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RESUMO

A cotonicultura ¢ uma plantagdo muito importante no Brasil, detentora do quinto lugar de maior
produtora e terceira maior exportadora mundial. Nacionalmente, o plantio de algodao herbéaceo
concentra-se no centro-oeste ¢ nordeste, onde ¢ majoritariamente cultivado por irrigagao,
seguido da técnica de sequeiro e sem rega. Os fatores climéaticos, alta evapotranspiragdo e baixa
pluviosidade, qualidade da 4gua de irrigagdo, manejo, caracteristicas do solo e espécie, sdo
determinantes para existéncia e agravamento do estresse salino no plantio, sendo um dos mais
importantes estresses abioticos, juntamente com o hidrico, a afetar o crescimento, produtividade
e qualidade da fibra. Para isto, o melhoramento genético vegetal € a alternativa mais viavel para
redugdo das consequéncias geradas na planta pelo excesso de sais, como uso de produtos
quimicos na lavoura e perda quantitativa e economica da produgdo. Com desenho de primers
in silico que reconhecerao os dominios conservados no gene relacionados com a tolerancia e/ou
resisténcia, viabilizando a manipulagdo genética para criacdo 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, validagao destes e selecdo dos dez primers mais estaveis, seis
das proteinas e quatro degenerados, os quais sdo seguros, especificos e estdo de acordo com
padrdes qualitativos de referéncia. De extrema relevancia para area experimental, o
conhecimento do perfil, agao das proteinas e desenho dos marcadores moleculares realizados,

o caminho para se minimizar os problemas gerados pela salinidade ao cultivo ¢ palpavel.

Palavras-chave: cotonicultura; salinidade; primers.



ABSTRACT

Cotoniculture is a very important plantation in Brazil, holding the fifth place as the largest
producer and the third largest exporter in the world. Nationally, the planting of herbaceous
cotton is concentrated in the Midwest and Northeast, where it is mostly cultivated by irrigation,
followed by the rainfed technique and without irrigation. Climatic factors, high
evapotranspiration and low rainfall, irrigation water quality, management, soil and species
characteristics, are determinant for the existence and aggravation of saline stress at planting,
being one of the most important abiotic stresses, along with water, affect fiber growth,
productivity and quality. For this, plant genetic improvement is the most viable alternative to
reduce the consequences generated in the plant by excess salts, such as the use of chemical
products in the crop and the quantitative and economic loss of production. With design of in
silico primers that will recognize conserved domains in the gene related to tolerance and/or
resistance, enabling genetic manipulation to create cultivars more adapted to this factor. Thus,
from bioinformatics, the present work analyzed taxonomically and physico chemically three
selected proteins of interest, according to previous screening, designing the primers, validating
them and selecting the ten most stable primers, six from the proteins and four degenerates, the
which are safe, specific and in accordance with qualitative reference standards. Of extreme
relevance for the experimental area, the knowledge of the profile, action of proteins and design
of molecular markers carried out, the way to minimize the problems generated by salinity in

cultivation is palpable.

Keywords: cotton culture; salinity; primers.
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1 INTRODUCAO

A familia Malvaceae, género Gossypium, é referente popularmente ao algodoeiro.
Cultivo datado a mais de 4 mil anos (SALDANHA; BELO, 2016; DE SOUSA, 2010) com a
finalidade de utilizag¢do de sua fibra para o setor té€xtil e sementes para alimentagdo animal e
extragao de oleos vegetais (BLANCO, 2008), entre outras finalidades ligadas a bioenergia e
outros setores. Apresenta neste género, mais de 50 espécies, sendo quatro as de maior valor
econdmico e cultivo em grande escala, G. arboreum L. e G. herbaceum L. dipldides, G.
hirsutum L. e G. barbadense L. tretraploides, respectivamente em pares, nativas do Velho
Mundo ¢ 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 producao dos quatro paises a
sua frente 76,66% da produ¢cdo mundial (DA SILVA, 2020). Nacionalmente, pela ultima
atualizacdo do IBGE, a produgao 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 relagdo ao total de 7 milhdes do anterior, 2020 (IBGE, 2021).

Regionalmente, no Brasil, o centro-oeste concentra 73,3% da producdo brasileira,
seguido pelo nordeste com 29,3%, sudeste com 3%, norte com 0,3, j& o sul ndo tem dados, de
acordo com a producdo do ano de 2020 (IBGE (2021). Tais estados, encontram-se no clima
semiarido e vegetagao 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 retengdo de 4gua, alta infiltracdo e
evapotranspiragdo que faz com que haja uma maior concentragao de sais e nutrientes neste solo
(HOFFMANN NETO, 1999; DE SENA, 2011; CORREIA, et al., 2011). E consequente uma
presenga maior de pogos artesianos e amazonas, nestes locais, pois a acumulagdo aquifera se da
subterraneamente, principalmente na caatinga, ja que o cerrado € o “ber¢o das aguas brasileiro”,
possuindo muitas nascentes superficiais em seu territorio (LIMA, 2011).

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 algoddo 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 ndo compensar o uso desta técnica pela ocorréncia de veranicos durante a fase
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fenoldgica, pois o solo pode ndo manter a umidade necessaria para o desenvolvimento da planta.
Assim a cultura do algodoeiro por irrigagdo ganha mais espago pela maior seguranga 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 irriga¢ao aliada a um solo com baixa
retencao, que gera acimulo de sais, faz com que a cultura esteja exposta a estresses salinos que
ira comprometé-la a médio e/ou longo prazo fisiologicamente, bioquimicamente, na absor¢ao
de nutrientes, e consecutivamente seu desenvolvimento e produtividade (AMORIM, et al,
2010), além do meio ambiente, necessitando de um manejo que minimize as consequéncias
geradas pelo alto teor de salinidade no ambiente e planta, assim como de métodos
biotecnoldgicos que propicie um algodoeiro mais resistente a este fator abiotico.

Devido a esta necessidade, uma alternativa viavel € o uso do melhoramento genético
vegetal para propiciar cultivares mais adaptadas ambientalmente ao excesso de sais, acarretado
devido ao seu cultivo em regides com este perfil (SOARES FILHO, et al., 2016). Com isto,
uma ferramenta que viabiliza este estudo ¢ o desenho de primers in silico para uma andlise
especifica e profunda do género e genes taxondmicos associados ao estresse salino, para se ter

maior precisdo na fase experimental de manipulag¢do génica.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudo genético de proteinas associadas ao estresse salino no género Gossypium para

desenho de primers.

2.2  OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Busca em banco de dados dos genomas ja sequenciados do género e de quais espécies
sao;

e Triagem de proteinas de interesse;

e Andlise filogenética, fisico-quimica e estrutural das sequéncias das proteinas;

e Desenho dos primers referente as proteinas de interesse.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ASPECTOS GERAIS

O algodoeiro branco tem sua origem na India, continente asiatico, de acordo com
documentos historicos (IFRN, 2021), j& o naturalmente colorido tem como seu ber¢o o
continente americano (SALDANHA; BELO, 2016; DE CARVALHO, 2016), pelos povos Incas
no Peru datada a 4500a.C. (NASCIMENTO, 2019), quando foi domesticada por indigenas, os
quais selecionaram o fenotipo desejado artificialmente de acordo com marcadores morfoldgicos
por séculos chegando nas variedades e espécies existentes hoje, tendo como descendente de
germoplasma pré-colombiano todo algoddo colorido cultivado pelo mundo. A domesticagao
no continente europeu se deu pelos arabes e responsaveis pela comercializagdo a mais de 4 mil
anos (NASCIMENTO, 2019).

A partir da época das grandes navegagdes, com a descoberta do caminho para India no
século XVII, esta fibra comega a ter maior visibilidade na Europa e se estabelecendo no
mercado a partir da primeira revolugao industrial (século XVIII), onde predominantemente se
usava la para producao téxtil (BERGAMIN, 2018).

No Brasil e américa como todo, antes da vinda dos europeus para o continente
americano, ja havia plantio, melhoramento e uso do algoddo na téxtil, mas em 1750, os
portugueses comegaram a producao comercial para exportagdo da cotonicultura, o qual possuia
fibras longas e com produtividade ndo muito atrativa, no estado do Maranhao no nordeste, com
o intuito de reduzir a dependéncia deste insumo da Inglaterra (BARBOSA, 2005), perdurando
do século XVIII até o XX.

Até a década de 1980, antes do declinio, os estados da Bahia e Ceara eram os maiores
produtores de algodao arboreo do nordeste (Embrapa, 2003), que junto com a regido sul e
sudeste compunham majoritariamente a produgao nacional (PETRUCCI, 2011). Porém, durante
a mesma década passou por uma decadéncia na produtividade devido a praga do bicudo e baixa
competitividade com o importado, que gerou uma queda do produto no nordeste e maior
demanda externa. Somente em meados de 1990, com o deslocamento da area de plantio para
areas do bioma cerrado, centro-oeste, com cultivares mais adaptadas ao clima e mecanizag¢ao
que a cotonicultura se reergueu no mercado interno.

A elevada produtividade em 1997 estimulou seu desenvolvimento, passando de uma
década para outra de segundo pais maior importador para o quinto maior produtor e terceiro
maior exportador desta cultura, perdendo somente dos Estados Unidos, India, China, Paquistao,

ndia na produgdo, e para os dois primeiros como exportador (NASCIMENTO, 2019;
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ABRAPA, 2019). O fato deste sucesso se deve também pela possibilidade de uso na rotacdo do

plantio de soja afora incentivo por programas governamentais (PETRUCCI, 2011).

Esta planta ¢ cultivada comercialmente em mais de 65 paises pelo mundo (DE SOUSA,
2010), tendo como as principais espécies de importancia pela fibra para plantio, G. hirsutum L.,
conhecida por algodoeiro herbaceo no Brasil e responsavel por 90% da producao mundial,
seguida pela G. barbadense L., distinta pela alta qualidade da fibra, também tretraploide e de
origem no Novo Mundo, em adi¢do a G. arboreum L. e G. herbaceum L., duas ultimas de menor
area de plantio, normalmente em pequena escala, haploides e do Velho Mundo (FREIRE, et al.,
2003; DE SOUSA, 2010).

A mudanga do homem noémade para o sedentario, a partir do periodo neolitico, fez com
que estes comegassem a investir na agricultura e pecuaria, antes sobreviviam com o que
ambiente em que estavam oferecia de alimento, tornando animais e vegetais domesticados. Este
processo, fez com que com o tempo fossem procurando algumas caracteristicas mais relevantes,
como repressao do sistema de dispersao de sementes, mudancgas fisiologicas (alometria e
condensagdo), germinac¢do uniforme e mais acelerada, sincronismo no processo de floracao e
matura¢ao, modificacdes bioquimicas, aumento do tamanho de 6rgaos, ciclo de vida e sistemas
de hibrida¢ao (EVANS, 1993; apud MANTOVANI, et al., 2008).

Para o algodoeiro, especificamente, a domesticacdo possibilitou para planta
modificagdes evolutivas de interesse humano em relacdo a produtividade e ciclo de vida, esta,
antes perene, hoje anual e com a possibilidade de duas safras por ano (SILVA, et al., 2009),
além de propiciar cultivo e adaptabilidade em zonas 4aridas e semidridas, o que anteriormente a
restringia a regides temperadas (MANTOVANI, et a, 2008), além de ter adquirido resisténcia
a seca (VIDAL NETO; FREIRE, 2014) e tolerancia a salinidade, podendo esta tltima variar
de acordo com as espécies e fase do desenvolvimento da planta (BARROS, 2011).

Caracteristicamente, o género Gossypium da familia Malvaceae (COUTO; RAMOS;
DE CASTRO, 2020), ¢ uma planta arbustiva de crescimento indeterminado ¢ com grande
variabilidade morfoldgica entre suas espécies, assim como o ciclo de vida que oscila de cultivar
para cultivar, precoce ou tardiamente (de 130 dias até mais de 170 dias), reprodutivamente tem
um sistema intermediario em relacdo as plantas autdgamas e aldgamas devido seu potencial de
fecundacdo cruzada e autopoliniz¢do (DE SOUSA, 2010; VIDAL NETO, FREIRE, 2014;
INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2021), classificada como C3 em relagao a usa

fotossintese, precisa de boa umidade no solo no periodo de germinagdo (AGEITEC, 2017;
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PEREIRA, 2008), oleaginosa, com plantio em solos com pH 5,5 € 6,5, baixa inclinagao, altitude
até 1500m (RIBEIRO, et al., 1999).

A partir do meristema apical sdo formados os quatro 6rgaos principais do algodao,
raizes, caule, folhas e flores (NASCIMENTO, 2019). Esta cultura tem quatro fases de
crescimento bem definidas: emergéncia, com inicio lento (25 a 30 dias), mas ap6s a emergéncia
seu desenvolvimento se torna mais acelerado (CARVALHO, 2007); floragao; abertura dos
frutos; e, por fim, a colheita (PEREIRA, 2008). Visando durante este periodo, principalmente
da abertura dos frutos ao fim da safra, manté-la saudavel para garantir a produtividade esperada
no plantio, a qual sofre grande influéncia da temperatura e radiagdo solar, disponibilidade de
nutrientes e agua, além de fatores externos bidticos e abidticos, causas que se alteram de acordo
com o tempo de semeadura e manejo (DA SILVA, 2020).

Em relagdo ao periodo de floragdo, especialmente no nordeste, ocorre a abertura dos
botdes apds 30 dias em cultivares de ciclo de vida precoces, com flores apods 15 dias, as quais
se mantém até abertura dos capulhos (70 a 80 dias). Com abertura e fecundagdo matinal
(periodo de 30 a 40 dias), esta que antes deste processo se caracterizava pela cor de suas pétalas
variando do creme ao amarelo, ap6s ficam rosadas seguidas secam, caem e ddo inicio a
formagdo do fruto, imaturo chamado de maca e apos 90 dias torna-se maduro e se chama
capulho (DE SOUSA, 2010; VIDAL NETO, FREIRE, 2014).

Outros atributos a estes orgdos reprodutivos, ¢ que possuem pedicelo, isoladas e
completas com trés bracteas de coloragdo verde abarcando-a, possui cinco pétalas dispostas
juntas em uma, e possui 6rgaos reprodutores de ambos os sexos, hermafrodita. Destarte, deve-
se prestar atencdo ao periodo reprodutivo das espécies, observando que devem ser todas
tetraploides ou diploides, para fazer com que o periodo de floracao entre elas sejam uniformes
e ndo gere perdas na hibridacdo (WENDEL; CRONN, 2003), evitando, assim, um manejo
inadequado da plantagao.

Adicionalmente, o 6rgdo radicular ¢ formado por uma raiz principal vertical e
ramificacdes a esta lateralmente na horizontal, possibilitando a planta maior area de superficie
para absor¢do de nutrientes. A principal € pivotante, encontrando-se nos 20cm a 2,5m de
profundidade no solo, porém cerca de 80% da massa total da raiz localiza-se nos 20cm mais
superficiais subterraneamente. J4 o caule, ereto com 0,8 a 2,5m de altura, com formato
cilindrico a ligeiramente pentangular ou quadrangular, caracteristicamente sublenhoso, e deste
ramo de crescimento vertical tem fun¢do monopodial, ou seja, possui uma Unica gema apical,

a qual dard origem as ramificagdes laterais com func¢ao simpodial, onde vérias gemas participam
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de sua formacdo, nos diversos eixos em que se desenvolve (NASCIMENTO, 2019; DE
SOUSA, 2010).

Quanto sua fibra, principal fonte economica proveniente da planta, tem sua qualidade
atribuida a caracteristicas intrinsecas e extrinsecas, a primeira tem sua expressao controlada
geneticamente, como resisténcia, comprimento e uniformidade deste, precocidade, porte da
cultura (baixo ou alto), tolerancia a fatores abioticos e bidticos, espessura, ja a ultima, ¢
influenciado pelo ambiente, armazenamento e colheita, manejo, nutri¢do. Assim, quanto maior,
uniforme, grau de cor, fiabilidade, maior interesse ha nessas propriedades produtivas e
comercial (VIDAL NETO, FREIRE, 2013; FUZATTO, et al., 2014; ANDRADE et al., 2009).
Também deve-se observar qual foco de comércio terd, do caro¢o ou pluma (FUZATTO, et al.,
2014).

Em ambiente de estresse, de acordo com ARAUJO (2018), para estresse hidrico, o
algodoeiro produziu fibras qualitativamente superior nas fases iniciais de crescimento e
frutificagdo, maca. Tem a vantagem de ser hipoalérgica, podendo qualquer pessoa usar sem que
haja alguma reacdo de sensibilidade na pele, podendo ser combinado com outros tipos de fibra
(IFRN, 2021). O algodoeiro herbaceo, espécie que tem como porcentagem de semente, em
média de 65% e 35% de fibras, ¢ o mais importante na cotonicultura (NEVES, PINTO, 2011;
DE ANDRADE JUNIOR, 2009).

Para se ter um bom manejo do algodoeiro, ¢ necessario se atentar a imprescindibilidade
de se observar as suas exigéncias ambientais, diferencgas entre cultivares, época correta de
semeadura para que nao haja perda na hibridacao, a calagem e adubagdo que deve ser feita, qual
técnica de plantio se encaixa melhor no local de plantio, tipos de pragas, doencas e seu controle,
rotacdo recomendada de cultivo, distancia e tamanho de poda, época de colheita e os custo
versus produtividade na regido que ird plantar (INSTITUTO AGRONOMICO DE
CAMPIINAS, 2021).

No nordeste, os tipos de plantio sdo de producdo irrigada, ndo irrigada e de sequeiro,
sendo mais extensiva nesta regido do Brasil a primeira e no centro-oeste a segunda, devido a
agricultura familiar majoritariamente versus mecanizacdo e produgdo em grande escala
(PORTO, et al., 2019; AGUIAR, MODESTO FILHO, DOS REIS, 2006). E uma planta com
exigéncias ambientais para que se tenha um bom rendimento, solos acidos, muito imidos, rasos
ou com alto grau de compactagdo nao sao bons para este cultivo, clima quente com temperatura
variando entre 20 a 26°C, em média, altitude de 200 a 1000m, aumentando seu ciclo em mais
de um més, quanto maior for a elevagdo (DE OLIVEIRA JUNIOR, et al., 2009; INSTITUTO
AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2021).
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As pragas podem assolar esta cultura em vérias etapas do ciclo de vida da planta, no
inicio de ser crescimento, como boca-do-ponteiro, percevejo castanho, cigarrinha, boca-da-raiz,
pulgdo, e na época de floragdo e frutificacdo, principalmente, como mosca branca, lagarta-das-
macas, bicudo, lagarta rosada, acaro rajado e branco, curuqueré, percevejo manchador, lagarta
militar, rosada e Helicoverpa armigera. As quais podem ser controladas a partir do manejo com
monitoramento, uso de feromonios, rotacdo de cultura, e principalmente, uso de cultivares
resistentes, tolerantes (INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2021; DA SILVA,
2015).

Ja para doencas, pode ser infectado por mancha-angular, ramulose, Fusarium,
Verticillium, nematdides, mosaico das nervuras, € outras ndo tdo frequentes como ramularia,
cercospora, Trichoderma e Bacillus amyloliquefaciens. O controle destas ¢ a partir de medidas
profilaticas ao destruir as plantas infectadas para que interrompa a disseminagdo, tratamento
quimico e algodoeiros resistentes ou tolerantes (INSTITUTO AGRONOMICO DE
CAMPINAS, 2021; SUASSUNA, SILVA, BETTIOL, 2019; LANGE, et al., 2018). E
importante também a descontaminagdo de sementes, em alguns casos, com uso de substancias
quimicas para o tratamento (HENNING, 2005).

As espécies de maior interesse econdmico agregado sdo: a G. hirsutum L., originada do
sul do México, com muita variedade de ragas, latifolium, puncatum, marie-galante (moco), a
primeira mais cultivada como planta anual; G.barbadense L. de origem no Peru, destacando a
variedade “rim-de-boi” pela qualidade da fibra e coloridos também, com evidéncias antigas de
cores variando de azul, vermelho, roxo, bronze, verde, marrom, porém consta em banco de
germoplasma hoje a marrom, laranja, creme, purpura, cinza, amarela; G. arboreum L. e G.
herbaeum L., respectivamente, originada e cultivada na Africa e cultivada na Asia, a segunda
asiatica com cultivo na India, conhecidas pela alta qualidade da fibra, por em baixa
produtividade (DE CARVALHO, 2016; INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS,
2021).

Além destas, tem a endémica da caatinga, G. mustelinum, que possui grande importancia
ambiental e social, devido a necessidade de se conserva-la, in situ e ex situ, em bancos de
germoplasma, trabalho realizado da Embrapa, pois em muitos locais ela ndo tem resistido ao
ambiente, queimadas, desmatamentos para pastos e plantio de coco no litoral. Ocorre
naturalmente em todo bioma, com enfoque a sua presenca em areas de preservacao, mantendo
sua conservacao in situ, como em Tambaba na Paraiba e em Santa Cruz em Pernambuco. Seu
perfil ¢ de uma planta arbustiva de pequeno porte, capulhos pequenos que se desprendem e

fazem a dispersdo de suas sementes de forma natural, diferente de espécies como G. hirsutum
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var. latifolium, G. barbadense, suas fibras sdo curtas, presenc¢a de linter de cor verde e marrom,
doravante estudos de seu RNA ribossomico, foi identificado esta espécie como tetraploide
(HOFFMANN, et al., 2020).

As principais diferencas entre cultivares estdo no porte da planta, rendimento
quantitativo da fibra, resisténcia e tolerancia, tempo de ciclo produtivo (INSTITUTO
AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2021). A tendéncia tem sido a redugéo de seu tamanho para
encurtar o ciclo de vida, torna-la mais produtiva e resistente a fatores ambientais, temperatura
e umidade. Também, maior eficiéncia produtiva com aumento de frutos por planta, adaptagao
ao manejo, menor densidade foliar, maior detencdo dos capulhos, voltada ao cultivo em grande
escala e mecanizado, para plantio manual, ¢ preferivel de maior porte com mais capulhos e
menor retencdo da pluma, facilitando a colheita, ciclos tardios fornecendo mais colheitas
(VIDAL NETO, FREIRE, 2013).

Dados citogenéticos do género Gossypium a respeito de grupos gendmicos, realizado a
partir do pareamento de sequéncias das espécies do algodoeiro (ha mais de 50 espécies),
mostrou duas categorias: os organismos diploides (2n=2x=26 cromossomos) € o0s
alotetraploides (2n=4x=52 cromossos), associando dados de duas espécies. Os diploides
formaram trés subgrupos e o alotetraploide somente um, respectivamente, como mostra a

Tabela 1 (DE SOUSA, 2010, p. 20).

Tabela 1 - Informagdes citogenéticas a respeito dos grupos gendmicos do algodoeiro.

Genoma A, B,E, F Genoma A, D Genoma C Genoma D
Espécies 8 6 11 12
Local onde sdo ] ] ) )
Afro-Arabia América Australia América
encontradas
) Duas espécies cultivadas: G. ]
Duas espécies Dez espécies no
) hirsutum e G. barbadense, as )
Informacdes cultivadas: G. . México e duas no
o outras quatro sdo encontradas -
adicionais herbarium ¢ G. ] Peru e Ilhas
no Havai, Brasil, Ilhas
arborium. Galapagos

Galapagos e México

Fonte: SOUSA (2010, p. 20).

Sua aplicabilidade ¢ multipla, desde a mais com mais atengao, fibra téxtil para produgao
de tecidos, como brim, llona, voil, algodaozinho, talagarca, tolha, cadargo, atoalhado, riscado,

fil6, creton, organdi, popeline, encerado, morim, cetim, cambraia, cretone, a uso para
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alimentac¢do animal como farinha e 6leo para humana, producao de artesanato, cosméticos, area
farmacéutica, fabricacao de celulose, 6leo essencial vegetal, biodiesel (DA SILVA, 2015;
SEVERINO, et al., 2019; IFRN, 2021).

Agregado aos seus numerosas fins, hoje, distribuido o cultivo, algodao herbaceo, entre
as regides do centro-oeste com 73% da producdo nacional, nordeste com 29,3%, sudeste 3% e
sul com quantidade baixa, sem informacgoes, de acordo com o censo das safras de 2020 (IBGE,
2021). A cultivar mais plantada nos estados nordestinos sdo os herbaceos, Gossypium hirsutum
L. variedade latifolium Hutch., principalmente para pequenos ¢ médios produtores (Embrapa,
2021), j& no centro-oeste ¢ mais voltado para culturas empresarias com alto nivel tecnologico
(INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2021).

Importante socioeconomicamente, a nivel nacional e internacional, nas safras de em
2017/2018, como quinto maior produtor, reteve 76,66% da producao mundial (DA SILVA,
2020), cultivo que movimentou o valor de 12 bilhdes de dolares mundialmente, desde o plantio
aos seus subprodutos (DA SILVA, 2020).

Devido a importancia da cotonicultura e o tamanho do Brasil, as demandas dentro do
cenario nacional relacionada a melhoria de cultivares, pode-se ter trés linhas de pesquisa, a
primeira com o plantio no cerrado (regido cento-oeste predominantemente) em busca do
beneficiamento da qualidade da fibra intrinseca e extrinsecamente, maior resisténcia
fitossanitdria e aproveitamento no descarogamento; a segunda com o cultivo no sul e sudeste a
procura de maior produtividade, controle fitossanitario, precocidade, maior rendimento e
qualidade da fibra; e terceiro o nordeste tem como necessidade maior precocidade e
produtividade, fibra mais longa e colorida, sementes sem gossipol, tolerancia a fatores abidticos
e bidticos inerentes ao semidrido (solo, clima, salinidade, seca) para viabilizar a producao
organica (VIDAL NETO, FREIRE, 2013). Apesar de demandas especificas, ¢ visivel a busca
compartilhada pela resisténcia/tolerancia biotica e abidtica (controle fitossanitario), maior
rendimento e qualidade da fibra.

Iniciado o melhoramento brasileiro no algodoeiro em 1921, ja existia uma rede de
pesquisa e melhoramento do género, em 1930, situado no nordeste, que foi estimulando o
campo da ciéncia internamente para o estudo desta cultura com decaimento na década de 1980
com a introducdo do bicudo nas plantacdes. Voltou a ser estimular com a reintrodugdo do
plantio no centro-oeste e reestabelecido com a parceria entre Fundagao Mato Grosso e Embrapa
Algodao, em 1995, que desde entdo tem ascendido obtivendo sucesso no desenvolvimento de
diversas cultivares (DE CARVALHO, 2012), principalmente voltadas as demandas ditas,

somando de 1998 a 2010 o registro de cerca de 115 novas cultivares entre as de fibra branca e
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colorida (VIDAL NETO, FREIRE, 2013). A exemplo, esta o programa Algodio Brasileiro
Responsavel (ABR), 2012, que com a ONG Better Cotton Initive (BCI), 2013, se propds a
melhorar a produ¢do de sua fibra, a qual teve sua primeira safra em 2011 (ABRAPA, 2017).

O processo do melhoramento usa de mecanismos adaptativos visando o comportamento
de plantas resistentes e tolerantes possuem em contato com o estresse em questdo, minimizando
os efeitos deste em seu sistema fisiologico, morfologico e bioquimico (PEREIRA, et al., 2012
(a); NOGUEIRA, et al., 2006; AZEVEDO NETO et al., 2010), assim como precisa usar normas
de classificagdo, tal como a High Volume Instrument (HVI) para andlise qualitativa da fibra
(NASCIMENTO, 2019).

A estrutura genética, alvo do melhoramento genético, consiste no estudo da variacao
genética e manutencdo desta dentro das espécies, obtida evolutivamente por sele¢do natural e
domesticacdo, por migragdo geografica, deriva genética, mutagdo, assim como também ¢
influenciada pela forma de reproducdo do organismo, fluxo génico e tamanho da populagdo
(DE MENEZES, 2009), para usar este conhecimento gendmico no entendimento da expressao,
funcdo de genes, evolucdo, dinamica populacional, taxonomia (classificacdo de organismos em
decorréncia das relagdes evolutivas, identificando espécies e sua proximidade hereditaria)
(BICUDO, 2004) e manipulagdo destes.

Como o algodoeiro, reprodutivamente, ¢ parcialmente aldgamo e autdégamo, suas linhas
ndo sdo puras, devido seu grau de heterozigose. Assim para os programas de melhoramento, ¢
necessario a adaptagdo dos métodos usados em plantas alégamas e autdbgamas em algumas
etapas, em outras como hibridagdo, avaliagdo e sele¢ao nao ¢ preciso. Tais métodos podem ser
por selecdo genealdgica, vigor hibrido, recorrente (usado na Embrapa), hibridacao,
retrocruzamento, massal. Para o aumento da heterozigose € necessario uso da hibridagao como
forma de explorar as possibilidades genéticas de tal organismo mais afundo, podendo os
individuos transgénicos provenientes do estudo ser oriundos de um s6 organismo vegetal ou de
diversas linhagens do género (VIDAL NETO, FREIRE, 2013; CARDOSO, 2018).

Assim, com o advento de técnicas de PCR, conhecimento do cddigo genético a partir do
mapeamento, criagdo de marcadores moleculares mais seguros na década de 1980 (genético
com uso de DNA ou RNA e enzimaticos), o que antes era a partir de morfoldgicos os quais sao
influenciaveis pelo ambiente, limitado numericamente e as caracteristicas qualitativas. Com o
uso de marcadores, pode-se selecionar com primers locais especificos da sequéncia para estudo,
além de ser possivel pelo enorme acervo de dados genéticos em bancos de dados, desenhé-los
in silico, tornando mais segura a identificagao da area correta objetivada (DE MENEZES, 2009;

TURCHETTO-ZOLET, 2017; DE ALMEIDA, 2007; SILVEIRA, et al., 2016).
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3.2 ESTRESSE SALINO

A salinidade ¢ uma realidade da agricultura em todo o mundo (LACERDA, 2016) e ¢
um dos fatores que gera maior preocupagdo na atualidade (SCHOSSLER, et al., 2012).
Fendmeno ocorre em decorréncia de fatores, como a geomorfologia do local, onde o solo
apresenta caracteristicamente uma grande quantidade de nutrientes e baixo indice de retencao
de 4guas, aliada com uma evapotranspiracdo maior que a taxa de pluviosidade (RIBEIRO,
2010; ROACHE, BAILEY, BOON, 2006.; FREIRE & FREIRE, 2007), que provoca deficiéncia
da lixiviagao do solo € aumenta a concentragao destes nutrientes no solo.

Culturas com baixa resisténcia ao estresse salino (FERREIRA etal., 2001) € outra causa,
além da irrigagdo com aquiferos de baixa qualidade, como uso dgua salobra para rega do
plantio, uma realidade no agronegocio e abastecimento de casas cada vez mais comum
(SOARES, 2007) devido a variabilidade temporal e local de fatores hidrogeograficos
(D’ALMEIDA et al., 2005), caracteristicas essas, encontradas principalmente em areas
semiaridas e aridas, como o nordeste brasileiro (LACERDA, 2016; LIMA, 2016). Outros
fatores que influenciam seu aparecimento e/ou agravamento, € o manejo incorreto da irrigagao,
fertilizantes, descanso do solo, rota¢ao de culturas nas entressafras (D’ALMEIDA et al., 2005;
EPSTEIN & BLOOM, 2006), assim como, 0 que acontece ¢ que esta tendéncia encontrada em
acumular sais, presente no mesmo espaco geografico.

No Brasil, como um todo, estima-se que mais de 17 milhdes de hectares estejam
enfrentando problemas devido a ocorréncia em excesso de sais durante a plantagdo (RIBEIRO,
FREIRE, MONTENEGRO, 2003), e que as maiores parcelas de areas salinas estejam no
nordeste, acumulando 57% do total de area de cultivo no semidrido (HOLANDA, et al., 2007;
RIBEIRO, et al., 2009), respectivamente, correspondendo aos estado da Bahia (44%) e Ceara
(25%), do total nacional, como os mais assestados, em pesquisa mais antiga (GHEYI;
FAGEIRA, 1997).

No nordeste, a 4gua de irrigacdo, normalmente com salinidade e/ou sodicidade dos solos
elevada (SOUSA JUNIOR, FERNANDES, GHEY, 2008; SUASSUNA, AUDRY, 2009),
aliadas as caracteristicas prévias do solo e resisténcia da cultura, sdo fatores determinantes no
plantio e manejo a ser adotado em seu cultivo, gerando, possivelmente, como efeito, tanto no
solo como nas plantas, em casos mais moderados causa alteragdes na absor¢ao de nutrientes, ¢
em graves, tornam-se toxicas em certos niveis, provocando a morte do vegetal e até
desertificacdo do solo. Pois, ao se adicionar mais sais com a rega, fertilizantes e agrotdxicos,

afeta a vigorosidade vegetal e solo em niveis antieconomicos para o plantio (MOTA, 2014).
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Para as plantas, ¢ reflexo de duas causas: componente osmoético pela redugdo hidrica
interna e alta concentracdo de solutos, ¢ o i0nico pela relacdo de instavel que a presenca
excessiva dos ions Na* e Cl- geram em outros nutrientes (LIMA, 2016). Este despropoésito de
sais, principalmente por ions de Na (so6dio), CI (cloro) e cloretos, acima do tolerado pela planta
independente de sua resistente ou ndo a este fator abidtico, provocam redug¢do do seu
desenvolvimento, distarbios fisiologicos (FARIAS et al., 2009), reducdo da expansdo
superficial da folha, diretamente relacionada e muitas espécies a fotossintese e absor¢do de
nutrientes (DA COSTA, 2014).

Esta situacdo promove uma diminuicdo do potencial osmotico dentro do vegetal
afetando a concentracao i0nica, trocas gasosas na fotossintese por fechamento dos estomatos
(MUNNS, et al.,, 2002; FREITAS, 2006; CHE-OTHMAN, MILLAR, TAYLOR, 2017),
absor¢dao de outros nutrientes, como o zinco, ferro, cobre, manganés, boro relacionados ao
aumento do pH no solo, tornando baixa a biodisponibilidade destes, a absorcao radicular de
agua e manutencao interna desta no vegetal (DIAS, BLANCO, 2010; FREITAS, 2006), assim
como baixa concentragdo de K (potassio), pois K e Na competem por sitios de absorcao
(FERNANDES, et al., 2002). Outro ponto ¢ a toxicidade na redugdo da retengdo de fitomassa,
sintese de moléculas do metabolismo secundério de protecdo aos fatores externos, problemas
na osmorregulacao e integridade das membranas celulares (SCHOSSLER, et al., 2012).

Um mecanismo de interesse ¢ que plantas tolerantes possuem para driblar estas altas
concentragdes em seu ambiente de cultivo para que ndo afete a mesma rigorosamente. Um
destes processos adaptativos, estd na estratégia da planta ao absorver nutrientes conseguir
expulsar os cations de sddio por glandulas salinas (YUAN, et al., 2016), realizando o controle
osmotico adequado para seu funcionamento e evitando acimulo deste em seu limbo foliar
(SERTAO, 2005; MUNNS, et al., 2002).

Outra possibilidade ¢ a adaptacdo com quantidades elevadas de sais em seu organismo
e baixo potencial hidrico, comum as plantas halofitas, que usam vactiolos em seu interior celular
da regido das folhas para reter todo os sais absorvidos e controlando, assim, a osmose (SILVA,
et al., 2000); a partir da producdo de moléculas neutras para estabilizacdo de membranas e
proteinas preservando o ambiente interno da desidratacdo em grandes concentracdes, e perda
de agua em baixa (YANCEY, 2005), as quais podem ser a valina, prolina, isoleucina, acido
aspartico, sacarose, frutose, manitol, glicose, pinitol, inositol, betaina entre outras biomoléculas
(PARIDA; DAS, 2005). Plantas de interesse para fitorremediacdo por reduzir a concentragdo
deste nutriente do solo, a exemplo disto tem as plantas presentes em manguezais e Atriplex

numularia (SANTOS, et al., 2011).
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Este sistema de produgdo de moléculas neutras ¢ extremamente relevante, a exemplo,
do aminoacido prolina, ndo toxico, relacionado com func¢ao de osmoprotecao celular, muito
estudado pela sensibilidade em resposta ao estresse abidtico e sintetizado a partir do glutamato
(SZABADOS; SAVOURE, 2009), desencadeando o aumento da resisténcia da planta ao
modular fungdes mitocondriais, auxiliar na expressao de genes, estabilizar membranas para que
nao haja diminuicdo da concentracdo interna de eletrolitos, manter a concentracdo de ROS
(espécies reativas de oxigénio) dentro dos limites, proporcionando a minima perca de fungao
possivel a planta (KAUR & ASTHIR, 2015).

Ja o 6xido nitrico (NO), ¢ um radical livre lipofilico, em forma de gas, que atua como
mensageiro intracelular em processos desde a germinagdo da planta até defesa contra estresses
bidticos e abidticos, como a hidrico e salinidade (VITAL, et al., 2008), respectivamente, e
auxilia no processo reprimir danos oxidativos nas folhas e raizes. A sua produg¢ado se adequa aos
fatores ambientais que a rodeiam e intensidade dos estresses a que estd exposta
(MAGALHAES, et al., 2006), desenvolvendo tolerincia pela ativagdo de proteinas da
membrana plasmatica (ZHAO, et al., 2004).

Tais conquistas evolutivas s3o a maneira mais eficiente de se minimizar os efeitos
provocados pelo estresse salino (ZHU, et al., 2016), pois a partir de trés ferramentas adaptativas
conseguem se beneficiar do ambiente, antes improprio para sua existéncia, os quais sdo: a
prevencao de perda de dgua, desidratagdo; acumulo do sal em vactolos no citoplasma para que
este ndo interfira no metabolismo intracelular; e potencial de reparagao de lesdes (ANOWER,
etal., 2017).

Ja quando se refere ao solo, estd qualitativamente sujeito a dois niveis, tanto em
horizontes como nas camadas superficiais (RIBEIRO, et al., 2009). A primeira esta vinculada
as caracteristicas e o processo natural do solo em locais com déficit hidrico, alta
evapotranspiragdo, baixa precipitacdo, intemperismo, arraste e depodsito de sais pelo vento
(ROACHE, BAILEY, BOON, 2006). J4 a segunda ¢ gerada pelo manejo incorreto da cultura
durante o plantio, tanto pela irrigacdo com agua de baixa qualidade, adicdo de compostos
quimicos na agua para controle de pragas deliberadamente, remocdo da cobertura vegetal
perene, principalmente ateando fogo que deixa o solo exposto e muito danificado (DE
OLIVEIRA, et al., 2008).

Apesar de se saber da baixa qualidade da dgua de irrigagao em areas aridas e semiaridas,
suas propriedades estdo associadas a sazonalidade climética, em periodos mais chuvosos a
concentracao de sais ¢ reduzida devido a lixiviacdo deste, e em épocas mais secas, ocorre o

contrario, um acumulo maior dos niveis de sais (MOTA, 2014). Porém, caso seja feito a
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irrigacdo com manejo adequado, € possivel ter duas safras por ano com a cultura do algodao
(SILVA, etal., 2009), ndo necessariamente, assegurando outros parametros que assegurem uma
boa produtividade nas duas colheitas anuais.

O algodoeiro no nordeste, tem cerca de 23 mil hectares afetados por problemas de
salinidade (SILVA, et al., 2008). O comportamento vegetal pode advir de respostais fisioldgicas,
como alteragdo de crescimento, capacidade fotossintética e desemprenho dos estomatos
(PEREIRA, 2012) aos estresses, dentre os quais, a salinidade em que possui uma boa tolerancia
a esta. Em estudo em 2012 (DE OLIVEIRA, et al., 2012), a cultura do género Gossypium €
capaz de ver uma diminuicdo em todos fatores, principalmente regido foliar (65,8%) e massa
seca (65%), que implica num processo de desidratagdo, ao decorrer do aumento da exposigao
das plantas a salinidade.

Na fase de germinagdo, o excesso salino provoca uma diminui¢cdo quantitativa e
temporal do processo devido a alta umidade do solo e baixa infiltrabilidade (DE
VASCONCELOS, 1990). J& durante a fase de crescimento e desenvolvimento, manifestando
na planta um tamanho diminuto mais intenso nas secundarias horizontais do que nas raizes
primarias verticais (REINHARDT, ROST, 1995), redu¢do da extensdo foliar e
consecutivamente a capacidade fotossintética devido a diminui¢do no pigmento da clorofila
associada ao fechamento dos estdmatos reduzindo a taxa de fixa¢do de carbono (JACOME,
1999; JAMIL, et al., 2007, ZANANDRES, et al., 2006).

A fisiologia do algoddo branco e colorido sdo afetadas pelo efeito salino, visivel,
quantitativamente, nas folhas, altura da planta diametro do caule (JACOME, et al., 2003;
SOUSA JUNIOR, FERNANDES, GHEYT, 2008). Com isto, apesar de tolerante, o estresse
salino influencia demasiadamente de forma negativa a produtividade da cultura e os produtos

gerados a partir da colheita (DA SILVA, et al., 2008).

3.3 BIOINFORMATICA

A bioinformatica, ¢ um campo emergente e cada vez mais fundamental para o estudo
cientifico, como ferramenta para desenvolvimento de plataformas e bancos de dados de
sequenciamento de aminodcidos e acidos nucleicos (FERREIRA, 2017), assim como analise de
sequéncias biologicas, genes e proteinas, para predi¢do de funcdo e interagcdes entre as
moléculas a partir de sua conformacao tridimensional, estudo evolutivo a partir de arvores
filogenéticas (SANTOS, 2010), mineragdo e integracdo de dados bioldgicos, design de drogas,

primers ¢ moléculas de interesse, distingdo entre inibidores e enzimas, classificacdo de
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biomoléculas homologas pelo alinhamento multiplo, além de sistematizar dados e relacionar
tais informagdes biologicas (MARTINS, MENEZES, SOUZA, 2015).

Resumidamente, as areas que englobam a abordagem in silico em moléculas biologicas
sdo: alinhamento de sequéncias, dindmica molecular, modelagem comparativa, técnicas ab
initio, “threading” (“ferramenta de predi¢ao de enovelamento™), predi¢do de fun¢do génica,
filogenia, biologia de sistemas e atracamento molecular. Em termos de aplicagdes, as analises
in silico podem ser divididas em trés grandes areas de atuacdo, compreendidas entre macro e
micromoléculas (respectivamente, DNA e proteinas, produto da transcri¢do e metabdlitos),
pesquisa funcional e, por ultimo, estrutural (DO REGO, 2012), como mostra a Tabela 2. J4 em
relacdo a bioinformatica em si, pode-se classifica-la em duas vertentes: a tradicional,
relacionada com estudo e andlises de sequéncias de aminoacidos e nucleotideos, e a estrutural,
que trabalha com técnicas conectadas com quimica computacional que estuda moléculas

biologicas tridimensionalmente (VERLI, 2014).

Tabela 2 - Areas de aplicagdo do estudo in silico.

Analise Macro e micromoléculas Funcional Estrutural
Estudo das estruturas de
Estudos filogenéticos, Predigao de funcao,
) ) ) enovelamento da
comparagdes gendmicas, sitios ativos, expressao o
, proteina, principalmente
Area de alinhamento, edi¢do, génica, via metabdlica

a primaria e terciaria, a
aplicabilidade  reconhecimento de regides ¢ sua associagdo com
) ] fim de classificar,
mutagénicas e epitopos, doengas a partir da
comparar e
ilacdo de coaslescéncia; compreensao génica;
interrelaciona-las;

Fonte: REGO (2012, p. 9).

Este termo, bioinformatica, surgiu por Pauline Hogeweg, em 1979, em estudos voltados
para a area da biologia sistemacional (MARTINS, et al., 2015; SANTOS, 2010). Porém, desde
a década de 1960, pesquisadores da area bioldgica ja usavam alguns recursos computacionais
para auxilio em seus trabalhos. Esta area das ciéncias bioldgicas, ganhou mais visibilidade a
partir de 1990 com o projeto do genoma humano e a disseminagao da internet, que tornou a
informacao mais global e acessivel, fazendo-a expandir tanto em volume de dados produzidos
quanto ferramentas e técnicas para uso in silico (DO NASCIMENTO, 2016).

Dentro desta ciéncia, o conhecimento das proteinas, mais especificamente, de suas fases

estruturais de enovelamento, primaria e terciaria, comparativamente a sequéncia e fung¢do, ¢ um



28

dos pontos mais investigados, afinal sua conformagdo estd intimamente ligada com sua
funcionabilidade quimica e bioldgica dentro do metabolismo celular (DO REGO, 2012).

Para estudo da disposicao tercidria da macromolécula € necessario o uso de softwares e
plataformas que facam a predi¢ao organizacional de seu arranjo, os quais podem ser por ab
initio — utiliza informagdes fisico-quimicas dos residuos de aminoacidos para construgdo do
modelo quando normalmente ndo se tem moléculas homdlogas em bancos de dados para uso;
modelagem por homologia —usa moléculas andlogas sequencialmente e determinadas por testes
experimentais; e threading — relaciona padrées de dobras de proteinas, com ou sem
ancestralidade comum, para observacao de similaridade e constru¢ao do arranjo tridimensional
(DO REGO, 2012).

O passo seguinte ¢ a validacdo do modelo, o qual ocorre por meio de ferramentas como
o grafico de Ramachandran e Z-score. O primeiro emprega a avaliagdo dos angulos de
dobramentos terciarios de DNA, RNA e proteina, estes dngulos torcionais correspondem,
similarmente ao plano cartesiano de coordenadas, sendo o angulo phi (referente ao carbono alfa
e o atomo de nitrogénio do agrupamento amina) — eixo das ordenadas e o psi (dngulo existente
entre o carbono alfa e o carbono entre o carbono alfa, e grupo carboxila), os quais podem
rotacionar 180°.

Dentro deste plano cartesiano, ha regides favoraveis energeticamente, ndo havendo
choques alostéricos dentre os dtomos da estrutura tridimensional, valores proximos ficam em
regides secundarias, ainda permissivas, ja os valores desfavoraveis sao resultado de angulagdes
torcionais inadequados a proteina que foi modelada gerando, assim, os choques alostéricos.
Tais areas dentro do grafico de Ramachandran permissivas e ndo permissivas apresentam
excegdo, somente para residuos de glicina que que tem maior flexibilidade angular e a prolina
que ¢ mais rigida, no total, qualitativamente, o grafico deve possuir 90% ou mais de seus
residuos de aminoacidos nas regides favoraveis (MORRIS, et al., 1992).

Ja o Z-score como ferramenta de refinamento qualitativo da validagdo da proteina, o
qual usa a partir da sequéncia de aminoacidos fornecidos, os atomos do carbono alfa (C-alfa)
que permite até estruturas com baixa resolucdo. Assim, esta ferramenta estatistica fornece um
panorama do nimero de desvios padrao em relacdo a média populacional em anélise, ou seja,
este teste verifica o quanto a sequéncia em estudo varia comparativamente a faixa de pontuacao
encontrada em proteinas nativas com tamanho similar a de entrada (DATA SCIENCE, 2020;
PROSA-WEB, 2021).

Este conceito se aplica também ao grafico de pontuacdes de residuos ou grafico de

energia dos scores, o qual, estatisticamente, plota a energia da sequéncia de aminoacidos em
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funcdo de sua posicao, calculando para isso, a média de cada fragmento de residuos para analise
energética (em escuro sao janelas de fragmentos maior, 40 residuos, e em tom mais claro a
janela é menor, 10 residuos). Preferencialmente, deseja-se que os valores sejam negativos, pois
desta maneira, ha menos areas problematicas na sequéncia (PROSA-WEB, 2021).

Hoje, apesar de existir ferramentas bastante eficientes, mais precisos, € com
possibilidades e mais possibilidades de validacdo computacional, a validagdo experimental
ainda ¢ uma exigéncia para analise da confiabilidade dos resultados obtidos
computacionalmente (VERLI, 2014). Apesar disto, a complementaridade das duas &reas,
experimental e computacional, ¢ o que torna o desenvolvimento cientifico possivel e acelerado,
pois € necessario de métodos de bancada, como o de espectrometria de massa, cristalografia,
para que sequéncias génicas possam ser adicionadas nos bancos de dados, e este, por sua vez,
traga ao pesquisador uma nova perspectiva do que se esta estudando, de forma mais integrada
e intima, criando um ciclo de hipoteses a serem compreendidas por uma diferente Otica,
computacional e experimental (E SILVA, NOTARI, DALL’ALBA, 2020).

Na area do melhoramento genético vegetal, torna-se um instrumento primordial para
viabilizagdo de qualquer estudo, pois muitas andlises elucidativas seriam demoradas e até
invidveis de se fazer a mao, como por exemplo, a integracdo de dados, como estrutura de
peptideos, vias de sinalizagdo e metabolica, e sequéncias de DNA/RNA e proteinas, tornando
mais compreensivel a expressdo génica, localizagdo de proteinas relacionadas com fungdes de
interesse dentro do genoma, funcionamento, desenvolvimento ¢ formagao de 6rgdos vegetais,
determinagdo do ambiente no fendtipo (VASSILEV; et al., 2005).

Particularmente, a filogenia encontra-se compreendida no melhoramento, correlatando
e compreendendo a evolugdo de genes, proteinas e caracteristicas especificas de grupos de
organismos a partir da interpretacdo das relacdes filogenéticas, as quais sdo hereditarias, como
os numeros dos cromossomos, hapléides, diploides, tretraploides, alotetraploides, por exemplo.
Assim, as discrepancias entre os modelos sdo determinantes para se estabelecer a distancia
evolutiva entre um e outro vegetal (DE MEDEIROS, 2014).

Esta evolucdo foi de certa forma acelerada pela domesticagao das plantas pelo homem,
quando o ser humano passou do nomadismo ao sedentarismo no periodo neolitico, causou
mudangas morfoldgicas e fisiologicas entre as espécies domesticadas e selvagens nas geracdes
que se passaram (HANCOCK, 2005), também a pratica da selecdo e cruzamentos realizados
por agricultores das mais diversas civiliza¢des, resultou no surgimento de novas variedades
durantes as eras humanas. Esta domesticacao gerou algumas mudangas que caracteristicamente

estdo associadas a sete fatores, de acordo com EVANS (1993; apud MANTOVANI, et al.,
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2008): supressdao do mecanismo de disseminacao de sementes, alteracdo fisiondmica (alometria
e condensagao), processo de germinacao mais acelerado e homogéneo, sincronismo nas fases
de floracdo e maturacdo, modificagdes bioquimicas, aumento no tamanho dos oOrgaos,
diminuicao do ciclo de vida ¢ sistemas de hibridagao.

A partir deste conhecimento, 0 homem moderno, aprimorou este modo de domesticagao
e melhoramento com técnicas mais concludentes, ndo baseadas somente no fenotipo,
marcadores morfoldgicos, mas sim no gendtipo para que se consiga a expressao fenotipica
desejada, surgindo como ferramenta os marcadores moleculares e enzimaticos (FERREIRA,
2017; MANTOVANI, et al., 2008).

Com o inicio do sequenciamento de genomas até hoje, houve a criacao de varias técnicas
para maior rapidez, menor custo, desde o método Sanger que fazia a replicacdo in vitro do
DNA, fragmentagdo deste para o sequenciamento por partes, o qual se unifica novamente a
partir de ferramentas computacionais; passou pelos algoritmos de grafos, como o de Brujiin e
euleriano; e a técnica mais usada hoje em dia, a NGS (Next Generation Sequencing) que utiliza
bancos de dados para se ter parte ou todo o DNA sequenciado de algum organismo
(FERREIRA, 2017), além da possibilidade de estudo de mutagdes e fungdes de partes do gene
para estudo de mecanismos regulatorios da fisiologia, crescimento e estresses bidticos e
abiodticos (JHA, et al., 2015).

Para acesso a estas informagdes, ha diversos bancos de dados como o NCBI (National
Center for Biotecnhology Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory) e
DDBJ (DNA Data Bank of Japan) sdo as maiores plataformas de dados, responsaveis, até 2017,
totalizaram juntas quase 2 bilhdes e 800 milhdes de sequéncias depositadas (DDBJ, 2021).
Estas utilizam normalmente arquivos com a extensao Fasta para o download de informagdes
que o usuario necessitar, € normalmente, ¢ nesta extensao que sao pedidos os arquivos a serem
analisados em softwares e outros servidores, como BioEdit, Mega X para alinhamento e
producdo de arvores filogenéticas; FastPCR e Primer-Blast para desenho de primers; Binfo —
RepatMasker Server para mascaramento de regides da sequéncia; e Oligo, Bioinfo, Primer3Plus
para validagdo de primers, como exemplos programas e suas funcionalidades dentro da

bioinformatica classica para o melhoramento genético vegetal.
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4 METODOLOGIA

O presente trabalho foi feito inteiramente in silico utilizando softwares e servidores para
a obtencdo e manipulacdo 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 validacdo 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).

4.1 TRIAGEM E OBTENCAO DAS SEQUENCIAS

A triagem das sequéncias, assim como a obten¢do de informagdes 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://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) 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).

4.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS

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 obten¢do e estudo dos dominios conservados das

sequéncias (JIMENEZ, 2019).

4.3 ANALISE FILOGENETICA E AGRUPAMENTO DAS SEQUENCIAS

As sequéncias proteicas obtidas, foram primeiramente alinhadas no servidor Clustal
Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para visualizacdo dos dados, e pelo

algoritmo ClustalW do software MEGA X para producao da arvore filogenética das proteinas
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separadamente, ja para a comparagdo entre as proteinas foi usado o software BioEdit
(FONSECA JUNIOR, 2014; VIALA, 2014) no alinhamento das sequéncias totais, tanto para a
visualiza¢do dos resultados quanto para producdo da arvore. Em seguida, foi feita a arvore
filogenética no MEGA X, pelo método de méaxima parcimonia com bootstrap de mil réplicas,
modelo de substitui¢do padrao do programa, realizado tanto o de forma individual com as trés
proteinas, quanto as trés juntas totalizando 48 sequéncias, a fim de comparacao (JIMENEZ,

2019).

4.4 PREVISAO, AVALIACAO E VALIDACAO DA ESTRUTURA TERCIARIA DOS
MODELOS

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 analise de Ramachandran para avaliacdo da
qualidade conformacional dos modelos tedricos 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).

4.5 PRODUCAO E VALIDACAO DE PRIMERS

Usado o servidor NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/) para coleta das
sequéncias de RNA dos genes que traduzem as proteinas de interesse. Apds 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). Apos esta etapa, foi desenhado os
primers nos servidores Primer-Blast no NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) e Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi)
(YE, 2012; VILHENA, 2015), além de validagdo do desenho pelo servidor Oligo Calc
(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).


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estudo das caracteristicas e as proteinas que foram depositadas até o ano de 2021
no banco de dados NCBI, além das propriedades de cada uma encontrada na plataforma, Tabela

3ed.

Tabela 3 - Informacdo gendmicas das espécies do género Gossypium depositadas no banco

de dados, NCBI.
" , Tamanho do .
Genoma Espécie Numero de acessos** Genes sequenciados
genoma
trn; ndh; 1ps;
13 cromossomos Gossypium GCA_007990495.1 2.193.557323  OtOCK atp; pet; psa;
haploides tomentosum psb; ccs; rpl; rpo;

rcb; yef

13 cromossomos

hapléides Gossypium laxum GCA 013511315.1 833.895.178 -

trn; D9X20; trnl;
13 cromossomos Gossypium lobatum tl;lllof'; 1?(?1;’ YCE atsz;'
hapléides P GCA_013467485.1 744.535.494 psb; neh, TpY, psa,
pet; cem; rpo; acc;
rbe; ccs; mat; clp

trn; D9X19; ycf; rps;
13 cromossomos Gossypium GCA_013677275.1 729.428.757 atp; psb; ndh; rpl;
haploides schwendimanii - psa; pet; cem; rpo;
acc; rbe; mat; clp

trn; rpl; ycf; ndh; rps;
13 cromossomos Gossypium rrn.; ccs.; psa.; rpo;.
e . pet; psb; clp; cem;
haploides klotzschianum acc; rbe; atp; mat;
GCA _013677235.1 670.958.353 ; 10c; atp; ’

tRNA-Gly
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nad; atp; rrn; trn;
ccm; mat; rpl; rps;

13 cromossomos Gossypium espiga; sdh; cox; mtt;
haploides davidsonii ycf; ndh; psa; ccs;
GCA_013677245.1 704.223.819 IPO; pet; clp; psb;
- cem; rbc; atp; mat

rpl; trn; yef; ndh; rps;
13 cromossomos 2 o ivm aridum  GCA_013487665.1 739.119.247 rm; ccs; psa; clp;

haploides

1po; pet; psb; 1pl;
acc; rbc; atp; mat

13 cromossomos
haploides

Gossypium australe

GCA_005393395.2

1.743.386.794

rpl; trn; yef; ndh; ;)
ps; ccs; psa; clp; pet;
psb; cem; rbe; acc;
rpo; atp; mat

nad; atp; rrn; trn;
ccm; mat; rpl; rps;

13 Cromossomos Go;sypium GCA 013467465.1 655.376.848 cox; espiga; mtt; sdh;
haploides trilobum - ycf; ndh; ccs; psa;
clp; rpo; pet; psb;
cem; acc; rbc; mat
. rpl; trn; yef; ndh; rps;
13 cromossomos Gossypium GCA _013677265.1 780.950.899  rmn; ces; psa; clp; pet;
haploides armourianum - o
psb; rbe; atp; rpo
rpl; trn; ycf; ndh; rps;
rrn; ndh; ccs; psa;
13 cromossomos Gossypium GCA 013677255.1 732.154.658 clp; pet; psb; cem;
haploides harknessii - rbc; acc; atp; rpo;
mat; ccm; ACQL1S5;
sdh; cox; mtt; nad
clp; trn; ndh; rps;
13 cromossomos psb; rrm; rpl; ces; psa;
. Gossypium turneri GCA_008044935.1 755.203.240 ycf; rpo; pet; psb;
haploides RGP YRI
cem; acc; rbe; atp;
ihb; mat
nad; atp; rrn; trn;
ccm; mat; rpl; 1ps;
13 cromossomos . ium thurberi  GCA_004027125.1 582,006,748  CsPiga; sdh; cox; mtt;
haploides psa; pet; ycf; ccs;
ndh; psb; rpo; cem;
acc; rbc
trn; pet; ndh; ycf;
. psb; 1ps; psa; rpl;
13 cromossomos Gossypium GCA_013467495.1 664.724.314 mat; GogoCr; rb;
haploides gossypioides - RN
atp; rpo; ccs; clp;
cem
rpl; rps; trn; yef; rrn;
13 cromossomos Gossypium GCA_010883175.1 1.190.210.753  oc% ndh: psa; atp;
haploides longicalyx - psb; pet; mat; clp;

cem; acc; rbe; rpo
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26 cromossomos

GCA_007990455.1

2.315.094.184

rpo; trn; rpl; ndh; rps;

haploéides - 2 Gossypium ycf; psb; psa; mat;
conjuntos de mustelinum GomuCer; pet; cem;
genoma GCA_017165895.1 2297201019 TG atp; cessace
trn; rpl; ndh; rps; ycf;
26 cromossomos Gossypium GCA._007990485.1 2.193.557.323 psb; psa; mat;
haploides tomentosum - GotoCr; pet; cem;
atp; rpo; ccs; clp; acc
trn; rpl; ndh; rps; ycf;
26 cromossomos Gossypium psb; psa; mat;
o ypu GCA_007990325.1 2.182.957.963  GodaCr; pet; cem;
haploides darwinii - VRS
rbc; atp; 1po; ccs;
clp; acc
GCA_000612285.2 1.694.597.732
13 cromossomos
haploides - 3 Gossypium GCA_000787975.1 1862242.191  LOCI0848___
conjuntos de arboreum — trna;
genoma
GCA_013265605.1 94.637.005
GCA_008761655.1 2.195.804.943
26 cromossomos rps; ycf; cem; trn;
haploides - 4 Gossypium GCA 002928715.1 1.394.237.086 rrn; rpo; 1pl; psb;
conjuntos de barbadense GCA 001856525.1 2.566.742.836 psa; pet; ndh; mat;
genoma clp; cces; atp; acc
GCA_002926015.1 775.251.585
GCA_007990345.1 2.306.070.423
26;“1‘?3““;05 Gossnt GCA 006980745.1 2287866413 .
ap’oces - OSSypium GCA_006980775.1 2.308.215.698 -
conjuntos de hirsutum — trna;
genoma GCA 000987745.1 2.188.311.125
GCA_002504345.1 169.284.829
13}}“‘;‘}?3550“;05 Gossun GCA_000327365.1 761.565.430
aplodes - OsSyprum LOC10580
conjuntos de raimondii
genoma GCA 013467475.1 615.032.910
GCA 000331045.1 773.767.704
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GCA _005931075.1 734.884.094

Fonte: Proprio autor.

A partir da Tabela 3, pode ser visto pelos genes sequenciados mais depositados na
plataforma quais genes tém sido mais estudados de cada espécie de algodoeiro, além de se ter
um panorama melhor dos dados ja sequenciados depositados. Em seguida, foi iniciado a triagem
referente a genes com potencial de prover tolerancia a resisténcia ao estresse salino no vegetal,
Tabela 4.

Com isto, foi selecionado trés proteinas taxondmicas para estudo, Tabela 4, dentre o
género Gossypium, espécie G. hirsutum, a qual possui maior importancia econdmica
mundialmente. A primeira, pertencente ao dominio Rop_like, tem na literatura a confirmagao
sobre seu potencial que de acordo com FINKELSTEIN (et al., 2002), este dominio esta
relacionado a resposta ABA (4cido ascorbico), o qual é um fitohormonio que modula processos
do crescimento, desenvolvimento e estresses abidticos nas plantas, dentre estes, estd o estresse
salino.

Ja a segunda, do dominio do citocromo P450, tem em sua descricio sobre os
mecanismos de agdo que os seus dominios conservados estdo relacionados, mostra-se
diretamente relacionada ao estresse em questao, assim como YAN (et al., 2016) indica em seu
estudo com a expressdo dessa proteina em plantas transgénicas de Nicotiana benthamiana
submetidas a condi¢do de redugdo hidrica e aumento da salina.

E a terceira, do dominio bZIP, respectivamente, esta relacionada aos mecanismos de
acdo a estimulos fisioldgicos, dentre os quais, de acordo com WANG (et al., 2021), que indicou
associacdo dos genes deste dominio com estresse abiotico, mais especificamente os JcbZIPs 34,
36, 49 e 50 a resisténcia ao estresse salino e seca.

Apos a validagdo das fungdes das trés proteinas selecionadas, foi utilizada, a mesma,
para estudo fisico-quimico no servidor ProtParam, Tabela 5, e no BlastP para coletar as
sequéncias analogas para o alinhamento, Figura 1,2,3.

Os resultados do ProtParam sdo 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 fungdes, imprescindivel para estudo
experimental, precisamente durante a corrida do gel onde as proteinas sdo separadas de acordo

com seu gradiente de pH na corrida do gel, se movimentando a partir desse diferencial, e
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parando no momento em que atingem a carga total igual a zero, ou seja, seu ponto isoelétrico
(pl), atingindo a posi¢ao 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, serdio a base para a construgdo 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 ¢ caracteristico a quantidade
de aminoacidos em sua sequéncia, sendo uma referéncia para determinagdo (GUERRA, et al.,
2011). Na cromatografia, a separacao ¢ de proteinas ocorre conforme o volume e carga
molecular, os quais podem ser usados para determina¢do da massa e consecutivamente o peso
molecular, com a eletroforese unidimensional, a qual possui menor capacidade de separagao,
menos de 50 proteinas geralmente em relagdo a bidimensional, a massa molecular ¢ o fator
determinante na corrida, pois quanto menor a massa, mais rapida ¢ a movimentagao da molécula
sob o gel. Ao se falar da técnica de eletroforese bidimensional que consiste na separagdo de
proteinas para estudo protedmico, os fatores que influenciam na corrida sdo o ponto isoelétrico
e massa molecular (MORAES, et al., 2013).

O Gravy (Grand average of hydropathicity) é o indice de hidropaticidade que expressa
a soma de hidropaticidade dos aminoacidos dividida pelo nimero de residuos, este indice
aponta o quao soluvel a proteina ¢ com valores positivos para hidrofobicas e negativos para
hidrofilicas (DE LIMA, 2015), no caso das proteinas em estudo, Tabela 5, todas sdo
hidrofilicas, o que ¢ 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, fungdes bioldgicas mais dindmicas, como transporte de gases em que a hemoglobina
¢ responsavel, ja as hidrofobicas tendem a ter uma conformagao fibrilar em forma de um cordao
e fung@o mais estrutural, como o coldgeno na formacgao dos tecidos (MARQUES, 2014).

O indice de estabilidade provém o nivel de estabilidade que a biomolécula possui em
um tubo de ensaio, a qual ¢ considerada estavel abaixo de quarenta e instdvel 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 organismos, o que direciona o

pesquisador para a manipulagao deste material bioldgico em analise.
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Tabela 4 - Informagdes sobre as proteinas taxondmicas com fungao sobre estresse salino em plantas do género Gossypium, informagdes retiradas

do NCBI.

Proteina

Dominio

Mecanismo de acao

Funcao

Codigo de acesso

proteina de ligagao a GTP
semelhante a rac ARACS
[Gossypium hirsutum]

Rop like

A subfamilia Rop (proteina relacionada com Rho de plantas)
desempenha um papel em diversos processos celulares, incluindo
organizag¢do do citoesqueleto, polen e crescimento celular vegetativo,
respostas hormonais, respostas ao estresse e resisténcia a patégenos.
Rop4 e Rop6; Rop6 também ¢ responsavel pela resposta ABA, e a
resposta ABA também ¢ regulada por Rop10.

Estresse

NP 001314362.1

citocromo P450 tipo
CYP82D47 [Gossypium
hirsutum)]

Citocromo P450
(CYPS82 ou
Cyp82)

Os genes da familia 82 do citocromo P450 (CYPS82 ou Cyp82)
residem especificamente em dicotiledoneas e geralmente sdo
induzidos por distintos estresses ambientais. Os membros
caracterizados incluem: Glycine max CYP82A3 que ¢ induzido por
infec¢do, salinidade e estresse hidrico, e esta envolvido na via de
sinalizagao do acido jasmonico e etileno, aumentando a resisténcia
das plantas.

Estresse
salino

NP_001314395.1

proteina de fator de
choque térmico
semelhante a HSF8
[Gossypium hirsutum]

bZIP

Eles atuam em redes de homo e heterodimeros na regulacdo de um
conjunto diverso de processos celulares, incluindo sobrevivéncia
celular, aprendizagem e memoria, metabolismo lipidico e progressao
do cancer, entre outros. Eles também desempenham papéis
importantes nas respostas a estimulos ou sinais de estresse, como
citocinas, agentes genotoxicos ou estresses fisiologicos.

Estresse

NP_001314347.1

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas das proteinas base usadas na ferramenta BlastP
para coleta das outras 15 sequéncias do servidor NCBI, informagdes obtidas no servidor

coli, in vivo).

ProtParam.
Grande
Proteina Meia vida Indice de média de Ponto Nutmero de Peso
instabilidade hidropatia isoelétrico aminoacidos molecular
(GRAVY)
Rop_like 30 horas Gflu 61; - 0,217 9,02 198 2189223
— (reticuldcitos Grau 11 =
P450 de mamiferos, 36.93 -0,211 8,83 522 58489,73
in vitro). :
> 20 horas
(fermento, in
Vivo). Grau Il =
Hst8 ~ 10 horas 63.54 -0,727 4,78 515 56661,67
(Escherichia

Fonte: Proprio autor.

Em seguida, apds identificar as trés proteinas taxondmicas responsaveis pelo estresse

salino no algodoeiro, foi feito o alinhamento de sequéncia multipla entre as 16 sequéncias de

cada uma das trés proteinas no ClustalW (Figura 1,3,5). E importante obter tanto sequéncias

com alto grau de similaridade, quanto de baixa similaridade para que a arvore tenha uma maior

seguranga quanto as suas estimativas evolutivas, assim, foi adicionado tais sequéncias de

proteinas, ndo observando o organismo a qual pertence, mas sim o grau de similaridade com a

proteina alvo.

Este passo ¢ importante pois, procurar similaridades entre as sequéncias de nucleotideos

e/ou aminoacidos, neste caso € de aminoacidos, a fim de determinar se sdo idénticas o suficiente

para inferir em sua homologia, pois nestas ocasides pode-se estabelecer similaridade funcional

(DE LIMA, 2015) e evolutiva.
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Figura 1 - Alinhamento de sequéncia multipla da proteina de ligagdo a GTP semelhante, a rac
ARACS, da espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum no ClustalW.

Glycine_max | NP_801235844.2
G_raimondii | KJB53185.1
G_aridum | MBA@G9107.1
6_raimondii | ADY68835.1
Durio_zibethinus | XP_022736748.1
G_hirsutum | NP_@@1314362.1
G_raimondii | XP_912440446.1
G_hirsutum | ADY68837.1
G_barbadense | ADY63823,1
G_hirsutum | ADY68536.1
G_barbadense | PPRBEB22.1
6_hirsutum | XP_016728080.1
Corchorus_olitorius | OMO7B421,1
Durio_zibethinus | XP_822735746.1
Theobroma_cacac | XP_0@7036149.1
Herrania_umbratica | XP_021292167.1
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Fonte: Proprio autor.

Comparando o alinhamento obtido no ClustalW, Figura 1, com o grafico de regides
conservadas do dominio Rop like da proteina de ligagdo a GTP semelhante a rac ARACS
(Gossypium hirsutum) referente a estresses abioticos do NCBI, Figura 2, temos que estas
sequéncias estdo localizadas na posicdo 80, 87, 100, 167, 173, 180 da proteina base do
alinhamento (NP_001314362.1), as quais estdo selecionadas na Figura 1 em vermelho. A partir
da observacao dos residuos conservados, pode-se inferir que dentre as seis posi¢cdes do NCBI,
no alinhamento nao € possivel encontrar as mesmas posigoes, somente em posi¢des proximas,
171, 176, 177, 179 mais proximos do 173 e 180 (Figura 2), regides mais promissoras a fazer

parte deste dominio com funcao relacionada ao estresse salino.



Figura 2 - Dados do alinhamento do dominio Rop_like no NCBI.

Pssm-ID: 205705 Cd Length: 173 Bit Score: 358,18 E-value: 1,35e-132

18 28 3@ 48 58 68 74 88
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Ei 1831987133 BE SL WS R ASHE
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 3 - Alinhamento de sequéncia multipla da proteina citocromo P450 tipo CYP82D47,
da espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum no ClustalW.

Prunus_armeniaca | CAB4296392.1 mdyslpyvnsitaflftiiivsyyfs-—-——-rrurpaklapteakgawpi
G_davidsonii | MBA®624583,1 mdlldlsifgy----alvlgitl-1flytklkrsssgsggkappvaagawpii
G_arboreum | KHG@129@.1 mdlldlsifgy alvligitl-1Fflytklkksssgsvghkappvaagawpil
G_schwendimanii | MBAGSEE527.1 mdlldfstfgy avwlgitl-1flytklkksssgsggkoapvosgawpiig
G_schwendimanii | MBAG866525.1 mdlldfstfgy awlgitl-1Fflytklkksssgsggkaspvasgumwpii
6_trilobum | MBA775238.1 mdonde d fstfgy ums vwwlgditl-1Fflytklkksnsgsgghsspyasgemu
G_sustrale | KAA3488855.1 mdpldlstfgy wmavwlcitllflytklkkrssgsgghappyaagampii
G_australe | KAA3488856.1 mdpldlstfgy-—avillcitl-1Fflytklkipssgsggkappvoagaw
G_arboreum | XP_017643194.1 mdpldlstfgy awlgitl-1lflytklkkpssgsggkoppveagawpi
G_mustelino | TYJ35072.1 mdpldlstf EE PV alEaAWE
G_barbadense | KAB2082570,1 mdpldlst¥ 88 s gawpi
G_hirsutum | NP_B@1314395,1 mdplylst €8 sagawp
G_tomentosum | TYM71926.1 mdpldlst Ves gawp
G_mustelinum | TYIS23@8,1 mdpldlst sagawpi
6_davidsonii | MBA®623572,1 mdpldlst sagawpi
G_dsvidsonil | MBAR623571,1 mdpldlst sagawp
Prunus_armenisca | CAB4296352.1 gstpphiklas tndlalssrpklavdh mn3
G_davidsonii | MBAB624583.1 EPpkaphes ndmyvssrsefosaeh 115
G_arboreum | KHG@129@.1 EPpkaphes ndmh ssrsefasaeh 115
G6_schwendimanii | MBA@BE6527.1 gpktphet ndmyvssrsefasaeh 115
G_schwendimanii | MBABBEE525.1 gpktphet ndmy ssrsefosaeh 115
G_trilobum | MBAB775238,1 Epktphet ndmyvssrsefasaeh 115
G_australe | KAA3488855.1 gpkaphea ndmyvssrsefasaeh 115
G_sustrale | KAA3488856.1 gpkaphea ndmyvssrsefasaeh 115
G_arboreum | XP_817643194.1 gpkaphea ndmyvssrsdeefosaneh 15
G_mustelinum | TY235072.1 EPkumphum iftvndmyvssrsdeefasaeh 115
6_barbadense | KAB2082570.1 gpkumphun nssevumkKeiftundmyvssrsefasaeh 115
G_hirsutum | NP_BG1314395.1 Bp kumphum nssevumkedlftvndmhvssrsefasaeh 115
G_tomentosum | TYH71926.1 EPEumphum nssevumkeiftvndmhvssrsefaseh 115
G_mustelinum | TYIB23@8.1 gpkumshe lwnssevumkeiftvyndmhussrsefasaeh 115
G_davidsonii | MBA®623572.1 gpkumphumeuwn lgdleekygpumymirigyv win nssevumkelftvndmyvssrsefasaeh 115
G_davidsonii | MBA@623571.1 gpkaphealgdleekygpaymirigvhpal nssevakeliftvndmyvssrsefasaeh 115
. sw .. wmEs, e, %E, ® w., ®% .. B¥m wm_ wx., sew .. % *
Prunus_armeniaca | CAB4296392.1 igynyamfgfapsgpfuwuremrkittlellsnrrlellrhilvsevttflgelyktwstae 173
G davidsonii | MBAGE24583.1 lgynyamfgfepygaqfurenrkitmlevlsnhridglkkvfuvseiegsomkllyntuasdkk 175
G_arboreum | KHGE1298.1 lgynyamfgfspygaqfuremrkitmlevlsnhridgqlkivflseiegsmkllyntuadkk 175
G _schusndimanii | MBARBEES27.1 lgynyamfgfepygayuwrenrkitmlevlsnhridglkkvfuvseiegsomellyhktuasaqkk 175
G_schwendimanii | MBARS66525.1 lgynyamfgfspygaqyuwremrkitmlevlsnhridgqlkivfvseiegsmkllyhktuaqkk 175
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Fonte: Proprio autor.

Ja comparando o alinhamento obtido no ClustalW, Figura 3, com o grafico de regides

conservadas do dominio CYP82 da proteina citocromo P450 tipo CYP82D47 (Gossypium

hirsutum) referente ao estresse salino do NCBI, Figura 4, temos que estas sequéncias estao

localizadas na posi¢ao 80, 151, 160, 230, 240, 308, 320, 388, 400, 447, 468, 515 da proteina

base do alinhamento (NP_001314395.1), as quais estdo selecionadas na Figura 3 em vermelho.
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A partir da observacao dos residuos conservados, pode-se inferir que dentre as doze posi¢des
do NCBI, no alinhamento sé aparece a posi¢ao 230, exatamente, menos na Pronus armeniaca
(CAB4296392.1) que varia para 233, em relacdo as demais posi¢des € possivel encontrar
aproximacoes, 410, 470, 473 para a 400, 468, 473 (Figura 4), regides mais promissoras a fazer

parte deste dominio com fungao relacionada ao estresse salino.

Figura 4 - Dados do alinhamento do dominio da familia 82 do citocromo P450 no NCBI.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 5 - Alinhamento de sequéncia multipla da proteina de fator de choque térmico
semelhante a HSFS, da espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum no ClustalW.
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Populus_simonii | AKV5S6346.1 dpedi eakangndvgpnangwdkaghvdglteqgmelltsdkk 482

G_arboreum | XP_@17611@64.1 epedi pmdskgegneggqpmdkguwudesghmdnlteqmgllgsdnng 515
G_australe | KAA345636@.1 pediestpmdskgegneggpmdkrudesghmdnltegmgllgsdnsrs 15
G gpediestpmdsk e n pm e n 515
G_ gpediestpmds e B 515
G_ gpedi mds e 1 n 515
G_ gpedi md s w de 1 n 515
G_ gped m d ! s 1 n 515
G_| gped m d W s g 1l s n 515
G_| gped pmd e ! s g 1 s nn 515
G_| gpedie d gegnegqpmdkgwdesgymdnlteqmgllgsdnn 515
G_barbadense | KAB2: gpedi tpmdskgegneggqpmdkguwdesgymdnlteqmgllgsdnns 515
G_tomentosum | TYH31593. gpedi tpmdskgegnegqgqpmdkguwdesgymdnlteqgqmgllgsdnn 515
G_raimondii | XP_212472188.1 gpediestpmdskgegneggqpmdkguwdesgynmdnltegmegllgsdnn 515
G_hirsutum | KAG4156417.1 gpediestpmdskgegneggpmdkguwdesgymdnlteqgmgllgsdnn 515
G_darwinii | TYG77781.1 gpediestpmdskgegneggqpmdkguwdesqymdnlteqmgllgsdnn H 515

Fonte: Proprio autor.

E comparando o alinhamento obtido no ClustalW, Figura 5, com o grafico de regides
conservadas do dominio da superfamilia bZIP da proteina de choque térmico semelhante a
HSF8 (Gossypium hirsutum) referente a estresses fisiologicos do NCBI, Figura 6, temos que
estas sequéncias estdo localizadas na posi¢ao 67, 208 da proteina base do alinhamento
(NP_001314347.1), as quais estdo selecionadas na Figura 5 em vermelho. A partir da
observagao dos residuos conservados, pode-se inferir que dentre as duas posi¢cdes do NCBI, no
alinhamento nao ¢ possivel encontrar as mesmas posi¢des, somente em posi¢des proximas, 60,
206, mais proximos do 67, 208, respectivamente (Figura 6), regides mais promissoras a fazer

parte deste dominio com fungao relacionada ao estresse salino.

Figura 6 - Dados do alinhamento do dominio da superfamilia bZIP no NCBI.

Pssm-ID: 419672 Cd Length: 63 Bit Score: 3497 E-value: 7 47e-03

18 20 3@ 49
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Cdd: cdl472@ 38 VGLEDEVEQLQROREK L LR E ------- KAEMAKS L RE M KQ K L NDL &7

Fonte: Proprio autor.

O estudo comparativo dos alinhamentos ¢ fundamental para analisar areas dentro das 48
sequéncias com alta de similaridade, os quais podem ser uteis para construcdo de primers
degenerados, feito com base em sequéncias, de forma a cobrir uma maior gama de
possibilidades das regides de interesse (OLIVEIRA, et al., 2015). Estas regides, de acordo com
a Figura 19, estdo localizadas nas posigdes 349, 425, 483, 486, 522, 525 da sequéncia dos
aminoacidos da proteina.

A partir do alinhamento das sequéncias, foi o utilizado o software Mega X com método
de méxima parcimonia e de inferéncia o bootstrap de mil réplicas, para construcao das arvores

filogenéticas individuais das trés proteinas (Figura 7,8,9), a arvore filogenética comparativa dos
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trés alinhamentos individuais num multiplo (Figura 10,19), para entender a partir das duas
ferramentas o grau de similaridade e conservacdo das proteinas entre as espécies do género
Gossypium, maioritariamente, pois ha sequéncias similares dentre e entre espécies.

Na arvore filogenética, pode-se ver as relagdes evolutivas entre varias espécies de
acordo com as sequéncias de genes, DNA, RNA, proteinas ou até caracteristicas fenotipicas.
Na arvore, quanto mais proximo um noé do outro (intersecgdes), mais recente € o antepassado,
Jjé sobre os ramos, significa que menor ¢ a mudanga e tempo evolutivo. Pela sua estrutura, ha
a possibilidade de se saber se ha um ancestral comum a todos como referencial ou ndo, caso
haja, esta ¢ enraizada e caso contrario ela ¢ ndo-enraizada (PEREIRA, 2010; SAKAMOTO,
2016).

Esta determinagdo tem influéncia direta nas sequéncias escolhidas para constru¢do da
arvore, assim para se determinar a raiz de uma arvore nao-enraizada, ¢ sO adicionar ao
alinhamento um outro grupo de taxon para maior consisténcia da analise, como foi feito ao
incluir sequéncias com baixa similaridade juntamente com as de alto grau e de organismos
diferentes (PEREIRA, 2010; SAKAMOTO, 2016). Este método funciona quando ha um galho
separado desde o inicio do ramo principal, o que pode ser visto na Figura 7,8,9,10, ja que pela
estrutura das arvores obtidas, estas ndo sdo enraizadas.

Pelo método de inferéncia utilizado metodologicamente, o de maxima parcimdnia, é
baseado numa matriz com os caracteres de interesse nas linhas e taxons nas colunas, € o
programa escolhido ird percorrer os locais da arvore procurando critérios que atingem
resultados admissiveis considerando cada aminoacido como um carater particular no calculo. E
um método consistente, porém passivel de artefactos, devido a evolucdo lateral, selecdo
convergente e outras causas. Aliado a este, foi adicionado o método para medir a confiabilidade
de uma arvore inferida, o teste de bootstrap, em que reconstroi a arvores com base na matriz
nxm (m sequéncias, com n aminoacidos cada uma) e as colunas da matriz sdo escolhidas
aleatoriamente e duplicadas em uma segunda matriz, gerando um novo alinhamento do mesmo
tamanho, o qual ira inferir novas sequéncias usando métodos e parametros iguais (PEREIRA,
2010; SAKAMOTO, 2016; SCVORTZOFF, 2012).

Assim, o resultado do teste serd comparado com a arvore original, gerando para cada
ramo interior um valor percentual referente a sua qualidade, ja que este método observa a
distribui¢ao obtida em uma amostra para inferir a distribuigao real desta. Deste modo, espera-
se que para que seja confidvel biologicamente o resultado seja igual ou maior a 95%
(SANDERSON, 1995), porém ¢ valido dizer que como este método infere aos proprios dados,
ndo pode sdo comparaveis entre filogenias distintas (PEREIRA, 2010).
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Observando as arvores filogenéticas das trés proteinas dos Rop _like, P450 e bZIP, pode-
se inferir taxonomicamente sobre as relagdes evolutivas entre as mais diversas espécies € o grau
de parentesco entre estas, os quais a distancia ¢ proporcional a quantidade de substitui¢des de
nucleotideos da sequéncia génica (CALDART, et al., 2016).

Para as proteinas do dominio Rop _like, Figura 7, € possivel observar a presenca de um
outgroup (51) com presenca de duas proteinas de espécies distintas do mesmo género, G.
barbadense e hirsutum, estas respectivamente, encontram-se presentes em outros clusters
dentro da arvore, para a G. barbadense encontram-se distantes no 39 € 51, G. hirsutum localiza-
se no 38,38,51. Também tem o G. raimondii nos pontos 39, 80, 38, assim como, contando com
a presenca do conjunto de aminoacidos mais similares com o género Gossypium do que entre
elas mesmo. A disposi¢do apresentada, revela que este género tem boa variabilidade, em parte
pela distribuicdo geografica as quais estdo sdo originarias ¢ ao fato de sua reprodugdo,
parcialmente alégama e autdgama, podendo assim, ser mais similares a proteinas de outras

espécies do que entre o mesmo género (DE SOUSA, 2010).

Figura 7 - Arvore filogenética bootstrap consensus da proteinado dominio Rop_like, obtida
no MEGA-X.
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Fonte: Proprio autor.

A proteina do dominio P450, Figura 8, pode-se ver uma homogeneidade maior, ja que

dentre as 16 sequéncias, 15 sdo do género Gossypium, tal como os clusters (grupos): G.
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schwendimanii e G. trilobum (45), G. davidsonii ¢ G. arboreum (75), G. mustelinum ¢ G.
barbadense (77), G. Hirsutum ¢ G. mustelinum (32) com ancestral comum o G. tomentosum
(66). Esta similaridade entre espécies pode estar associada a quantidade de cromossomos,
tetraploides e diploides, ja que a reproducdo cruzada sé ocorre entre espécie com quantidade de
cromossomos comuns (HOFFMANN, et al., 2020), a exemplo disto tem as espécies G.
mustelinum e G. barbadense, tretraploides que se encontram no mesmo grupo (77) (DE
SOUSA, 2010). Além disso, ha a presenca de outgroup e diferenca maior entre as proteinas da
mesma espécie do que dentre espécies, como G. mustelinum nos nos 32 e 72, G. arboreum no

75 € 85, G. davidsonii nos 43, 62 € 75.

Figura 8 - Arvore filogenética bootstrap consensus da proteina do dominio citocromo P450,
obtida no MEGA-X.
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Fonte: Proprio autor.

J4, a &rvore das proteinas do dominio bZIP, Figura 9, apresenta disposi¢ao similar com
a do dominio P450, tendo entre as 16 sequéncias, 15 pertenente ao género Gossypium. O
outgroup existente ¢ bem espesso em quantidades de sequéncias que possui, contendo 5
espécies diferentes. Outrora, a similaridade entre estas, as quais formam um grupo, sdo G.
davidsonii e G. tomentosum (38), G. hirsutum ¢ G. raimondii (52), G. davidsonii ¢ G. trilobum

(35). Reforgando, o fato do cruzamento como causa.
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Figura 9 - Arvore filogenética bootstrap consensus da proteina do dominio bZIP, obtida no
MEGA-X.
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Fonte: Proprio autor.
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No estudo comparativo mais profundo sobre tais proteinas, Figura 10, ¢ possivel
observar o grau de similaridade genética entre as proteinas em estudo relacionadas a outras
espécies, ocasionalmente mais similares entre do que dentre as espécies, reforgando as causas
da disposicao da arvore, as quais sdo: boa variabilidade genética pela sua forma de reprodugao
e reproducdo cruzada.

Adicionalmente a isto, na filogenia molecular, a inferéncia a respeito da classificacao
taxonOmica das espécies € uma concepgao valida, afinal a arvore filogenética de gene atribui
sua constru¢do em conjunto de homologos, deduzidos a partir de dados moleculares, os quais
podem ter a representacdo de uma espécie varias vezes dentro da arvore ou a sua exclusao caso
ndo seja simil a biomolécula alvo. J4 a arvore de espécie que apesar de ser inferida por sequéncia
de genes em DNA, RNA, possui uma topologia que percebe realmente a historia evolutiva das
espécies observadas e s pode aparecer cada espécie uma vez, diferentemente da arvore de gene
que ndo pode representar a de espécie, pois € até rasteiro considerar o estudo de genes em
espécies como suficiente para estudo da evolugdo visto que cada gene pode retratar diferentes
passos evolutivos para as espécies em estudo, como mutagdes e fluxo génico, porém ao se fazer

isso com varios genes pode-se conjecturar uma arvore de espécie (SAKAMOTO, 2016).
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Dado a este fato de uso de varios genes para conjecturar uma arvore de espécie, pode-
se observar na Figura 10, uma arvore formada com trés genes, a qual pode nos dar informagdes
mais relevantes sobre as espécies. De acordo com a mesma e o teste de booststrap, pode-se ver
nos galhos internos alguns com altas porcentagens, acima de 95%, valor de referéncia, em que
estdo no valor de 99%, dentro deles, nos galhos mais internos ainda, unidades taxonomicas,
esta medida vai diminuindo, chegando a galhos terminais com 78% (G. davidsonii e G.
arboreum), 82% (G. arboreum com o galho em 76% com G. mustelinum ¢ G. barbadense) e
80% (G. aridum e G. raimondii), desta maneira pode-se inferir que tais espécies de algodoeiro
sdo evolutivamente mais proximas biologicamente na realidade. Em relagao aos demais ramos
e nods terminais, devido a baixa porcentagem de bootstrap, ndo ¢ valido inferir relacdo
taxondmica-evolutiva entre os genes das espécies presentes, pois apresentam baixa
consisténcia.

E viavel atribuir, esta ndo inferéncia as arvores filogenéticas de cada proteina isolada,
Figura 7,8,9, devido a baixa consisténcia dos valores atribuidos pelo teste de bootstrap, abaixo
de 95%, em que para o dominio Rop_like, Figura 7, seu galho mais consistente tem 80% (G.
hirsutum e G. hirsutum) € um galho terminal referente a duas proteinas da mesma espécie, para
o dominio P450, Figura 8, a média foi a mais alta dentre as trés proteinas em andlise, chegando
a 93%, e por fim, a do dominio bZIP, Figura 9, foi a que possui menor valor, 76%.

Este valor pode ser atribuido ao baixo grupo de tdxons com baixa similaridade com a
proteina alvo adicionados as sequéncias alinhadas para construgdo da arvore, gerando baixa
consisténcia, o que ¢ minimizado na arvore filogenética comparativa das trés proteinas, Figura
10, por ter este maior nimero de tdxons dissemelhantes. Outro fator a se considerar,
principalmente na Figura 10, a possibilidade de inferéncias incorretas em valores altos de
bootstrap, como em situagdes com taxas de mudangas muito divergentes e viés sistematico nos
dados (PEREIRA, 2010).

Para o estudo da estrutura tridimensional das proteinas, Figura 11 (a,b,c), ¢ interessante
falar que a sua forma terciaria revela muitas informagdes importantes, como a possibilidade de
identificar quais residuos estdo mais internos, no nucleo proteico, ou mais na superficie,
expostos a interagdes, além de sua composi¢cdo molecular com a presenca de folhas-beta, alfa-
hélice e regides de looping para caracteriza-la, uso em comparacdo estrutural onde pode-se
identificar sitios funcionais, evolugdes e mutacdes relacionadas a este, e funcdo proteica a partir
da sua conformagdo (DE LIMA, 2015).

Estas biomoléculas sdo extremamente sensiveis, ao nivel em que uma simples mudanca

em sua sequéncia pode modificar sua estrutura e consequentemente a fun¢do desempenhada
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pela mesma. Assim, a compreensdo entre funcdo e estrutura tridimensional para anotacdo
funcional em maior escala deve ser observadas pelos padroes mais conservados € nao padroes
sequenciais, pelo fato de haver mais mutagdes e mudangas neste ultimo, mais dificuldade de
predicao, além dos conservados serem, normalmente, a regido que desempenha alguma
funcionalidade (BOARETO, et al., 2012), tal como o fato da estrutura manter-se conservada
mais do que a sequéncia em si, pois ¢ a partir de uma grande por¢do de aminoacidos que a

estrutura secunddria e tercidria sdo compostas.
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Figura 10 - Arvore filogenética bootstrap consensus comparativa dos alinhamentos multiplos
das trés protéinas, Rop like, P450, HSF8, obtida no MEGA-X.
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Fonte: Proprio autor.
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Dentre os métodos capazes de realizar tal predigdo, estrutura-funcad, ha o que utiliza a similaridade estrutural, comparando a biomolécula
alvo com outra estrutura analoga de funcao conhecida (LASKOWSKI, WATSON, THORNTON, 2005), alguns motivos provenientes de evolucao
convergente o divergente, pode ser usado na previsao de fun¢do. Uma dificuldade admitida a este método ¢ que muitas vezes ha proteinas com
sequéncias andlogas e funcdes divergentes, ou sequéncias distintas € mesma func¢do e até grupo catalitico e mecanismo iguais, podendo ser, no
primeiro caso em familias distintas, € no segundo, o contrario. Outro fator, ¢ a anotagdo com base apenas na estrutura local, gerando falsos-
positivos, principalmente quando a sequéncia apresenta baixa resolugdo e/ou identidade (ROY, YANG, ZHANG, 2012), e a baixa portecentagem
das esturturas disponiveis que foiram resolvidas experimentalmente, € um fator restritivo a anotacao funcional mais generalizada fundamentada no

conhecimento da estrutura proteica (DE LIMA, 2015).

Figura 11 - Andlise tridimensional da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C.

Fonte: Proprio autor.
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Nas estruturas das proteinas na Figura 11, pode-se inferir que apesar de serem do mesmo organismo, G. hirsutum, elas tem estruturas,
tamanho sequéncia dos nimeros de aminoacidos, Tabela 5, e pertencem a dominios diferentes, porém apresentam mesma fun¢ao relacionada a
tolerancia, resisténcia ao estresse salino, podendo divergir, provavelmente, em seu mecanismo de a¢ao ou até grupo catalitico. Ademais, quanto as
caracteristicas conformacionais, na Figura 11, (a) referente a proteina do dominio Rop_like tem grande quantidade de folhas-beta em relagdo a
alfa-hélice, e ligacdes de looping ligando estas entre si; a proteina do dominio P450 tem grande quantidade de folhas-beta em relagdo a alfa-hélice,
e ligagcdes 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).

Ainda, sobre a configuragao tridimensional das biomoléculas, o perfil de hidrofobicidade, importante para se observar os sitios funcionais,
além do comportamento da proteina em meio aquoso vinculando a sua tendéncia de solubilidade, mais hidrofilica visualmente como regido em
azul, ou de formar agregados, mais hdrofobico apresentada como regidao em vermelho (DO REGO, 2012). Esta caracteristica tem grande relacao
ao indice de GRAVY, Tabela 5, pois indica o perfil de hidropaticidade, ja testado em estrutura secundaria, assim como o programa Chimera em
analise tridimensional com a estrutura tercidria das proteinas. Desta forma, ao analisar a Figura 12 (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 previsdo obtida
quantitativamente pelo teste de GRAVY, e adicionando a esta Gltima analise, o fato de se poder observar quais areas as proteinas apresentam o

perfil mais hidrofilico em sua estrutura.
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Figura 12 - Perfil de hidrofobicidade em gradiente de cor, regides em azul mais hidrofilicas € em vermelho mais hidrofébicas na proteina dos
dominios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C.

Fonte: Proprio autor.

Como etapa de validagdo do modelo tridimensional das proteinas, o grafico Ramachandran, mostra as conformagdes estruturais da alfa-
hélice e beta-folha, de forma a mostrar a angulag@o torcional, phi e psi, da proteina, analisando se esta estabeleceu uma posic¢ao favoravel a sua
estabilidade e atividade bioldgica, no grafico estas regides positivas encontram-se dentro das areas azuis, as areas ao redor destas sdo instaveis e

ndo favoraveis a proteina (DA SILVA, 2010). Vélido, enfatizar, que ha excecdes para glicina e prolina quanto as areas de permissibilidade dentro
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do gradico, devido a uma maior flexibilidade e rigidez, respectivamente, além disso, para que a resolugdao da proteina esteja qualitativamente

satisfatoria, o grafico deve apresentar valor igual ou maior que 90% de seus residuos em areas permissivas (MORRIS, et al., 1992).

Figura 13 - Grafico de Ramachandran da proteina dos dominios Rop like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C.

General case

180 — N
o

‘ General case General case
180
oo & % N
T oo'ao &ono @ \ o i %o o e
i o |
ofo . © :._/ o o 30;?17?6,6\3}) 1o, . o“:q’é?, 366 Thr
] &
%

Lo - f 0% 83 % 0335 Ser
oA o =5 Tyr g5 Feop 1
Psi —_ /j Jﬂ . ] o O Q‘; ° /Oézqésanser q J6gGlu % tlngéE:r
/ Psi 1\ o\ __S;gga fg?ﬁ;arozww p 02624l
1 . 1 o i 5&43{‘1; 5 Eu B46T

I AP,

go o/ oo [\ \0405GIlu
‘ d 510 Se
o
40 9 o 89Ly . v
@

~J
v 3)C} 68 Asn
0 e\ Bt
S o :ﬂfﬁgsp
T odalu \0}; 'ES% el hsp

v

: © 450 Glu

o

—
L
4

<]

1Y \0
T
Phi

D,__J ] 1
4 5 T i
- - o / /\ ] / © 12 Agnag3 Asn
1 - © 421 Asn
At : N
4 0 J :/ \ © 448 Leu
- N o i
. ° : Q -
/’_"‘q_.t—\ / -180 m '|'0F’0'0"""‘I ""/ -1807(\_\7‘-079"{\\|||||\|\ L A ¢
-180 T T 11 | T T LI L T T 1 T 1 -180 0 180 180 0 Phi 180
-180 0 Phi 180
A B C

Fonte: Proprio autor.

Atentando-se ao resultado obtido pelo Molprobity, Figura 13, € possivel concluir que para a proteina do dominio Rop like todos residuos
de aminoacidos estdo em conformagdes favoraveis mostrando que estas estdo em equilibrio, estdveis dentro das areas azuis (a); para a do dominio

P450 vé-se que os residuos de aminoacidos estdo em conformacgdes favoraveis mostrando que estas estdo em equilibrio, estaveis dentro das areas
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azuis, exceto por cinco residuos: a alanina na posi¢ao 302, aspartato — 176, tirosina — 118, serina — 300 e glutamato — 450 (b); e do dominio bZIP,

a maioria dos residuos de aminodcidos estdo em conformacgdes favoraveis mostrando que estas estdo 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 resolugao, o (a)

seguido pelo (b) e (¢), respectivamente, de acordo com a quantidade de residuos em conformagdes favoraveis.

Figura 14 - Andlise do Z-score da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C.
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Como ferramentas estatisticas de refinamento qualitativo da validagdo da proteina, o grafico de Z-score e o de energia dos scores, mostram

a energia conformacional dos residuos de aminodcidos e sua energia conformacional, a qual espera-se que seja negativo e esteja na faixa azul do

grafico (JIMENEZ, 2019), assim como abaixo da linha preta, a qual representa o Z-score, mostrando a qualidade e confiabilidade do modelo da

estrutura 3D (DE OLIVEIRA, SALES, FREIRE 2020), fornecendo uma média de desvio pradrdo do 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 que ndo com a média geral, e

sim a partir de fragmentos da sequéncia total, sendo o mais escuro o com intervalo menor 10 residuos, e mais claro com hiato maior, 40 residuos

(DATA SCIENCE, 2020; PROSA-WEB, 2021).

Figura 15 - Grafico de energia dos stories da proteina dos dominios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C.
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Destarte, na Figura 14 (a), dominio Rop_like, nota-se que o grafico Z-score encontra-se na regido azul mais escura e negativa no grafico no
valor de -6,07, na Figura 15 (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 variagcao maior em relagao a linha do Z-score, como esperado.
Para a Figura 14 (b), dominio P450, o ponto preto, referente a média total do desvio padrio da proteina, se encontra na regido azul e negativa no
grafico no valor de -7,18, na Figura 15 (b), apesar da posi¢cdo 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
14 (c), o valor do desvio padrdo encontra-se na regido azul, proxima da &rea branca, negativa no grafico no valor de -4,66, na Figura 15 (c), vé-se
que no inicio o modelo esta favoravel, abaixo da linha preta do Z-score, a outra metade da posi¢cdo da sequéncia tem intervalos acima, € 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 anélise estrutural, Figura 13,14,15, com o grafico de Ramanchadran e Z-score que, qualitativamente, a do
dominio Rop_like ¢ mais estavelmente promissora, seguida da P450 e bZIP, respectivamente. J& no estudo tridimensional e nas andlises de
hidrofobicidade, Figura 11, 12, as trés proteinas ndo apresentaram diferencas significativas, sobre o bom nivel de dissolugdo em meio aquoso,
mostrando maior facilidade de manipulacdo experimental devido a esta caracteristica quimica, apesar estruturalmente, tamanho sequéncia e serem

de dominios diferentes, ainda apresentam mesma fung¢ao relacionada a tolerancia, resisténcia ao estresse salino, em comum.

Apos, esta etapa, foi desenhado os respectivos primers especificos das sequéncias estudadas para viabilizagdo do estudo experimental
relacionado ao estresse salino nas espécies do algodoeiro (Tabela 6,7,8), dentre as quais € possivel ver tanto a sua sequéncia, o sentido desta, e
outras informagdes importantes para viabilizagdo do trabalho em bancada durante a execucao do PCR para que se encontre a regido de interesse
no gene que traduziré as proteinas dos dominios Rop like, P450 e Hsf8. Além da validacdo destes desenhos, apresentados pelos fatores fisicos
RlInk, deltaS, 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 fungao (GOSSANI, 2014).
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Ao observar os dominios funcionais das sequéncias de cada proteina relativa a cada dominio em
questdo (Rop_like, P450, HSF8) na Figura 16,17,18, partilham da mesma estrutura, acima possui uma
régua que mostra o intervalo da sequéncia génica em estudo foi delimitada, no caso foi feito cortes nos
intervalos funcionais de cada proteina de interesse, respectivamente (8 — 180, 3 — 522, 167 — 215), para
um desenho de primer mais especifico possivel. Esta sequéncia do gene de tradugdo de cada proteina,
esta representada em vermelho, embaixo desta, em preto, estdo os éxons que sdo o segmento que codifica
parte da sequéncia de aminoacidos, ¢ em azul, Figura 16,17, representa os primers existentes na
plataforma no intervalo pesquisado, NCBI, ndo tendo resultado para o dominio, ratificado no grafico da

sequéncia completa, Figura 20,21,22.

Assim, apds o corte da sequéncia, pode-se analisar nos desenhos dos primers trés fatores
relacionados a sua qualidade: fator 1 - tamanho (preferivel de 18 a 28 bases, mais especificos e estaveis),
fator 2 - temperatura de anelamento (entre 50 a 60°C ¢ o ideal), fator 3 - 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 (MENDONCA, 2016).

Explorando estas condi¢des de trabalho do primer para avaliacdo do gene referente ao gene do
dominio Rop like, Tabela 6. Correlacionando os desenhos obtidos em dois softwares diferentes, ¢
presumivel que os resultados atendem as especificagdes de tamanho, de porcentagem de citosina e
guanina (%CG) somente o primer d encontra-se fora do limite esperado, e em relagdo a temperatura de
nivelamento, todas, no sentido positivo e negativo, estdo proximos aos 60°C. Assim, os mais

promissores sdo o primer e, 2, b, dois adquiridos na plataforma Primer3Plus ¢ um do NCBIL

Os desenho dos genes do dominio P450, Tabela 7, para o fator 1, todas estdo conformes com o
intervalo ideal, fator 2, com valores variando com margem de até 0,06°C, e o fator 3 esta adequado,
exceto pelo primer 7 com 60%, 5% a mais do intervalo de referéncia. Com base neste parecer, os primers

mais favoraveis sdo os 5, ¢, cada um proveniente de um servidor.

A Tabela 8, referente ao dominio bZIP, com base nos parametros e os dados observados,
somente o fator 2 encontra-se ligeiramente acima do intervalo normalizado, aponta como mais
promissor, o primer c. Este, coletado no Primer3Plus, ja que no Primer-Blast ndo obteve resultados nas

localizagdes referentes aos dominios de conservacédo, intervalo referéncia pequeno (167 — 215).
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Figura 16 - Dominio da sequéncia conservada da proteina referente ao Rop_like, com localizagdo 8 - 180, juntamente com os primers presentes na
plataforma neste intervalo, obtido no NCBI.

NM_001327433.1:0..220 Gossypium hirsutum rac-like GTP-binding protein ARACS [LOC107935787), mRNA
Template |gh) 20 |30 40 |50 |60 |70 |80 |s0 j100 [110 [120 [130 [140 }150 160 {170 {180 190 200 210

> MNP 001314362.1 »

"~ exon
(U) Primer pairs for job gYte2Wm-ZBZDLPQp-UnQG4NSwSmuQdoOrw

Primer 2
Primer 4
Primer & GG
Fonte: Proprio autor.
Tabela 6 - Primers da proteina pertencente ao dominio Rop _like.
Temperatura %CG
Primers Tamanho Sequéncia 5°—3’ Sentido de (Citosina e RInk Delta$ DeltaG DeltaH Plataforma
anelamento . Cal/(°K*mol) Kcal.mol Kcal.mol Kcal.mol
(°C) Guanina)
Primer 20 TTAGGTCTTTGGGACACGGC  Positivo 59,96 55 Primer-
} 33,404 5334 26,9 208,09 Blast -
2 20 TTCTCATGGCTTGCTCGACT  Negativo 59,39 50 NCBI
Primer 20 CACGGCTGGACAAGAGGATT  Positivo 60,04 55 Primer-
; 33,404 5449 26,8 211,55 Blast —
4 20 GTTCTCATGGCTTGCTCGAC  Negativo 59,28 55 NCBI
Primer 20 TTGGAGATGGAGCTGTTGGC  Positivo 60,32 55 Primer-
33,404 552,5 26,5 214,83 Blast -

8 20 ACGTTCTCATGGCTTGCTCG  Negativo 61,02 55 NCBI
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: TGG  Positi 60.7 55 :
Primer 20 GTTGGAGATGGAGCTGT 0S1 l'VO , 33,404 545’1 25’7 1 1’35 Primer3P1

a 20 CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo 59,6 55 us

: AGCTGTT Positi 2 :
Primer 19 TTGGAGATGGAGCTGTTGG __ Positivo 59.8 5 13400 5156 2 19005 PrimerdPl

b 20 CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo 59,6 55 us

: TGGAGCTGTTG  Positi 2 :
Primer __ 21 CAGITGGAGATGGAGCTGTTG _Positivo 60.8 5 13400 S66.4 . Jiggg  PrimersPl

c 20 CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo 59,60 55 us

: 22 TCAAGCGCTTCAAGATTTATCA Positi 60 36.4 :
Primer OsTIVO 33.404 561.4 26,7 21337  Primer3Pl

d 20 CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo 59,6 55 us
Primer 20 AGTTGGAGATGGAGCTGTTG _Positivo 57.9 50 13400 5395 51 sogas  PrimerdPl

e 20 CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo 59,6 55 us

Fonte: Proprio autor.
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Figura 17 - Dominio da sequéncia conservada da proteina referente ao P450, com localizacdo 3 - 522, juntamente com os primers presentes na
plataforma neste intervalo, obtido no NCBI.

NM_001327466.1:0..562 Gossypium hirsutum cytochrome P450 CYP82D47-like (LOC107942683), mRNA
te [to0 . |150

» NP 001314395.1 »
»> EX0n >

(U) Primer pairs for job YWu-OYm-hBajLBQpGUkwG2ZNSISIOQTo0Tw

Primer ‘I‘
F’rimerE- -
Primer 3-
Primer d- — Primer 9-—
Primer 5-_-
Primer .?'-
Primer 3-

Fonte: Proprio autor.

Tabela 7 - Primers da proteina pertencente ao dominio P450.

Temperatur

0
) Tamanh e s . ade .A)C.G ROI nk DeltaS DeltaG DeltaH
Primers Sequéncia 5°—3 Sentido (Citosinae  Cal/(°K*mol Plataforma
0 anelamento . Kcal.mol  Kcal.mol Kcal.mol
°C) Guanina) )
Primer 20 GCGTTGGGAGACTTGGAAGA  Positivo 59,97 55 Primer-
1 20 TACCAGCCACCGTCCTCATA  Negativo 60,03 55 33,404 5428 26,9 210,97 Blast -

NCBI
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primer 20 GAAGCGTTGGGAGACTTGGA _ Positivo 59,97 55 Primer-

2 20 CAACACCTTACCCGAGCCAT  Negativo 60,04 55 33,404 5428 26,9 210,97 ?\}acsél‘
primer 20 CCTCATGAAGCGTTGGGAGA _ Positivo 59,75 55 Primer-

3 20 GTGCCTTTGGGGATGTCGTA Negativo 60,04 55 33,404 2479 268 21259 ];125];1'
prim 20 TGAAGCGTTGGGAGACTTGG  Positivo 60,25 55 Primer-

4 20 GCGCATTTCACGCCAGTATT  Negativo 59,90 50 33,404 5372 27,1 208,97 113\}2:81;1_
priror 20 CCGGTGCATGGCCAATAATC _ Positivo 59,69 55 Primer-

5 20 TCCAAGTCTCCCAACGCTTC Negativo 59,97 55 33,404 5395 266 20899 113\}2:81;1_
priror 20 GGACCTGCCTACATGATCCG _ Positivo 59,97 60 Primer-

7 20 TAAAGCTCAGGAGCAAGGCG Negativo 60,39 55 33,404 3597 268 21793 113\}2:81;1_
priror 20 ATGGCTCGGGTAAGGTGTTG _ Positivo 60,04 55 Primer-

9 20 CCAAGGCTTCAAGCGGTGTA  Negativo 60,61 55 33,404 535,53 26,8 208,67 ];lésgl
Primer 20 TTGGTGGTGAATTCGAGTGA __ Positivo 60,1 45 .

a 20 TTGAGCTGATCGATCCTGTG  Negativo 59,9 50 33,404 529 25,3 2034 Primer3Plus
Primer 20 CGTTGGGAGACTTGGAAGAG  Positivo 59,8 50 .

b 20 TCACGCCAGTATTGTCCGTA  Negativo 60,1 50 33,404 533 26,1 206,57 Primer3Plus
Primer 20 TGGTGGTGAATTCGAGTGAG __ Positivo 59,7 50 ,

c 20 TTGAGCTGATCGATCCTGTG  Negativo 59,9 50 33,404 5371 25,6 207,08 Primer3Plus
Primer 20 ATGAAGCGTTGGGAGACTTG  Positivo 60,3 50 .

d 20 TCACGCCAGTATTGTCCGTA  Negativo 60,1 50 33,404 5312 25,9 204,96 Primer3Plus
Primer 20 CATGAAGCGTTGGGAGACTT _ Positivo 50,3 50 ,

e 20 TCACGCCAGTATTGTCCGTA  Negativo 60,1 50 33,404 5312 25,9 204,96 Primer3Plus

Fonte: Proprio autor.
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Figura 18 - Dominio da sequéncia conservada da proteina referente ao bZIP, com localizagdo 167 - 215, juntamente com os primers presentes na
plataforma neste intervalo, obtido no NCBI.

N_001327418.1:126..255 Gossypium hirsutum heat shock factor protein HSFB-like (LOG107938587), MRNA
j130 [140 |150 {160 [170 [180 190 j200 [210 220 230 a0 |250

IGenes

> NP 0013143471 > >

»> »> > > » > »> >
AAC ﬁg'l: CAA AAC GAT GCG T%G ACG AGC GEC GSA GAA TET CaA ACG ACG GCG CAM CCT CAA ACG GCG CCA AAA CCOG GTG CCG GTG CAA AgT GTT AAC ACT CCA CCT CCT TIC CTG AgT AAG AgT TAC GAT
N [#] [ ] A T -] E [2] T T A o] P [w] T A P K P W P 3 [*] 1 N T P P P F L K Y D

> »> > > »> > axon » »> > > 2

) Primer pairs for job réVwa0e-ShZtL Mop10n-G615TymAQfQ0gQ

Fonte: Proprio autor.

Tabela 8 - Primers da proteina pertencente ao dominio bZIP.

Temperatura %CG
de (Citosina RInK DeltaS DeltaG DeltaH

Primers - Tamanho Sequencia 5°—3 Sentido anelamento e Cal/(°K*mol) Kcal.mol Kcal.mol Kcal.mol Plataforma
(°O) Guanina)

Primer 18 AGCGGCGGAGAATCTCAA Positivo 62 55,6 ,

a 22 TGGGCTCCAAGAAACTATAGCA Negativo 61,1 45,5 33,404 495,5 24,9 192,44 Primer3Plus
Primer 20 GGCGGAGAATCTCAAACGAC  Positivo 62,1 55 ,

b 20 TAGCATCGGTAGCAGGATCA  Negativo 59,4 50 33,404 542 26,8 209,12 Primer3Plus
Primer 19 GGCGGAGAATCTCAAACGA  Positivo 61,3 52,6 .

c 20 TAGCATCGGTAGCAGGATCA  Negativo 59,4 50 33,404 3125 25,3 197,72 Primer3Plus
Primer 20 GGCGGAGAATCTCAAACGAC  Positivo 62,1 55 .

d 20 GGTAGCAGGATCATCCACCA  Negativo 60,9 55 33,404 42 26,8 209,12 Primer3Plus
Primer 19 GGCGGAGAATCTCAAACGA P0s1t1yo 61,3 52,6 33,404 512.5 253 19772 Primer3Plus

e 20 GGTAGCAGGATCATCCACCA  Negativo 60,9 55

Fonte: Proprio autor.
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Tabela 9 - Desenho de primers degenerados das trés proteinas dos dominios Rop like, P450 e bZIP apds alinhamento das sequéncias.

%CG RInK .
rimers Tamanho Sequéncia 5’—3’ Sentido Temperaturaode (Citosinae  Cal/(°K* DeltaS DeltaG DeltaH Qua(l)ldade Platafi
anelamento (°C) . Kcal.mol Kcal.mol Kcal.mol (%)
Guanina) mol)
rimer 23 GGCACAACTGTGAACTTAGGTCT  Positivo 53,6 282
33,404 4914 —— 293 186 58 FastP
la 23 CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo 553 29,1 : oL % 4 as
rimer 23 AACTTCAGTGCCAACGTTGTAGT _Positivo 53,6 285 40r 4995 297 189.6 o Fastr
1b 23 CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo 55,3 29,1
rimer 23 AGATGGAGCTGTTGGCAAGACTT  Positivo 54,9 29,1
— 183,4 60 FastP
lc 23 CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo 55,3 29,1 33,404 478 30,1 : as
rimer 2 GAGCTGTTGGCAAGACTTGCAT  Positivo 54,9 283
33,404 4571 ——— 29 175,8 60 FastR
1d 23 CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo 55,3 29,1 : . . a
rimer 23 AACTTCAGTGCCAACGTTGTAGT _ Positivo 53,6 28,5 B40r 4995 2.7 189.6 5 Fastr
le 23 CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo 534 281
rimer 2 GAGCTGTTGGCAAGACTTGCAT __Positivo 54,9 28,3 Vd0s 4571 2 175.8 0 Fastr
If 23 CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo 55,3 29,1
rimer 23 AGATGGAGCTGTTGGCAAGACTT  Positivo 54,9 29,1
33,404 478 —— 30,1 183,4 58 FastP
Ig 23 CGTGTCCCAAAGACCTAAGTTCA  Negativo 53,4 28,1 . . : as
rimer 23 GGCACAACTGTGAACTTAGGTCT  Positivo 53.6 282
33,404 4914 —— 293 186,7 58 FastP
1h 23 TTGTAATCCTCTTGTCCAGCCGT  Negativo 54,5 28,8 : : ’ . s
rimer 23 GGCACAACTGTGAACTTAGGTCT _Positivo 53.6 282 1408 4014 23 1867 o Fastr
i 2 AGACATCTGCACCTCTGTAGCT  Negativo 53,5 275
cimer 2 GAGCTGTTGGCAAGACTTGCAT  Positivo 54,9 283
. 33,404 4571 ——— 29 175,8 58
1] 23 CGTGTCCCAAAGACCTAAGTTCA  Negativo 53,4 28,1 : : . FastF
rimer 2 CATGGCCAATAATCGGTCACCT __ Positivo 53,6 27,5 Bd0s 4752 258 8L s Fastr
1k 23 CGGTGAAGATTTCCTTGGCTACC  Negativo 54,6 28,7
rimer 2 CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo 53,6 275
33,404 4752 ——— 288 181,1 59 FastP
11 21 TTGCGCATTTCACGCCAGTAT  Negativo 54,2 275 . . . . as
rimer 2 CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo 53,6 27,5 s 4752 258 8L s Fastr

Im 23 TTTCACGCCAGTATTGTCCGTAA Negativo 53,3 -28.3
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22 CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo 53,6 27,5
ri 33,404 4752 28,8 181,1 59 Fast
" 23 TTGGCTACCTCACTCGAATTCAC  Negativo 53,6 28,3 ’ ’ ’ ’ as
rimer 23 GTAGCCAAGGAAATCTTCACCGT  Positivo 53,8 28,3
33,404 00 2 190 58 FastP
1o 23 TTTCACGCCAGTATTGTCCGTAA  Negativo 53,3 -28,3 ’ > 29 ? as
rimer 23 GTAGCCAAGGAAATCTTCACCGT POSltl'VO 53,8 -28,3 33,404 500 29.9 190 59 Fasth
Ip 21 TTGCGCATTTCACGCCAGTAT  Negativo 54,2 275
rimer 22 CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo 53,6 27,5
404 4752 2 181,1 FastP
1q 21 CCAACACCTTACCCGAGCCAT  Negativo 55,2 27,6 33,40 7, 8.8 81, 60 as
rimer 22 TCCTTACGGACAATACTGGCGT  Positivo 54,1 28
33,404 4892 29,7 186,4 59 FastF
Ir 21 CCAACACCTTACCCGAGCCAT  Negativo 55,2 27,6 ’ : : . as
rimer 22 CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo 53,6 27,5
404 4752 2 181,1 FastP
s 22 ACGCCAGTATTGTCCGTAAGGA  Negativo 54,1 28 33,40 7>, 8.8 81, 59 as
rimer 20 GGCAAAGCTCCACCTGTAGC Positivo 54,4 26,4
404 42 27,1 165,4 FastP
It 21 TTGCGCATTTCACGCCAGTAT  Negativo 54,2 27,5 33,40 27 7 65, 60 as

Fonte: Proprio autor.

Para a Tabela 9, 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 qualidade deste primer, o

intervalo de tamanho é de 22 a 24 pares de bases, temperatura de anelamento aproximadamente a 56°C, e porcentagem de citosina € 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. A partir dos dados da Tabela 9, os resultados 11, 1t, 1c, 1d, como os

primers degenerados mais promissores.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os problemas ambientais, lesdes que acometem as plantas e decaimento produtivo
devido ao estresse salino, principalmente no nordeste, faz-se necessario o uso do melhoramento
genético vegetal para minimizacdo destas consequéncias doravante a criagdo de uma cultivar

tolerante e/ou resistente.

O estudo in silico, possibilitou o conhecimento do género taxonomicamente,
comportamento da planta com contato salino e triagem de trés proteinas com fun¢ao relacionada
a este fator abiotico, promovendo estudo fisico-quimico destas e andlise de dominios
conservados das sequéncias para o desenho de primers mais estdveis, seguros, especificos e
validacdo de sua funcionalidade. Além da avaliagdo estrutural destas para compreensdo do

comportamento das proteinas e qualidade conformacional de sua estrutura.

Assim, a partir dos resultados computacionais, principalmente os dez primers mais
promissores selecionados das proteinas isoladas, as quais sdo: e, 2, b do dominio Rop_like; 5,
¢ do dominio P450; ¢ do dominio bZIP, e em conjunto, degenerados, 1i, 1t, 1c, 1d, os quais
atestam a fundamental importancia destas ferramentas in silico para realiza¢do experimental da
identificacdao do éxon de interesse no gene com os marcadores moleculares e desenvolvimento

da pesquisa de manipulacdo genética a salinidade em algodoeiro.
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O alinhamento multiplo comparativo entre as 16 sequéncias usadas no alinhamento de

cada uma das trés proteinas, do dominio bZIP, CP450 e Rop _like, totalizando 48 em anélise

pelo servidor Clustal Omega, e os graficos de conservagdo de dominios da sequéncia completa

dos genes.

Figura 19 - Alinhamento multiplo comparativo estre as trés proteinas, obtido no servidor

Populus_simonii|AKVSE346.1
G_arboreum|XP_@17611864 .1
G_australe |KAA3456360.1
G_gossypiocides|MBABT3I59564.1
G_schwendimanii|MBA28515603.1
G_armourianum|MBABE25516.1
G_trilobum|MBAB75223@.1
G_davidsonii|MBABEEST2E .1
G_barbadense |PPDEA758.1
G_mustelinum|T¥YI91474.1
G_hirsutum|NP_2@1314347 .1
G_barbadense |KAB2839250.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|XP_@12472188.1
G_hirsutum|KAG4156417.1
G_darwinii|TYa77701.1
Glycine_max|NP_p@1235844,2
G_raimondii|KJI853185.1
G_aridum|MBARS98187.1
G_raimondii|ADY68835.1
Durio_zibethinus|XP_B22736748.1
G_hirsutum|NP_pa1314352.1
G_raimondii|XP_g124484456.1
G_hirsutum|ADY58837.1
G_barbadense |ADYS8833.1
G_hirsutum|ADY58836.1
G_harbadense |PPR86S22.1
G_hirsutum|XP_@16728888 .1
Corchorus_olitorius |0MO75421.1
Durio_zibethinus|XP_822735745.1
Theobroma_cacac | XP_287836148.1
Herrania_umbratica|XP_821292167.1
Prunus_armeniaca| CAB4296392.1
G_davidsonii|MBABE24583.1
G_arboreum|KHGE129@ .1
G_schwendimanii|MBAGS66527.1
G_schwendimanii|MBA®S56525.1
G_trilobum|MBABTTS238.1
G_australe|KAA3488855.1
G_australe |KAA3488856.1
G_arboreum|XP_217643154 .1
G_mustelinum|TY135872.1
G_barbadense |KAB2882574.
G_hirsutum|NP_2a1314395.
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|TYIZ2328.1
G_davidsonii|MBABE23572.
G_davidsonii|MBABE23571.
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Populus_simonii|AKV56346.1
G_arboreum|XP_@17611864.1
G_australe |KAA3456360.1
G_gossypicides |MBABT35954.1
G_schwendimanii|MBA®S51503.1
G_armourianum|MBABS825516.1
G_trilobum|MBABTS2238.1
G_davidsonii|MBABEBIT2E.1
G_barbadense | PPD3A753.1
G_mustelinum|TYI91474.1
G_hirsutum|NP_@@1314347.1
G_barbadense | KAE203925@.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|¥P_@12472188.1
G_hirsutum|KAG4156417.1
G_darwinii|TYa77781.1
Glycine_max|NP_2@1235344.2
G_raimondii|KIB53185.1
G_aridum|MBARE9E187.1
G_raimondii|ADY68835.1
Durio_zibethinus|XP_@22736748.1
G_hirsutum|NP_2@1314362.1
G_raimondii|XP_g12448446,1
G_hirsutum|ADYS8837.1
G_barbadense | ADYS8833.1
G_hirsutum|ADYSE536.1
G_barbadense |PPREE322.1
G_hirsutum|XP_@15728880.1
Corchorus_olitorius|0MO78421.1
Durio_zibethinus|XP_@22735745.1
Theobroma_cacac | XP_@@7836148.1
Herrania_umbratica|XP_821282167.1
Prunus_armeniaca|CAB4296392.1
G_davidsonii|MBABE24583.1
G_arboreum|KHG2129@. 1
G_schwendimanii|MBA®S56527.1
G_schwendimanii|MBABS66525.1
G_trilobum|MBABTT5238.1
G_australe |KAA3488855.1
G_australe |KAA3438856.1
G_arboreum|XP_@17643194.
G_mustelinum|TY135872.1
G_barbadense | KAB2882578.
G_hirsutum|NP_@@1314395.
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|T¥I82308.1
G_davidsonii|MBABE23572.
G_davidsonii|MBABE23571.
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Populus_simonii|AKV56346.1
G_arboreum|XP_817611864.1
G_australe |KAA3456368.1
G_gossypioides|MBAB735054.1
G_schwendimanii |MBA@S51603.1
G_armourianum|MBA@S25516.1
G_trilobum|MBABTE2238.1
G_davidsonii|MBAGEB9728.1
G_barbadense |PPDERT758.1
G_mustelinum|TYI91474.1
G_hirsutum|NP_881314347.1
G_barbadense |KAE2039250.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|¥P_812472188.1
G_hirsutum|KAG2156417.1
G_darwinii|TYGE77781.1
Glycine_max|NP_281235844.2
G_raimondii|KJB53185.1
G_aridum|MBABGI8187 .1
G_raimondii| ADY68835.1
Duric_zibethinus |XP_822736748.1
G_hirsutum|NP_881314362.1
G_raimondii|XP_812448446.1
G_hirsutum|ADY58837.1
G_barbadense |ADYS8833.1
G_hirsutum|ADY65836.1
G_barbadense |PPREES22.1
G_hirsutum|XP_816728880.1
Corchorus_olitorius |0M078421.1
Durio_zibethinus |XP_@22735745.1
Theobroma_cacac | XP_@87036148.1
Herrania_umbratics|¥P_821292167.1
Prunus_armeniaca|CAB42953592.1
G_davidsonii|MBAGE24583.1
G_arboreum|KHGE1298.1
G_schwendimanii|MBA®S8S6527.1
G_schwendimanii |MBABS66525.1
G_trilobum|MBABT7S238.1
G_australe |KAA3488855.1
G_australe |KAA3488855.1
G_arboreum|XP_817643194.
G_mustelinum|TYJ35872.1
G_barbadense |KAE2032574.
6_hirsutum|NP_@81314395.
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|TYI82388.1
G_davidsonii|MBaAeE23572.
G_davidsonii|MBABE23571.
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Populus_simonii|AKV56346.1
G_arboreum|XP_817611864.1
G_australe |[KAA3456368.1
G_gossypioides|MBAB735054.1
G_schwendimanii|MBA®851663.1
G_armourianum|MBA@S255156.1
G_trilobum|MBABTE2238.1
G_davidsonii|MBARE@ST725.1
G_barbadense |PPDE2758.1
G_mustelinum|TYI91474.1
G_hirsutum|NP_B@1314347.1
G_barbadense |KAE2039250.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|XP_812472188.1
G_hirsutum|KAG2156417.1
G_darwinii|TYG77781.1
Glycine_max|NP_281235844.2
G_raimondii|KJ853185.1
G_aridum|MBA@69G187.1
G_raimondii| ADY68835.1
Durio_zibethinus |XP_@22736748.1
G_hirsutum|NP_2@1314362.1
G_raimondii|XP_8124484456.1
G_hirsutum|ADY58837.1
G_barbadense |ADYS8833.1
G_hirsutum|ADY58836.1
G_barbadense |PPR86S22.1
G_hirsutum|XP_816728880.1
Corchorus_olitorius |0M078421.1
Duric_zibethinus |XP_822735746.1
Theobroma_cacac | XP_287836148.1
Herrania_umbratics|¥P_821292167.1
Prunus_armeniaca|CAB4296392.1
G_davidsonii|MBARE24583.1
G_arboreum|KHGE1298.1
G_schwendimanii |MBABS66527.1
G_schwendimanii |MEABS66525.1
G_trilobum|MBAGT75238.1
G_australe |KAA3488855.1
G_australe |KAA3488856.1
G_arborsum|XP_817643154,
G_mustelinum|T¥135872.1
G_barbadense |KAE2032574.
G_hirsutum|NP_2@1314395,
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|TYI82388.1
G_davidsonii|MBARE23572.
G_davidsonii|MBARE23571.
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Populus_simonii|AKVS6346.1
G_arboreum|XP_@17611854.1
G_australe |[KAA3456360.1
G_gossypioides|MBABT35964.1
G_schwendimanii|MBAGS51683.1
G_armourianum|MEABS25516.1
G_trilobum|MBAGTS2238.1
G_davidsonii|MBABEEET2E.1
G_barbadense |PPDEATS5E. 1
G_mustelinum|TYI91474.1
G_hirsutum|NP_8a1314347.1
G_barbadense |KAB2839250.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|¥P_912472188.1
G_hirsutum|KAG4156417.1
G_darwinii|TVYG77701.1
Glycine_max|NP_9@1235844.2
G_raimondii|KI853185.1
G_aridum|MBABRIE187. 1
G_raimondii|ADYE8835.1
Duric_zibethinus |¥P_822736748.1
G_hirsutum|NP_8813143562.1
G_raimondii|XP_812448446.1
G_hirsutum|ADY68837.1
G_barbadense | ADY58833.1
G_hirsutum|ADY68836.1
G_barbadense |PPRE6S22.1
G_hirsutum|XP_g156728680.1
Corchorus_olitorius|OMO78421.1
Durio_zibethinus|XP_B822735746.1
Theobroma_cacac | XP_287836148.1
Herrania_umbratica|XP_@21292167.1
Prunus_armeniaca|CAB4296392.1
G_davidsonii|MBABE24583.1
G_arboreum |KHGE129@.1
G_schwendimanii|MBABS66527.1
G_schwendimanii|MBABSS6525.1
G_trilobum|MBAR775235.1
G_australe |KAA3488855.1
G_australe |KAA3488856.1
G_arboreum|XP_217643194.
G_mustelinum|TY¥135872.1
G_barbadense | KAB20882570.
G_hirsutum|NP_281314395,
G_tomentosum| TYH71926.1
G_mustelinum|TYIS2328.1
6_davidsonii|MBABE23572.
G_davidsonii|MBARE235T1.
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rlkrdknvlmgel

qqtgqshgasssvgs
qgtgqshgasssvgs
-ggtggshggsssvda
ggtagshggsssvdacy
gaqtqgshggsssvds
-ggtggshggsssvda
-ggtggshggsssvda
-ggtggshggsssvda
gaqtqgshggsssvds
ggtggshggsssvda
-ggtggshggsssvda
gqtagshggsssvdacy
gaqtqgshggsssvds
gaqtqgshggsssvds
——————————— ggtagshggsssvda
vsrasyenvlkkwipelghfapgi
asyenvlkk- --hyap
asyenvlkkwipelghyap
asyenvlkkwipelghyap
asyenvlkkwipelghfap
ashenvlkkwipelghyap
asyenvlkkwipelghyap
ashenvlkkwipelghyap
asyenvlkkwipelghyap
asyenilkkwipelghyap
gsyenilkkwipelahyap
asyenilkkwipelghyap
asyenvlkkwipelghyapgi
asyenvlkkwitelghyap
asyenvlkkwipelghyap
asyenvlkkwipelghyapgupy-
evitflgelyktwstaekresnnrd, IBEKTYS
eiegsmkllyntwadki- - - -ngsgkvlvemkkh------- fsdltlnvimrtvagkrys
eiegsmkllyntwadkk----ngsg fsdltlnvimrtvagkrys
eiegsmkllyktwagkk----dgsg ragkrys
elegsmkllyktwagki- - - -dgsgkvlv ragkrys
eiegsmkllyktuagk degsgl ragkrys
eiegsmkllyktwaekk----dgsg vagKrys
eiegsmkllyktwaakk----dgsg vagKrys
ragkrys
ragkrys
ragkrys
IBEKTYS

eiegsmkllyktwagkk----dgsgky
elegsmkllyktwagki- - - -dgsgkvlv ragkrys
eiegsmkllyktwagk ragkrys
eiegsmkllyktwagkik- - - -dgsgkvlvemkkh------- vagKrys
elegsmkllyktwagkk- - - -dgsgkvlv vagKrys

ggstdsglgtmvgrlggmegrgggmmsflakamnspgflagfvqagn----d--------
ggatdnglgamvgrlggmegrgggmmslakamgspeflagfvgggn----e--------
ggatdnglgqumvgrlggmeqgrqggmmsflakamgspgflagfvgggn-
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmsflakamgspatlagfvgggn-
ggatdnglgqumvgrlggmehrgggmmsflakamgspgflagfvgqggn-
ggatdnglqumvgrlggmegrgggimsflakamgrpegflagfvgagn----e--------
ggatdnglgqumvgrlggmeqgrgggmmsTlakamgspgflagfvgqggn----
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmsflakamgspeflagfvgggn-
ggatdnglqvmvgrlggmeqgrgggmmsflakamgspgflagfvgggn----e--------
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmsflakamgspeflagfvgggn----
qaatdnglgvmvgrlggmeqrgggmmsflakamgspeflagfvggan-
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmsflakamgspeflagfvgggn-
qaatdnglgvmvarlggmeqrgggmmsflakamgspeflagfvggan-
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmslakamgspeflagfvgggn----e--------
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmsflakamgspeflagfvgggn----
ggatdnglgqvmvgrlggmegrgggmmsflakamgspeflagfvgggn-

--effyyvelfvvedavpylrwldlgghekamckiak
—-dffhltgmfylgdavpflruldfggyeksmsktak
-dffhltgmfvlgdavpflrwldfggyekkmkkiak
-dffhltgmfvlgdavpflruwldiggyekwmkkiak
-dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekwmikiak
--dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyeknmckiak
--dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmeitak
-dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmiitak
--dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmaitak
--dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmeitak
-dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmaitak
-dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmiitak
-dffhltgmfvlgdavpflruwldiggyekrmeitak
aeedgk--evliryrkalr--- --dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmeitak
aeedgk--evlryrkalr-----dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmeitak
aeedgx--eviryrkalr----- dffhltgmfvlgdavpflrwldiggyekrmiitak

fzadedek-tearrvgsalk-
veaeedgk--eviryrtal
aeedgx--eviryrisl
aeedgx--eviryrkal
aeedgx--eviryrkal
aeedgx--evfryrkalr-
aeedgx--eviryrkalr-
aeedgx--eviryrkal
aeedgk--evlryrkalr-
aeedgx--eviryrkalr-
aeedgk--evliryrkal
aeedgx--eviryrkal
aeedgk--eviryrksl

156
198
198
198
198
198
198
198
198
198
198
198
198
198
198
198
123
116
124
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
122
209
287
287
287
287
287
287
287
207
287
287
207
287
287
287
287

284
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
238
123
116
124
1232
1232
1232
1232
122
1232
122
1232
122
1232
122
1232
122
263
268
268
268
268
268
268
268
268
268
268
268
268
268
268
268

83



Populus_simonii|AKV56346.1 ----nnrriteankkrrlkgedvpenedsgshdggivikygplmnezagamlrgimkmdas 2608
G_arboreum|XP_217611864.1 ----snrriseankkrrlkqdg---ndtsaasdggiikygqplne--akemlmgimkgdss 289
G_australe|KAA3456368.1 ----snrriseankkrrlkgdg- - -sdtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_gossypioides|MBABT35964 .1 -snrriseankkrrlkgdg- --nditsaasdggqiikygpsne--akemlrgimkgdss 289
G_schwendimanii|MBA®S51683.1 ----snrrineankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_armourianum|MBAGS25516.1 ----snrriseankkrrlkqdg- --ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_trilobum|MBAB7E2238.1 -snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrglmkgdss 289
G_davidsonii|MBAGERST25.1 ----snrriseankkrrlkqdg- --ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_barbadense | PPDEA758.1 ----snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_mustelinum|TYIS1474.1 ----snrciseankkrrlkgdg- --ndtsaasdggiikygplne--akemlr 289
G_hirsutum|NP_8@1314347.1 ----snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akeml 289
G_barbadense |KAB2839258.1 -snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_tomentosum|TYHE1593.1 ----snrriseankkrrlkgdy- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_raimondii|XP_812472188.1 ----snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_hirsutum|KAGS156417.1 -snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
G_darwinii|TYG77781.1 ----snrriseankkrrlkgdg- - -ndtsaasdggiikygplne--akemlrgimkgdss 289
Glycine_max|NP_g@1235844.2 123
G_raimondii|KJ853185.1 116
G_aridum|MEA®690187.1 124
G_raimondii|ADYE8835.1 122
Durio_zibethinus |XP_B22736748.1 122
G_hirsutum|NP_281314352.1 122
G_raimondii|¥P_812446445.1 122
G_hirsutum|ADYS8837.1 122
G_barbadense | ADY&8833.1 122
G_hirsutum|ADYSE836.1 122
G_barbadense | PPREE822.1 122
G_hirsutum|XP_@167280880.1 122
Corchorus_olitorius|OMO78421.1 122
Duric_zibethinus |¥P_822735745.1 122
Theobroma_cacac |XP_287836148.1 122
Herrania_umbratica|XP_021292167.1 -- 122
Prunus_armeniaca|CAB4296392.1 eldaivggwveehkrrrargdakrepd-- 383
G_davidsonii|MBARE24583.1 aldeisgowlddhrkgghwdenkikekd -fmdvmnsvlkgas- 388
G_arboreum|KHG21298.1 eldeisggulddhrxgghwdenkxekd -fmdvmnsv1kgas- 308
G_schwendimanii|MBA@S56527.1 eldeisgowlddhrkggrudenkikekd -fmdvmnsvlkgas- 388
G_schwendimanii|MBABE66525.1 eldeisggwlddhrkggrwdenkkekd- - 380
G_trilobum|MBABT75238.1 eldeisgowlddhrkggrudenkiekd-- 300
G_australe|KAA34BEE55.1 eldeisggwlddhrkdgrwdenkkekd 300
G_australe|KAA3488856.1 eldeisgowlddhrkggrudenkiekd-- 300
G_arboreum|XP_817643194.1 eldeisgowlddhrksgriudenkiekd- - 300
G_mustelinum|TYI135872.1 eldeisgowlddhrisgriudenkikekd -fmdvmnsvlkgas- 300
G_barbadense | KAB28582570.1 eldeisgowlddhrisgriudenkikekd -fmdvmnsvlkgas- 300
G_hirsutum|NP_8@1314395.1 eldeisgowlddhrkggrudenkikekd -fmdvmnsvlkgas- 300
G_tomentosum|TYH71926.1 eldeisgowlddhrkggrudenkiekd-- 300
G_mustelinum|TYI82308.1 eldeisggulddhriggrudenkxekd-- 388
G_davidsonii|MBARE23572.1 eldeisgowlddhrkggrudenkikekd -fmdvmnsvlkgas- 388
G_davidsonii|MBABE23571.1 eldeisggwlddhriggrudenkixekd-- fmdvmnsvlkgas- 380
Populus_simonii|AKV56345.1 sklesydnnlg------------ akdsgsssshtsgvtlgevlptsggsahipaafgisr 388
G_arb Dr‘eulnT)(P_Ol?E‘llB&xl.l orldsfnxnhenfligdgvsassgldggnsasrvsgutlevpptsgost 349
G_australe |KAA3456368.1 prldsfannhenllipdgvsasggldggnsasrvsgvtlkevpptsgestyvpatswipg 349
G_gossypioides|MBABT35964.1 prldsfnnnhenfligdgvsassgldggnsascysgvtlievpptsgostyvpatswipg 349
G_schwendimanii|MBA®851683.1 prldsfnnnhenfligdgvsassgldggnsasrvsgutlevpptsefst 349
G_armourianum|MEAGS25515.1 prldsfnnnhenfligdgvsassgldggnsasrvsgvtlkevpptsgost 349
G_trilobum|MBABT762238.1 prldsfnnnhenfmigdgvsassgldggnsasrvsgutlkevpptsgost 349
G_davidsonii |MBAGEEST72E.1 prldsfnnnhenfligdgvsassgldggnsasrvsgutlkevpptsgost 349
G_barbadense |PPD32758.1 pkldsfnnnhenfligddvsassgldggnsasrvsgvtlievpptsgostyvpatswipg 349
G_mustelinum|TYI91474.1 prldsfnnnhenfligddvsassgldggnsasrvsgvtlievpptsgostyvpatswipg 349
G_hirsutum|NP_801314347.1 prldsfnnnhenfligddasassgldggnsasrvsgvtlievpptsgostyvpatswipg 349
G_barbadense |KAB2839250.1 pkldsfnnnhenfligddvsassgldggnsasrvsgyvtlkevpptsgest 349
G_tomentosum | TYH81593.1 pkldsfnnnhenfligddvsassgldggnsasrvsgutlkevpptsgest 349
G_raimondii|®P_812472188.1 prldsfnnnhenfligddasassgldggnsasrvsgutlkevpptsgost 349
G_hirsutum|KAG4156417.1 prldsfnnnhenfligddvsassgldggnsasrvsgvtlievpptsgostyvpatswipg 349
G _darwinii|TYG7F7781.1 pkldsfnnnhenflipgddvsassgldggnsasrvsgvtlcevpptsgestyvpatswipg 349
Glycine_max|NP_881235844,2 - - --ymad 132
G_raimondii|KIB53185.1 125
G_aridum| MEABRIE187 . 1 133
G_raimondii| ADY68835.1 131
Durio_zibethinus|XP_822736748.1 131
G_hirsutum|NP_B813143562.1 131
G_raimondii|XP_g12448445.1 131
G_hirsutum|ADYEE837.1 131
G_barbadense |ADY&8833.1 131
G_hirsutum|ADYEE836.1 131
G_barbadense |PPRE6322.1 131
G_hirsutum|XP_B16728680.1 131
Corchorus_olitorius |0M078421.1 131
Durio_zibethinus|XP_@22735745.1 131
Theobroma_cacac |XP_@8783614@.1 131
Herrania_umbratics|®P_821292167.1 - 131
Prunus_armeniaca|CAB4295392.1 -lggfdadtvn- -katslnmiagasdttmitltwai- 341
G_davidsonii |MBAGE24583.1 --lagydadtin- catslnmilagsdtttvtlinwgl- 338
G_arboreum|KHG21298.1 --lagydadtin lagsdtttvtliwgl----- R Imln 338
G_schwendimanii|MBARS66527.1 --lagydadtin-------- katslnmilagsdtttvtlinmgl----- So--m--- Imln 338
G_schwendimanii|MBA®856525.1 --lagydadtin------ -katslnmilagsdtttvtliwgl----- o 1mln 338
G_trilobum|MBAB775238.1 --lagydadtin-------- < lagsdtttvtliwgl----- o 338
G_australe |KAA3488355.1 --lsgydadtin- catslnmilagsdtttvtlingl- 338
G_australe |KAA3438856.1 --lagydadtin-------- 338
G_arboreum|XP_817643194.1 --lagydadtin-------- 338
G_mustelinum|TY1356872.1 --lagydadtin------ 338
G_barbadense |KAB2882578.1 --lagydadtin------ 338
G_hirsutum|NP_B81314395.1 --lagydadtin- 338
G_tomentosum | TYH71926.1 --lagydadtin- lagsdtttvtliwgl- 338
G_mustelinum|TYI82388.1 --lsgydadtin- gsdtttvtlingl- 338
G_davidsonii|MBABE23572.1 --lagydadtin------ lagsdtttvtliwgl----- o 1mln 338
G_davidsonii|MBAGE23571.1 --lagydadtin-------- katslnmilagsdtttvtliwgl----- o 1mln 338
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Populus_simonii|AKV56345.1
G_arboreum|XP_817611854.1
G_australe |KAA3456368.1
G_gossypioides|MBART35964.1
G_schwendimanii|MBA@S51603.1
G_armourianum|MBABS25516.1
G_trilobum|MEABTS2238.1
G_davidsonii|MBARER9725.1
G_barbadense |PPD3@758.1
G_mustelinum|TyI91474.1
G_hirsutum|NP_p@1314347.1
G_barbadense |KAB2839250.1
G_tomentosum|TYH81593.1
G_raimondii|XP_@12472188.1
G_hirsutum|KAG4156417.1
G_darwinii|TYG77701.1
Glycine_max|NP_881235844.2
G_raimondii|KIB53185.1
G_aricum|MBEAR599107.1
G_raimondii|ADYE8835.1

Durio_zibethinus |¥P_822736748.1

G_hirsutum|NP_0@1314362.1
G_raimondii|¥P_a12448445.1
G_hirsutum|ADY&8837.1
G_barbadense | ADY&8833.1
G_hirsutum|ADY55836.1
G_barbadense |PPRE6322.1
G_hirsutum|XP_815728080.1
Corchorus_olitorius |OMO78421.1

Durio_zibethinus |¥P_822735745.1

Theobroma_cacac | XP_287236148.1

Herrania_umbratica|XP_821292167.1

Prunus_armeniaca|CAB4295392.1
G_davidsonii|MBAGE24583.1
G_arboreum|KHGE129@.1
G_schwendimanii|MBA®S56527.1
G_schwendimanii|MBA®S56525.1
G_trilobum|MBABT75238.1
G_australe |KAA3488855.1
G_australe |KAA3488856.1
G_arboreum|XP_817643194.
G_mustelinum|TyJ35872.1
G_barbadense |KAB2882570.
G_hirsutum|NP_881314395.
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|TYI82388.1
G_davidsonii|MBAGE23572.1
G_davidsonii|MBAGE23571.1

-

e

ggpsapiseigsslgiassekvtasqfp---dismlvgaggatsipipgadvimphysgm
hspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpasmsipgtdismpeasem
hspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpasmsipgtdismpevsem
hspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdlsmpevsem
hspsaaiseigpspcttsseeittsqfp---dmsalvgagkpatmsipgtdismpevsem
hspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdiimsevsem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
hspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpasmsipgtdismpeasem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
hspsaaiseigpspcttsseeittsrfp---dmsalvgagkpaamsipgtdismpevsem
hspsasiseilpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
nspsasiseigpspctisseeittsrfp---dmsalvgagkpeamsipgtdismpevsem
hpglvpvit---eqgeelr gatyyiecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst zggeelr gasyylecsskt-ggnukavf-
hpgllpvst---agqgeelrkgigasyyiecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst---& ipasyylecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst-- gasyylecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst---& gasyylecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst gasyylecsskt-ggnukavf-
hpgllpvst---& gasyylecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst-- gasyylecsskt-ggnvkavf--
hpgllpvst
hpgllpvst
hpgllpvst
hpgllpvst--
hpgllpvst--
hpgllpvst
hpgllpvsp

gasyylecsskt-ggnvkavf--
gasyylecsskt-ggnvkavf--
gasyylecsskt-ggnukavf-
sqgeelrkgigasyyiecsskt-ggnvkavt-

igrgrvvsesdisklvyigad

igrdrfynetdigklvyigadi
kageeldthigkdrfynetdigklvyigadl
kageeldthigkdrfynetdigklvyigadl
kageeldtnigrdrfunetdigklvyigal
kageeldthigkdrfynetdigklvyigadl
kageeldthigkdrfvnetdighklvyigai
kageeldthigkdrfynetdigklvyigadl
kphil---k---kageeldthigkdrfvnetdigklvyigal
kphil---k---kageeldthigkdrfvnetdigklvyigal
-kageeldthigkdrfynetdigklvyigali
kphil---k---kageeldthigkerfvnetdigklvyigai
i kageeldthigkdrfvnetdigklvyigai
-kageeldthigkdrfynetdigklvyigali

365
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
486
173
167
175
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
172
381
378
378
378
378
378
378
378
378
378
378
378
378
378
378
378

| Populus_simonii|AKVSs345.1

G_arbnreuﬁTkP_01?611864.1
G_australe|KAA3456368.1
G_gossypioides|MBABT735964.1
G_schwendimanii|MBA®851683.1
G_armourianum|MBABE25516.1
G_trilobum|MBABTS2238.1
G_davidsonii|MBAREBST2E.1
G_barbadense |PPDEA758.1
G_mustelinum|TYI91474.1
G_hirsutum|NP_201314347.1
G_barbadense |KAB2939250.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|XP_912472188.1
G_hirsutum|KAG2156417.1
G_darwinii| TYG77701.1
Glycine_max|NP_2@1235844.2
G_raimondii|KJB53185.1
G_aricum|MBA2E29107.1
G_raimondii|ADYE8835.1
Durio_zibethinus|XP_B22736748.1
G_hirsutum|NP_201314362.1
G_raimondii|XP_g12448445.1
G_hirsutum|ADY58837.1
G_barbadense | ADYS8833.1
G_hirsutum|ADYS8836.1
G_barbadense |PPREE322.1
G_hirsutum|XP_815728888.1
Corchorus_olitorius |OMO78421.1
Durio_zibethinus|XP_B22735745.1
Theobroma_cacac |XP_@87836148.1

Herrania_umbratics|®P_821292167.1

Prunus_armeniaca|CAB4295392.1
G_davidsonii|MBARE24583.1
G_arboreum|KHGE129@.1
G_schwendimanii|MBA®S56527.1
G_schwendimanii|MBA®856525.1
G_trilobum|MBABTT5238.1
G_australes |KAA3488855.1
G_australe |KAA3488856.1
G_arboreum|XP_217643194.
G_mustelinum|TY135872.1
G_barbadense | KAB2032578.
G_hirsutum|NP_2@1314395,
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|TYIS23@8.1
G_davidsonii|MBABE23572.
G_davidsonii|MBABE23571.

o e

e

pemy i vesetgnggfidpstl
nemagesivdmpaenyvesetgnggidpstl

gsiplglddl-

pemvgesivdmpaenyvesetgnggfidpstlvvngsiplglddl---------pdidaf
pemvgesivdmpaenylesetgnggfidpstly iplglddl---------pdidaf
dmpaenyvesetgnggfidpstl glddl---------pdidaf
dmpaenyvesetgnggfidpstlvy 1glddl---------pdidaf
pemvgesivdmpaenyvesetgnggfidpstlvvngsiplglddl- - -pdidaf
pemvgesivdmpaenyvesetgnggfidpstlvvngsiplglddl---------pdidaf
pemvgesivdmpaen i plglddl---------pdidaf
glddl---------pdidaf

plglddl---------pdidaf
pemvgesivdmpaenyvesetgnggfidpsslvvngsiplglddl- - -pdidaf
pemvgesivdmpaenyvesetgnggfidpstlvvngsiplglddl---------pdidaf
pemvgesivdmpaenyvesetgnggfidpstlvvngsiplglddl---------pdidaf
vesetgnggfidpstlvvngsiplglddl---------pdidaf

irmvikppgkgnekrkkkprgcflnyl----
pakgkekikkpsrgclin---
vikppgkgkekkkkpsrgclmsyf---51--
ikppgkgkekikkpsrgclin
ikppgkgkekkkkssrgclind
ikppgkgkekkkkpsrgcling
ikvvikppgkgkekikkkpsrgolmsyf---51
ikvvikppgkgkekkkkpsrgcling
ikvvikppgkgkekikkkpsrgclin
ikvvikppgkgkekkkkpsrgclin
akvvikppgkgkekkkkpsrgclmsn
akvvikppgkgkekkkkpsrgclinuf- -
akvvikppgkgkekkkipsrgcling- -
akvvikppgkgek-kkkpsrgclin- -
ikvvikppgkgke-kkkpsrgclin
akvvikppgkgke-kkkpsrgcling
1rlypaspls---gpreftkdctipgy---hvskgtrli
1rmyppapls---aprelsescsipgy---dipkgtr
1rmyppapls---aprelsescsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rmyppapls---aprelsescsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr
1rlyppapls---aprelsetcsipgy---dipkgtr

o

i
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457
457
457
457
457
457
457
457
457
457
457
457
457
457
268
191
284
197
158
158
281
158
197
197
158
199
158
1596
1596
197
426
423
423
423
423
423
423
423
423
423
423
423
423
423
423
423

85



Populus_simonii|AKV56345.1
G_arboreum|XP_817611854.1
G_australe |KAA3456360.1

G_gossypioides|MBABT35964.1
G_schwendimanii|MBA®E51503.1

G_armourianum|MBABS25516.1
G_trilobum|MBAGT6223@.1
G_davidsonii|MBAGEEST2E.1
G_barbadense |PPD32758.1
G_mustelinum|TyI91474.1
G_hirsutum|NP_B81314347.1
G_barbadense |KAB2239250.1
G_tomentosum|TYHE1593.1
G_raimondii|XP_912472188.1
G_hirsutum|KAG4156417.1
G_darwinii|TYG77781.1
Glycine_max|NP_2@1235844.2
G_raimondii|KIB53185.1
G_aridum|MBABAIE187. 1
G_raimondii|ADYE8835.1

Duric_zibethinus |XP_822736748.1

G_hirsutum|NP_0@1314362.1
G_raimondii|¥P_a12448445.1
G_hirsutum|ADY&8837.1
G_barbadense | ADY&8833.1
G_hirsutum|ADY&5836.1
G_barbadense |PPRE6822.1
G_hirsutum|XP_815728680.1

Corchorus_olitorius |OMO78421.1
Duric_zibethinus |XP_822735745.1
Theobroma_cacac | XP_887836148.1
Herrania umbratica|XP 821292167.1

spepediestpndskgegneggpmd<gudes
wedllvpspgpediestpmdskgegneggpmdsrivdes
wedllapspgpediestpmdskgegneggpmdkgudes
wedllvpspgpediestpmdskgegneggpmdsgudes
spgpediestpmdskgegneggpmdkgudes
spgpediestpmdskgegneggpmd<gwdes
spgpediestpmdskgernengpmd<gudes
wedllvpspgpediestpmdskgegneggpmdsgudes
spgpediestpmdskgegneggpmd<gwdes
spgpediestpmdgkgegnegapmdgwdes
spgpediestpmdskgegneggpmd<gwdes
spgpediestpmdskgegnegapmd<gudes -gymdnlteq-
wedllvpspgpediestpmdskgegneggpmdkgudes------ gymdnlteg-----
spgpediestpmdskgegneggpmd<gwdes------ gymdnlteg-----
wedllvpspgpediestpmdskgegneggpmdkgudes------ gymdnlteg-----

474
Sa6
Sa6
Sa6
Sa6
586
Sa6
Sa6
Sa6
Sa6
Sa6
Sa6
586
Sa6
Sa6
Sa6
268
191
228
197
158
158
2a7
158
197
197
158
199
158
1596
1596
147

Prunus_armeniaca|CAB4296392.1

G_davidsonii|MBARE24583.1
G_arboreum|KHGE129@.1

G_schwendimanii|MBA®S56527.1
G_schwendimanii|MBA®S56525.1

G_trilobum|MEABT75238.1
G_australe |KAA3488855.1
G_australe |KAA3488856.1
G_arboreum|XP_817643194.
G_mustelinum|TyJ35872.1
G_barbadense |KAB2282570.
G_hirsutum|NP_8@1314335.
G_tomentosum|TYH71926.1
G_mustelinum|TYIS2308.1
G_davidsonii|MBABE23572.
G_davidsonii|MBABE23571.

o e

o

wpepsefkperfltthkdidvkgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlyltmsnflhafd
wpepsefkperfltthkdidvkgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlyltmsnflhafd
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd

wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsn
wpepsefnperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlylimsn
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlyltmsnflhatd
wpepsefkperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlfltmsnflhatd
wpepsefxperfltthkdvdvrglhfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd
wpeplefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd
wpepsefkperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlfltmsnflhatd
wpepsefxperfltthkdvdvrgghfelmpfgsgrrscpgtsfalhmlflimsnflhatd

486
483
483
483
483
483
483
483
483
483
483
483
483
483
483
483
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Populus_simonii|AKWS6345.1 A52
G_arboreum|XP_217611854 .1 515
G_australe | KAAS45636@.1 515
G_gossypiocides|MBABT35054.1 515
G_schwendimanii|MBA®S851583.1 515
G_armourianum|MBEAR825515.1 515
G_trilobum|MBAGTS223@.1 515
G_davidsonii|MBAREEGT2E.1 515
G_harbadense | PPDBA75SE.1 515
G_mustelinum|T¥YIg1474.1 515
G_hirsutum|MNP_@a1314347.1 515
G_barbadense |KAB2239254.1 -
G_tomentosum| TYH81593.1 515
G_raimondii|¥P_@12472188.1 515
G_hirsutum|KAGE156417.1 515
G_darwinii| TYG77781.1 515
Glycine_max|NP_881235544.2 208
G_raimondii|KJIB53185.1 191
G_aridum|MBASEOA127 .1 221
G_reimondii|ADYEE835.1 197
Durio_zibethinus |¥P_B8227367458.1 198
G_hirsutum|MNP_@a1314362.1 198
G_raimondii|XP_912448445.1 287
G_hirsutum|ADY58837.1 198
G_barbadense | ADYE8833.1 197
G_hirsutum|ADYSSE36.1 197
G_barbadense | PPREEE22.1 198
G_hirsutum|XP_816728830.1 199
Corchorus_olitorius |OMO78421.1 198
Durio_zibethinus |¥P_822735745.1 196
Theobroma_cacac | XP_28723614@.1 196
Herranis umbratics|XP @21292167.1 197
Prunus_armeniaca|CAB4295392.1 isnpssapidmtesfgltnvkatplgulikprlpsglyg 525
G_davidsonii|MBABE24583.1 fstpsnglidltgtdgltnikstplgalvsprlapelyn 522
G_arboreum|KHGE1298.1 fstpsdglidltgtdgltnikstplealvsprlapelyn 522
G_schwendimanii |MBA®S56527.1 Fstpsnglidltgtagltnikstplealvsprlapelyn 522
G_schwendimanii | MBA®SSE525.1 fstpsnglidltgtvgltnikstpleslvsprlapglyn 522
G_trilobum|MBABTFS238.1 fstpsnglidltgtvgltnikstplealvsprlapelyn 522
G australe |KAAZ43E855.1 fstpsnslidlsptagltnmkstplealvsprippelyk S22
G _australe |KAA34BEE56.1 fstpsnglidltetagltnikstoleslwingyet---- 518
G_arboreum | XP_817643194. fstpsnglidltgtagltnikstplealvsprlapelyn 522
G_mustelinum|T¥135872.1 fstpsnglidltgtagltnikstplealvsprlapelyn 522
G_harbadense | KAB2282574. Ffstpsnglidltgtagltnikstplealvsprlapelyn 522
G_hirsutum|NP_281314395. fetpsnglidltgtagltnikstpleslvsprlapelyn 522
G_tomentosum| TYH71926.1 fetpsnglidltgtagltnikstplealw 522
G_mustelinum|TYI823228.1 fstpsnglidltgtagltnikstplesl 522
G_davidsonii|MBAGE23572. Fstpsnglidltgtagltnikstplealvsprlapelyn 522
G_davidsonii|MBAGE23571. fstpsnglidltgtvegltnikstpleslvsprlapelyn 522

Fonte: Proprio autor.
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Figura 20 - Dominio da sequéncia completa conservada da proteina referente ao Rop_like juntamente com os primers presentes na plataforma,
obtido no NCBI.

%2“33.1:0..63& Gossypium hirsutum rac-like GTP-binding protein ARACS (LOC107939787), mRNA
mp

lao o |so  |to0  [120 |140  |160  |180  |200  |220  [240 260|280 j3p0 [320  [340,  [360.  [3s0 400 M20  |440 460 8O [s00 520|540 |ss0.  [sBD. 60O 620
Genes
LOG107939787
> NP 0013143621 » >
exon I - exon I
exon exon exon
exon G
U) Primer pairs for job gYte2Wm-ZBZDLPQp-UnQG4NSwSmuQdaOrw
Primer 2 I — Primer 1 I —
PrmerB- _
Primer 4 [ 4 Primer 7 4
Primer 5 I
Primer & I 4
Primer & EEp- — Primer 9 I
Primer 10 S {1

Fonte: Proprio autor.
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Figura 21 - Dominio da sequéncia completa conservada da proteina referente ao P450 juntamente com os primers presentes na plataforma,
obtido no NCBI.

M_001327466.1:0..1800 Gossypium hirsutum cytochrome P450 CYP82D47-like (LOC107942683), mRNA
Template [ETiy [200 [300 |400 |s00 |s00 [700 |soo

|o00 [1K |1,100  [1.200  |1,300 1,400 1500 , [1600 | . 1800

LOC107942683
NP 001314395.1 »

>

exon
U) Primer pairs for job YWu-OYm-hBajLBQpGUkKwG2ZNSISIOQTo0Tw

Primer ‘I. ‘ Primer "0. ‘
Primer 2. ‘
Primer 3. ‘
Primerd’ ‘ Primer 6’ ‘
Primer SH Primer 9’ ‘
<

Primer ?.

Primer 8’ ‘

Fonte: Proprio autor.
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Figura 22 - Dominio da sequéncia completa conservada da proteina referente ao bZIP juntamente com os primers presentes na plataforma,
obtido no NCBI.

IGenes

MP_001314347.

>
U) Primer pairs for job réVw80e-ShZtLNop10n-G61S7ymAQfQ0gQ

Primer 1H Primer 5.
Primer 2.—‘
Primer 3 iijp—7_l
Primer 4 [ij—
4a

Primer B.
Frimer T.—.
Primer a’_‘

Primer 9--_.
Primer 10 -_.

Fonte: Proprio autor.



	1 INTRODUÇÃO
	2 OBJETIVO
	2.1 OBJETIVO GERAL
	3 REFERENCIAL TEÓRICO
	4 METODOLOGIA
	5 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	6 CONSIDERAÇÕES FINAIS
	REFERÊNCIAS
	ANEXO

