tempo e custos em relacdo a esses outros métodos (BRAUN-
KIEWNICK; KIEWNICK, 2018). Atualmente sdo as técnicas mais precisas para analise de
expressao genética na quantificacdo, por isso € uma das mais frequentemente usadas na

pesquisa do mecanismo molecular (BORAH et al., 2020).

A “NGS” abreviagéo de next generation sequencing, presente em 6 artigos ou 19% dos
selecionados, como o PCR também é uma tecnologia de deteccdo de sequenciamento de DNA
e RNA, é um método que estd ganhando espago por apresentar vantagem em cima da gRT-
PCR/QPCR, seu poder de descoberta é maior, pois, a qRT-PCR/qPCR sé pode detectar
sequéncias conhecidas, enquanto NGS tem mais liberdade com novos genes e maior
sensibilidade para mensurar transcrigcdes e variantes raras; para quantidade de alvos, com baixos
alvos gPCR é eficaz, mas quando sdo muitos, NGS leva vantagem com muitos alvos ou

amostras e para encontrar variantes (ILLUMINA, 2019).

Em técnicas de Ribonucleic Acid interference (RNAI), presentes em 44% dos artigos,
sdo técnicas de inibicdo de genes especificos, usadas para o controle de nematoides em plantas
de cultivo. Seu interesse vem ganhando forca por ser possivel de ser incluida em uma
agricultura mais sustentavel, pois, sua forma de controle, os alvos sdo especificos diminuindo
a necessidade de uso de pesticidas (DUTTA et al., 2020). A combinacao dessa técnica de RNAI
induzida pelo hospedeiro, faz presente usando essa abordagem na host-induced gene silencing
(HIGS)/Host-Delivered RNAi (HD-RNAI), apesar de poucos artigos, 3 dos selecionados
segundo a Tabela 3, apresentam resultados muito promissores, que garantem a eficacia dessa
abordagem contra esses patogenos (TIWARI et al., 2017). Essa abordagem garante a continua

entrega do gene de silenciamento para o patégeno (DUTTA et al., 2020).

Grafico 5. Numero de vezes que as técnicas moleculares foram usadas nos 32 artigos
selecionados.
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Tabela 2. Namero de vezes que as técnicas de PCR foram usadas nos 32 artigos selecionados.

Técnicas de PCR N° %
PCR convencional 21 66
Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR (QRT- 23 72
PCR)/ Real-Time Quantitative PCR (qPCR)

Real-time PCR-high-resolution melt (PCR-HRM) 1 3
Digital PCR (dPCR) 1 3
PCR Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR- 1 3
RFLP)

Fonte: Autor (2021).

Tabela 3. Nimero de vezes que a técnicas de RNAI foram usadas nos 32 artigos selecionados.

Técnicas de RNAI Ne 9%

RNAI convencional 14 44
Host-Induced Gene Silencing (HIGS)/Host-Delivered 3 9
RNAI (HD-RNAI)

Fonte: Autor (2021).

Classificando os artigos quanto a finalidade, foram selecionadas trés categorias:
identificacdo, monitoramento e controle. A Identificacdo fez presente em todos os artigos, pois,
através dessas técnicas moleculares de identificacdo, foi possivel o sequenciamento de genes,
diferenciar género e espécie, até mesmo dos morfologicamente e geneticamente semelhantes, e
quantifica-los, exemplo de objetivos presentes no artigo: (FILIPIAK; HASIOW-
JAROSZEWSKA, 2016); identificar e diferenciar genes efetores, responsaveis por alguns
processos de metabolismo do nematoide ou da planta, que leva o para o sucesso da infecgéo,
dentro destes objetivos temos como exemplo: (SOMVANSHI et al., 2021) e dentre outros dos

artigos selecionados, ou a resisténcia a ela, em: (MARTINS et al., 2020) e dentre outros dos
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artigos selecionados. Por conta disto, na classificagdo quanto a finalidade, os 32 artigos
selecionados foram classificados em dois grupos, monitoramento e controle, como mostra no
Gréfico 6.

Na finalidade de Monitoramento, foram encontrados 7 artigos correspondendo a 22%
do total, como mostra o gréafico 6 que foi feito a partir da Tabela de estratificacdo, na linha de
monitoramento, 0s objetivos com o uso destas ferramentas foram para identificar, caracterizar
e quantificar comunidades especificas de nematoides, objetivos presentes nos artigos: (BELL
et al., 2021), (CUI et al., 2017), (HODSON; CICCHETTO; FIERRO, 2021), (KAWANOBE;
TOYOTA; RITZ, 2021), (KUMARI, 2017) e (LI et al., 2016); e distinguir nematoides de
espécies morfologicamente e geneticamente semelhantes, objetivos presentes no artigo:
(FILIPIAK; HASIOW-JAROSZEWSKA, 2016).

A finalidade Controle apresentou 25 artigos equivalendo a 78% das publicagdes, como
pode ser observada Grafico 6, foi observado alguns espectros de objetivos que leva ao controle,
utilizando-se de ferramentas moleculares no processo, como, para caracterizar genes
importantes que garantem o sucesso da infeccdo do parasita nematoide, com a regulagéo de um
processo de metabolismo importante, como exemplo para estes objetivos podem ser destacados
os artigos: (CHI et al., 2016), (MENDES et al., 2021b) e dentre outros dos artigos selecionados,
ou gene que leva a resisténcia/defesa por parte da planta, onde podem ser destacados o0s artigos:
(GE et al., 2018), (XIAO et al., 2020) e dentre outros dos artigos selecionados. Além dessas
formas de uso das ferramentas e visando verificar/testar os genes importantes que leva para o
controle do nematoide parasita, usando técnicas moleculares de inibidores de genes, técnicas
de RNAI, confirmando a importancia dos genes e o sucesso destas formas de controle mais
eficiente em relagdo ao alvo e ao que se quer atingir dentro deste ao nivel molecular, objetivos
que podem ser encontrados nos artigos: (CHI et al., 2016), (DUTTA et al., 2020), (HAO et al.,
2021), (JOSHI et al., 2020), (WANG et al., 2016), (ZHANG et al., 2020) e dentre outros dos
artigos selecionados. Esses estudos levam para o aprimoramento dessa forma de controle do
parasita, podendo ser uma forma de manejo mais eficiente e ecologicamente mais sustentavel
(MARTINS et al., 2020).

Grafico 6. Numero de finalidades presentes nos artigos selecionados.



Fonte: Autor (2021).
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6. CONCLUSOES

Dentre os trabalhos avaliados, foram observados nos ultimos dois anos do periodo
avaliado, que foram de 2016 a 2021, um aumento no numero de publica¢cbes com o uso de
técnicas moleculares para as areas de monitoramento e controle de nematoides parasitas de
plantas, estes anos, 2020 e 2021, representaram 50% das publicacbes. 78% dos artigos
mencionados no periodo observado, estavam vinculados a emprego de técnicas moleculares
apenas no controle desses parasitas. O maior nimero de publica¢des foi desenvolvido na China
com 15 artigos, 47% do total selecionado. A soja foi a cultura mais estudada, dos 32 artigos
selecionados 9 publicaces eram vinculadas a essa cultura. Quanto ao numero de publicacdes,
o Brasil ficou em terceiro com quatro no total e todas com foco em controle e identificacao, os
métodos observados nestes estudos estavam vinculadas as técnicas de amplificacdo (PCR) e a
tecnologia de RNA interferéncia (RNAI) esteve presente em dois desses trabalhos com a soja.
No tocante a utilizacdo destas técnicas moleculares para a identificacdo, técnicas de
amplificacdo (PCR) e sequenciamento como as técnicas (NGS), estavam presentes em 97% e
19%, respectivamente, dos artigos selecionados. Quanto a técnica molecular usada para o
controle, RNA interferéncia (RNAI) foi observada em 44% dos artigos selecionados, sendo a

principal para tal finalidade.
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