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RESUMO

A cotonicultura € uma plantacao muito importante no Brasil, detentora
do quinto lugar de maior produtora e terceira maior exportadora mundial.
Nacionalmente, o plantio de algodao herbaceo concentra-se no centro-
oeste e nordeste, onde € majoritariamente cultivado por irrigacgao,
seguido da técnica de sequeiro e sem rega. Os fatores climaticos, alta
evapotranspiracao e baixa pluviosidade, qualidade da agua de irrigacao,
manejo, caracteristicas do solo e espécie, sao determinantes para
existéncia e agravamento do estresse salino no plantio, sendo um dos
mais importantes estresses abidticos, juntamente com o hidrico, a afetar
o crescimento, produtividade e qualidade da fibra. Para isto, o
melhoramento genético vegetal é a alternativa mais viavel para reducao

das consequéncias geradas na planta pelo excesso de sais, como uso de
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produtos quimicos na lavoura e perda quantitativa e econémica da
producao. Com desenho de primers in silico que reconhecerao os
dominios conservados no gene relacionados com a tolerancia e/ou
resisténcia, viabilizando a manipulacao genética para criacao de cultivares
mais adaptadas a este fator. Assim, a partir da bioinformatica, o presente
trabalho, analisou taxonomicamente e fisico-quimicamente trés proteinas
de interesse selecionadas, segundo triagem prévia, realizando desenho
dos primers, validacao destes e selecao dos dez primers mais estaveis, seis
das proteinas e quatro degenerados, 0s quais sao seguros, especificos e
estao de acordo com padrdes qualitativos de referéncia. De extrema
relevancia para area experimental, o conhecimento do perfil, acao das
proteinas e desenho dos marcadores moleculares realizados, o caminho
para se minimizar os problemas gerados pela salinidade ao cultivo é

palpavel.
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1. INTRODUCAO

A familia Malvaceae, género Gossypium, € referente popularmente ao
algodoeiro. Cultivo datado a mais de 4 mil anos (Saldanha; Belo, 2016; De
Sousa, 2010) com a finalidade de utilizacao de sua fibra para o setor téxtil e
sementes para alimentacao animal e extracao de dleos vegetais (Blanco,
2008), entre outras finalidades ligadas a bioenergia e outros setores.
Apresenta nesse género, mais de 50 espécies, sendo quatro as de maior
valor econémico e cultivo em grande escala, G. arboreum L. e C.
herbaceum L. diploides, G. hirsutum L. e G. barbadense L. tretraploides,
respectivamente em pares, nativas do Velho Mundo e Novo Mundo (De

Sousa, 2010).

Nacionalmente, o algodoeiro € uma cultura de bastante importancia,
sendo o quinto maior produtor mundial na safra de 2017/2018, somando
com a produc¢ao dos quatro paises a sua frente 76,66% da producao
mundial (Da Silva, 2020). Nacionalmente, pela ultima atualizacao do IBGE,

a producao do algodao herbaceo em 2021 tem possibilidade de



ultrapassar a do ano anterior, apresentando na primeira safra ja quase 6
milhdes de toneladas produzidas até abril de 2021 em relacao ao total de 7

milhdes do anterior, 2020 (IBGE, 2021).

Regionalmente, no Brasil, o centro-oeste concentra 73,3% da producao
brasileira, seguido pelo Nordeste com 29,3%, sudeste com 3%, norte com
0,3, ja o Sul nao tem dados, de acordo com a producao do ano de 2020
(IBGE (2021). Tais estados, encontram-se no clima semiarido e vegetacao
caatinga, em sua maior parte, exceto o estado do Maranhao que possui
majoritariamente o bioma cerrado, juntamente com os estados do

centro-oeste.

Esta area se caracteriza pelas altas temperaturas, eventos de estiagem
prolongados, baixa pluviosidade, solos com baixo potencial de retencao
de agua, alta infiltracao e evapotranspiracao que faz com que haja uma
mMaior concentracao de sais e nutrientes neste solo (Hoffmann Neto, 1999;
De Sena, 2011, Correia, et al,, 2011). E consequente uma presenca maior de
POCOos artesianos e amazonas, nestes locais, pois a acumulacao aquifera se
da subterraneamente, principalmente na caatinga, ja que o cerrado € o
“berco das aguas brasileiro”, possuindo muitas nascentes superficiais em

seu territério (Lima, 20T1).

Apesar da cultura ser adaptada a temperaturas entre 18 e 30°C, com ciclo
relativamente curto, podendo ter cultivares com 100-120 dias, alta taxa de
produtividade por hectare, no caso 3mil Kg/ha (De Azevedo, Silva, 2007),
este ambiente promove a cultura de algodao um certo nivel de estresse
abidtico. Normalmente, € usado o regime de sequeiro para plantio, porém
apesar de autores indica-lo (De Azevedo, Silva, 2007; Mattos, Et Al., 2020;
Mota, 2014), pode nao compensar o uso desta técnica pela ocorréncia de
veranicos durante a fase fenoldgica, pois o solo pode nao manter a
umidade necessaria para o desenvolvimento da planta. Assim a cultura do
algodoeiro por irrigacao ganha mais espaco pela maior seguranca e
produtividade (Mota, 2014), reforcado por 60% de seu cultivo ser por esta

técnica (Blanco, et al, 2011; Pereira, 2012).



Pelo alto teor de sais nas fontes aquiferas usadas na irrigacao aliada a um
solo com baixa retencao, que gera acumulo de sais, faz com que a cultura
esteja exposta a estresses salinos que ird comprometé-la a médio e/ou
longo prazo fisiologicamente, bioquimicamente, na absorcao de
nutrientes, e consecutivamente seu desenvolvimento e produtividade
(Amorim, et al, 2010), além do meio ambiente, necessitando de um
mManejo que Mminimize as consequéncias geradas pelo alto teor de
salinidade no ambiente e planta, assim como de métodos
biotecnolégicos que propicie um algodoeiro mais resistente a este fator

abidtico.

Devido a esta necessidade, uma alternativa viavel € o uso do
melhoramento genético vegetal para propiciar cultivares mais adaptadas
ambientalmente ao excesso de sais, devido ao seu cultivo em regides com
este perfil (Soares Filho, et al., 2016). Com isto, o objetivo deste estudo € o
uso de banco de dados para triagem de proteinas de interesse, realizagcao
de andlise fisico-quimica e estrutural destas sequéncias e, a partir disso,
desenho dos primers in silico a fim de gerar conhecimento para obtencao

experimental de vegetais com estas caracteristicas.

2. METODOLOGIA

O presente trabalho foi feito inteiramente in silico utilizando softwares e
servidores para a obtencao e manipulacao de dados referentes as
proteinas relacionadas ao estresse salino em algodoeiro. Para o estudo
das biomoléculas, foi adaptado o estudo de Jimenez (2019), ja o
desenvolvimento do desenho e validacao de primers, foi utilizado como
base metodoldgica diversos autores, como Queiroz (et al., 2017), Ye (2012),
Vilhena (2015), Kalendar, Lee, Schulman (2014) e Kibbe (2007). Fol realizada
a triagem das sequéncias, assim como a obtenc¢ao de informacgdes sobre o
genoma das espécies de Gossypium que tem depositadas e a coleta das
sequéncias de proteinas taxondmicas referente ao estresse salino, foram
adquiridas a partir das ferramentas da plataforma NBCI (National Center
for Biotechnology Information) (https:/Mmwww.ncbi.nlm.nih.gov/omc/) e

pela ferramenta do mesmo servidor, BlastP



(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins), coletando 16
sequéncias juntamente com a pesquisada, adicionando espécies tanto de
algodoeiros quanto de outros organismos na triagem, levando em
consideracao o grau de similaridade entre a proteina escolhida na coleta

(Jimenez, 2019).

- Andlise das sequéncias e Producao e validagcao de primers

Para estudo das caracteristicas das sequéncias de proteina, foi usado o
servidor ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) para o estudo
fisico-quimico; o NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) para obtencao
e estudo dos dominios conservados das sequéncias (Jimenez, 2019). Para
estudo da estrutura terciaria foi usado o software Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index); analise da
estrutura tridimensional de hidropaticidade pelo software Chimera;
servidor Molprobity (http://molprobity.biochem.duke.edu/) para anélise de
Ramachandran para avaliacao da qualidade conformacional dos modelos
teodricos protéicos; analise de Z-score e da energia dos scores foi realizada
a partir do servidor ProSA-

web(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (Jimenez, 2019).

Na validacao dos primers foi usado o servidor NCBI
(https:/Mww.ncbi.nlm.nih.gov/omc/) para coleta das sequéncias de RNA
dos genes que traduzem as proteinas de interesse. Apos esta etapa foi
feita o corte da sequéncia nas regides especificas do gene relacionada
com o dominio conservado, relacionado ao estresse salino (Queiroz, et al,
2017). Apds esta etapa, foi desenhado os primers nos servidores Primer-
Blast no NCBI (https:/Mwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e
Primer3Plus(https://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi) (Ye, 2012; Vilhena,2015), além de
validacao do desenho pelo servidor OligoCalc
(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html) (Kibbe, 2007).
Para o desenho do primer degenerado respectivos as trés proteinas, foi

feito alihamento das sequéncias cortadas no MEGA-X pelo algoritmo



Clustal W (Queiroz, et al, 2017) e em seguida desenhada no software
FastPCR (Kalendar, Lee, Schulman, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o estudo foram utilizadas as sequencias génicas depositadas no ano
de 2021 no banco de dados NCBI. Foi realizada uma triagem referente a
genes com potencial de prover tolerancia a resisténcia ao estresse salino
no vegetal. Com isto, foi selecionado trés proteinas taxonémicas para
estudo, Tabela 1, dentre o género Gossypium. A primeira, pertencente ao
dominio Rop_like, tem na literatura a confirmacao sobre seu potencial
que, de acordo com Finkelstein, Gamypala, Rocha (2002), este dominio esta
relacionado a resposta ABA (acido ascorbico), o qual € um fitohormonio
gue modula processos do crescimento, desenvolvimento e estresses

abidticos nas plantas, dentre estes, esta o estresse salino.

Ja a segunda, do dominio do citocromo P450, tem em sua descricao
sobre 0os mecanismos de acao que 0s seus dominios conservados estao
relacionados, mostra-se diretamente relacionada ao estresse em questao,
assim como Yan (et al., 2016) indica em seu estudo com a expressao dessa
proteina em plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana submetidas
a condicao de reducao hidrica e aumento da salina. E a terceira, do
dominio bZIP, respectivamente, esta relacionada aos mecanismos de
acao a estimulos fisioldgicos, dentre os quais, de acordo com Wang (et al,,
2021), que indicou associacao dos genes deste dominio com estresse
abidtico, mais especificamente os JcbZIPs 34, 36, 49 e 50 a resisténcia ao

estresse salino e seca.

Tabela 1- Informagdes sobre as proteinas taxonémicas com funcdo sobre estresse salino em

plantas do género Gossypium, informacgoes retiradas do NCB/

Cédigo de
Proteina Funcgdo
acesso
Proteina de ligagcao a GTP semelhante a rac ARAC8
Estresse NP_001314362.1
[Gossypium hirsutum)]




Estresse
Citocromo P450 tipo CYP82D47 [Gossypium hirsutum)] ' NP_001314395.1
salino

Proteina de fator de choque térmico semelhante a HSF8
) ) Estresse NP_001314347.1
[CGossypium hirsutum]

Apos a validacao das funcdes das trés proteinas selecionadas, foi utilizada,
a mesma, para estudo fisico-quimico no servidor ProtParam, Tabela 2.
Estes resultados sao imprescindiveis para o conhecimento da sequéncia
da proteina em estudos experimentais. Sobre o ponto isoelétrico, este € o
valor de pH em que a molécula bioldgica possui bom desempenho em
suas fungoes, imprescindivel para estudo experimental, precisamente
durante a corrida do gel onde as proteinas sao separadas de acordo com
seu gradiente de pH na corrida do gel, se movimentando a partir desse
diferencial, e parando no momento em que atingem a carga total igual a
zero, ou seja, seu ponto isoelétrico (pl), atingindo a posi¢cao estacionaria
(Brum, 2007), além do fato de suas propriedades serem influenciadas pelo
pH do meio circundante, ou seja, a carga dos residuos de aminoacidos
muda conforme o meio, e por conseguinte, propriedades também, como
a eletrostaticidade (Verli, 2014), possui também, suma importancia
laboratorial no uso de primers, em que o pH se encontra nos calculos
basicos para definir a temperatura de anelamento ou temperatura de
melting destes, primordial na viabilidade pratica do desenho, em que tais
sequéncias em estudo, Tabela 5, serao a base para a construcao do primer

(De Arruda Junior, 2010).

Ja o peso molecular relaciona-se ao estudo experimental da proteina,
permitindo identifica-la e isola-la por cromatografia, por exemplo, pois o
peso é caracteristico a quantidade de aminoacidos em sua sequéncia,
sendo uma referéncia para determinacao (Guerra, et al, 2011). Na
cromatografia, a separacao é de proteinas ocorre conforme o volume e
carga molecular, os quais podem ser usados para determinac¢cao da massa
e consecutivamente o peso molecular, com a eletroforese unidimensional,
a qual possui menor capacidade de separacao, menos de 50 proteinas

geralmente em relagcao a bidimensional, a massa molecular é o fator




determinante na corrida, pois quanto menor a massa, mais rapida é a
movimentacao da molécula sob o gel. Ao se falar da técnica de
eletroforese bidimensional que consiste na separacao de proteinas para
estudo protedmico, os fatores que influenciam na corrida sao o ponto

isoelétrico e massa molecular (Moraes, et al, 2013).

O Gravy (Grand average of hydropathicity) é o indice de hidropaticidade
gue expressa a soma de hidropaticidade dos aminoacidos dividida pelo
Nnumero de residuos, este indice aponta o quao soluvel a proteina é com
valores positivos para hidrofébicas e negativos para hidrofilicas (De Lima,
2015), no caso das proteinas em estudo, Tabela 5, todas sao hidrofilicas, o
gue é um bom fator ao se trabalhar na pratica pois a forma de se trabalhar
com a biomolécula ird se adequar a tal caracteristica, além de indicar uma
estrutura mais compacta e globular, funcdes bioldgicas mais dinamicas,
como transporte de gases em que a hemoglobina é responsavel, ja as
hidrofobicas tendem a ter uma conformacao fibrilar em forma de um
cordao e funcao mais estrutural, como o colageno na formacao dos

tecidos (Marques, 2014).

O indice de estabilidade provém o nivel de estabilidade que a
biomolécula possui em um tubo de ensaio, a qual é considerada estavel
abaixo de quarenta e instavel acima deste valor (De Lima, 2015). Outra
caracteristica importante € o indice de meia vida que mostra o tempo que
a proteina se mantém ativa in vitro e in vivo, em diferentes organismaos, o
que direciona o pesquisador para a manipulacao deste material biolégico

em andlise.

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas, informacgoes retiradas do ProtParam.

. Grande média
Indice de Ponto Numero de Peso
Proteina | Meia vida de hidropatia
instabilidade isoelétrico aminoacidos molecular
(GRAVY)
Rop_like | 30 horas (reticulécitos de Grau Il = 41,63 -0,217 9,02 198 21892,23
mamiferos, in vitro). > 20 horas
P450 o Grau Il = 36,93 -0,211 8,83 522 58489,73
(fermento, in vivo). > 10 horas
Hsf8 (Escherichia coli, in vivo). Grau Il = 63,54 -0,727 4,78 515 56661,67




No estudo da estrutura tridimensional das proteinas, Figura 1 (a,b,c), foi
observado dominios diferentes, porém apresentam mesma funcao
relacionada a tolerancia, resisténcia ao estresse salino, podendo divergir,
provavelmente, em seu mecanismo de agao ou até grupo catalitico.
Ademais, quanto as caracteristicas conformacionais, na Figura 1, (a)
referente a proteina do dominio Rop like tem grande quantidade de
folhas-beta em relacao a alfa-hélice, e ligacdes de looping ligando estas
entre si; a proteina do dominio P450 tem grande quantidade de folhas-
beta em relacao a alfa-hélice, e ligacdes de looping ligando estas entre si
(b); e a do dominio bZIP tem grande quantidade de regides de looping
com poucas folhas-beta interligadas por estas e sem presenca de alfa-
hélices (c). De acordo com Lima (2015), a forma terciaria revela muitas
informacdes importantes, como a possibilidade de identificar quais
residuos estao mais internos, no nucleo proteico, ou mais na superficie,
expostos a interacdes, além de sua composi¢cao molecular com a
presenca de folhas-beta, alfa-hélice e regides de looping para caracteriza-
la, uso em comparacao estrutural onde pode-se identificar sitios
funcionais, evolucdes e mutacoes relacionadas a este, e funcao proteica a

partir da sua conformacao (De Lima, 2015.

Figura 1 - Andlise tridimensional da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP,

respectivamente, A, B e C.

Ao analisar a Figura 2 (a,b,c), do dominio Rop_like, P450 e bZIP, todas
retratam a area superficial mais em azul, mostrando que esta tem boa
solubilidade em meio aquoso, confirmando previsao obtida

guantitativamente pelo teste de GRAVY, e adicionando a esta ultima



analise, o fato de se poder observar quais areas as proteinas apresentam o

perfil mais hidrofilico em sua estrutura.

Figura 2 - Perfil de hidrofobicidade em gradiente de cor, regibées em azul mais hidrofilicas e

em vermelho mais hidrofobicas na proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP,

respectivamente, A, B e C.

Como etapa de validacao do modelo tridimensional das proteinas, o
grafico Ramachandran, mostra as conformacgdes estruturais da alfa-hélice
e beta-folha, de forma a mostrar a angulacao torcional, phi e psi, da
proteina, analisando se esta estabeleceu uma posicao favoravel a sua
estabilidade e atividade bioldgica, no grafico estas regides positivas
encontramse dentro das areas azuis, as areas ao redor destas sao instaveis
e nao favoraveis a proteina (Da Silva, 2010). Valido, enfatizar, que ha
excecodes para glicina e prolina quanto as areas de permissibilidade dentro
do grafico, devido a uma maior flexibilidade e rigidez, respectivamente,
além disso, para que a resolucao da proteina esteja qualitativamente
satisfatoéria, o grafico deve apresentar valor igual ou maior que 90% de

seus residuos em areas permissivas (Morris, et al., 1992).
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Figura 3 - Grafico de Ramachandran da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP,

respectivamente, A, B e C.

Atentando-se ao resultado obtido pelo Molprobity, Figura 3, é possivel
concluir que para a proteina do dominio Rop_like todos residuos de
aminoacidos estao em conformacgdes favoraveis mostrando que estas
estao em equilibrio, estaveis dentro das areas azuis (a); para a do dominio
P450 vé-se que os residuos de aminoacidos estao em conformacdes
favoraveis mostrando que estas estao em equilibrio, estaveis dentro das
areas azuis, exceto por cinco residuos: a alanina na posicao 302, aspartato
—176, tirosina — 118, serina — 300 e glutamato — 450 (b); e do dominio bZIP, a
maioria dos residuos de aminoacidos estao em conformacdes favoraveis
mostrando que estas estao em relativo equilibrio, estaveis dentro das
areas azuis, apesar de grande quantidade de residuo nas areas brancas,
nao favoraveis (c), mostrando como modelos com melhor resolucao, o (a)
seguido pelo (b) e (c), respectivamente, de acordo com a quantidade de

residuos em conformacdes favoraveis.
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Figura 4 - Analise do Z-score da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP,

respectivamente, A, B e C.



Como ferramentas estatisticas de refinamento qualitativo da validacao da
proteina, o grafico de Z-score e o de energia dos scores, mostram a
energia conformacional dos residuos de aminoacidos e sua energia
conformacional, a qual espera-se que seja negativo e esteja na faixa azul
do grafico (Jimenez, 2019), mostrando a qualidade e confiabilidade do
modelo da estrutura 3D (De Oliveira, Sales, Freire, 2020) a partir de uma
meédia de desvio padrao, no Zscore é através o valor que temos
comparativamente a faixa ja encontradas em proteinas nativas com o
tamanho similar, e o grafico de energia dos scores, faz a mesma coisa, s6
gue nao com a média geral, e sim a partir de fragmentos da sequéncia
total, sendo o mais escuro o com intervalo menor 10 residuos, € mais claro

com hiato maior, 40 residuos (Data Science, 2020; Prosa-Web, 2021).

A

{:,—_:3
F'?
I —

Figura 5 - Grafico de energia dos scories da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP,

respectivamente, A, B e C.

Na Figura 4 (a), dominio Rop_like, nota-se que o grafico Z-score encontra-
se na regiao azul mais escura e negativa no grafico no valor de -6,07, ja na
Figura 5 (a), além da energia mostrar-se favoravel, pois esta praticamente
toda abaixo da linha preta do Z-score, fora um minimo trecho que esta
sob a linha, sendo a com intervalo menor, verde claro, apresentando
variacao maior em relacao a linha do Z-score, como esperado. Para a
Figura 4 (b), dominio P450, o ponto preto, referente a média total do
desvio padrao da proteina, se encontra na regiao azul e negativa no
grafico no valor de -7,18, na Figura 5 (b), apesar da posicao da sequéncia
inicial e final estar bem acima da linha preta do Z-score, o restante da
sequéncia encontra-se proxima a linha ou bem abaixo, mais aconselhado,

similar para as duas janelas de intervalo. Ja para o dominio bZIP, Figura 4



(c), o valor do desvio padrao encontra-se na regiao azul, proxima da area
branca, negativa no grafico no valor de -4,66, na Figura 5 (c), vé-se que no
inicio o modelo esta favoravel, abaixo da linha preta do Z-score, a outra
metade da posicao da sequéncia tem intervalos acima, e em seu final
volta a se encontra negativa, apresentando uma leve atenuada na analise

com intervalos maiores, em verde escuro.

Pode-se constatar a partir da analise estrutural, Figura 3,4,5, com o grafico
de Ramanchadran e Z-score que, qualitativamente, a do dominio Rop_like
€ mais estavelmente promissora, seguida da P450 e bZIP,
respectivamente. Ja no estudo tridimensional e nas analises de
hidrofobicidade, Figura 1, 2, as trés proteinas nao apresentaram diferencas
significativas, sobre o bom nivel de dissolucao em meio aquoso,
mostrando maior facilidade de manipulacao experimental devido a esta
caracteristica quimica, apesar de estruturalmente terem tamanho,
sequéncia e dominios diferentes, ainda apresentam mesma funcao

relacionada a tolerancia, resisténcia ao estresse salino, em comum.

ApOds, esta etapa, foi desenhado os respectivos primers especificos das
sequéncias estudadas para viabilizagao do estudo experimental
relacionado ao estresse salino nas espécies do algodoeiro (Tabela 3 e 4),
dentre as quais € possivel ver tanto a sua sequéncia, o sentido desta, e
outras informacdes importantes para viabilizacao do trabalho em
bancada durante a execucao do PCR para que se encontre a regiao de
interesse no gene que traduzira as proteinas dos dominios Rop_like, P450
e Hsf8. Além da validacao destes desenhos, apresentados pelos fatores
fisicos RInk, deltasS, deltaG, deltaH, relacionados com as propriedades
termodinamicas de entropia e energia de cada primer apontado. E o
dominios de sequéncias conservadas € ponderada para predicao de

funcao (Gossani, 2014).

Ao observar os intervalos funcionais das sequéncias de cada proteina de
interesse, foi feito cortes nestes respectivos intervalos: Rop_like na regiao

8 —180; P450 no local 3-522; HSF8 no intervalo 167 — 215, para um desenho



de primer mais especifico possivel. Assim, apods o corte da sequéncia,

pode-se analisar os desenhos dos primers a partir de trés fatores em

relacao a sua qualidade: tamanho (preferivel de 18 a 28 bases, mais

especificos e estaveis); temperatura de anelamento (entre 50 a 60°C é o

ideal); a porcentagem de guaninas e citosinas que possui (€ desejado o

intervalo de 45 a 55%). Todos estes aspectos tornam o primer especifico,

seguro e eficiente (De Mendonca, 2016). Por estes critérios, o primer mais

promissor de cada dominio € Rop_like — 3, P450 -1 e bZIP -1, Tabela 3.

Tabela 3 - Primers das proteinas Rop_like, P450 E bZIP.

Temperat RINK
Primer | Tama Senti ura de %CG (Citosina Cal/ DeltaS DeltaG DeltaH
Sequéncia 5'-3' . Plataforma
s nho do anelamen e Guanina) (°K* Kcal.mol Kcal.mol Kcal.mol
to (°C) mol)
TTAGGTCTTTGG | Positi
20 59,96 55
Rop_lik GACACGGC Vo 33,40 PrimerBlast
5334 26,9 208,09
el TTCTCATGGCTT | Nega 4 ~NCBI
20 59,39 50
GCTCGACT tivo
TTGGAGATGGAG | Positi
19 59,8 52
Rop_lik CTGTTGG Vo 33,40 Primer3Plu
515,6 24,2 199,95
e-2 CCGTGTCCCAAA | Nega 4 s
20 59,6 55
GACCTAAG tivo
AGTTGGAGATGG | Positi
20 579 50
Rop_lik AGCTCTTG vo 3340 Primer3Plu
539,5 251 208,44
e-3 4 s
CCCTGTCCCAAA | Nega
20 59,6 55
GACCTAAG tivo
CCGGTGCATGGC | Positi
20 59,69 55
P450 - CAATAATC vo 3340 PrimerBlast
539,55 26,6 208,99
! TCCAAGTCTCCC | Nega 4 - NCBI
20 59,97 55
AACGCTTC tivo
TGGTCGGTGAATT | Positi
20 59,7 50
CGAGTGAG vo 33,40 Primer3PIu
pP450 -2 5371 25,6 207,08
TTGAGCTGATCG | Nega 4 s
20 59,9 50
ATCCTGTG tivo
19 GGCGGAGAATCTCAAACGA Positivo 61,3 52,6
bzZIP -1 33,404 5125 253 197,72 Primer3Plus
20 TAGCATCGGTAGCAGGATCA Negativo 59,4 50
19 GGCGGCAGAATCTCAAACGA Positivo 61,3 52,6
bzIP -2 33,404 512,5 253 197,72 Primer3Plus
20 GGTAGCAGGCATCATCCACCA Negativo 60,9 55

Tabela 4 - Primers degenerados das proteinas.




Temperatu - RINKC | Delta | Delta | Delta
0
Primer | Taman Senti ra de al/ S G H Qualidd | Platafor
Sequéncia 5'-3’ (Citosina e
3 ho do anelament . (°K*m | Kcal. Kcal. Kcal. e (%) ma
Guanina)
o(°C) ol) mol mol mol
AGATGGAGCTGTTGG | Positi
23 54,9 291
Primer CAAGACTT vo 23,40 FastPC
478 | 301 | 1834 60
Ta CACCTCTGTAGCTCA | Negat 4 R
23 553 291
ATGGC CTT ivo
GAGCTGTTGGCAAGA | Positi
2 549 283
Primer CTTGCAT vo 33,40 FastPC
4571 | 29 | 1758 60
b CACCTCTGTAGCTCA | Negat 4 R
23 553 297
ATGGCCTT ivo
GGCACAACTGTGAAC | Positi
23 536 282
Primer TTAGGTCT vo 33,40 FastPC
4914 | 293 | 1867 58
le AGACATCTGCACCTC | Negat 4 R
2 535 275
TGTAGCT ivo
GGCAAAGCTCCACCT | Positi
20 S4.4 26,4
Primer CTAGC vo 33,40 FastPC
4297 | 271 | 1654 60
1d TTGCGCATTTCACGC | Negat 4 R
21 542 275
CAGTAT ivo

Ja no desenho do primer degenerado, foi utilizado as sequéncias cortadas
das trés proteinas e as usou para gerar um primer mais “geral”, pois tem o
objetivo de cobrir todas regides possiveis referentes a sintese das
proteinas de interesse, no gene. Como parametros para analise de
qgualidade deste primer, o intervalo de tamanho €& de 22 a 24 pares de
bases, temperatura de anelamento aproximadamente a 56°C, e
porcentagem de citosina e guanina proxima ou superior a 50% (Malone,
et al,, 2006). Assim, de acordo com os resultados que obtidos, pode-se ver
uma baixa porcentagem de citosina e guanina, nos desenhos obtidos, a
temperatura esta ligeiramente abaixo de 56°C, assim como a quantidade
de pares de bases. Com base nestes parametros, o primer 1c tem as

caracteristicas mais adequadas, Tabela 4.

4.CONSIDERAGCOES FINAIS

O estudo in silico, possibilitou a partir do comportamento da planta com
contato salino, a triagem de trés proteinas com fungao relacionada a este
fator abidtico, promovendo estudo fisico-quimico e estrutural destas para
compreensao do comportamento das proteinas e qualidade

conformacional de sua estrutura. Além da analise de dominios



conservados das sequéncias para o desenho de primers mais estaveis,
seguros, especificos e validacao de sua funcionalidade, os quais atestam a
fundamental importancia destas ferramentas computacionais para
realizagcao experimental da identificagao do éxon de interesse no gene
com os marcadores moleculares e desenvolvimento da pesquisa de

manipulacao genética a salinidade em algodoeiro.
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