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RESUMO

Physalis € um género pertencente a familia Solanaceae que compreende cerca de
cem espécies, sendo estas quase que em sua totalidade ocorrentes no continente
Americano. Suas espécies tém sido amplamente utilizadas na alimentacdo humana,
na producao de substancias farmacologicas e na ornamentacao. Atualmente, o cultivo
para a producdo de frutos de Physalis € o que tem apresentado maior importancia
comercial, sendo utilizados como fonte de vitamina A, B e C, de micronutrientes como
o fosforo, além de altos teores de solidos solaveis. Estudos tém revelado a
identificagdo de substancias quimicas encontradas em Physalis, que desempenham
atividades biolégicas importantes, com acdo imunomoduladoras, antimicrobianas,
anticancerigenas, antiflamatoria, moluscicidas, dentre outras. Apesar do expressivo
potencial econbmico, apenas uma pequena parte da variabilidade genética das
espécies foi estudada, possuindo grande numero de gendtipos ainda nao
caracterizados geneticamente. O melhoramento genético da espécie é realizado
empiricamente, ao longo dos anos, pelos proprios agricultores. Diante disso, 0
presente estudo tem por objetivo realizar avaliacdo preliminar da diversidade genética
entre acessos de Physalis L. pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG),
pertencente a Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), por meio de
caracteres morfologicos. O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal e Plantas Daninhas e em telado da Area de Fitotecnia, do Departamento de
Agronomia, da UFRPE. Os materiais avaliados foram originarios de sementes obtidas
comercialmente da espécie Physalis peruviana L., e de gendtipos provenientes de seis
estados do Brasil, que fazem parte do banco de germoplasma de Physalis da UFRPE.
Foram caracterizados dez acessos por meio de 21 descritores qualitativos (Habito de
crescimento; Cor do caule; Pubescéncia do caule; Forma do caule; Forma da folha;
Forma da margem foliar; Forma da base foliar; Forma do &pice foliar; Antocianina na
venacdo foliar; Cor da corola; Cor das maculas da corola; Posi¢do da flor; Cor do
calice imaturo; Cor do calice maduro; Forma do calice; Cor do fruto imaturo; Cor do
fruto maduro; Forma do fruto; Presenca de cera nos frutos; Forma da semente; Cor
da semente). O uso de descritores morfologicos foi eficiente na estimativa da
variabilidade genética existente entre os acessos. Estas informagdes servirdo de base
para o manejo do Banco de Germoplasma, na identificacdo de possiveis duplicatas, e
reducdo de custos na manutencdo, auxiliando também a avaliacdo e selecdo de

individuos de interesse para programas de melhoramento vegetal da cultura. Na parte
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de bioinformatica, o presente estudo teve como objetivo realizar analise molecular in
silico da enzima putrescine N-metiltransferase (PMT) em espécies da familia
Solanaceae, caracterizando estruturalmente e funcionalmente as sequéncias de
aminoécidos com metodologias de bioinformatica, para desenvolver modelos
tridimensionais da referida proteina, com base na metodologia de modelagem por
homologia. Foram caracterizadas 48 sequéncias da PMT presentes em bancos de
dados publicos. Os resultados obtidos indicaram um carater hidrofilico da PMT para
todas as espécies, e uma pequena variacdo de pl entre as espécies analisadas,
indicando um carater acido. Foi observada a presenca de quatro dominios funcionais
nas sequéncias da PMT. A analise de agrupamento por Neighbour Joining apresentou
consisténcia com classificacdes taxondmicas recentes das espécies avaliadas. Os
modelos 3D gerados podem ser considerados uma representacdo proxima da

estrutura real da proteina.

Palavras-chave: Descritores qualitativos; Variabilidade Genética; Bioinformética;
Modelagem por Homologia; Proteina; Metabolismo secundario.
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ABSTRACT
Physalis is a genus belonging to the Solanaceae family, which comprises about one
hundred species, almost all of which occur in the Americas. Its species have been
widely used in human food, in the production of pharmacological substances and for
ornamentation. Currently, the Physalis fruit cultivation is the most commercially
important, being used as a source of vitamin A, B and C, of micronutrients such as
phosphorus, and high levels of soluble solids. Studies have revealed the identification
of chemical substances found in Physalis, which have important biological activities,
with immunomodulatory, antimicrobial, anticancer, antiflammatory, and molluscicidal
actions, among others. Despite the expressive economic potential, only a small part of
the genetic variability of its species has been studied, with a large number of genotypes
not yet genetically characterized. The genetic breeding of the species is carried out
empirically, over the years, by the farmers themselves. Therefore, the present study
aims to perform a preliminary evaluation of the genetic diversity among Physalis L.
accessions belonging to the Active Germplasm Bank (BAG) of the Federal Rural
University of Pernambuco (UFRPE), using morphological characters. The work was
conducted in the Laboratory of Plant Biotechnology and Weeds and in a greenhouse
of the Phytotechnology Area, Agronomy Department, UFRPE. The evaluated materials
originated from seeds commercially obtained from the species Physalis peruviana L.,
and from genotypes from six states of Brazil, which are part of the Physalis germplasm
bank of UFRPE. Ten accessions were characterized using 21 qualitative descriptors
(Growth habit; Stem color; Stem pubescence; Stem shape; Leaf shape; Leaf margin
shape; Leaf base shape; Leaf apex shape; Anthocyanin in the leaf venation; Color of
the corolla; Color of the maculae of the corolla; Position of the flower; Color of the
immature calyx; Color of the mature calyx; Shape of the calyx; Color of the immature
fruit; Color of the mature fruit; Fruit shape; Presence of wax in the fruit; Seed shape;
Seed color). The use of morphological descriptors was efficient in estimating the
genetic variability existng among the accessions. This information will serve as a basis
for managing the germplasm bank, identifying of possible duplicates, and reducing
maintenance costs, also helping in the evaluation and selection of individuals of
interest for plant breeding programs for the crop. In the bioinformatics part, the present
study aimed to perform in silico molecular analysis of the enzyme putrescine N-
methyltransferase (PMT) in species of the Solanaceae family, characterizing

structurally and functionally the amino acid sequences with bioinformatics
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methodologies, to develop three-dimensional models of this protein, based on
homology modeling methodology. A total of 48 PMT sequences present in public
databases were characterized. The results obtained indicated a hydrophilic character
of PMT for all species, and a small variation of pl among the analyzed species,
indicating an acidic character. The presence of four functional domains was observed
in the PMT sequences. Clustering analysis by Neighbour Joining showed consistency
with recent taxonomic classifications of the evaluated species. The generated 3D

models can be considered a close representation of the real structure of the protein.

Key words: Qualitative descriptors; Genetic Variability; Bioinformatics; Homology

Modeling; Protein; Secondary metabolism.
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1. INTRODUCAO

Solanaceae compreende uma das maiores familias entre as angiospermas,
contendo 150 géneros e 3.000 espécies, sendo a Ameérica do Sul um dos principais
centros de origem e diversidade (HUNZIKER, 2001; SOUZA; LORENZI, 2005). Esta
possui relevante impacto econdmico, em virtude do seu potencial alimenticio,
medicinal e ornamental (MOURA; CAIRES, 2021), com grande parte das espécies
alimentares da familia distribuidas entre os géneros Solanum L., Capsicum L. e
Physalis L. (SAMUELS, 2015).

O género Physalis L., abrange cerca de 90 espécies, com distribuicdo
cosmopolita tropical, ocorrendo desde o sul da América do Norte até a América do Sul
(HUNZIKER, 2001). Sendo facilmente reconhecido devido a morfologia peculiar, que
€ caracterizada pela presenca de um célice frutifero acrescente e inflado, que se
expande envolvendo totalmente o fruto (MARTINEZ, 1998). No Brasil, o plantio e
consumo de Physalis no mercado esta centrado na espécie P. peruviana, devido ao
fato desta apresentar um fruto agucarado, rico em vitamina A e C, ferro e fosforo, além
de alcaloides, flavonoides, carotenoides e compostos bioativos considerados
funcionais (MUNIZ et al., 2015). Outra espécie de destaque € P. angulata, a qual
produz metabdlitos secundarios com elevado potencial medicinal, atividades
antimicrobiana, antiinflamatéria, imunoduladora, antitumoral, dentre outras
(TOMASSINI, 2000; ARAUJO, 2012).

Esta frutifera apresenta grande potencial econdmico, sendo classificada como
fruta fina, a exemplo de mirtilo, framboesa e amora-preta (RODRIGUES, 2011). As
chamadas frutas finas abrangem um grupo de espécies frutiferas ainda pouco
exploradas, mas de crescente importancia econdmica, sendo muito procuradas nos
mercados estrangeiros de alto poder aquisitivo (RODRIGUES et al., 2013). Apesar
disso, algumas espécies de Physalis sdo descritas como plantas alimenticias ndo
convencionais (PANC), devido ao seu consumo e comercializacdo ainda n&o estar
amplamente difundido no pais (ZIMMER, 2019).

O custo de producéo de Physalis tem atraido a atencéo de produtores rurais
por ser tido como acessivel, devido seu cultivo ocupar pequenas areas e possuir um
retorno econdémico consideravelmente elevado, além de se tratar de uma planta

rustica e de boa adaptacéo. Por estas razdes, o género vem dispertando interesse
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comercial, por ser visto como uma excelente alternativa ao pequeno e medio produtor
rural (RUFATO et al., 2008; TREVISANI, 2018).

Entretanto, apesar da relevancia comercial do fruto e do seu potencial
farmacoldgico, ainda sdo escassos estudos referentes a diversidade genética do
género, evidenciando a necessidade de desenvolver pesquisas visando viabilizar a
sua exploragdo, conservacao, desenvolvimento de tecnologias de producao e
disponibilidade de compostos bioativos de interesse comercial (SILVA, 2018).

A biotecnologia vem contribuindo significativamente para a geracdo de novos
produtos como farmacos e alimentos (COSTA, 2011). Os metabdlitos secundarios
produzidos pelos vegetais, sdo altamente especificos e desempenham papel
fundamental na evolucdo e interacdo com o0s seres vivos, além de serem
economicamente utilizados. Por se tratar de um expressivo conjunto de substancias,
se fazem necesséarios estudos que elucidem o papel desses compostos e suas
interagdes, visando o seu melhor aproveitamento (BORGES; AMORIM, 2020). Nesse
sentido, a predicao in silico de alvos moleculares possibilita a otimizacdo do processo
de descoberta e desenvolvimento de farmacos (AZEVEDO et al., 2020), por meio do
uso de ferramentas de bioinformatica (SEIXAS et al., 2016). Esta permite a integracao
de diversos tipos de dados biolégicos, como sequéncias de DNA, estrutura de
peptideos, vias metabdlicas e vias de sinalizacdo. Possibilitando o entendimento de
processos bioldégicos como mudangas na expressao génica, localizacdo de proteinas
e suas interacdes com genes e outras proteinas (VASSILEV et al., 2005). Com a
difusdo de plataformas de sequenciamento, a bioinformética tornou-se essencial no
melhoramento vegetal, com a analise de dados 6micos possibilitando a identificacao
de interacbes génicas, vias metabdlicas e sua modelagem in silico atuante na busca

por genes e vias de interesse para melhoramento genético (FERREIRA, 2017).

O presente estudo teve como objetivos: (1) Realizar a caracterizacao
morfologica preliminar de acessos conservados no Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) de Physalis L., localizado da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), utilizando diferentes meétodos de agrupamento para a estimativa da
variabilidade genética existente entre 0s acessos; (2) Caracterizar estruturalmente e
funcionalmente as sequéncias de putrescine N-metiltransferase (PMT) de espécies da
familia Solanaceae, com metodologias de bioinforméatica e (3) Desenvolver modelos

tridimensionais da putrescine N-metiltransferase de representantes da familia
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Solanaceae, com base na metodologia de modelagem por homologia, visando

possibilitar uma melhor compreensao de suas estruturas e funcées moleculares.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Género Physalis

Physalis € um género pertencente a familia Solanaceae que compreende
aproximadamente noventa espécies, sendo estas quase que em sua totalidade
ocorrentes no continente Americano, com excecao de Physalis alkekengi L., que &
euroasiatica. O México é tido como o centro de diversidade do género, onde dois
tercos das espécies sdo endémicas (HUNZIKER, 2001; RUFATO et al., 2013). No
Brasil sdo referidas oito espécies, distribuidas por todo o pais, que ocorrem em
diferentes dominios fitogeograficos, abrangendo desde a Amazodnia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa, até o Pantanal (STEHMANN et al., 2015).

O género é composto por ervar e arbustos, perenes e rusticos, que podem
atingir até dois metros de altura (LIGARRETO et al., 2005). As folhas sdo aveludadas
e triangulares, enquanto o talo principal, herbaceo e piloso, é composto por 8 a 12 nos
(LIMA et al., 2009). As flores podem ser axilares, solitarias ou pediceladas. A corola
apresenta formato tubular e a sua coloracdo varia de amarelada, esverdeada a
esbranquicada. As pétalas podem apresentar maculas em suas bases com a
coloracéo variando em tons de marrom, azul escuro & roxo (MARTINEZ, 1998). Em
Physalis prevalece a alogamia em que as flores sao facilmente polinizadas por insetos
e pelo vento, entretanto apresentando também autopolinizacdo (RUFATO et al.,
2013). Segundo Chaves (2017), o estabelecimento de estratégias de conservacao,
desenvolvimento e planejamento das espécies de Physalis, e posterior selecdo de
métodos de melhoramento genético, sdo dificultados pelos poucos estudos

relacionados a fenologia, biologia floral e mecanismos reprodutivos.

Os frutos de Physalis sdo caracterizados como uma baga carnosa, que quando
madura a coloracao varia entre verde, amarelo, laranja e roxo, contendo em média
100 a 300 sementes (MARTINEZ, 1998; CAMACHO, 2000). O fruto se encontra dentro
de uma estrutura denominada calice que é formado por cinco sépalas, possuindo a

funcdo de protegé-lo contra insetos, passaros, patdgenos e condigbes climaticas
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adversas, além de servir como fonte de carboidratos durante os primeiros 20 dias de
crescimento do fruto (AVILA et al., 2006).

2.2. Importancia econémica

No continente americano, o cultivo de Physalis ocorre tanto nos paises
tropicais e subtropicais, como em paises caribenhos, destacando-se, pelo aumento
das suas area de cultivo, alguns paises da América do Sul, como Equador, Peru, Chile
e Brasil (FISCHER et al., 2014). A Colémbia figura como a maior produtora mundial
de Physalis, possuindo elevado nivel tecnolégico no sistema de producéo visando
atender ao mercado externo (ALVARENGA, 2016). No referido pais, o
desenvolvimento de tecnologias ocorre alicercado no conhecimento empiricos oriundo
dos agricultores, aliado as pesquisa desenvolvidas nas Universidades e pela
Corporacao Colombiana de Pesquisa Agropecuaria (CORPOICA) (FISCHER et al.,
2014). Segundo Miranda e Fischer (2021), a producdo de Physalis em fazendas
tecnificadas pode atingir um maximo de 25-30 t ha™!, sendo esta a segunda fruta mais

exportada da Colémbia.

Segundo Chaves (2006) no Brasil, tanto o cultivo como também as pesquisas
com Physalis tiveram inicio na década de 1999, na Estacdo Experimental de Santa
Luzia, localizada em Séo Paulo, com estudos voltados para aspectos relacionados ao
manejo da cultura. Posteriormente, o cultivo se expandiu para a regido Sul,
principalmente em cidades do Rio Grande do Sul, como Vacaria, e em Santa Catarina,
nas cidades de Fraiburgo, e Lages, cultivada por pequenos e médios produtores,
caracterizando-se pela agricultura familiar (FERREIRA, 2006; ANDRADE, 2008).

De acordo com dados anuais da Epagri/Cepa relacionados a safra 2017/18 de
espécies frutiferas, os principais municipios produtores de Physalis no Estado de
Santa Catarina foram Chapeco na regidao Oeste, Dona Emma no Alto Vale do Itajai,
Sé&o Bento do Sul no Planalto Norte, S&do Joaquim e Urubici no Planalto Sul, contando
com uma area total de 2 ha, quantidade total produzida de 2 t e rendimento médio de
1000 kg.ha-1. Contudo, os dados referentes a producéo no pais se revelam pouco
expressivos quando comparada a demanda do mercado consumidor. Atualmente, Sdo

Paulo, Santa Catarina e Minas Gerais sao 0s principais estados produtores, mas boa
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parte dos frutos de Physalis comercializados em mercados ainda sédo oriundos da
Colémbia (AGENCIA BRASILIA, 2019).

Dentro do género, as espécies mais conhecidas tanto por seu cultivo, quanto
pela utilizacdo na alimentacdo humana, séo Physalis peruviana L., P. pubescentes L.,
P. philadelphica Lam., e P. ixocarpa Brot. ex Hornem., enquanto P. minima L. e P.
angulata L. sdo também reconhecidas pelo valor medicinal. Embora possua frutos
comestiveis, para P. alkekengi L. € atribuido valor ornamental (SILVA, 2014; TANAM,
2015).

Na cultura da Physalis, o fruto tem maior importancia comercial, podendo ser
consumido in natura, em saladas, e para o processamento nas agroindastrias visando
a obtencao de produtos derivados. Em alguns paises, o fruto € processado para a
obtencdo de diversos produtos, como geleias, bebidas lacteas, iogurtes, licores e
doces. No Brasil esses frutos estdo sendo muito usados no ramo da confeitaria, na
decoracao de bolos e tortas (RUFATO et al., 2013).

O cultivo de Physalis no Brasil pode ser tido como uma atividade agricola
recente, ainda ndo havendo uma producao agricola em grande escala, apesar do seu
fruto apresentar um consumo igual ou até superior as demais culturas do mercado de
pequenas frutas. Para o consumo, os frutos da espécie P. peruviana L. se destacam,
por jA serem amplamente aceitos pelo mercado consumidor. Sendo também
importante salientar que outras partes da planta possuem valor de mercado, podendo
ser aproveitada as raizes e folhas no mercado farmacéutico, e o calice, em trabalhos
artesanais (MUNIZ et al., 2015).

Atualmente o preco de comercializacéo do fruto pode chegar a R$ 180,00 por
quilograma, no entanto, os produtores recebem em torno de 30 a 60% desse valor.
Como apontam Muniz et al. (2015), a cultura apresenta um baixo custo de
implantagdo, o0 que a torna acessivel a pequenos e médios agricultores,
principalmente quando se leva em consideracdo os valores de mercado atrativos do
ponto de vista econémico. Vale ressaltar que, em algumas situacdes, o valor pago ao
produtor pode ndo ser suficiente para custear gastos que incluem variaveis como a
demanda por mé&o-de-obra, tempo investido, impostos, precos de embalagem e
rotulagem, logistica e transporte, além das etapas necessarias para que o produto

chegue a mesa do consumidor.
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O fruto tem sido utilizado como fonte de vitamina A, B e C, de micronutrientes
como o fésforo, apresentando também altos teores de solidos soluveis, principalmente
acucares, além da presenca de altos niveis de frutose (RAMADAN et al., 2011).
Segundo Machado et al. (2019), além da conhecida importancia nutricional, o fruto de
Physalis contém compostos ndo nutrientes, que podem ser denominados de
compostos antioxidantes, os quais possuem efeitos fisiologicos e metabdlicos no
organismo. Considerando-se substancias farmacologicamente importantes
produzidas por Physalis, destacam-se os vitaesteroides, fisalinas, vitanolidos e
vitafisalinas, entre outros (TOMASSINI, 2000).

Na literatura podem ser encontrados varios estudos que citam as atividades
desempenhadas pelas substancias quimicas encontradas nas Physalis, sendo estas
ditas como responsaveis por atividades imunomoduladoras (SOARES et al., 2003,
2006), antimicrobianas (JANUARIO et al., 2002; LOPES et al., 2006),
anticancerigenas (RIBEIRO et al., 2002; SOARES et al., 2006; LEE et al., 2009),
moluscicidas (SANTOS et al., 2003), leishmanicida (GUIMARAES et al., 2009),
antiflamatoéria (BASTOS et al., 2008), dentre outras.

2.3. Recursos genéticos

Nass e Paterniani (2000) conceituam o pré-melhoramento como todas as
atividades que envolvem a identificacdo de caracteristicas e/ou genes de interesse
presentes em germoplasma exoético ou semi-exéticos, incluindo aqueles que nao
foram submetidos a qualquer tipo de sele¢cdo para melhoria, e a sua posterior
incorporacdo em programas de melhoramento. Nesse sentido, segundo Lopes e
Carvalho (2008), os recursos genéticos sao considerados como a matéria-prima para
o melhoramento genético, atribuidos como fonte da variabilidade necessaria para que
o melhoramento aconteca. Contudo, Albuquerque e Nass (2009) relatam que o uso
de acessos disponiveis em bancos de germoplasma ainda é limitado em todo mundo.
Sendo algumas das principais causas dessa baixa utilizacédo, a inadequada realizacéo
da documentacéo e descricédo das colecdes, a falta de dados Uteis para utilizacdo nos
programas de melhoramento genético, falta de atividades de avaliacdo dos acessos,
e a limitada adaptacéao dos acessos, sendo muitas dessas causas da baixa utilizacéo
de recursos genéticos mitigadas com o desenvolvimento de atividades de
pré-melhoramento (FALEIRO et al., 2011).
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Os recursos genéticos do género Physalis constituem um alicerce no campo do
melhoramento genético das espécies cultivadas, devido ao fato de que apenas uma
pequena parte da variabilidade genética foi estudada, nos dando uma dimenséo do
potencial de pesquisas a serem exploradas (LIGARRETO et al., 2005). Santos (2018)
aponta que o conhecimento acerca da quantidade de Bancos de Germoplasma de
Physalis existentes ainda € incipiente, com a conservacao em alguns casos sendo
feita pelos agricultores, com a manutencdo das suas sementes, que em muitas

situagcOes sao compartilhadas com familiares ou amigos.

A maioria dos Bancos Ativos de Germoplasma de Physalis no mundo, estao
localizados na Colémbia, sendo as colecdes mais expressivas a da Universidade
Nacional da Colbmbia em Palmira, destacando-se também os bancos ativos de
germoplasma de CORPOICA (Corporacdo Colombiana de Pesquisa Agricola) e da
Universidade de Narifio (CHACON et al., 2016). No Brasil, algumas instituicbes de
pesquisa e ensino mantém pequenas colecbes de espécies de Physalis, tais como:
Embrapa Hortalicas; Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC);
Universidade Federal de Pelotas (UFPel); Universidade Federal de Lavras (UFLA);
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS), Universidade Estadual do Oeste

do Parané (Unioeste) e Universidade Federal Rural de Pernembuco (UFRPE).

Como exposto por Ligarreto et al. (2005), tendo em vista um melhor
aproveitamento dos recursos genéticos do género Physalis, se faz necesséria a
existéncia de uma base dados que contemple informacdes a respeito das colecdes
existentes, como caracteristicas morfologicas, agrondmicas e quimicas, para assim
ser possivel realizar selecfes de acessos promissores a serem usados nos programas

de melhoramento genético e pelos produtores interessados na cultura.

2.4. Formacéao e implementacdo de um banco de germoplasma

O melhoramento genético vegetal contribui expressivamente para 0s principais
ganhos alcancados na agricultura ao longo dos anos, sendo, portanto, fundamental
gue se compreenda a dependéncia da amplitude da base genética disponivel, dos
materiais mantidos em bancos de germoplasma, sendo esses considerados insumos
essenciais para o continuo desenvolvimento da agricultura (LOPES; MELLO, 2005).

Os recursos genéticos vegetais sdo um reservatério natural de genes com elevado
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potencial de uso, no entanto, a busca por cultivares melhores e mais produtivas tem
resultado num estreitamento da base genética, e uma das acdes para evitar, ou pelo
menos minimizar tal processo, é a conservacdo da variabilidade, que depende do

germoplasma das espécies disponiveis nos bancos (CARVALHO et al., 2009).

Segundo Allard (1971), o termo germoplasma pode ser definido como a soma
total dos materiais hereditarios de uma espécie, podendo ser na forma de polen,
anteras, plantas, sementes, tecidos e células. Uma das tarefas mais importantes
dentro dos programas de melhoramento € a conservacédo do germoplasma, por meio
de bancos e colecbes, nos quais sdo desenvolvidas atividades de coleta,
documentacédo, caracterizagédo, avaliacdo, preservacao e intercambio dos materiais
(BESPALHOK et al., 2007).

Devido a evidente diminuicdo da biodiversidade nas ultimas décadas a adocéo
de iniciativas que visam o0 seu uso sustentavel, como a criagdo de bancos de
germoplasma surge como alternativa eficaz na manutencao da variabilidade genética
(SILVA et al., 2012). As atividades de conservacdo que prevalecem nos bancos
podem ser divididas em duas grandes areas, ndo excludentes, mas complementares,
gue séo a conservacao in situ (no local de origem) e a conservacao ex situ (fora do
local de origem), que utiliza diferentes meios para manter a variabilidade genética,
dentre eles, o uso de colecdes (LOPES; MELLO, 2005).

Para que seja efetiva a conservacéo e uso do germoplasma, € indispensavel
gue dados referentes a origem, caracterizacdo e desempenho sejam documentados.
A atividade de caracterizacdo consiste em tomar dados para descrever, identificar e
diferenciar acessos de uma mesma espécie, fazendo o uso de descritores que
auxiliam na descricAo das caracteristicas das plantas (BARBIERI, 2013). A
caracterizacdo morfoldégica deve permitir a discriminacéo relativamente facil entre
fendtipos, disponibilizar informacdes Uteis para o manejo e fornecer as primeiras
estimativas de variabilidade dentro da cole¢céo de germoplasma (BURLE; OLIVEIRA,
2010).

2.5. Melhoramento genético em Physalis

Para que o agricultor obtenha um produto final de qualidade, aliada a reducéo

nos custos de producdo, € necessario que existam plantas adaptadas as condi¢bes
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de cultivo nas areas produtoras. Para que isso ocorra, € necessario criar programas
de melhoramento que produzam variedades a curto e médio prazo, utilizando
genotipos cultivados e outros selecionados por meio de pesquisas (BETANCOURT et
al., 2011).

De acordo com Faleiro et al. (2008), o pré-melhoramento pode ser definido
como “as atividades orientadas para a identificacdo de caracteristicas, funcdes
biolégicas, genes ou conjuntos génicos desejaveis, em materiais ndo adaptados,
semi-adaptados ou que nao sofreram nenhuma forma de selecao, e sua mobilizacédo
para materiais potencialmente uteis a diferentes usuarios de variabilidade genética”.
Assim sendo, o pré-melhoramento é a alternativa mais promissora que funciona como
uma ponte entre 0s recursos genéticos e os programas de melhoramento (NASS et
al., 2001). Sendo usada como uma ferramenta definidora na escolha de materiais mais
atrativos aos melhoristas, permitindo assim o desenvolvimento e disponibilidade de
uma maior variabilidade a ser explorada, que possa garantir uma maior capacidade
de resposta a superacgéo de riscos e desafios, possibilitando alcancar patamares de
qualidade e produtividade maiores (FALEIRO et al., 2008).

No tocante as condicBes ambientais, as espécies de Physalis desenvolvem-se
em diversas condi¢cdes agroecoldgicas e estdo classificadas como espécies muito
tolerantes, algo que € atribuido a sua adaptabilidade a diversos climas, e diversos
tipos de solos (RUFATO et al., 2013; MOUTINHO et al., 2019). Para o Brasil ainda ha
poucos estudos, principalmente na regido Nordeste onde predomina temperaturas
mais elevadas e precipitacao irregular (SILVA, 2016). Em relacdo ao manejo, de forma
geral, as espécies apresentam cultivo considerado simples, com a maior parte das
acOes como tutoramento, adubacéo, aplicacédo de herbicidas e irrigacéo, ainda sendo
feitas de forma semelhante ao que é implantado em cultivos de Solanaceas, tendo
como referéncia o que € utilizado em cultivo de tomateiro (LIMA et al., 2009; RUFATO
et al., 2013).

Como exposto por Santos (2019), no Brasil ainda s&o escassos os trabalhos
referentes ao melhoramento genético da Physalis. Os principais estudos realizados
concentra-se em questbes de cultivo (FISCHER et al., 2005; CARDENAL,
MALDONADO, 2012; RODRIGUES et al., 2013; SILVA, 2014; MELO et al., 2016;
MOUTINHO et al., 2019; FISCHER et al., 2021), fenologia (LIMA, 2009; TANAM,
2015), e variabilidade genética (CHACON et al., 2016; TREVISANI et al., 2016;
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TREVISANI, 2018; SANTOS, 2019; SILVA JUNIOR et al., 2022), estes em sua maioria
com enfoque em Physalis peruviana L. que é a espécie amplamente cultivada. A
espécie Physalis angulata tem sido cada vez mais abordada em trabalhos
académicos, devido ao seu comprovado potencial farmacolégico (SANTOS et al.,
2008; LIMA, 2012; BATISTA, 2015; CHAVES, 2017).

Devido ao potencial que a cultura de Physalis apresenta, tanto na producao
para consumo interno, quanto para a exportacdo da fruta, faz-se necessério o
desenvolvimento de estudos visando a melhoria do desempenho de caracteres que
estdo associados aos parametros que compde o rendimento e a qualidade das frutas
(COLLI, 2015). Outra necessidade existente € a selecdo de espécies e variedades
gue apresentem maior teor de fisalinas, devido ao grande potencial para utilizacéo na
industria farmacéutica (PEREIRA, 2011).

2.6. Diversidade genética

A diversidade genética pode ser conceituada como a quantidade de individuos
geneticamente diferentes, em virtude de fatores herdaveis e/ou ambientais,
pertencentes a mesma espécie. Uma espécie apresenta baixa variabilidade quando
as informagfes contidas nos cromossomos entre seus individuos s&o muito
semelhantes, ou existem poucas variagdes alélicas nos diferentes genes (SALOMAO
et al., 2019).

Para a caracterizagdo da variabilidade, os marcadores morfol6gicos foram os
primeiros a serem utilizados, e sdo ainda hoje, a base do melhoramento genético
convencional, em que caracteristicas desejaveis sao selecionadas nos genitores para
os cruzamentos (GOMES FILHO et al.,, 2010; TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).
Muitos pesquisadores fazem o uso de marcadores moleculares associados aos

caracteres morfologicos para avaliar a variabilidade genética (SANTOS, 2019).

Quando se busca quantificar a diversidade genética, a caracterizacao
morfologica € tida como a forma mais simples e pratica a ser utilizada, sendo uma
atividade indispensavel em programas de melhoramento vegetal. Aliada a essa
pratica, a caracteriza¢do agrondémica se faz necesséria no intuito de complementar as

informagdes obtidas, principalmente quando um dos objetivos finais do programa de
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melhoramento € a obtencdo de variedades mais produtivas, ou que possuam

resisténcias a patégenos (FALEIRO et al., 2020).

Trevisani et al. (2018) relatam que a restrita variabilidade genética € um fator
preocupante, tanto para o processo de evolucdo das espécies quanto para o seu
cultivo, principalmente se o crescente aumento no cultivo da Physalis for levado em
consideracdo, tornando-se um grande obstaculo para os processos de selecdo de
genodtipos com constituicdes genéticas superiores. Diante disso, a caracterizagdo
morfolégica e molecular dos gendtipos se faz necessaria, visando tanto a adequada
utilizacdo destes recursos, quanto a inser¢cdo de novos acessos em programas de

melhoramento genético do género (SOUZA, 2015).

2.7. Metabolitos secundarios em Solaneceae

As plantas produzem grande variedade de estruturas quimicas, que sao
sintetizadas em diversas etapas enzimaticas especializadas. Contudo, é importante
salientar que grande parte da evolucdo desse maquinario biosintético ainda néo é
elucidado (JUNKER et al., 2013).

O volume de informacg@es disponiveis na literatura referente aos metabolitos
secundarios produzidos pela familia Solanaceae, pode contribuir na elucidacdo da
classificacéo taxonbmica de seus representantes, a niveis de subespécie, espécie ou
até mesmo a nivel de género. Os alcalbides e derivados de esteroides sao referidos
como as principais classes de metabdlitos secundarios presente nas Solanaceae, com
destaque para alcaloides tropanicos (TAs) e calisteginas (CAs) por apresentarem um
padrao de distribuicdo e ocorréncia em cinco das seis subfamilias, que os estabelece
como marcadores quimiotaxonémicos na familia (HUNZIKER, 2001; PIGATTO et al.,
2015). Na literatura ja é referida a presenca de calisteginas e alcal6ides de tropano
para espécies de Physalis, como em P. divaricata (MOALLEM et al., 2017), P.
peruviana e em P. alkekengi (TEUBER et al., 2007).

Diversos metabolitos secundarios apresentam valor econémico e algumas
aplicacoes, seja na producao de alimentos, cosméticos, farmacos ou até agroquimicos
(CORREA, 2015). Paulo et al. (2019) apontam que a compreens&o acerca da quimica

envolvida nas vias de biossintese e da biologia dos organismos produtores é
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indispensavel quando se visa a obtencdo de modificacdes estruturais a partir da

informacéo genética.

2.8. Bioinformética

Segundo Faleiro et al. (2011), a bioinforméatica pode ser definida como o estudo
e a aplicacéo de técnicas computacionais e matematicas a geracado e gerenciamento
de informacdes bioldgicas, em especial, da biologia molecular, que pode combinar
informacdes de quimica, fisica, biologia, ciéncia da computacdo e
matematica/estatistica para processar dados biologicos. A expansdo do uso da
bioinformética como ferramenta no melhoramento genético vegetal pode ser atribuida
aos avancos tecnoldgicos significativos observado ao longo dos anos, evidenciando a
necessidade do desenvolvimento de ferramentas capazes de suprir a enorme
guantidade de dados gerados, que necessitam ser armazenados e analisados
(GIACHETTO; HIGA, 2014).

Na bioinformética os dados a serem utilizados englobam sequéncias de DNA
de genes ou genomas completos, sequéncias de aminoacidos de proteinas, e
estruturas tridimensionais de proteinas, acidos nucleicos e de complexos de
proteinas-acidos nucleicos (LESK, 2019). As inumeras informacfBes geradas por
esses dados, possibilitam uma maior compreensao acerca dos processos biolégicos,
como mudancas no nivel de expressao génica, localizacdo de proteinas e de suas
interacbes com outros genes e proteinas, e como sao afetados os pools de
metabolitos em diversos tecidos. Essas evidéncias tem a bioinformatica como uma
das suas ferramentas, tornando-a necesséria no melhoramento vegetal (VASSILEV
et al., 2005). Toda a informacédo gerada € disponibilizada, armazenada e organizada
em bancos de dados online para que outros pesquisadores tenham acesso,
destacando-se os bancos de dados NCBI (National Center for Biotechnology
Information), como um dos maiores, e 0 GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/)
um dos bancos de dados bioldgicos mais conhecidos (FERREIRA, 2017; SILVA et al.,
2020).

Dentre as suas diversas aplicabilidades, a bioinformatica pode ser usada na
previsao da estrutura proteica a partir da sequéncia de aminoacidos, também sendo

possivel prever as suas interacdes, devido ao fato de que os complexos proteina-
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proteina mostrarem boa complementaridade na forma e polaridade da superficie. As
previsdes sao realizadas por meio de programas computacionais que simulam essas
interacdes para prever a relacdo espacial ideal (LESK, 2019). A determinacdo dessa
estrutura proteica fornece uma melhor compreensdo do funcionamento da proteina,
permitindo criar proposi¢des sobre como afeta-la, controla-la ou modifica-la (SILVA et
al., 2021).
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CAPITULO I

CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E DIVERSIDADE GENETICA DE
Physalis L. EM ACESSOS CONSERVADOS EX SITU
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RESUMO

Physalis L. € um género pertencente a familia Solanaceae, que compreende aproximadamente
100 espécies. No Brasil séo referidas oito espécies, distribuidas por todos os biomas. O género
engloba um grupo economicamente importante, com uso na alimentacdo humana, na producéo
de substancias farmacoldgicas e na ornamentacdo. No entanto, no Brasil, estudos referentes ao
melhoramento genético de Physalis ainda sdo escassos, 0 que dificulta a sua expansdo de
cultivo. A avaliacdo da diversidade genética presente em bancos de germoplasma fornece
informac@es sobre potenciais genitores a serem utilizados em programas de melhoramento. O
estudo tem como objetivo realizar a caracterizacdo morfologica preliminar de acessos
conservados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Physalis L., localizado da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), utilizando diferentes métodos de
agrupamento para a estimativa da variabilidade genética existente. Foram utilizadas sementes
de Physalis peruviana L., obtida comercialmente, e de acessos provenientes de seis estados do
Brasil. Foram utilizados 21 descritores qualitativos. Por meio dos métodos de Tocher e
hierarquico via UPGMA, constatou-se a existéncia de variabilidade genética entre 0s acessos.
Os descritores morfoldgicos utilizados foram capazes de diferenciar os acessos, bem como
separar de forma clara os acessos mais proximos, podendo ainda inferir a existéncia de
duplicadas. Os dados obtidos no presente estudo podem auxiliar no manejo, avaliacéo e selecdo
de gendtipos de interesse para futuros programas de melhoramento de Physalis.

Palavras-chave: banco de germoplasma; descritor morfologico; fisalis; variabilidade genética.
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ABSTRACT

Physalis L. is a genus belonging to the Solanaceae family, which comprises approximately 100
species. In Brazil, eight species are identified, distributed throughout all biomes. The genus
include an economically important group, with use in human food, production of
pharmacological substances, and ornamentation. However, in Brasil, studies concerning the
breeding of Physalis in Brazil are still scarce, which hinders its cultivation expansion. The
evaluation of genetic diversity present in genebanks provides information about potential
parentes to be used in breeding programs. The study aims to perform a preliminary
morphological characterization of accessions conserved in the Active Germplasm Bank (BAG)
of Physalis L., located at the Federal Rural University of Pernambuco (UFRPE), using different
grouping methods to estimate the existing genetic variability. Seeds of Physalis peruviana L.,
obtained commercially, and genotypes from six states of Brazil were used. Twenty-one
qualitative descriptors were used. Through the methods of Tocher and hierarchical via
UPGMA, the existence of genetic variability among the acessions was verified. The
morphological descriptors used were able to differentiate the accessions, as well as clearly
separate the closest accessions, and also infer the existence of duplicates. The data obtained in
this study can help in the management, evaluation and selection of genotypes of interest for

future Physalis breeding programs.

Key words: genebank; morphological descriptor; fisalis; genetic variability.

1. INTRODUCAO

O género Physalis L., pertencente a familia Solanaceae, é formado por
aproximadamente 90 espécies. Com excecdo de Physalis alkekengi L., que € euroasiatica, todos
0s demais representantes ocorrem na América, com o México sendo o centro de diversidade
deste género (Hunziker, 2001). No Brasil sdo referidas oito espécies, distribuidas por todas as
regides do pais, ocorrendo em diferentes biomas, indo desde a Amaz6nia, Caatinga, Cerrado,
Mata Atlantica, Pantanal, até o Pampa (Stehmann et al., 2015).

Os representantes do género podem ser facilmente reconhecidos pela presenca de um
calice de frutificacdo que envolve e protege o fruto contra insetos, passaros, patdgenos e
condicBes climaticas adversas, servindo ainda como fonte de carboidratos (Martinez, 1998;
Avila et al., 2006). O género engloba um grupo com grande importancia econémica, podendo

ser utilizado na alimentagdo humana, na producdo de substancias farmacologicas e na
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ornamentacao (Muniz et al., 2015). Os frutos possuem um sabor agucarado, rico em vitamina

A e C, fésforo e ferro, além de flavonoides, alcaldides e fitoesterdides (Tanan, 2015).

As espeécies de Physalis ndo sao facilmente distinguiveis, podendo ser taxonomicamente
confuso até mesmo para especialistas, por esta razdo, varias espécies tém sido identificadas
erroneamente (Kindscher et al., 2012). Aliado a isso, sabe-se que os estudos de melhoramento
genético de Physalis no Brasil, ainda s&o escassos, sendo a falta de cultivares melhoradas e
registradas no pais, um entrave para a expansao e o aumento da producdo (Santos, 2019).

A existéncia da variabilidade genética é o principal ponto de partida para o inicio do
melhoramento genético de qualquer espécie (Faleiro et al., 2008). Portanto, a avaliagdo da
diversidade genética entre os acessos de um banco de germoplasma fornece informacdes sobre
potenciais genitores a serem utilizados em programas de melhoramento (Costa et al., 2011).
Bonett et al. (2006) apontam que a identificacdo de genitores superiores pode ser realizada por
meio da avaliacdo de caracteres morfolégicos e agrondémicos, que permitam caracterizar e
estimar a divergéncia genética existente dentro e entre as espécies vegetais.

Diante do que foi exposto, o presente estudo tem como objetivo realizar a caracterizacéo
morfologica preliminar de acessos conservados no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de
Physalis L., localizado da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), utilizando
diferentes métodos de agrupamento para a estimativa da variabilidade genética existente entre

0S acessos.

2. MATERIAL E METODOS

Local do estudo e germoplasma avaliado

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal e Plantas Daninhas
e em telado da Area de Fitotecnia, do Departamento de Agronomia, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco - UFRPE, sediada na cidade do Recife, nas coordenadas 8° 04’ 03 S,
34° 55 00 W, com uma altitude de 4 m. Segundo classificacdo de Koppen, o clima é
considerado tropical (Ams) com precipitagdo abundante no outono-inverno e uma estagao seca
entre outubro e dezembro. As avaliagGes do germoplasma selecionado ocorreram no periodo
de Novembro de 2021 a Janeiro de 2022.

Os gendtipos avaliados foram provenientes da germinacdo de sementes de Physalis

peruviana L., obtida comercialmente, e de acessos provenientes de seis estados do Brasil
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(Bahia, Minas Gerais, Pernambuco, Parana, Rio Grande do Sul e Rondé6nia) (Tabela 1), que
fazem parte do Banco Ativo de Germoplasma de Physalis, localizado na UFRPE. Todos 0s
materiais foram plantados e mantidos em telado para a realizacdo da caracterizacdo
morfoldgica.

Tabela 1. Procedéncia dos acessos de Physalis conservados no Banco Ativo de Germoplasma,
localizado na Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE. Recife-PE, 2022

Registro na )
UFRPE Procedéncia
BGP02 Colémbia (Bogota)
BGPO3 Brasil (Paulista — PE)
BGP11 Brasil (S&o José dos Pinhais — PR)
BGP12 Brasil (Ouro Preto do Oeste — RO)
BGP16 Brasil (Recife — PE)
BGP18 Brasil (Correntina — BA)
BGP20 Brasil (Caxias do Sul — RS)
BGP23 Brasil (Limoeiro — PE)
BGP24 Brasil (Passos — MG)
BGP25 Brasil (Carpina — PE)

Conducao das plantas em telado

As sementes dos acessos (Tabela 1) foram semeadas em bandejas de polipropileno de
128 células, contendo substrato comercial Basaplant®. Quando as mudas atingiram cerca de
4,0 cm de altura foram transplantadas para vasos plasticos de 0,5 L. Posterirormente, ao
atingirem 25 cm, as plantas foram transplantadas para vasos de 5,0 L, contendo mistura de solo,
composto (esterco) e substrato comercial (Basaplant®), na proporcéo de 1:1:1. Os vasos foram
irrigados diariamente, exceto em dias chuvosos. Semanalmente, foi realizado o controle de

plantas daninhas e de pragas, além da retirada das folhas e plantas com sintomas de doengas.

Para a obtencéo dos dados morfolégicos, adotou-se como padréo de analise o intervalo
de 28-29 dias apos o inicio da floracdo. Os frutos, foram colhidos manualmente, de forma
aleatoria e em diversas posi¢Ges e orientagdes na planta, em dois estadios de maturacao

determinados pela coloracdo do célice: verde e marrom. Posteriormente, no laboratério e sob
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agua corrente as sementes foram removidas da polpa e colocadas sobre papel toalha em

temperatura ambiente para a realizacdo das demais avaliaces.

Caracterizacdo morfoldgica

Para a caracterizacdo morfoldgica das espécies foram utilizados 21 descritores

qualitativos (Tabela 2) propostos por Gonzélez et al. (2008), para P. peruviana, com ajustes,

considerando-se trés plantas por acesso, com 10 frutos cada.

Tabela 2. Descritores morfologicos qualitativos avaliados nos acessos de Physalis L

conservados no Banco Ativo de Germoplasma, localizado na Universidade Federal Rural de
Pernambuco - UFRPE. Recife-PE, 2022

Descritores Qualitativos

Estado do Descritor

Habito de crescimento (HC)
Cor do caule (CC)
Pubescéncia do caule (PC)

Forma do Caule (FC)

Forma da folha (FF)

Forma da base foliar (FB)

Forma da margem foliar (FMF)

Forma do apice foliar (FA)

Antocianina na venacdo foliar (AVF)

Cor da corola (Ccor)

Cor das maculas da corola (CMC)

Posicéo da Flor (Pfl)

(1) Ereto; (2) Semi-ereto; (3) Prostrado
(1) Verde; (2) Parpura
(1) Ausente; (2) Pouco; (3) Média; (4) Abundante

(1) Anguloso; (2) Arredondado

(1) Cordada; (2) Assimétrica; (3) Lanceolada; (4) Oval

(1) Cuneada; (2) Obliqua; (3) Cordada; (4) Sub-cordada

(1) Denticulada; (2) Sinuada; (3) Seriada; (4) Ondulada

(1) Agudo; (2) Apiculado; (3) Acuminado

(1) Ausente; (2) Presente

(1) Branca; (2) Amarela
(1) Marrom-claro; (2) Marrom-escuro (3) Purpura;

(4) Ausente

(1) Ereta; (2) Péndula
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e (1) Verde sem antocianina; (2) Verde com antocianina
Cor do calice imaturo (CClI) o
leve; (3) Verde com antocianina forte

Cor do célice maduro (CCM) (1) Amarelo-alaranjado; (2) Amarelo-amarronzado
Forma do célice (FCAL) (1) Globoso; (2) Alongado; (3) Achatado
Cor do fruto imaturo (CFI) (1) Verde; (2) Verde-amarelado; (3) Verde-arroxeado

(1) Verde; (2) Amarelo; (3) Amarelo-alaranjado; (4)

Cor do fruto maduro (CFM) ]
Alaranjado; (5) Verde-arroxeado; (6) Arroxeado

Forma do fruto (Ffr) (1) Globoso; (2) Oval; (3) Achatado
Presenca de cera nos frutos (PCF) (1) Ausente; (2) Presente
Forma da semente (FS) (1) Elipsoide; (2) Globosa; (3) Oblonga; (4) Triangular

Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de divergéncia genética pelo procedimento
para dados multicategéricos. Essa metodologia consiste na obtencdo da matriz de
dissimilaridade com base nas concordéncias e/ou discordancias observadas entre 0s acessos,
utilizando-se a moda, como medida descritiva de cada variavel, desconsiderando as repeti¢oes

e contabilizando todas as plantas representativas de cada gendtipo (Monteiro et al., 2010).

Posteriormente, foram relizadas as analises pelos métodos de agrupamento de
otimizagdo de Tocher, e hierarquico via UPGMA, para formacdo do dendrograma. Para a
estimativa do ajuste entre a matriz de dissimilaridade e o dendrograma gerado, foi calculado o
coeficiente de correlacdo cofenética (r), conforme Sokal & Rohlf (1962). Todas as anéalises
foram realizadas com auxilio do programa Genes (Cruz, 2013).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Constatou-se a existéncia de variabilidade genética entre os acessos avaliados por meio
da andlise multicategorica. Utilizando o método da ligacdo média entre grupos (UPGMA)
identificou-se a formacdo de quatro grupos, considerando a distancia genética a 47.1%
estabelecida no ponto de corte, seguindo o critério mencionado por Cruz & Carneiro (2003), no
qual os pontos de alta mudanca de nivel séo considerados delimitadores do numero de genotipos
para a formacéo de determinado grupo. O dendrograma obtido a partir dos dados qualitativos

referentes aos dez acessos em estudo pode ser visualizado na Figura 1.

Método de agrupamento @ Ligagio Média Entre Grupo(UPGMA)
BGP25 ’
BGP23
BGPO3
BGP18
BGP20
BGP16
BGP24
BGPOZ | i
BGP11 ' i
BGP12 |

Figura 1. Dendrograma obtido pelo método UPGMA baseado na matriz de dissimilaridade dos

descritores em acessos de Physalis, pertencentes ao banco de germoplasma da UFRPE.

O grupo (I) é formado pelos acessos BGP03, BGP23 e BGP25, todos oriundos de
Pernambuco. Os gendtipos pertencentes a este grupo compartilham caracteristicas relacionadas
a auséncia de méaculas na corola, e cor do fruto maduro que os diferenciam dos demais acessos

avaliados.

O grupo Il compreende 40% dos acessos, sendo este 0 maior grupo formado e composto
pelos acessos BGP16, BGP18, BGP20 e BGP24, que compartilham todas as caracteristicas
avaliadas, exceto a forma da folha que no acesso BGP24 é oval. Quanto a origem, esse grupo €

composto por acessos de Pernambuco, Bahia, Rio Grande do Sul e Minas Gerais.

O grupo (I11) é composto pelos genotipos BGP02, oriundo da Colémbia, e BGP11,
oriundo do Paran, que apresentam alta similaridade entre si, 0 que € corroborado pelo fato de
compartilharem todos os descritores analisados. J& o grupo (IV) é formado por apenas um
acesso, sendo este 0 BGP12, oriundo de Rondbnia, caracterizado pela cor da semente e habito

de crescimento diferenciados.
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Com o intuito de avaliar o grau de ajuste entre as matrizes de dissimilaridade e as
matrizes resultantes dos agrupamentos, para construcéo do dendrograma, foi obtida a estimativa
do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC), tendo em vista que quanto maior o valor do
coeficiente, menor ¢ a distor¢éo provocada ao se agrupar 0s genotipos (Bussab et al., 1990). O

método UPGMA indicou uma boa representacéo das distancias no dendrograma (CCC = 0,98).

Diferentemente do método hierarquico UPGMA, o método de otimizacdo de Tocher
originou trés agrupamentos, com diferencas na distribuicdo dos acessos, como mostra a Tabela
3. Apesar de ambos os métodos (Tocher e UPGMA) terem sido parcialmente concordantes no
que diz respeito a divergéncia genética da maioria dos acessos, um novo grupo e formado pelos
acessos BGP02, BGP11 e BGP12, o que pode ser justificado devido ao fato de compartilharem
a maioria dos descritores avaliados. No entanto, o acesso BGP12 apresenta algumas
caracteristicas singulares que o diferencia dos demais, como habito de crescimento e cor da
semente, com isso, pode ser atribuido ao método UPGMA um carater mais discriminativo na

diferenciacdo dos acessos em estudo.

Tabela 3. Agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher resultante da analise de 10
acessos de Physalis. Recife-PE, 2022

Grupo Acessos
| BGP02; BGP11; BGP12
1 BGPO03; BGP23; BGP25
1l BGP16; BGP18; BGP20; BGP24

O uso de dois métodos de agrupamento, fornece um suporte mais eficiente na
discriminacdo dos acessos. Destaca-se o fato de que ambos 0s métodos se mostraram eficientes
no que diz respeito & identificacdo dos acessos mais dissimilares. Como abordado por Bertan
et al. (2006), o agrupamento de Tocher prioriza sempre as maiores distancias entre grupos em
relacdo a distancia dentro dos grupos, enquanto o UPGMA utiliza a média das distancias entre
todos 0s gendtipos para formacao de cada grupo, podendo assim 0 uso em conjunto, tornar mais

eficiente a utilizacéo desses recursos em programas de melhoramento.

Agrupamentos similares entre o método de Tocher e 0o UPGMA, também foram obtidos
por Farias (2020), utilizando hibridos de Physalis angulata. Campos et al. (2010), avaliando

acessos de mandioca, citam que ambos 0s métodos em questdo apresentaram resultados
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semelhantes, destacando que o método de UPGMA apresentou um resultado mais detalhado,
podendo este ser tido como um complemento para o Tocher. Sudré et al. (2005), utilizando
técnicas multivariadas na determinacdo da divergéncia genética em acessos de pimentas e
pimentdes, constataram pequenas diferencas na formagéo dos agrupamentos de acordo com o
método utilizado, destacando que as diferencas podem ser explicadas pela maneira que cada

método tem de fazer o calculo de variabilidade genética.

Os descritores habito de crescimento, pubescéncia do caule, forma da margem foliar,
cor das maculas da corola, cor do célice imaturo e a cor do fruto maduro foram o que mais
contribuiram para a divergéncia genética entre os acessos. Referente as concordancias, sete
descritores foram considerados monomorficos, sendo estes a cor e forma do caule, a forma do

apice foliar, cor da corola, posi¢do da flor, a presenca de cera nos frutos, e a forma da semente.

Com base nos resultados deste trabalho, observa-se que os descritores morfoldgicos
utilizados foram capazes de diferenciar os acessos, bem como separar de forma clara os acessos
mais proximos. Inclusive, podendo permitir, quando se avaliar mais genotipos, inferir a

existéncia de duplicadas, mesmo quando oriundos de diferentes localidades.

A realizagéo de estudos acerca da diversidade encontrada nos acessos conservados em
Banco de Germoplasma, refere-se ao conhecimento da variabilidade genética do género
existente no pais, servindo como ferramenta na escolha de caracteristicas que possam agregar
valor econdmico a cultura. No @mbito ornamental, pode-se citar a coloracdo das maculas da
corola, juntamente com a cor e forma dos célices, enquanto que para a comercializa¢do in
natura, contribuigdes referentes a cor e forma dos frutos maduros sdo determinantes na
qualidade e aceitabilidade do consumidor. Todas as caracteristicas citadas sdo capazes de
influenciar na escolha de gen6tipos com potencial de mercado, bem como subsidiar futuros

programas de melhoramento com o género.

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

A utilizacdo de descritores morfoldgicos mostrou-se eficiente na identificacdo de
variabilidade genética entre os acessos conservados no Banco Ativo de Germoplasma de
Physalis da UFRPE.
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Houve diferenciacao dos acessos, entretanto os descritores cor e forma do caule, forma
do apice foliar, cor da corola, posi¢éo da flor, presenca de cera nos frutos e a forma da semente
ndo conseguiram descriminar os acessos avaliados, sendo considerados descritores fracos.

As informacdes geradas servirdo para nortear estratégias de manejo, avaliacdo e selecéo

de gendtipos de interesse para futuros programas de melhoramento de Physalis.
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RESUMO

A familia Solanaceae compreende cerca de 100 géneros e 2.500 espécies, possuindo
distribuicdo cosmopolita, e de maior diversidade na regido Neotropical. No Brasil, sdo
identificados 36 géneros e 506 espécies, sendo 236 destas endémicas. A familia apresenta alta
diversidade de espécies de importancia econémica como fonte de alimentos, propriedades
medicinais e uso ornamental. Suas espécies sdo fontes de metabolitos secundarios bioativos de
diversas aplicagdes. Fizemos uma caracterizagao estrutural, funcional e o desenvolvimento de
modelos tridimensionais das sequéncias de putrescine N-metiltransferase (PMT), enzima chave
do metabolismo secundario, no inicio da biossintese especifica da nicotina, de alcaloides

tropano e de calisteginas. Examinamos 48 sequéncias da PMT de espécies da familia
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Solanaceae presentes em bancos de dados publicos. Um carater hidrofilico da PMT foi
encontrado para todas as espécies, e com o ponto isoelétrico indicando um carater acido (5.4 -
6.6). Identificamos quatro dominios funcionais nas sequéncias da PMT. A analise agrupamento
por Neighbour Joining apresentou consisténcia com classificagdes taxondmicas recentes das

espeécies avaliadas.

Palavras-chave: Bioinforméatica; Anélise computacional; Modelagem por homologia;
Metabolitos secundarios; Solanaceae

ABSTRACT

The Solanaceae family comprises about 100 genera and 2,500 species, with a cosmopolitan
distribution and greatest diversity in the Neotropical region. In Brazil, 36 genera and 506
species have been identified, including 236 endemic species. The family has a high diversity of
species of economic importance as a source of food, medicinal extracts, and for ornamental use.
The species are sources of bioactive secondary metabolites, with diverse applications. We made
structural and functional characterization and developed three-dimensional models of
putrescine N-methyltransferase (PMT) proteins, a key enzyme of secondary metabolism,
involved in biosynthesis of nicotine, tropane alkaloids, and calistegines. We examined 48 PMT
sequences from Solanaceae species available in public databases. A hydrophilic characteristic
of PMT was found for all species, and the isoelectric point demonstrated a somewhat acidic
character (5.4 - 6.6). We identified four functional domains in the PMT sequences. Cluster
analysis by Neighbor-Joining was consistent with recent taxonomic classifications of the

species.

Key words: Bioinformatics; Computational analysis; Homology modeling; Secondary

metabolites; Solanaceae

1. INTRODUCAO

A familia Solanaceae possui distribuicdo cosmopolita, compreendendo cerca de 100
géneros e 2.500 espécies, sendo a regido Neotropical o seu maior centro de diversidade
(Olmstead, 2013). Segundo D’Arcy (1991), a América do Sul € considerada um dos principais
centros de diversidade taxondmica e endemismo da familia, onde também se encontra a maior

riqueza de espécies. No Brasil, para a familia foram identificados 36 géneros e 506 espécies,
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sendo 236 destas endémicas do pais (Stehmann et al., 2015). Aproximadamente metade das
espécies da familia pertencem a apenas cinco géneros, Capsicum L., Cestrum L., Lycianthes
(Dunal) Hassl., Physalis L. e Solanum L., sendo o ultimo, o maior e mais diversificado
morfologicamente (Knapp, 2008; Sampaio et al., 2019).

Tendo em vista a grande diversidade de espécies pertencentes a Solanaceae que estao
presentes na flora brasileira, sabe-se que a muitas destas possuem importancia econémica como
fonte de alimentos, producdo de substancias farmacoldgicas e ornamentacdo. Adicionalmente,
as plantas pertencentes a esta familia sdo fontes de metabolitos secundarios bioativos de
diversas classes quimicas, como alcaloides esteroidais, alcaloides do tipo tropano, alcaloides
piridinicos, vitanolideos, glicoalcal6ides, flavonoides, entre outros, que apresentam as mais

diversas aplicacdes (Corréa, 2015).

Putrescine N-metiltransferase (PMT) é uma enzima chave do metabolismo secundario
da planta no inicio da biossintese especifica da nicotina, de alcaloides tropano e de calisteginas,
que sdo inibidores da glicosidase com estrutura de nortropano. Estudos afirmam que as
proteinas PMT provavelmente evoluiram das espermidina sintases (SPDSs), que sdo enzimas
ubiquas do metabolismo da poliamina. (Teuber et al., 2007; Junker et al., 2013; Moallem,
2017).

Segundo Leite et al. (2012), as poliaminas sdao moléculas fundamentais para o
crescimento e funcionamento das células normais. No qual interagem, no meio biolégico, com
muitas macromoléculas, tanto eletrostaticamente quanto covalentemente. Tais moléculas
desempenham um papel relevante no crescimento e proliferacdo celular e na sintese de
proteinas e acidos nucléicos, estando também envolvidas na reparacdo da matriz extracelular,

na adesdo celular e em processos de sinalizagéo.

As metiltransferases possuem fungbes biologicas essenciais na metilacdo de acido
nucleico e na metilacdo de proteinas, que alteram a atividade de DNA, RNA ou proteina, sendo
a metilagéo de pequenas moléculas, como hormonios de mamiferos e vegetais ou metabolitos
secundarios das plantas, de fundamental importancia para o organismo (Teuber et al., 2007).
Segundo Stenzel et al. (2006), a transferéncia de N-metil das primeiras etapas especificas para
a biossintese de tropano e nicotina alcal6ides é catalisado por putrescina N-metiltransferase. A
enzima usa S-adenosil-I-metionina como metil doador do grupo e putrescina como substrato,

com apenas uma ou poucas outras diaminas sendo metiladas de forma menos eficiente.
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Geng et al. (2018), afirmam que embora o papel da PMT na biossintese da nicotina seja
claro, o conhecimento da PMT na biossintese dos alcaldides do tropano e na regulacdo das
poliaminas permanece limitado. Biastoff et al. (2009), afirmam que a historia bioldgica da
putrescine N-metiltransferase (PMT) ainda ndo esté clara, tendo em vista o surgimento de um
conceito para a evolucao desta enzima no ponto de ramificacdo entre 0 metabolismo primario
e secundario. Segundo Junker et al. (2013), ainda é necessario ser elucidado se putrescine N-
metiltransferases (PMTs) ocorrem em mais familias ndo relacionadas de plantas superiores e se
as PMTs até agora ndo detectadas sdo semelhantes as sequéncias de PMT atuais, ou se formam

Novos grupos.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivos: (1) Caracterizar
estruturalmente e funcionalmente as sequéncias de putrescine N-metiltransferase (PMT) de
espécies da familia Solanaceae, com metodologias de bioinformatica. (2) Desenvolver modelos
tridimensionais da putrescine N-metiltransferase de representantes da familia Solanaceae, com
base na metodologia de modelagem por homologia, visando possibilitar uma melhor

compreensdo de suas estruturas e funcdes moleculares.

2. MATERIAIS E METODOS

As sequéncias da putrescine N-metiltransferase foram obtidas na plataforma do NCBI
(National Center for Biotechnology Information), através do algoritmo de busca BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) realizando o download em formato FASTA. Sequéncias de
proteinas em espécies de Solanaceae foram recuperadas pela ferramenta BLASTp para procurar
os homdlogos, onde um total de 48 seqliéncias foram encontradas.

Os Parametros fisico-quimicos de putrescine N-metiltransferase presentes em espécies
da familia Solanaceae foram analisados pelo ProtParam (http://web.expasy.org/protparam)
(Gasteiger et al., 2005). As localizacBes subcelulares foram previstas pelo servidor
CELLO2GO (Yu et al., 2014). A identificacdo dos dominios funcionais da proteina, sua
classificagho e ontologia foram realizadas com o wuso do servidor Prodom
(http://prodom.prabi.fr/prodom/) (Servant et al., 2002), uma base de dados de familia de
dominios de proteinas de segmentos homologos. A estimativa dos efeitos funcionais
ocasionados por mutagdes de sequéncias de aminoacidos foram obtidas por meio do servidor
SNAP2 (https://rostlab.org/services/snap2web/) (Hecht et al., 2015).
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As sequéncias da enzima PMT foram alinhadas utilizando-se o algoritmo ClustalW e as
analises de agrupamento foram realizadas no software MEGA 7.0.21 (Kumar et al., 2016)

usando o método de neighbor-joining com um teste de bootstrap com 1000 réplicas.

A predicdo da estrutura terciaria dos modelos 3-D das PMTSs foi realizada pelo servidor
Phyre2 (http://www.sbg.bio.lc.ac.uk/phyre2) (Kelley et al., 2015) no modo multi-template. Este
servidor utiliza-se de métodos avancados de detec¢do de homologia para construir um modelo
3D. A estrutura 3D da proteina foi visualizada pelo pacote UCSF Chimera (Pettersen et al.,
2004). A qualidade do
(http://molprobity.biochem.duke.edu/) (Chen et al., 2010) pela anélise de Ramachandran. O Z-
ProSA-web

estruturas

modelo foi avaliada wusando o servidor Molprobity

score foi calculado utilizando 0 servidor interativo

(https://prosa.services.came.shg.ac.at/prosa.php) para reconhecer erros em
tridimensionais (Wiederstein et al., 2007). A minimizacdo de energia e correcdo de pequenos
erros no modelo tridimensional foi realizada pelo servidor Yasara force Field (KRIEGER et al.,

2009) e pelo software KiNG (Chen et al., 2009).

3. RESULTADOS

As quarenta e oito sequencias de Putrescine N-metiltransferase em espécies de
Solanaceae analisadas a partir de sequéncias da proteina presentes no banco de dados do NCBlI,
recuperadas em formato FASTA, encontram-se listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias de putrescine N-metiltransferase (PMT) analisadas em espécies da

familia Solanaceae

Espécie N\ do acesso no Definicdo no GenBank Familia
GenBank

Anisodus acutangulus ACF21005.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Anisodus acutangulus ACF21006.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Anisodus luridus AGL76988.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Anisodus tanguticus AAT99576.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Atropa belladonna BAA82261.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Atropa belladonna BAA82262.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Capsicum annuum XP_016557670.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Capsicum annuum XP_016553600.1 putrescine N-metiltransferase 2- like Solanaceae
Capsicum annuum KAF3624529.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Capsicum annuum PHT78552.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Capsicum baccatum PHT30221.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
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Capsicum baccatum PHT45224.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Capsicum chinense PHU08967.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Capsicum chinense PHU14344.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Datura inoxia CAJ46253.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Datura inoxia CAJ46254.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Datura metel AAQ94738.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Datura stramonium CAE47481.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Hyoscyamus niger BAAB2263.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Nicotiana attenuata AAK49870.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana attenuata 0OIT40667.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana attenuata XP_019258257.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Nicotiana attenuata XP_019258255.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Nicotiana benthamiana ABY25273.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Nicotiana sylvestris BAA74544.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009771961.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009771962.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009786665.1 putrescine N—metil;znsferase A tsoform Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009786666.1 putrescine N—metiliazlnsferase A tsoform Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016446557.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana tabacum NP_001312037.1 putrescine N-metiltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016478024.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016478023.1 putrescine N-metiltransferase 3 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016445029.1 putrescine N-metiltransferase 4 Solanaceae
Nicotiana tomentosiformis | XP_018627768.1 putrescine N-metiliznsferase L isoform Solanaceae
Nicotiana tomentosiformis | XP_009606202.1 putrescine N-meti)l;[;ansferase tsoform Solanaceae
Physalis divaricata CAJ46255.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Solanum dulcamara CAQ19733.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Solanum lycopersicum NP_001233790.2 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Solanum lycopersicum CAJ46251.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Solanum lycopersicum XP_004244762.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Solanum pennellii XP_015084559.1 putrescine N-metiltransferase 2 Solanaceae
Solanum pennellii XP_015078654.1 putrescine N-metiltransferase 3-like Solanaceae
Solanum tuberosum CAE53633.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Solanum tuberosum XP_006350699.1 putrescine N-metiltransferase 3-like Solanaceae
Solanum_chilense * TMX00678.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
Solanum_commersonii * KAG5589663.1 putrescine N-metiltransferase Solanaceae
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Solanum_commersonii * ‘ KAG5600829.1 ‘ putrescine N-metiltransferase ‘ Solanaceae

*: Hypothetical sequence

Através do programa ProtParam, foi possivel observar parametros como, peso
molecular, ponto isoelétrico tedrico (pl) e a média de hidropaticidade (GRAVY) das sequéncias
da proteina avaliada (Tabela 2). O ponto isoelétrico das sequéncias variou entre 5,36 (Datura
metel) e 6,6 (Solanum pennellii), indicando seu carater acido. Esses resultados indicam que 0s
pls avaliados foram hidrofilicos. Tendo em vista que o ponto isoelétrico (pl) é o pH em que
uma determinada molécula nao carrega nenhuma carga elétrica liquida, o pl tem amplo uso em
técnicas protedmicas e bioquimicas atualmente utilizadas, como durante a eletroforese, em que
a direcdo da migracdo de proteinas no gel depende da carga, sendo assim-possivel separar

proteinas em um gel com base em seu pl (Kozlowski, 2017).

Tabela 2. Anélise da estrutura primaria das sequéncias de putrescine N-metiltransferase (PMT)

de espécies da familia Solanaceae

Espécie Numero de PM (kDa) pl GRAVY
aminodcidos

Anisodus acutangulus 347 38.10 6,51 -0,001
Anisodus acutangulus 338 37.19 5,86 -0,034
Anisodus luridus 338 37.17 5,73 -0,02
Anisodus tanguticus 338 37.17 5,73 -0,009
Atropa belladonna 340 37.46 6,18 -0,032
Atropa belladonna 336 36.97 5,86 -0,032
Capsicum annuum 341 37.33 6,06 -0,023
Capsicum annuum 355 39.04 5,81 -0,134
Capsicum annuum 355 39.07 5,81 -0,141
Capsicum annuum 354 38.97 5,81 -0,139
Capsicum baccatum 341 37.37 6,14 -0,036
Capsicum baccatum 355 39.03 6,12 -0,148
Capsicum chinense 341 37.30 5,68 -0,018
Capsicum chinense 353 38.88 5,93 -0,111
Datura inoxia 340 37.37 5,88 -0,075
Datura inoxia 341 37.47 5,76 -0,071
Datura metel 343 37.46 5,36 -0,043
Datura stramonium 344 37.72 6 -0,066
Hyoscyamus niger 388 37.20 5,78 -0,051
Nicotiana attenuata 388 42.56 5,95 -0,288
Nicotiana attenuata 371 40.69 5,84 -0,223
Nicotiana attenuata 388 42.62 5,95 -0,279
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Nicotiana attenuata 405 44.57 5,73 -0,119
Nicotiana benthamiana 388 42.82 6,34 -0,322
Nicotiana sylvestris 353 38.76 5,62 -0,104
Nicotiana sylvestris 430 47.17 6,2 -0,466
Nicotiana sylvestris 381 41.79 5,95 -0,244
Nicotiana sylvestris 419 45.98 6,22 -0,416
Nicotiana sylvestris 386 42.34 6,1 -0,256
Nicotiana tabacum 353 38.74 5,74 -0,083
Nicotiana tabacum 375 41.14 5,74 -0,219
Nicotiana tabacum 375 41.11 5,74 -0,226
Nicotiana tabacum 403 44.20 6,21 -0,364
Nicotiana tabacum 386 42.28 6,1 -0,266
Nicotiana tomentosiformis 364 39.87 5,69 -0,16
Nicotiana tomentosiformis 375 41.15 5,84 -0,218
Physalis divaricata 344 37.58 5,81 -0,066
Solanum dulcamara 340 37.33 6,05 -0,032
Solanum lycopersicum 340 37.56 6,06 -0,079
Solanum lycopersicum 340 37.47 6,15 -0,069
Solanum lycopersicum 340 37.51 6,15 -0,074
Solanum pennellii 340 37.48 6,6 -0,066
Solanum pennellii 342 37.71 6,15 -0,082
Solanum tuberosum 340 37.35 5,99 -0,019
Solanum tuberosum 339 37.43 6,15 -0,097
Solanum_chilense * 340 37.48 6,37 -0,063
Solanum_commersonii * 340 37.43 5.88 -0,094
Solanum_commersonii * 333 36.76 5.93 -0,062

*: Hypothetical sequence. PM (kDa): peso molecular. pl: ponto isoelétrico. GRAVY: média de hidropaticidade

Considerando-se que o valor de GRAVY para um peptideo ou proteina é calculado
como a soma dos valores de hidropatia de todos os aminoacidos divididos pelo nimero total de
residuos na sequéncia (Bezerra et al., 2018), constatou-se que as sequéncias apresentam indice
de hidropaticidade média (GRAVY) negativo. Os valores variaram de -0,001 (Anisodus
acutangulus) a -0,466 (Nicotiana sylvestris), 0 que sugere um carater hidrofilico desta proteina
para todas as espécies, pois como definido por Kyte e Doolittle (1982), o indice de hidropatia
revela o potencial dos residuos para interagir com os constituintes de regiées membranares ou

para estabilizacdo da proteina por meio de interagdes entre seus dominios.
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As sequéncias de PMTs variaram em tamanho de 336 (Atropa belladonna) a 430
(Nicotiana sylvestris) aminoacidos e o peso molecular (PM) variou de 36.97 kDa (Atropa
belladonna) a 47.17 kDa (Nicotiana sylvestris) (Tabela 2). A analise da localizagdo subcelular
utilizando o servidor CELLO2GO previu que as PMTs avaliadas séo proteinas intracelulares,

sendo classificadas como citoplasmaticas.

Com base nos resultados obtidos, quatro dominios conservados foram identificados
(Figura 1). Apenas o dominio PD002785 ocorre em todas as sequencias analisadas, e esta
associado a atividade da termospermina sintase e da espermidina sintase. Isto se justifica devido
ao fato dos PMTs mostrarem maior similaridade de sequéncia de aminoacidos com espermidina
sintases (SPDSs) do que para outras metiltransferases vegetais (Junker et al., 2013). Junto a
iss0, é sabido que espermidina sintase (SPDS) aceita a mesmo substrato que PMT, a putrescina,
mas com um co-substrato ligeiramente diferente, a S-adenosil metionina descarboxilada
(dcSAM), que forma a espermidina, que é uma poliamina essencial em todos os organismos

eucariodticos (Teuber et al., 2007).
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Figura 1. (1A) Dominios funcionais observados através do servidor ProDom. (1B) Predicao de

efeitos funcionais das mutacdes em aminoécidos pelo servidor SNAP2 para dominios
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PDB1E385 (A) Physalis divaricata, PD221906 (B) Hyoscyamus niger, PD731350 (C) Atropa
beladona e PD002785 (D) Capsicum baccatum.

O dominio PDB1E3B5 estd presente em 28 das 49 sequéncias analisadas, estando
envolvido na transferéncia de um grupo metil para a diamina putrescina, a partir de S-adenosil-
[-metionina (SAM) como coenzima. Ja o dominio PD221906 é encontrado em 6 sequéncias,
enquanto que o dominio PD731350 esta presente apenas em Atropa belladonna, na sequéncia

BAAB82262.1, e ambos ainda ndo possuem funcéo caracterizada.

Através do servidor SNAP2 constatou-se que os dominios funcionais PDB1E385,
PD221906 e PD731350 sédo as regides da proteina mais sensiveis a mutagdes. Este servidor
forneceu um mapa com a presenca de diferentes tonalidades com possivel substituicdo em cada
posicdo dessas proteinas. A cor vermelha indica fortes sinais de mutacao, ja a cor branca indica
sinais fracos e a cor azul indica neutralidade. A ocorréncia de uma menor quantidade de locais
sensiveis a mutacdo no dominio PD002785 explica sua conservacao e ocorréncia em todas as

sequéncias analisadas (Figura 1).

Visando uma melhor caracterizacdo das sequéncias de putrescine N-metiltransferase, e
um maior entendimento da relacdo filogenética entre as diferentes espécies pertencentes a
familia Solanaceae em estudo, montou-se uma arvore fenética por meio do servidor MEGA 7.
Levando-se em conta que todas as espécies possuem o dominio PD002785, é possivel observar
que o primeiro grupo foi formado por sequéncias com o dominio PDB1E385 presente nos
géneros Capsium, Datura, Nicotiana, Physalis e Soalnum, tal dominio esta envolvido na
transferéncia de um grupo metil para a diamina putrescina, a partir de S-adenosil-I-metionina
(SAM) como coenzima. O segundo grupo formado incluiu proteinas com dominios ainda sem

funcdo caracterizada.

Observou-se a formacéo de um grupo com suporte de 100%, que agrupa as espécies de
Nicotiana, sendo estas pertencentes a subfamilia Nicotianoideae. Os demais géneros em estudo,
compreende a Subfamilia Solanoideae. Tais resultados se assemelham aos resultados obtidos
por Olmstead et al. (2008), que propuseram uma filogenia de Solanaceae com base nas regifes
do DNA do cloroplasto ndhF e trnLF, compreendendo 89 géneros e 190 espécies. Tendo a
formagéo do clado “x = 12” com todas as espécies unidas por um cromossomo de base numero
12, com o referido clado sendo um dos ramos mais fortemente suportados na arvore (99% BS),

composto por dois grupos irméos fortemente apoiados, que seriam Nicotianoideae (Nicotiana
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mais Anthocercideae; 99%) e Solanoideae (95%). Posteriormente, Sérkinen et al. (2013), por
meio de dados moleculares e fosseis, analisaram 40% do total de espécies de Solanaceae, sendo
34% da amostragem referente as espécies dentro do género Solanum, os autores corroboram
com trabalhos anteriores e reafirmaram que o clado “x = 12” ¢ estabelecido com forte suporte,

sendo Nicotianoideae resolvida como irma do clado formado por Solanoideae.

No que se refere a subfamilia Solanoideae, Olmstead et al. (2008), definiram quatro
clados, todos com suporte de bootstrap > 78%, sendo eles (1) Atropina (Hyoscyameae, Lycieae,
Jaborosa, Latua, Nolana e Sclerophylax), (2) Juanulloeae, (3) Solaneae, Capsiceae, Physaleae
e Datureae, e (4) Salpichroina (Salpichroa e Nectouxia), sendo esses dados posteriormente
corroborados por Sérkinen et al. (2013). Tais colocages se assemelham aos resultados obtidos
no presente estudo, em que se pode observar a formacdo de um agrupamento entre Hyoscyamus,
Atropa e Anisodus, que compreendem o clado Atropina. Outros grupos sdo formando pelo
género Solanum, Capsicum, Datura, e Physalis, que compreendem o clado anteriormente

citado, composto por Solaneae, Capsiceae, Datureae e Physaleae.

Na Figura 2 é ilustrado o agrupamento de Solanaceae com a inclusdo de espécies da
subfamilia Nicotianoideae, com representantes da tribo Nicotianeae, e da subfamilia
Solanoideae, com representantes das tribos Hyoscyameae, Solaneae, Capsiceae, Datureae e

Physaleae.
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Figura 2. Andlise de agrupamento obtida pelo método de neighbor-joining, das espécies de
Solanaceae, com base nas sequéncias de putrescine N-metiltransferase (PMT). Os quatro
dominios funcionais (PD002785; PDB1E385; PD221906 e PD731350) estdo representados
para cada especie.

A modelagem da estrutura terciaria de proteinas pode ser feita a partir de diferentes

metodologias, sendo uma delas a modelagem por homologia que utiliza softwares como
ferramentas que permitem a obtencdo dos modelos, através de informagdes de similaridade
entre a sequéncia da proteina de interesse e estruturas depositadas em bancos de dados que

foram determinadas experimentalmente para, posteriormente, extrair informacfes de
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ancestralidade comum entre elas (Rego, 2012). A validacdo do modelo ocorre por meio de

ferramentas como o grafico de Ramachandran e Z-score (Santos, 2021).

Para a previsdo da estrutura terciaria das proteinas pelo servidor Phyre2, foram
selecionadas as sequéncias de putrescine N-metiltransferase de Atropa beladona, Capsicum
baccatum, Hyoscyamus niger e Physalis divaricata (Figura 3). Apos refinamento das estruturas
3D pelo software KiNG e Yasara Force Field, os modelos foram avaliados pelo servidor
MOLPROBITY para reconhecimento de erro nas estruturas terciarias. Os dominios PD221906
e PD731350, sdo formados por uma alfa hélice enquanto que o dominio PDB1E3B5 é formado
por duas alfa hélices. O dominio PD002785 apresenta conformacdo conservada, 0 que se

explica devido ao fato de ocorrer em todas as espécies analisadas.
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Figura 3. Estrutura tridimensional de putrescine N-metiltransferase (PMT) gerada pelo servidor
Phyre2 para Atropa beladona (Al e B1); Hyoscyamus niger (A2 e B2); Physalis divaricata (A3
e B3) e Capsicum baccatum (A4 e B4).

A partir dos dados obtidos no servidor Prosa, a qualidade dos modelos revelou-se
satisfatoria, por apresentar resultados de Z-score de -8,12 para Atropa beladona; -7,34 para
Capsicum baccatum; -8,41 para Hyoscyamus niger; -8,05 para Physalis divaricata,
respectivamente (Figura 4). Segundo Abreu (2015), os valores de Z-score podem ser
considerados importantes do ponto de vista termodinamico e de qualidade estrutural, por
poderem apresentar valores muito proximos ou até maiores em relacdo a proteinas elucidadas

experimentalmente, mostrando assim a confiabilidade dos modelos.

g \/'/\" : f | A ' J[A 'x'q
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Figura 4. Analise do gréafico de Ramachandran gerado pelo servidor MolProbity, a partir do
modelo tridimensional construido pelo servidor Phyre2 para Atropa beladona (Al); Capsicum
baccatum (B1); Hyoscyamus niger (C1) e Physalis divaricata (D1). Valor de pontuacdo Z pelo
ProSA-web para Atropa beladona (A2); Capsicum baccatum (B2); Hyoscyamus niger (C2) e
Physalis divaricata (D2). Uso do ProSA-web para putrescine N-metiltransferase mostrando o
gréfico de disperséo de energia de residuos da estrutura da proteina nativa para Atropa beladona
(A3); Capsicum baccatum (B3); Hyoscyamus niger (C3) e Physalis divaricata (D3).
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Os dados gerados a partir dos modelos refinados apresentaram 98,5%, 98,9%, 99,1% e
98,5% dos residuos em regibes de conformacdo favoravel pela anélise do gréafico de
Ramachandran para as espécies Atropa beladona, Capsicum baccatum, Hyoscyamus niger e
Physalis divaricata, respectivamente (Figura 4).

As sequéncias codificantes geram estruturas tridimensionais, e com isso efeitos
bioldgicos podem ser estudados e avaliados de forma mais precisa. A predi¢do de estruturas
tridimensionais de proteinas se caracteriza por possuir aplicacdes praticas de grande impacto
terapéutico e biotecnoldgico (Capriles et al., 2014; Abreu, 2015). Os métodos computacionais
vém se tornando cada vez mais utilizados para predi¢do de proteinas, o que traz um maior
embasamento para que a parte experimental seja realizada de forma mais adequada, visando
um resultado previamente determinado. Sendo a modelagem por homologia ou comparativa a
mais utilizada por ser um método eficaz, que gera bons resultados, além da qualidade dos
modelos preditos, que possuem uma razoavel relacdo evolucionaria, e por apresentar uma

precisdo maior do que aquelas produzidas com técnicas diferentes (Abreu, 2015).

4. CONCLUSAO

O estudo desenvolvido permitiu um maior entendimento das fungdes da putrescine N-
metiltransferase na regulacdo da sintese de alcaloides. Aliado a isso, 0 agrupamento obtido
através das sequencias da PMT corrobora a filogenia de espécies aceitas atualmente para a
familia Solanaceae.

O uso da metodologia in silico permitiu a geracdo de modelos 3D dentro dos padrdes,

podendo ser considerados uma representacao muito proxima da estrutura real da proteina.
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ABSTRACT. The Solanaceae family comprises about 100 genera
and 2,500 species, with a cosmopolitan distribution and greatest
diversity in the Neotropical region. In Brazil, 36 genera and 506
species have been identified, including 236 endemic species. The
family has a high diversity of species of economic importance as a
source of food, medicinal extracts, and for ornamental use. The
species are sources of bioactive secondary metabolites, with diverse
applications. We made ae structural and functional characterization
and developed three-dimensional models of putrescine N-
methyltransferase (PMT) proteins, a key enzyme of secondary
metabolism, involved in biosynthesis of nicotine, tropane alkaloids,
and calistegines. We examined 48 PMT sequences from Solanaceae
species available in public databases. A hydrophilic characteristic of
PMT was found for all species, and the isoelectric point demonstrated
a somewhat acidic character (5.4 - 6.6). We identified four functional
domains in the PMT sequences. Cluster analysis by Neighbor-Joining
was consistent with recent taxonomic classifications of the species.
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INTRODUCTION

The Solanaceae family has a cosmopolitan distribution, comprising about 100
genera and 2,500 species, with the neotropical region being its most important center of
diversity (Olmstead, 2013). According to D’ Arcy (1991), South America is considered one
of the family’s leading centers of taxonomic diversity and endemism, where the widest
species variety is found. In Brazil, there are 36 genera and 506 species of the family, 236 of
which are endemic to the country (Stehmann et al., 2015). Approximately half of the
species in the family belong to only five genera, Capsicum, Cestrum, Lycianthes, Physalis,
and Solanum, the last being the largest and most morphologically diverse (Knapp, 2008;
Sampaio et al., 2019).

In view of the great diversity of species belonging to Solanaceae that are present in
the Brazilian flora, it is known that many of these have economic importance used as food,
pharmacological substances production, and ornamentation. Additionally, plants belonging
to this family are also sources of bioactive secondary metabolites of different chemical
classes, such as steroidal alkaloids, tropane alkaloids, pyridine alkaloids, vitanolides,
glycoalkaloids, flavonoids, among others, which have the most diverse applications (Corréa,
2015).

Putrescine N-methyltransferase (PMT) is a crucial enzyme of secondary plant
metabolism in initiating the specific biosynthesis of nicotine, tropane alkaloids, and
calistegines, which are glucosidase inhibitors with nortropane structure. Studies claim that
PMT proteins likely evolved from spermidine synthases (SPDSs), ubiquitous polyamine
metabolism enzymes (Teuber et al., 2007; Junker et al., 2013; Moallem, 2017).

According to Leite et al. (2012), polyamines are fundamental molecules for the
growth and functioning of cells. They interact with many macromolecules in the biological
environment, both electrostatically and covalently. Such molecules play an essential role in
cell growth and proliferation and the synthesis of proteins and nucleic acids, being also
involved in extracellular matrix repair, cell adhesion, and signaling processes.

Methyltransferases have essential biological functions in nucleic acid methylation
and protein methylation, which alter the activity of DNA, RNA, or protein, and the
methylation of small molecules, such as mammalian and plant hormones or plant secondary
metabolites, is of fundamental importance for the organism (Teuber et al., 2007). According
to Stenzel et al. (2006), the transfer of N-methyl from the first specific steps catalyzes
putrescine N-methyltransferase for the biosynthesis of tropane and nicotine alkaloids. The
enzyme uses S-adenosyl-1-methionine as the methyl group donor and putrescine as the
substrate, with only one or a few other diamines methylated less efficiently.

Geng et al. (2018) state that although the role of PMT in nicotine biosynthesis is
clear, knowledge of PMT in the biosynthesis of tropane alkaloids and the regulation of
polyamines remains limited. Biastoff et al. (2009) state that the biological history of PMT is
still unclear, given the emergence of a concept for the evolution of this enzyme at the
branch point between primary and secondary metabolism. According to Junker et al. (2013),
it remains unclear whether putrescine N-methyltransferases (PMTs) occur in more unrelated
families of higher plants and whether the hitherto undetected PMTs are similar to current
PMT sequences, or whether new groups form.

According to the above, the present study aimed to: (1) structurally and functionally
characterize the putrescine N-methyltransferase sequences of species of the Solanaceae
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family by bioinformatics methodologies; (2) develop three-dimensional models of the
putrescine N-methyltransferase of representatives of the Solanaceae family, based on the
homology modeling methodology, in order to enable a better understanding of their
molecular structures and functions.

MATERIAL AND METHODS
Sequences retrieval

The putrescine N-methyltransferase sequences were obtained from the NCBI
(National Center for Biotechnology Information) platform, using the BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) search algorithm, downloading them in FASTA format. BLASTp
tool recovered protein sequences in Solanaceae species to search for homologs, where a
total of 48 sequences were found.

Sequence Analysis

The ProtParam analyzed physicochemical parameters of PMT present in species of
the Solanaceae family (http://web.expasy.org/protparam) (Gasteiger et al., 2005).
CELLO2GO server predicted subcellular locations (Yu et al., 2014). The identification of
the functional domains of the protein using the Prodom server to its classification and
ontology, a family database of protein domains of homologous segments
(http://prodom.prabi.fr/prodom/) (Servant et al., 2002). The estimation of the functional
effects caused by mutations of amino acid sequences through the SNAP2 server
(https://rostlab.org/services/snap2web/) (Hecht et al., 2015).

Alignment and Phenetic Analysis

The PMT enzyme sequences were aligned using the ClustalW algorithm. Then,
MEGA 7.0.21 software performed the cluster analyses (Kumar et al., 2016) using the
neighbor-joining method with a bootstrap test with 1000 replicas.

Tertiary structure prediction, evaluation, and validation of the model

The tertiary structure prediction to find 3-D models of PMTs used the Phyre2 server
in multi-template mode (http:/www.sbg.bio.Ic.ac.uk/phyre2) (Kelley et al., 2015). This
server uses advanced homology detection methods to build a 3D model. The 3D structure
visualization of the protein used the UCSF Chimera package (Pettersen et al., 2004). Model
quality assessment using the Molprobity server (http://molprobity.biochem.duke.edu/) by
Ramachandran analysis (Chen et al., 2010). The ProSA-web interactive server calculated
the Z-score (https:/prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) to recognize errors in three-
dimensional structures (Wiederstein et al., 2007). The energy minimization and correction
of minor errors in the three-dimensional model were performed by the Yasara force Field
server (Krieger et al., 2009) and the KiNG software (Chen et al., 2009).

RESULTS AND DISCUSSION
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The forty-eight Putrescine N-methyltransferase sequences of Solanaceae species
analyzed from protein sequences available in the NCBI database, retrieved in FASTA format,
are listed in Table 1.

Table 1. Putrescine N-methyltransferase sequence analysis in species of the Solanaceae family.

Species GB-ID GenBank definition Family

Anisodus acutangulus ACF21005.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Anisodus acutangulus ACF21006.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Anisodus luridus AGL76988.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Anisodus tanguticus AAT99576.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Atropa belladonna BAAS82261.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Atropa belladonna BAAS82262.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Capsicum annuum XP_016557670.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Capsicum annuum XP_016553600.1 putrescine N-methyltransferase 2- like Solanaceae
Capsicum annuum KAF3624529.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Capsicum annuum PHT78552.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Capsicum baccatum PHT30221.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Capsicum baccatum PHTA45224.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Capsicum chinense PHUO08967.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Capsicum chinense PHU14344.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Datura inoxia CAJ46253.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Datura inoxia CAJ46254.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Datura metel AAQY4738.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Datura stramonium CAE47481.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Hyoscyamus niger BAAS82263.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Nicotiana attenuata AAKA49870.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana attenuata OIT40667.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana attenuata XP 019258257.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Nicotiana attenuata XP 019258255.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Nicotiana benthamiana ABY25273.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Nicotiana sylvestris BAA74544.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009771961.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009771962.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009786665.1 putrescine N-methyltransferase 4 isoform X1 Solanaceae
Nicotiana sylvestris XP_009786666.1 putrescine N-methyltransferase 4 isoform X2 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016446557.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana tabacum NP_001312037.1 putrescine N-methyltransferase 1 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016478024.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP_016478023.1 putrescine N-methyltransferase 3 Solanaceae
Nicotiana tabacum XP 016445029.1 putrescine N-methyltransferase 4 Solanaceae
Nicotiana tomentosiformis XP 018627768.1 putrescine N-methyltransferase 1 isoform X2 Solanaceae
Nicotiana tomentosiformis XP_009606202.1 putrescine N-methyltransferase isoform X1 Solanaceae
Physalis divaricata CAJ46255.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum dulcamara CAQ19733.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum lycopersicum NP_001233790.2 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum lycopersicum CAJ46251.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum lycopersicum XP_004244762.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Solanum pennellii XP_015084559.1 putrescine N-methyltransferase 2 Solanaceae
Solanum pennellii XP_015078654.1 putrescine N-methyltransferase 3-like Solanaceae
Solanum tuberosum CAES53633.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum tuberosum XP_006350699.1 putrescine N-methyltransferase 3-like Solanaceae
Solanum chilense * TMX00678.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum commersonii * KAG5589663.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae
Solanum commersonii * KAG5600829.1 putrescine N-methyltransferase Solanaceae

GB-ID: Genbank Identification. *: Hypothetical sequence.

Observing parameters such as molecular weight, theoretical isoelectric point (pI), and
the average hydrophobicity (GRAVY) of the evaluated protein sequences was possible through
the ProtParam program (Table 2). The isoelectric point of the sequences varied between 5.36
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(Datura metel) and 6.6 (Solanum pennellii), indicating their acidic character. These results
indicate that the pls evaluated were hydrophilic. Since the isoelectric point (pI) is the pH at
which a given molecule carries no net electrical charge, pl has wide use in currently used
proteomic and biochemical techniques, such as during electrophoresis, where the direction of
migration of proteins in the gel depends on the charge, so it is possible to separate proteins in a
gel-based on their Ip (Kozlowski, 2017).

Table 2. Analysis of the primary structure of putrescine N-methyltransferase sequences from species of the
Solanaceae family.

Species Number of amino acids MW (kDa) pl GRAVY
Anisodus acutangulus 347 38.10 6.51 -0.001
Anisodus acutangulus 338 37.19 5.86 -0.034
Anisodus luridus 338 37.17 5.73 -0.02
Anisodus tanguticus 338 37.17 5.73 -0.009
Atropa belladonna 340 37.46 6.18 -0.032
Atropa belladonna 336 36.97 5.86 -0.032
Capsicum annuum 341 37.33 6.06 -0.023
Capsicum annuum 355 39.04 5.81 -0.134
Capsicum annuum 355 39.07 5.81 -0.141
Capsicum annuum 354 38.97 5.81 -0.139
Capsicum baccatum 341 37.37 6.14 -0.036
Capsicum baccatum 355 39.03 6.12 -0.148
Capsicum chinense 341 37.30 5.68 -0.018
Capsicum chinense 353 38.88 5.93 -0.111
Datura inoxia 340 37.37 5.88 -0.075
Datura inoxia 341 37.47 5.76 -0.071
Datura metel 343 37.46 5.36 -0.043
Datura stramonium 344 37.72 6.00 -0.066
Hyoscyamus niger 388 37.20 5.78 -0.051
Nicotiana attenuata 388 42.56 5.95 -0.288
Nicotiana attenuata 371 40.69 5.84 -0.223
Nicotiana attenuata 388 42.62 5.95 -0.279
Nicotiana attenuata 405 44.57 5.73 -0.119
Nicotiana benthamiana 388 42.82 6.34 -0.322
Nicotiana sylvestris 353 38.76 5.62 -0.104
Nicotiana sylvestris 430 47.17 6.20 -0.466
Nicotiana sylvestris 381 41.79 5.95 -0.244
Nicotiana sylvestris 419 45.98 6.22 -0.416
Nicotiana sylvestris 386 42.34 6.1 -0.256
Nicotiana tabacum 353 38.74 5.74 -0.083
Nicotiana tabacum 375 41.14 5.74 -0.219
Nicotiana tabacum 375 41.11 5.74 -0.226
Nicotiana tabacum 403 44.20 6.21 -0.364
Nicotiana tabacum 386 42.28 6.10 -0.266
Nicotiana tomentosiformis 364 39.87 5.69 -0.16
Nicotiana tomentosiformis 375 41.15 5.84 -0.218
Physalis divaricata 344 37.58 5.81 -0.066
Solanum dulcamara 340 37.33 6.05 -0.032
Solanum lycopersicum 340 37.56 6.06 -0.079
Solanum lycopersicum 340 37.47 6.15 -0.069
Solanum lycopersicum 340 37.51 6.15 -0.074
Solanum pennellii 340 37.48 6.60 -0.066
Solanum pennellii 342 37.71 6.15 -0.082
Solanum tuberosum 340 37.35 5.99 -0.019
Solanum tuberosum 339 37.43 6.15 -0.097
Solanum chilense * 340 37.48 6.37 -0.063
Solanum commersonii * 340 37.43 5.88 -0.094
Solanum commersonii * 333 36.76 5.93 -0.062

MW: Molecular Weight. pl: Isoelectric point. GRAVY: Grand Average of Hydrophobicity. *: Hypothetical sequence.
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The GRAVY value calculation for a peptide or protein used the sum of the
hydrophobicity values of all amino acids divided by the total number of residues in the
sequence (Bezerra et al., 2018) which presents a negative average for the hydrophobicity
index (GRAVY). The values ranged from -0.001 (Anisodus acutangulus) to -0.466
(Nicotiana sylvestris), which suggests a hydrophilic character of this protein for all species
because, as defined by Kyte and Doolittle (1982), the hydrophobicity index reveals the
potential of residues to interact with constituents of membrane regions or for protein
stabilization through interactions between its domains.

The PMT sequences ranged in length from 336 (Atropa belladonna) to 430
(Nicotiana sylvestris) amino acids. The molecular weight (MW) ranged from 36.97 kDa
(Atropa belladonna) to 47.17 kDa (Nicotiana sylvestris) (Table 2). The analysis of the
subcellular localization using the CELLO2GO server predicted that the evaluated PMTs are
intracellular proteins classified as cytoplasmic.

Four conserved domains were identified based on the results obtained (Figure 1).
Only the PD002785 domain occurs in all analyzed sequences and associates with
thermospermine synthases and spermidine synthase activity. PMTs show similarities
between amino acid sequence and spermidine synthases (SPDSs), which are different from
other plant methyltransferases (Junker et al., 2013). Furthermore, spermidine synthase
(SPDS) is known to accept the same substrate as PMT, putrescine, despite a slightly
different co-substrate, decarboxylated S-adenosyl methionine (dcSAM), which forms
spermidine, which is an essential polyamine in all eukaryotic organisms (Teuber et al.,
2007).

(1A)
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Physalis divaricata W rosiEsss
1 B eo2zi006
H i n o [ romi3so
I’I,“ﬂ»“{"ﬂ'm" e - PDO002785

Atropa belladonna

Capsicum baccatum

Figure 1. (1A) Functional domains observation through the ProDom server. (1B) Prediction of functional effects
of amino acid mutations by SNAP2 server for domains PDB1E385 (A) Physalis divaricata, PD221906 (B)
Hyoscyamus niger, PD731350 (C) Atropa belladonna, and PD002785 (D) Capsicum baccatum.

The PDB1E3B5 domain is present in 28 of the 49 sequences analyzed, transferring
a methyl group to diamine putrescine from S-adenosyl-1-methionine (SAM) as a coenzyme.
The PD221906 domain was found in six sequences, while the PD731350 domain is present
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only in Atropa belladonna, in the sequence BAA82262.1, and both do not yet have a
characterized function.

The SNAP2 server analyzed that the functional domains PDB1E385, PD221906,
and PD731350 are the protein regions most sensitive to mutations. This server provided a
map with the presence of different shades with possible substitution at each position of
these proteins. The red color indicates strong mutation signals, the white color indicates
weak signals, and the blue indicates neutrality. A smaller number of mutation-sensitive sites
in the PD002785 domain explains its conservation and occurrence in all analyzed sequences
(Figure 1).

The creation of the phenetic tree aimed to characterize the PMT sequences more
efficiently and better understand the phylogenetic relationship between the different species
belonging to the Solanaceae family under study through the MEGA 7 server. The species
have the PD002785 domain, allowing the first group formation observation by sequences
with the PDB1E385 domain present in the genera Capsium, Datura, Nicotiana, Physalis,
and Solanum. This domain is involved in transferring a methyl group to the diamine
putrescine from S-adenosyl-1-methionine (SAM) as a coenzyme. However, the second
group formed included proteins with domains that remain uncharacterized by function.

The formation of a group with 100% support was observed, which groups the
species of Nicotiana, belonging to the subfamily Nicotianoideae. The other genera under
study comprise the subfamily Solanoideae. Such results are similar to the results obtained
by Olmstead et al. (2008), who proposed a phylogeny of Solanaceae based on the ndhF and
trnLF chloroplast DNA regions, comprising 89 genera and 190 species. Having the
formation of the clade “x = 12” with all species joined by a base chromosome number 12,
with the referred clade being one of the most strongly supported branches in the tree (99%
BS), composed of two strongly supported sister groups, which would be Nicotianoideae
(Nicotiana plus Anthocercideae 99%) and Solanoideae (95%). Subsequently, Sérkinen et al.
(2013), through molecular and fossil data, analyzed 40% of the total species of Solanaceae,
with 34% of the sampling referring to species within the genus Solanum, “x = 12” is
established with solid support, with Nicotianoideae resolved as sister to the clade formed by
Solanoideae.

Regarding the Solanoideae subfamily, Olmstead et al. (2008) defined four clades,
all with bootstrap support > 78%, namely (1) Atropina (Hyoscyameae, Lycieae, Jaborosa,
Latua, Nolana, and Sclerophylax), (2) Juanulloeae, (3) Solancae, Capsiceae, Physaleae and
Datureae, and (4) Salpichroina (Salpichroa and Nectouxia), these data later corroborated by
Sarkinen et al. (2013). Such placements are similar to the results obtained in the present
study. One can observe the formation of a cluster between Hyoscyamus, Atropa, and
Anisodus, which comprise the Atropina clade. Other groups formed by the genus Solanum,
Capsicum, Datura, and Physalis comprise the clade, as mentioned earlier, composed of
Solaneae, Capsiceae, Datureae, and Physaleae.

Figure 2 illustrates the cluster analysis of Solanaceae with the inclusion of species
of the subfamily Nicotianoideae, with representatives of the tribe Nicotianeae, and of the
subfamily Solanoideae, with representatives of the tribes Hyoscyameae, Solaneae,
Capsiceae, Datureae, and Physaleae.

The modeling of the tertiary structure of proteins uses different methodologies, one
of them being homology modeling, which uses software as tools that allow the obtaining of
models through information on similarity between the sequence of the protein of interest
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and deposited structures. In databases experimentally determined to extract later
information on common ancestry between them (Rego, 2012). Model validation occurs
through tools such as the Ramachandran chart and Z—score (Santos, 2021).

go (AP 009771961.1 Nicotiana sylvestis P 2
AP 016478024.1 Micotiana tabacum P 2
XP 019258257 1 Micotiana attenuata P 2
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Figure 2. Cluster analysis obtained by the Neighbor-Joining method of Solanaceae species, based on putrescine
N-methyltransferase sequences. The four functional domains (PD002785; PDB1E385; PD221906 and PD731350)
are represented for each species.

Putrescine N-methyltransferase sequences from Atropa belladonna, Capsicum
baccatum, Hyoscyamus niger, and Physalis divaricata used the Phyre2 server to predict the
tertiary protein structures (Figure 3). After refinement of the 3D structures by KiNG and
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Yasara Force Field software, the evaluation of models by the MOLPROBITY server for
error recognition in tertiary structures. The PD221906 and PD731350 domains have one
alpha-helix formation, while the PDBI1E3B5 domain formed two alpha-helices. The
PD002785 domain has a conserved conformation explained by the fact that it occurs in all
species analyzed.

Figure 3. Three-dimensional structure of putrescine N-methyltransferase generated by Phyre2 server for Atropa
belladonna (Al and Bl); Hyoscyamus niger (A2 and B2); Physalis divaricata (A3 and B3) and Capsicum
baccatum (A4 and B4).

Based on the data obtained from the Prosa server, the quality of the models proved
to be satisfactory, as they presented Z-score results of -8.12 for Atropa belladonna; -7.34
for Capsicum baccatum; -8.41 for Hyoscyamus niger; -8.05 for Physalis divaricata,
respectively (Figure 4). According to Abreu (2015), Z-score values can be considered
important from a thermodynamic and structural quality point of view. Furthermore, they can
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present values very close or even higher concerning experimentally elucidated proteins, thus
showing the reliability of the models.

]
]
[ ]

Figure 4. Analysis of the Ramachandran graph generated by the MolProbity server from the three-dimensional
model built by the Phyre2 server for Atropa belladonna (Al); Capsicum baccatum (B1); Hyoscyamus niger (C1),
and Physalis divaricata (D1). Z-score value by ProSA-web for Atropa belladonna (A2); Capsicum baccatum
(B2); Hyoscyamus niger (C2) and Physalis divaricata (D2). Use of ProSA-web for putrescine N-
methyltransferase showing residue energy scatter plot of native protein structure for Atropa belladonna (A3);
Capsicum baccatum (B3); Hyoscyamus niger (C3) and Physalis divaricata (D3).

The data generated from the refined models showed 98.5, 98.9, 99.1, and 98.5% of
residues in regions of propitious shape by the analysis of the Ramachandran graph for the
species Atropa belladona, Capsicum baccatum, Hyoscyamus niger, and Physalis divaricata,
respectively (Figure 4).

Coding sequences generate three-dimensional structures; therefore, biological
effects can be studied and evaluated more precisely. Predicting three-dimensional structures
of proteins usually results in practical applications of significant therapeutic and
biotechnological impact (Capriles et al., 2014; Abreu, 2015). Computational methods have
become increasingly used for protein prediction, bringing a more significant basis for the
experimental part, aiming at a previously determined result. Homology or comparative
modeling is the most used because it effectively generates good results and the quality of
the predicted models, which have a reasonable evolutionary relationship and present a
greater precision than those produced with different techniques (Abreu, 2015).

CONCLUSIONS

The developed study allowed a better understanding of the functions of putrescine
N-methyltransferase in the regulation of alkaloid synthesis. Allied to this, the grouping
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obtained through the PMT sequences corroborates the phylogeny of species currently
accepted for the Solanaceae family.

The in silico methodology proved to be valid and reliable in the generation of 3D
models, building models within the standards, which can be considered a very close
representation of the protein’s actual structure.
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online acessando-se o site www.ceres.ufv.br.

2. Tipos de trabalhos

A Revista Ceres publica Artigos, Comunicac¢des, Revisbes (a

convite) e Cartas ao Editor.

Artigo: Deve relatar um trabalho original completo, em que a
reprodutibilidade dos resultados esta claramente estabelecida.

Comunicacédo: Deve relatar resultados conclusivos e ndo dados
preliminares. E um formato alternativo para descrever, de forma
mais concisa, resultados parciais de um trabalho mais amplo, ou
derelatar resultados conclusivos baseados em um menor volume

de dados.

Revisdo: Deve reportar, em profundidade, o estado da arte de
determinado tema, apdés convite da Comissdo Editorial, sem

limite de paginas.

Carta ao editor: Deve retratar, de forma informal, algum tema
técnico-cientifico de interesse da comunidade de ciéncias
agrarias ou biolégicas. Sua publicacgao fica a critério da Comissao
Editorial.

3. Estrutura do artigo e comunicacdes

O manuscrito deve ter o seguinte formato:

a. Title

Devera ter no méaximo 20 palavras, centralizadas e em negrito.
Apenas a primeira palavra com a letra inicial em mailscula e as
demais em minlscula, exceto em casos pertinentes (p. ex.,
nomes cientificos; Phaseolus vulgaris). Se necessario, introduzir
nota de rodapé, ao seu final, usando algarismo arabico

sobrescrito. (veja o item rodapé).

b. Abstract

A palavra "ABSTRACT" deve ser escrita em letra mailscula,
alinhada a esquerda e ter aplicagcdo de negrito. Essa se¢éo deve
conter no maximo 200 palavras e ter apenas um paragrafo. O

texto deve conter, em linhas gerais, a hipdtese, os objetivos,
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material e métodos utilizados, resultados expressivos
alcancados e a conclusdo. O texto deve ser iniciado na linha

subsequente ao titulo dessa segéo.

c. Keywords

As Keywords devem ter um nimero minimo de trés e maximo
de seis palavras e devem ser citadas em paragrafo
subsequente ao resumo. Devem ser grafadas com inicial
mindscula (exceto os nomes cientificos) e separadas por ponto

e virgula, sem repetir palavras contidas no titulo do trabalho.

d. Introduction

O titulo dessa secgédo, "INTRODUCTION", deve ser escrito em
letra maiuscula, alinhado a esquerda. A introducao deve ater-se
ao problema do trabalho em pauta, situando o leitor quanto a
sua importancia, hipotese da pesquisa e os objetivos, estando

estes Ultimos claramente expressos ao final da introdugéo.

e. Material and methods

O titulo dessa secao, "MATERIAL AND METHODS", deve ser
escrito em letra maiulscula, alinhado a esquerda. A segdo deve
ser redigida com detalhe suficiente para que o trabalho possa
serrepetido. A Revista Ceres requer que estejam especificados
no artigo os procedimentos estatisticos, incluindo: o
delineamento utilizado, o nimero de repeticdes e a técnica
estatistica empregada. Quando ndo houver delineamento, o
artigo deve descrever claramente como foi feita a condugdo da
pesquisa, e qual a técnicaestatistica utilizada para a analise dos
dados. Quando os tratamentos se constituirem de fatores
quantitativos com trés ou mais niveis, as variaveis de resposta
devem ser submetidas a andlise de regressdo. Se for de
interesse comparar os niveis com o padrdo ou testemunha, o
teste adotado deve ser o Dunnett. Casos excepcionais serao

avaliados pela Comisséao Editorial.

f. Results and discussion

O titulo da sec¢do, "RESULTS AND DISCUSSION", deve ser
escritoem letra mailscula, alinhado a esquerda. O texto deve ser
claro e conciso, apoiado na literatura pertinente. Results and

Discussion séo se¢bes que podem vir juntas ou separadas.

Obs: As se¢bBes Material and Methods e Results and
Discussion poderdo conter subsec¢des, indicadas por subtitulos
escritos em italico e negrito, iniciados por letra mailscula e

centralizados.

g. Conclusions

O titulo da secdo "CONCLUSIONS" deve ser escrito em letra
mailscula, alinhado a esquerda. As conclusbes devem ser
concisas e derivadas dos dados apresentados e discutidos.

Cada concluséo deve constituir paragrafo novo.
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h. Acknowledgements, financial support and full disclosure
O titulo da secdo "ACKNOWLEDGEMENTS, FINANCIAL SUPPORT

AND FULL DISCLOSURE" deve ser grafado em letra maitscula
e alinhado a esquerda. Os autores devem informar se
receberam financiamento ou apoio de instituicGes de incentivo &

pesquisa.

Os autores devem declarar nesta seg¢do se ha, ou néo,
algum conflito de interesse na condugdo e publicacdo do

trabalho.

i. References

O titulo da secdo "REFERENCES" deve ser escrito em letra
mailscula, alinhado a esquerda. As referéncias devem ser
listadas por ordem alfabética. As normas para a elaboracao das
referéncias encontram-se, ainda nesta pagina, em NORMAS
PARAREFERENCIAS.

4. Formatacgdo do texto

O texto deve ser digitado em Microsoft Word, justificado, em
espagoduplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. O formato
da péagina devera ser A4, com margens de 3 cm. As linhas do

texto devem apresentar numeragdo continua.

a. Tamanho do artigo

Os artigos devem ter, no maximo, 25 paginas, incluindo-se as
referéncias, figuras e tabelas. As comunicagdes devem ter, no
maximo, 15 paginas, incluindo-se as referéncias, figuras e

tabelas.

b. Autoria

Artigos e comunicagdes devem ter, no maximo, seis autores.
Todos os autores deverdo ter o registro ORCID - Connecting
Research andResearchers, pois este sera exigido na submissao

do artigo.

c. ldioma

A Revista Ceres aceita a submissdo de artigos somente na
lingua inglesa. O dominio do idioma inglés padrdo também é
critério fundamental para a avaliagdo do artigo. Portanto,
sugerimos aos autores que ndo tem proficiéncia em Lingua
Inglesa que enviem o manuscrito a um revisor competente para
fazer a revisé@o do artigo. Os autores que quiserem sugestao de
revisores/tradutores devem  enviar um e-mail para

ceresonline2@gmail.com.

5. Encaminhamento de arquivos

No ato da submissdo os autores deverdao enviar os seguintes
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https://orcid.org/register
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arquivos:

a. O artigo (contendo o texto sem identificagdo de autoria)

b. Folha derosto (Title page)

A title page deve conter o titulo do artigo, os autores, logo
abaixo do titulo, em sequéncia e centralizado, e as notas de

rodapé referentes a cada autor.

O RODAPE deve conter as seguintes informacdes:

A primeira nota deve fornecer informagdes sobre o trabalho (se
foi extraido de tese, dissertacéo, etc., e fonte financiadora) e as
demais, informacdes sobre a afiliagdo de cada um dos autores,
obedecendo a seguinte ordem: Instituicdo, departamento
(quando houver), cidade, estado, pais e e-mail. Nao utilizar
abreviagdes paranenhuma informacéo do rodapé. Para autores
vinculados a mesmainstituicdo e departamento, deve-se utilizar

a mesma nota de rodapé.

Na ultima linha do rodapé inserir um asterisco e indicar o e-mail
do autor correspondente. Ex: *Corresponding author:

maria@ufv.br

c. Author contribution (deve-se especificar qual foi a
contribuigdo de cada autor no desenvolvimento da
pesquisa).

O arquivo com o artigo deve ser enviado como "main
document” e os demais como "supplemental file not for

review".

6. Normas parareferéncias

O titulo da secao "REFERENCES" deve ser escrito em letra
mailscula, alinhado a esquerda. As referéncias devem ser

listadas por ordem alfabética. Seguem os exemplos:

a) Artigos de periodicos:
Pinto JD (2006) A review of the new world genera of

Trichogrammatidae (Hymenoptera). Journal of Hymenoptera
Research, 15:38-163.

Possenti JC & Villela FA (2010) Efeito do molibdénio aplicado via
foliar e via sementes sobre o potencial fisiolégico e produtividade
de sementes de soja. Revista Brasileira de Sementes, 32:143—
150.

Martinez HEP, Poltronieri Y & Cecon PR (2015) Supplying zinc

salt tablets increased zinc concentration and yield of coffee
trees. Journal of Plant Nutrition, 38:136-140.

Stefanello Junior GJ, Griutzmacher AD, Spagnol D, Pasini RA,
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Bonez C & Moreira DC (2012) Persisténcia de agrotéxicos
utilizados na cultura do milho ao parasitoide Trichogramma
pretiosu Riley, 1879 (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Ciéncia
Rural, 42:17-23.

b) Livros:

Mengel K & Kirkby EA (2001) Principles of plant nutrition. 52 ed.
Dordrecht, Kluwer Academic Publishers. 849p.

c) Capitulos delivros:

Martinez HEP, Neves JCL, & Alvarez VH (2017) Mineral Nutrition
and Fertilization. In: Adriana Farah (Ed.) Coffee: Chemistry,
Quality and Health. London, Royal Society of Chemistry. p.99-
999.

d) Trabalhos em anais de congresso:

Junqueira Netto A, Sediyama T, Sediyama CS & Rezende PM
(1982) Andlise de adaptabilidade e estabilidade de dezesseis
cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) em seis municipios
dosul de Minas Gerais. In: 12 Reunido Nacional de Pesquisa de
Feijao,Goiania. Proceedings, EMBRAPA/CNPAF. p.47-48.

e) Teses e dissertacdes:

Fritsche-Neto R (2011) Selecdo genOmica ampla e novos
métodos de melhoramento do milho. Doctoral Thesis.

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa. 39p.

Hanauer JG (2011) Crescimento, desenvolvimento e
produtividade em cultivo de cana-planta e cana-soca de um ano
em Santa Maria, RS. Master Dissertation. Universidade Federal
de Santa Maria,Santa Maria. 81p.

f) CD-ROM:

Franca MHC & Omar JHDH (2004) Estimativa da fungdo de
producao do arroz no estado do Rio Grande do Sul: 1969 a 1999.
In:2° Encontro de Economia Gaucha, Porto Alegre. Proceedings,
FEE.CD-ROM.

g) Internet:

Darolt MR & Skora Neto F (2002) Sistema de plantio direto em
agricultura organica. Available at: https://ciorganicos.com.br/wp-
content/uploads/2012/07/Plantio-1.pdf. Accessed on: April 24th,
2013.

h) Boletim técnico:

Bastos DC, Scarpare Filho JA, Fatinansi JC, Pio R & Spodsito MB
(2004) A cultura da lichia. Piracicaba, DIBD/ESALQ.
23p.(Technical Bulletin, 26).

Cruz | (1995) A lagarta-do-cartucho na cultura do milho. Sete

Lagoas, Embrapa/Centro Nacional de Pesquisa de Milho e
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Sorgo. 45 p. (Circular, 21).

i) Programas estatisticos:

R development core team (2010) R: A Language and
environment for statistical computing. Vienna, R Foundation for
Statistical Computing. Available at:
https://research.cbs.dk/en/publications/r-de- velopment-core-team-
2010-r-a-language-and-environment-for-sta.

Accessed on: January15th, 2012.

SAS Institute Inc. (2002) Statistical Analysis System user's
guide. Version 9.0. Cary, Statistical Analysis System Institute.
513p.

Universidade Federal de Vigosa (2007) SAEG: Sistema para
Andlises Estatisticas e Genéticas. Versao 9.1. Vigosa, Fundacao
Arthur Bernardes. CD-ROM.

j) Legislacéo:

Brasil (2000) Instrugdo Normativa n® 01, de 07 de janeiro de
2000. Regulamento técnico geral para fixacdo dos padrbes de
identidade e qualidade para polpa de fruta. DOU, 10/01/2000,
Secéo 1, p.259.

Brasil (2001) Resolu¢édo RDC n. 12, de 02 janeiro de 2001. Aprova
o Regulamento técnico sobre padrSes microbiolégicos para
alimentos.DOU, 01/25/2001, Section 1, p.174.

7. Normas de citagao de referéncias no texto

Citagéo no Texto

No texto, citar as referéncias nos formatos: (Autor, Ano), (Autor
& Autor, Ano), (Autor et al., Ano) ou (Silva, 1999; Arariki &
Borges, 2003; Santos et al, 2007), sempre em ordem
cronolégicaascendente. A referéncia deve ser citada ao final de um
periodo que expresse uma ideia completa. Quando os nomes
dos autores foremparte integrante do texto, menciona-se a data
da publicacdo citada entre parénteses, logo apés o nome do
autor, conforme exemplos: Fontes (2008), Borges & Loreno
(2014), Batista et al. (2016).

Citacéo de citagao

Todo esforco deve ser empreendido para se consultar o
documento original. Entretanto, nem sempre € possivel. Nesse
caso, pode-se reproduzir informacéao ja citada por outros autores.
Pode-se adotar o seguinte procedimento: no texto, citar o
sobrenome do autor do documento ndo consultado com o ano
de publicacdo, seguido da expressao “cited by” e o sobrenome
do autor do documento consultado com o ano de publicagéo; na
listagem das referéncias deve-se incluir a referéncia completa da

fonte consultada.
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Comunicacéo pessoal

N&o faz parte da lista de referéncias, sendo colocada apenas em
nota de rodapé. Coloca-se o sobrenome do autor seguido da
expressdo “personal communication”, a data da comunicacao,

nome, estado e pais da Instituicdo ao qual o autor é vinculado.

8. Normas parafiguras e tabelas

9. Custos

As figuras e tabelas devem ser posicionadas apd6s sua
chamada no texto. Elas devem ser numeradas com algarismos
arabicos, ficando a legenda posicionada abaixo nas figuras

e acima nastabelas.

Figuras e tabelas ndo devem repetir os mesmos dados. Figuras
submetidas em formato eletrénico devem apresentar resolucao

minima de 300 dpi, em formato JPG. Toda ilustragdo que ja

tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda, dados
sobre a fonte(autor, data) de onde foi extraida.

A referéncia bibliografica completa relativa a fonte da ilustragédo
deve figurar na se¢éo “References”.

a. Tabelas

O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos
ordenados em linhas e colunas. Deve ser construida apenas
com linhas horizontais de separacgéo no cabegalho e ao final da
tabela. Alegenda recebe inicialmente a palavra Table, seguida
pelo nimero de ordem em algarismo ardbico, separado do
enunciado da tabela por dois pontos e é referida no texto
como Table. Colunas compostas por numeros fracionarios,

esses devem ser alinhados pela virgula.

b. Figuras

O termo refere-se a qualquer ilustragdo constituida ou que
apresente linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico,
fluxograma,esquema, etc. Os desenhos, graficos, etc. devem ser
bem nitidos. As legendas recebem inicialmente a palavra Figure,
seguida do niumero de ordem em algarismo arabico separado do
enunciado dafigura por dois pontos e é referida no texto como
"Figure".

A publicagéo do trabalho implicard o pagamento de uma taxa de
R$500,00. O pagamento devera ser efetuado quando o autor
correspondente receber a prova tipografica e sera feito
exclusivamente na forma de Boleto Eletrénico. De posse do
boleto impresso, basta quita-lo em uma agéncia bancéaria ou
caixa automatica e enviar copia para o e-mail que enviou a

prova tipogréafica. Solicita-se informar, via e-mail, a data e o
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numero do boleto, quando forem feitos depositos em que os
autores ndo sdo identificados (recursos de convénios,

departamentos, coordenacgdes, etc.).

10. Politicade privacidade

Os nomes e enderec¢os informados nesta revista serdo usados
exclusivamente para os servigos prestados por esta publicacao,

naosendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceiros.

11. Areas e subéreas de publicacdo

01 - Biotecnologia vegetal, biologia molecular e gendmica
01.01 - Biosseguranca

01.02 - Biotecnologia vegetal

01.03 - Cultura de tecidos

01.04 - Gendmica

01.05 - Interagéo planta patégeno

01.06 - Interacao molecular planta-praga

01.07 - Marcadores moleculares

01.08 - Morfoanatomia

01.09 - Propagacao de Plantas

02 - Engenharia Agricola

02.01 - Agricultura de precisdo

02.02 - Agrometeorologia

02.03 - Irrigacao e drenagem

02.04 - Impacto ambiental de tecnologias
02.05 - Mecanizagao agricola

02.06 - Tecnologia de aplicagao de agrotoxicos

03 - Fisiologia e morfologia vegetal aplicadas a agricultura
03.01 - Boténica
03.01.01 - Biologia da Reproducéao de plantas cultivadas

03.01.02 - Botanica Estrutural (morfologia e anatomia de
plantascultivadas)

03.01.03 - Floristica de plantas cultivadas
03.02 - Fisiologia de plantas cultivadas

03.03 - Metabolismo e reguladores de crescimento

04 - Fitossanidade

04.01 - Entomologia Agricola
04.01.01 - Acarologia agricola
04.01.02 - Comportamento de Insetos

04.01.03 - Controle biolégico de insetos-praga
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04.01.04 - Entomologia florestal
04.01.05 - Interag&o molecular inseto-planta
04.01.06 - Manejo integrado de pragas
04.01.07 - Semioquimicos
04.01.08 - Resisténcia de plantas a insetos
04.01.09 - Biologia molecular
04.02 - Fitopatologia
04.02.01 - Controle biolégico de patégenos
04.02.02 - Controle quimico de patégenos
04.02.03 - Fungos do solo
04.02.04 - Manejo e controle integrado de patégenos
04.02.05 - Resisténcia genética de plantas a patégenos
04.02.06 - Nematologia
04.02.07 - Virologia
04.03 - Matologia
04.03.01 - Biologia e manejo de plantas daninhas
04.03.02 - Dinamica dos herbicidas no ambiente
04.03.03 - Fitossociologia de plantas daninhas
04.03.04 - Resisténcia de plantas daninhas a herbicidas

04.03.05 - Seletividade de herbicidas as culturas

05 - Melhoramento vegetal aplicado a agricultura
05.01. Conservagéo e uso de germoplasma
05.02. Evolugédo de Plantas Tropicais
05.03. Genética Vegetal
05.03.01 - Genética Molecular quantitativa
05.03.02 - Genética Molecular Vegetal
05.03.03 - Genética Quantitativa
05.04. Melhoramento de Plantas
05.05 - Recursos genéticos vegetais
05.05.01 - Recursos genéticos de espécies florestais nativas
05.05.02 - Recursos genéticos de plantas forrageiras

05.06 - Resisténcia de plantas as

doeng¢as05.07- Variacdo somaclonal

06 - Propagacéo vegetativa e seminifera
06.01 - Propagacao vegetativa
06.02. Propagacao Seminifera
06.02.01 - Controle de qualidades de sementes
06.02.02 - Fisiologia de sementes
06.02.03 - Dorméncia de sementes
06.02.04 - Patologia de sementes
06.02.05 - Producéo de sementes

06.02.06 - Tecnologia de pds-colheita de
sementes06.02.06.01 - Secagem
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06.02.06.02 - Beneficiamento
06.02.06.03 - Armazenamento

06.03. Producédo de mudas

07 - Producéo Vegetal
07.01 - Agricultura Organica e Agroecologia
07.01.01 - Adubos verdes e adubos orgéanicos
07.01.02. - Manejo de cultivos organicos
07.02 - Bioenergia
07.03 - Cereais
07.03.01 - Arroz
07.03.02 - Milho
07.03.03 - Trigo
07.04 Fruticultura
07.04.01 - Fruticultura de clima temperado
07.04.02 - Fruticultura de clima tropical
07.04.03 - Fruticultura de clima subtropical
07.05 - Grandes Culturas
07.05.01 - Algodao
07.05.02 - Café
07.05.03 - Cana
07.06 - Leguminosas
07.06.01 - Feijoeiro
07.06.02 - Soja
07.07 - Olericultura

07.07.01 - Cultivo Protegido e cultivo sem
s0l007.07.01.01 - Cultivo protegido
07.07.01.02 - Cultivo hidropénico

07.07.02.- Producéo de hortalicas

07.08 - Plantas medicinais
07.08.01 - Quimica de produtos naturais
07.08.02 - Oleos essenciais

07.09 - Plantas ornamentais
07.09.01 - Producéo de plantas ornamentais
07.09.02 - Paisagismo

07.10 - P6s Colheita
07.10.01 - P6s Colheita de olericolas
07.10.02 - P6s Colheita de frutas

07.11 - Produgéo de Mudas

08 - Solos e nutricdo de plantas
08.01 - Adubos e adubacao
08.02 - Fertilidade do Solo

08.03 - Fisica do Solo

08.04 - Geoprocessamento
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08.04.01 - Sensoriamento remoto

08.04.02. Sistema de informagdes geograficas
08.05 - Manejo e Conservagéo do Solo e Agua
08.05.01 - Erosao e conservacéo do solo

08.05.02 - Sistemas de cultivo convencional e minimo
(plantiodireto)
08.05.03 - Poluicdo do solo

08.05.04 - Recuperacéo de areas degradadas
08.06. - Matéria organica
08.07 - Microbiologia e Bioguimica do Solo
08.08 - Mineralogia, génese, morfologia e classificagdo
08.09 - Nutricdo Mineral de Plantas
08.10 - Planejamento do uso da terra

08.11 - Pedologia e classificagdo de
solos08.11.01- Pedometria
08.12 - Quimica do Solo
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ANEXO 1l — NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA GENETICS AND
MOLECULAR RESEARCH

G | I | : LAR NAVEGAR PUBLICAR SOBRE  INDEXADORES CONTATO

The Original by ¢» FUNPEC-RP

RESEARCH TOPICS
A NEW OPPORTUNITY TO PROMOTE YOUR RESEARCH

DIRETRIZES DE SUBMISSAQ

RESUMO DE ESTILO E FORMATO

Os arquivos de manuscritos podem estar nos seguintes formatos: DOC ou DOCX. Os documentos do

Formato de arguivo Microsoft Word ndo devem ser bloqueados ou protegidos.

0Os manuscritos podem ter qualquer tamanho. Ndo ha restricbes quanto a contagem de palavras, nimero de
Comprimento figuras ou quantidade de informagGes de suporte. Nos encorajamos vocé a apresentar e discutir suas
descobertas de forma concisa.

Fonte Use fonte Times New Roman e tamanho 12.

Limite as segdes e subsegdes do manuscrito a 3 niveis de titulo. Certifique-se de que os niveis dos titulos

Titulos i e :
estejam claramente indicados no texto do manuscrito.

Disposicdo 0 texto do manuscrito deve estar em espago duplo. Ndo formate o texto em varias colunas.

Numeros de pagina e

linha Inclua nUmeros de pagina e nimeros de linha no arquivo do manuscrito.

Notas de rodapé ndo sao permitidas. Se o seu manuscrito contiver notas de rodapé, mova as informagoes

tas de rodapé - ) - .
notas de rodape para 0 texto principal ou para a lista de referéncias, dependendo do contetdo.

Linguagem Os manuscritos devem ser submetidos em inglés.

Defina abreviaturas na primeira aparigdo no texto.

Abreviaturas Néo use abreviagdes ndo padronizadas. Os arquivos de informagGes ndo compativeis sdo carregados
separadamente, a menos que aparegam pelo menos trés vezes no texto. Reduza ao minimo as abreviaGes.

Recomendamos o uso de MathType para exibicdo e equagies em linha, pois fornecera o resultado mais
confidvel. Se isso ndo for possivel, o Equation Editor € aceitavel.

Evite usar o MathType ou o Equation Editor para inserir variaveis simples (por exemplo, “a2 + b2 = ¢?"),

simbolos gregos ou outros (por exemplo, B, A ou ' [prime]) ou operadores matematicos (por exemplo, X, 2,
equagbes ou %) em texto corrido. Sempre que possivel, insira simbolos Unicos como texto normal com os valores

Unicode (hex) corretos.

Ndo use MathType ou Equation Editor apenas para uma parte de uma equacdo. Em vez disso, certifique-se

de que toda a equacdo seja incluida. Evite equagles “hibridas” em linha ou de exibicdo, nas quais parte €

texto e parte € MathType, ou parte € MathType e parte € Editor de EquagGes.
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Use nomenclatura correta e estabelecida sempre que possivel,

Unidades de medida

Drogas

Nomenclatura Nomes de espécies

Genes, mutacdes, gendtipos e alelos

ORGANIZAGAO DO MANUSCRITO

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

Forneca o nome internacional ndo proprietario
recomendado (rINN).

Escreva em italico (por exemplo, Homo sapiens
). Escreva por extenso o género e a espécie,
tanto no titulo do manuscrito quanto na
primeira mengdo de um organismo em um
artigo. Apds a primeira mencdo, pode ser usada
a primeira letra do nome do género seguida do
nome completo da espécie (por exemplo, H.
sapiens ).

Escreva em itdlico. 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 localizagdo
celular, devem ser mostrados em caracteres
romanos (por exemplo, v-fes, c-MYC).

A maioria dos manuscritos deve ser organizada da seguinte forma. As instrugdes para cada elemento aparecem abaixo.

Titulo

Autores
Afiliagdes
Abstrato
Introdugdo
Material e
métodos
Resultados
Discussao
Agradecimentos
Referéncias
Material suplementar

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

Observe também que os Resultados e a Discussdo podem ser combinados em uma secdo de Resultados/Discussdo e que uma secdo de

Conclusdo 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.
As tabelas sdo inseridas imediatamente apds o primeiro paragrafo em que sdo
citadas. Os arquivos de informages 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
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Titulo completo 150 caracteres

TiTULO COMPRIMENTO

Especifico, descritivo, conciso
e compreensivel para leitores
fora do campo. Ndo deve

DIRETRIZES

inferir  informagdes de

Haplotipos de ¢GL3 e seus
papéis na regulagdo do
tamanho de grdo com alelos
GS3em arroz

EXEMPLOS

Associagdo de  polimorfismos

resultado. da IL-18 com artrite
reumatdide: uma meta-analise

Haplotipos de qGL3 e seus

Informe o tema do estudo papéis  reguladores  com
polimorfismos GS3 IL-18 e
artrite reumatoide

titulo atual 60 caracteres

Os titulos devem ser escritos com letras mailisculas 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.
Nomes dos autores e afiliagdes

Digite 0s nomes dos autores na pagina de titulo do manuscrito e no sistema de submissdo 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 espaco entre as iniciais.

Cada autor na lista deve ter uma afiliagdo. A afiliagdo inclui departamento, universidade ou afiliagdo organizacional e sua localizagdo,
incluindo cidade, estado/provincia (se aplicavel) e pais (sem periodos finais).

Se um autor tiver varias afiliagbes, insira todas as afiliagdes apenas na pagina de titulo.

0s 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, 0 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 publicaggo.

Inclua um endereco de e-mail para cada autor correspondente listado na péagina de titulo do manuscrito.

FOLHA DE ROSTO
0 titulo, autores e afiliagdes devem ser incluidos em uma pagina de titulo como a primeira pagina do arquivo do manuscrito.

ABSTRATO

0 Resumo vem apds a pagina de titulo no arquivo do manuscrito e deve ser escrito em um Unico paragrafo. O texto do resumo também
¢ inserido em um campo separado no sistema de submissdo.

0 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 secOes (Antecedentes, Metodologia/Principais Descobertas e Conclusoes/Significado),
ndo aplique esses titulos distintos ao Resumo dentro do arquivo do artigo.

Ndo inclua nenhuma citacdo. Evite abreviaturas especializadas.
Palavras-chave ou termos de indexacdo (até seis) devem ser incluidos. Cada palavra-chave usa o primeiro
letra mailiscula e separados por ponto e virgula.

TEXTO
Formatar

Os titulos devem ser em negrito e as primeiras letras mailsculas e alinhadas a esquerda. Todo o texto deve ser configurado em fonte Times
New Roman, 12 pontos, alinhamento & esquerda, espagamento simples. Ndo justifique a margem direita. Deixe apenas um (1) espaco apds 0s
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pontos. Os paragrafos ndo devem ser recuados; ndo deve haver nenhuma linha em branco entre eles. Use retornos de linha apenas no
final dos paragrafos. Néo use tabulagGes ou espagos para criar recuos. Use a fonte Symbol para simbolos e caracteres especiais. As equagdes devem
ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos entre parénteses no lado direito da pagina.

INTRODUGAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO e AGRADECIMENTOS sdo considerados como Titulo 1 (todas as letras sdo
maidsculas).

0O Titulo 2, que € um subtitulo do Titulo 1, usa apenas a primeira letra maitscula. O Titulo 3, que € um subtitulo do Titulo 2, esta 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
0 sistema métrico para todas as medicdes sem periodos (cm, mL, s). Defina todos os simbolos usados em equagbes e formulas. Néo
abrevie a palavra “Figura” ou “Tabela” em titulos ou texto.

Introdugdo

A Introdugdo deve colocar o foco do manuscrito em um contexto mais amplo. Ao redigir a Introducdo, pense nos leitores que ndo sdo
especialistas nesse campo. Inclua uma breve revisdo 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
declaragdo do objetivo geral dos experimentos e um comentdrio sobre se esse objetivo foi alcangado.

Material e métodos

Esta secdo deve fornecer detalhes suficientes para a reproducdo dos resultados. Protocolos para novos métodos devem ser incluidos, mas
protocolos bem estabelecidos podem ser simplesmente referenciados.

Resultados

A secdo Resultados deve fornecer detalhes de todos os experimentos necessarios para apoiar as concluses do artigo. Ndo ha limite de palavras
especifico para esta segdo, 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 subsecGes, cada uma com um subtitulo conciso. A secdo deve ser escrita no passado.

Discussao
A Discussdo deve expor as principais conclusdes do trabalho junto com algumas

explicagdo ou especulagdo sobre o significado dessas conclusGes. Como as concluses afetam as suposicdes e modelos existentes no
campo? Como pesquisas futuras podem se basear nessas observagdes? Quais sdo 0s principais experimentos que devem ser feitos?

A Discussdo deve ser concisa e bem argumentada.

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 a0 GMR que declarem a fonte de todo o financiamento que
permitiu a realizagdo da pesquisa descrita.

Aqueles que contribuiram para o estudo, mas ndo atendem aos nossos critérios de autoria, devem ser listados nos Agradecimentos com uma
descrigdo da contribuigdo.

Os autores sdo responsaveis por garantir que qualquer pessoa nomeada nos Agradecimentos concorde em ser nomeada.

Ndo inclua fontes de financiamento nos Agradecimentos ou em qualquer outro lugar no arquivo do manuscrito. As informacdes de financiamento
devem ser inseridas apenas na secdo de divulgacdo financeira do sistema de envio on-line.

Referéncias

As referéncias devem consistir principalmente de artigos de periédicos indexados. Referéncias para técnicas que sdo essenciais para a
compreensdo ou repeticdo dos métodos devem estar sempre em periddicos de facil acesso (indexados).

As referéncias sdo listadas no final do manuscrito e listadas em ordem alfabética.

Ndo inclua citagbes 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 é 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 apds o(s) nome(s) do(s) individuo(s). Exemplo: (Pereira KS, Martins PK e
Silva TM, resultados ndo publicados). Ndo mais do que 40 referéncias devem ser citadas em um artigo completo, 20 referéncias em uma
comunicagdo curta e 60 referéncias em um artigo de revisao .

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 periddicos - nomes e iniciais dos quatro primeiros autores (depois disso usando et al.), ano, titulo do periddico abreviado
de acordo com PubMed ou Web of Science, nimero do volume, niimeros da primeira e Ultima pagina; livros - nomes dos autores, ano, titulo
completo, edicdo, editoras, endereco (cidade); artigos publicados em simpdsios - 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 formatagdo

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 periddicos devem ser aquelas encontradas nos bancos de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI).
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FONTE

artigos publicados

Artigos aceitos e ndo publicados

Sites ou artigos online

livros

capitulos de livro

Artigos depositados (preprints, e-prints ou arXiv)

Midia publicada (jornais impressos ou online e artigos de
revistas)

Novas midias (blogs, sites ou outros trabalhos escritos)

Teses de mestrado ou dissertagdes de doutorado

Bancos de dados e repositorios (Figshare, arXiv)

FORMATAR

Hou WR, Hou YL, Wu GF, Song Y e outros. (2011). cDNA, clonagem
de sequéncia genOmica e superexpressdao do gene da proteina
ribossomica L9 (rpL9) do panda gigante ( Ailiropoda 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
TLR9. Mol. imunol. S0161- 5890(14)00313-7.

Igual aos artigos publicados, mas substitua “In press” por nimeros
de pagina ou DOL.

Huynen MMTE, Martens P e Hilderlink HBM (2005). Os impactos da
globalizagdo na salide: uma estrutura conceitual. Savce global. 1:

14. Disponivel em
[http://www.globalizationandhealth.com/content/1/1/14 ].

Bates B (1992). Negociando pela vida: uma historia social da
tuberculose. 12 ed. University of Pennsylvania Press, Filadélfia.

Hansen B (1991). Epidemias e histdria da cidade de Nova York para
0 publico. In: AIDS e o historiador (Harden VA, Risse GB, eds.).
Institutos Nacionais de Salde, Bethesda.

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 marco de 2014.

Fonte H (2014). Para pinguins ja vulneraveis, estudo descobre que
a mudangca climatica € outro perigo O jornal New York Times. 29
de janeiro de 2014. Disponivel em
[http://www.nytimes.com/2014/01/30/science/earth/climate-
change-taking-toll-on-penguins-study-fins.html  ]. Acessado em 17
de margo de 2014.

Allen L (2006). Anunciando os blogs PLOS. 1 de setembro de 2010
[citado em 17 de marco de 2014]. In: PLOS Blogs [Internet]. Sdo
Francisco: PLOS 2006 - . [cerca de 2 telas]. Disponivel em
[http://blogs.plos.org/plos/2010/09/announcing-plos-blogs/ 1.

Wells A (1999). Explorando o desenvolvimento do periddico
académico independente e eletronico. Tese de mestrado.
Universidade de  Sheffield, Sheffield. Disponivel em
[http://cumincad.scix.net/cgi-bin/works/Show?2e09 1.

Roberts SB (2013). Faixas de recursos do navegador de genoma
QPX. Banco de dados: figshare [Internet]. Acessado em
[http://figshare.com/articles/QPX_Genome_Browser_Feature_Track
§/701214 1.

0 link abaixo pode ser acessado para ver como outras referéncias devem aparecer.

Exemplos de estilo de referéncia
Material suplementar

0s autores podem usar quase qualquer descricdo como o nome do item para um arquivo de material suplementar, desde que contenha um“S"e
um niimero. Por exemplo, “Figura S1” e “Figura S2”, “Tabela S1" e “Tabela 52" e assim por diante.

0Os arquivos de material suplementar sdo publicados exatamente como fornecidos e ndo sdo copiados.
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Legendas de material suplementar

Liste as legendas do material suplementar no final do arquivo do manuscrito. Ndo envie legendas em um arquivo separado.

0 nlimero e 0 nome do arquivo sdo obrigatdrios em uma legenda, e €é altamente recomendavel incluir também um titulo de uma linha ou uma
legenda (para figuras).

Exemplo de legenda

Texto S1. Titulo/Legenda € fortemente recomendado.

Citagdes 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 mailisculas, 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 ilustragdes devem ser enviadas como arquivos separados. Todas
as ilustracdes devem ser fornecidas em formato TIFF (.tiff) em cores ou preto e branco. As imagens devem ser salvas como arquivos
independentese separados. A resolucdo da imagem deve ser de 300 a 600 dpi. Ndo incorpore imagens dentro do arquivo de texto. Indique a
localizagdo de cada figura no texto. Ndo esqueca de enviar a legenda em pagina separada.

Cite as figuras em ordem numérica crescente na primeira aparigdo no arquivo do manuscrito. Se alguma de suas figuras estiver sob
direitos autorais, notifique o escritorio da revista.
Legendas das figuras

As legendas das figuras devem ser inseridas no texto do manuscrito, imediatamente apds o paragrafo em que a figura é 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:

o Um rétulo de figura com algarismos arabicos. Combine o rétulo de sua figura com o nome do arquivo carregado no envio (por exemplo, uma
citacdo de figura de “Figura 1" deve se referir a um arquivo de figura denominado “GMR ndmero-f1.tif").

o Um titulo conciso e descritivo
A legenda também pode incluir uma legenda, conforme necessario.

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 niimero no texto e desenhados para caber no tamanho da coluna ou pagina da revista. Use tabelas com
células para separar colunas. Ndo use espacos, tabulagGes 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 apds o paragrafo em que foi citada pela primeira vez (ordem de leitura).
Nao envie suas tabelas em arquivos separados.

As tabelas requerem um rotulo (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.

INFORMA(,'()ES ADICIONAIS SOLICITADAS NA SUBMISSAO
declaragdo de financiamento
Esta secdo deve descrever as fontes de financiamento que apoiaram o estudo. Inclua os niimeros de concessdo relevantes e o URL do site
de qualquer financiador.
Conflitos de interesse

0 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.

Para informagdes mais detalhadas sobre o estilo GMR, clique aqui

&
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