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RESUMO 

A cotonicultura é uma plantação muito importante no Brasil, detentora do quinto lugar de maior 

produtora e terceira maior exportadora mundial. Nacionalmente, o plantio de algodão herbáceo 

concentra­se  no  centro­oeste  e  nordeste,  onde  é  majoritariamente  cultivado  por  irrigação, 

seguido da técnica de sequeiro e sem rega. Os fatores climáticos, alta evapotranspiração e baixa 

pluviosidade,  qualidade da  água de  irrigação, manejo,  características  do  solo  e  espécie,  são 

determinantes para existência e agravamento do estresse salino no plantio, sendo um dos mais 

importantes estresses abióticos, juntamente com o hídrico, a afetar o crescimento, produtividade 

e qualidade da fibra. Para isto, o melhoramento genético vegetal é a alternativa mais viável para 

redução  das  consequências  geradas  na  planta  pelo  excesso  de  sais,  como  uso  de  produtos 

químicos na lavoura e perda quantitativa e econômica da produção. Com desenho de primers 

in silico que reconhecerão os domínios conservados no gene relacionados com a tolerância e/ou 

resistência, viabilizando a manipulação genética para criação de cultivares mais adaptadas a 

este fator. Assim, a partir da bioinformática, o presente trabalho, analisou taxonomicamente e 

físico­quimicamente  três  proteínas  de  interesse  selecionadas,  segundo  triagem  prévia, 

realizando desenho dos primers, validação destes e seleção dos dez primers mais estáveis, seis 

das proteínas e quatro degenerados, os quais são seguros, específicos e estão de acordo com 

padrões  qualitativos  de  referência.  De  extrema  relevância  para  área  experimental,  o 

conhecimento do perfil, ação das proteínas e desenho dos marcadores moleculares realizados, 

o caminho para se minimizar os problemas gerados pela salinidade ao cultivo é palpável. 

 

Palavras­chave: 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  INTRODUÇÃO 
 

A  família  Malvaceae,  gênero  Gossypium,  é  referente  popularmente  ao  algodoeiro. 

Cultivo datado a mais de 4 mil anos (SALDANHA; BELO, 2016; DE SOUSA, 2010) com a 

finalidade de utilização de sua fibra para o setor têxtil e sementes para alimentação animal e 

extração de óleos vegetais (BLANCO, 2008), entre outras finalidades  ligadas a bioenergia e 

outros setores. Apresenta neste gênero, mais de 50 espécies, sendo quatro as de maior valor 

econômico  e  cultivo  em  grande  escala,  G.  arboreum  L.  e  G.  herbaceum  L.  diplóides,  G. 

hirsutum  L.  e  G.  barbadense  L.  tretraplóides,  respectivamente  em  pares,  nativas  do  Velho 

Mundo e Novo Mundo (DE SOUSA, 2010). 

Nacionalmente,  o  algodoeiro  é  uma cultura de bastante  importância,  sendo o quinto 

maior produtor mundial na safra de 2017/2018, somando com a produção dos quatro países à 

sua  frente  76,66%  da  produção  mundial  (DA  SILVA,  2020).  Nacionalmente,  pela  última 

atualização do IBGE, a produção do algodão herbáceo em 2021 tem possibilidade de ultrapassar 

a do ano anterior, apresentando na primeira safra já quase 6 milhões de toneladas produzidas 

até abril de 2021 em relação ao total de 7 milhões do anterior, 2020 (IBGE, 2021).  

Regionalmente,  no  Brasil,  o  centro­oeste  concentra  73,3%  da  produção  brasileira, 

seguido pelo nordeste com 29,3%, sudeste com 3%, norte com 0,3, já o sul não tem dados, de 

acordo com a produção do ano de 2020 (IBGE (2021). Tais estados, encontram­se no clima 

semiárido e vegetação caatinga, em sua maior parte, exceto o estado do Maranhão que possui 

majoritariamente o bioma cerrado, juntamente com os estados do centro­oeste.  

Esta área se caracteriza pelas altas temperaturas, eventos de estiagem prolongados, baixa 

pluviosidade,  solos  com  baixo  potencial  de  retenção  de  água,  alta  infiltração  e 

evapotranspiração que faz com que haja uma maior concentração de sais e nutrientes neste solo 

(HOFFMANN NETO, 1999; DE SENA, 2011; CORREIA, et al., 2011). E consequente uma 

presença maior de poços artesianos e amazonas, nestes locais, pois a acumulação aquífera se dá 

subterraneamente, principalmente na caatinga, já que o cerrado é o “berço das águas brasileiro”, 

possuindo muitas nascentes superficiais em seu território (LIMA, 2011).  

Apesar da cultura ser adaptada a temperaturas entre 18 e 30°C, com ciclo relativamente 

curto, podendo ter cultivares com 100­120 dias, alta taxa de produtividade por hectare, no caso 

3mil Kg/ha (DE AZEVEDO, SILVA, 2007), este ambiente promove à cultura de algodão um 

certo nível de estresse abiótico. Normalmente, é usado o regime de sequeiro para plantio, porém 

apesar de autores indicá­lo (DE AZEVEDO, SILVA, 2007; MATTOS, et al., 2020; MOTA, 

2014), pode não compensar o uso desta  técnica pela ocorrência de veranicos durante a  fase 
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fenológica, pois o solo pode não manter a umidade necessária para o desenvolvimento da planta. 

Assim  a  cultura  do  algodoeiro  por  irrigação  ganha  mais  espaço  pela  maior  segurança  e 

produtividade (MOTA, 2014), reforçado por 60% de seu cultivo ser por esta técnica (BLANCO, 

et al., 2011; PEREIRA, 2012). 

Pelo alto teor de sais nas fontes aquíferas usadas na irrigação aliada a um solo com baixa 

retenção, que gera acúmulo de sais, faz com que a cultura esteja exposta a estresses salinos que 

irá comprometê­la a médio e/ou longo prazo fisiologicamente, bioquimicamente, na absorção 

de  nutrientes,  e  consecutivamente  seu  desenvolvimento  e  produtividade  (AMORIM,  et  al, 

2010), além do meio  ambiente, necessitando de um manejo que minimize as consequências 

geradas  pelo  alto  teor  de  salinidade  no  ambiente  e  planta,  assim  como  de  métodos 

biotecnológicos que propicie um algodoeiro mais resistente a este fator abiótico.  

Devido a esta necessidade, uma alternativa viável é o uso do melhoramento genético 

vegetal para propiciar cultivares mais adaptadas ambientalmente ao excesso de sais, acarretado 

devido ao seu cultivo em regiões com este perfil (SOARES FILHO, et al., 2016). Com isto, 

uma ferramenta que viabiliza este estudo é o desenho de primers  in silico para uma análise 

específica e profunda do gênero e genes taxonômicos associados ao estresse salino, para se ter 

maior precisão na fase experimental de manipulação gênica. 
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2  OBJETIVO 

2.1  OBJETIVO GERAL 
 

Estudo genético de proteínas associadas ao estresse salino no gênero Gossypium para 

desenho de primers. 

 

2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

•  Busca em banco de dados dos genomas já sequenciados do gênero e de quais espécies 

são; 

•  Triagem de proteínas de interesse; 

•  Análise filogenética, físico­química e estrutural das sequências das proteínas; 

•  Desenho dos primers referente às proteínas de interesse. 
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3  REFERENCIAL TEÓRICO 
 

3.1 ASPECTOS GERAIS 

O  algodoeiro  branco  tem  sua  origem  na  Índia,  continente  asiático,  de  acordo  com 

documentos  históricos  (IFRN,  2021),  já  o  naturalmente  colorido  tem  como  seu  berço  o 

continente americano (SALDANHA; BELO, 2016; DE CARVALHO, 2016), pelos povos Incas 

no Peru datada a 4500a.C. (NASCIMENTO, 2019), quando foi domesticada por indígenas, os 

quais selecionaram o fenótipo desejado artificialmente de acordo com marcadores morfológicos 

por séculos chegando nas variedades e espécies existentes hoje,  tendo como descendente de 

germoplasma  pré­colombiano todo algodão colorido cultivado pelo mundo. A domesticação 

no continente europeu se deu pelos árabes e responsáveis pela comercialização a mais de 4 mil 

anos (NASCIMENTO, 2019).  

A partir da época das grandes navegações, com a descoberta do caminho para Índia no 

século  XVII,  esta  fibra  começa  a  ter  maior  visibilidade  na  Europa  e  se  estabelecendo  no 

mercado a partir da primeira revolução industrial (século XVIII), onde predominantemente se 

usava lã para produção têxtil (BERGAMIN, 2018).  

No Brasil e américa como todo, antes da vinda dos europeus para o continente 

americano, já havia plantio, melhoramento e uso do algodão na têxtil, mas em 1750, os 

portugueses começaram a produção comercial para exportação da cotonicultura, o qual possuía 

fibras longas e com produtividade não muito atrativa, no estado do Maranhão no nordeste, com 

o intuito de reduzir a dependência deste insumo da Inglaterra (BARBOSA, 2005), perdurando 

do século XVIII até o XX. 

Até a década de 1980, antes do declínio, os estados da Bahia e Ceará eram os maiores 

produtores de algodão arbóreo do nordeste (Embrapa, 2003), que junto com a região sul e 

sudeste compunham majoritariamente a produção nacional (PETRUCCI, 2011). Porém, durante 

a mesma década passou por uma decadência 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 área de plantio para 

áreas do bioma cerrado, centro-oeste, com cultivares mais adaptadas ao clima e mecanização 

que a cotonicultura se reergueu no mercado interno.  

A elevada produtividade em 1997 estimulou seu desenvolvimento, passando de uma 

década para outra de segundo país maior importador para o quinto maior produtor e terceiro 

maior exportador desta cultura, perdendo somente dos Estados Unidos, Índia, China, Paquistão, 

Índia na produção, 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 rotação do 

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

 
Esta planta é cultivada comercialmente em mais de 65 países pelo mundo (DE SOUSA, 

2010), tendo como as principais espécies de importância pela fibra para plantio, G. hirsutum L., 

conhecida por  algodoeiro herbáceo no Brasil  e  responsável  por  90% da produção mundial, 

seguida pela G. barbadense L., distinta pela alta qualidade da fibra, também tretraplóide e de 

origem no Novo Mundo, em adição a G. arboreum L. e G. herbaceum L., duas últimas de menor 

área de plantio, normalmente em pequena escala, haplóides e do Velho Mundo (FREIRE, et al., 

2003; DE SOUSA, 2010). 

A mudança do homem nômade para o sedentário, a partir do período neolítico, fez com 

que  estes  começassem  a  investir  na  agricultura  e  pecuária,  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 características mais relevantes, 

como  repressão  do  sistema  de  dispersão  de  sementes,  mudanças  fisiológicas  (alometria  e 

condensação), germinação uniforme e mais acelerada, sincronismo no processo de floração e 

maturação, modificações bioquímicas, aumento do tamanho de órgãos, ciclo de vida e sistemas 

de hibridação (EVANS, 1993; apud MANTOVANI, et al., 2008). 

Para  o  algodoeiro,  especificamente,  a  domesticação  possibilitou  para  planta 

modificações evolutivas de interesse humano em relação 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 áridas e semiáridas, o que anteriormente a 

restringia a regiões temperadas (MANTOVANI, et a, 2008), além de ter adquirido resistência 

à seca (VIDAL NETO; FREIRE, 2014)  e tolerância a salinidade, podendo esta última variar 

de acordo com as espécies e fase do desenvolvimento da planta (BARROS, 2011). 

Caracteristicamente,  o  gênero  Gossypium  da  família Malvaceae  (COUTO; RAMOS; 

DE  CASTRO,  2020),  é  uma  planta  arbustiva  de  crescimento  indeterminado  e  com  grande 

variabilidade morfológica 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 intermediário em relação as plantas autógamas e alógamas devido seu potencial de 

fecundação  cruzada  e  autopolinizção  (DE  SOUSA,  2010;  VIDAL  NETO,  FREIRE,  2014; 

INSTITUTO AGRONÔMICO DE CAMPINAS, 2021), classificada como C3 em relação a usa 

fotossíntese,  precisa  de  boa  umidade  no  solo  no  período  de  germinação  (AGEITEC,  2017; 
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PEREIRA, 2008), oleaginosa, com plantio em solos com pH 5,5 e 6,5, baixa inclinação, altitude 

até 1500m (RIBEIRO, et al., 1999). 

A  partir  do  meristema  apical  são  formados  os  quatro  órgãos  principais  do  algodão, 

raízes,  caule,  folhas  e  flores  (NASCIMENTO,  2019).    Esta  cultura  tem  quatro  fases  de 

crescimento bem definidas: emergência, com início lento (25 a 30 dias), mas após a emergência 

seu  desenvolvimento  se  torna  mais  acelerado  (CARVALHO,  2007);  floração;  abertura  dos 

frutos; e, por fim, a colheita (PEREIRA, 2008). Visando durante este período, principalmente 

da abertura dos frutos ao fim da safra, mantê­la saudável para garantir a produtividade esperada 

no plantio, a qual sofre grande influência da temperatura e radiação solar, disponibilidade de 

nutrientes e água, além de fatores externos bióticos e abióticos, causas que se alteram de acordo 

com o tempo de semeadura e manejo (DA SILVA, 2020). 

Em relação ao período de  floração,  especialmente no nordeste, ocorre a abertura dos 

botões após 30 dias em cultivares de ciclo de vida precoces, com flores após 15 dias, as quais 

se  mantém  até  abertura  dos  capulhos  (70  a  80  dias).  Com  abertura  e  fecundação  matinal 

(período de 30 a 40 dias), esta que antes deste processo se caracterizava pela cor de suas pétalas 

variando  do  creme  ao  amarelo,  após  ficam  rosadas  seguidas  secam,  caem  e  dão  início  a 

formação  do  fruto,  imaturo  chamado  de  maçã  e  após  90  dias  torna­se  maduro  e  se  chama 

capulho (DE SOUSA, 2010; VIDAL NETO, FREIRE, 2014).  

Outros  atributos  a  estes  órgãos  reprodutivos,  é  que  possuem  pedicelo,  isoladas  e 

completas com três brácteas de  coloração verde abarcando­a, possui  cinco pétalas dispostas 

juntas em uma, e possui órgãos reprodutores de ambos os sexos, hermafrodita. Destarte, deve­

se  prestar  atenção  ao  período  reprodutivo  das  espécies,  observando  que  devem  ser  todas 

tetraplóides ou diplóides, para fazer com que o período de floração entre elas sejam uniformes 

e  não  gere  perdas  na  hibridação  (WENDEL;  CRONN,  2003),  evitando,  assim,  um  manejo 

inadequado da plantação. 

Adicionalmente,  o  órgão  radicular  é  formado  por  uma  raiz  principal  vertical  e 

ramificações à esta lateralmente na horizontal, possibilitando a planta maior área de superfície 

para  absorção  de  nutrientes.  A  principal  é  pivotante,  encontrando­se  nos  20cm  a  2,5m  de 

profundidade no solo, porém cerca de 80% da massa total da raiz localiza­se nos 20cm mais 

superficiais  subterraneamente.  Já  o  caule,  ereto  com  0,8  a  2,5m  de  altura,  com  formato 

cilíndrico à ligeiramente pentangular ou quadrangular, caracteristicamente sublenhoso, e deste 

ramo de crescimento vertical tem função monopodial, ou seja, possui uma única gema apical, 

a qual dará origem as ramificações laterais com função simpodial, onde várias gemas participam 
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de  sua  formação,  nos  diversos  eixos  em  que  se  desenvolve  (NASCIMENTO,  2019;  DE 

SOUSA, 2010).  

Quanto sua fibra, principal fonte econômica proveniente da planta, tem sua qualidade 

atribuída a características  intrínsecas e  extrínsecas,  a primeira  tem sua expressão controlada 

geneticamente,  como  resistência,  comprimento  e  uniformidade  deste,  precocidade,  porte  da 

cultura  (baixo  ou  alto),  tolerância  a  fatores  abióticos  e  bióticos,  espessura,  já  a  última,  é 

influenciado pelo ambiente, armazenamento e colheita, manejo, nutrição. Assim, quanto maior, 

uniforme,  grau  de  cor,  fiabilidade,  maior  interesse  há  nessas  propriedades  produtivas  e 

comercial (VIDAL NETO, FREIRE, 2013; FUZATTO, et al., 2014; ANDRADE et al., 2009). 

Também deve­se observar qual foco de comércio terá, do caroço ou pluma (FUZATTO, et al., 

2014).  

Em  ambiente  de  estresse,  de  acordo  com  ARAÚJO  (2018),  para  estresse  hídrico,  o 

algodoeiro  produziu  fibras  qualitativamente  superior  nas  fases  iniciais  de  crescimento  e 

frutificação, maçã. Tem a vantagem de ser hipoalérgica, podendo qualquer pessoa usar sem que 

haja alguma reação de sensibilidade na pele, podendo ser combinado com outros tipos de fibra 

(IFRN, 2021). O  algodoeiro herbáceo,  espécie  que  tem  como porcentagem de  semente,  em 

média de 65% e 35% de fibras, é o mais importante na cotonicultura (NEVES, PINTO, 2011; 

DE ANDRADE JÚNIOR, 2009). 

Para se ter um bom manejo do algodoeiro, é necessário se atentar a imprescindibilidade 

de  se  observar  as  suas  exigências  ambientais,  diferenças  entre  cultivares,  época  correta  de 

semeadura para que não haja perda na hibridação, a calagem e adubação que deve ser feita, qual 

técnica de plantio se encaixa melhor no local de plantio, tipos de pragas, doenças e seu controle, 

rotação recomendada de cultivo, distância e  tamanho de poda, época de colheita  e os  custo 

versus  produtividade  na  região  que  irá  plantar  (INSTITUTO  AGRONÔMICO  DE 

CAMPIINAS, 2021). 

No nordeste, os tipos de plantio são de produção irrigada, não irrigada e de sequeiro, 

sendo mais extensiva nesta região do Brasil a primeira e no centro­oeste a segunda, devido a 

agricultura  familiar  majoritariamente  versus  mecanização  e  produção  em  grande  escala 

(PORTO, et al., 2019; AGUIAR, MODESTO FILHO, DOS REIS, 2006). É uma planta com 

exigências ambientais para que se tenha um bom rendimento, solos ácidos, muito úmidos, rasos 

ou com alto grau de compactação não são 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 mês, quanto maior for a elevação (DE OLIVEIRA JÚNIOR, et al., 2009; INSTITUTO 

AGRONÔMICO DE CAMPINAS, 2021). 
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As pragas podem assolar esta cultura em várias etapas do ciclo de vida da planta, no 

início de ser crescimento, como boca­do­ponteiro, percevejo castanho, cigarrinha, boca­da­raiz, 

pulgão, e na época de floração e frutificação, principalmente, como mosca branca, lagarta­das­

maçãs, bicudo, lagarta rosada, ácaro rajado e branco, curuquerê, percevejo manchador, lagarta 

militar, rosada e Helicoverpa armigera. As quais podem ser controladas a partir do manejo com 

monitoramento,  uso  de  feromônios,  rotação  de  cultura,  e  principalmente,  uso  de  cultivares 

resistentes,  tolerantes  (INSTITUTO  AGRONÔMICO  DE  CAMPINAS,  2021;  DA  SILVA, 

2015). 

Já  para  doenças,  pode  ser  infectado  por  mancha­angular,  ramulose,  Fusarium, 

Verticillium, nematóides, mosaico das nervuras, e outras não tão frequentes como ramularia, 

cercospora, Trichoderma e Bacillus amyloliquefaciens. O controle destas é a partir de medidas 

profiláticas ao destruir as plantas infectadas para que interrompa a disseminação, tratamento 

químico  e  algodoeiros  resistentes  ou  tolerantes  (INSTITUTO  AGRONÔMICO  DE 

CAMPINAS,  2021;  SUASSUNA,  SILVA,  BETTIOL,  2019;  LANGE,  et  al.,  2018).  É 

importante também a descontaminação de sementes, em alguns casos, com uso de substâncias 

químicas para o tratamento (HENNING, 2005). 

As espécies de maior interesse econômico agregado são: a G. hirsutum L., originada do 

sul do México, com muita variedade de raças, latifolium, puncatum, marie­galante (mocó), a 

primeira mais cultivada como planta anual; G.barbadense L. de origem no Peru, destacando a 

variedade “rim­de­boi” pela qualidade da fibra e coloridos também, com evidências antigas de 

cores variando de azul, vermelho,  roxo, bronze, verde, marrom, porém consta em banco de 

germoplasma hoje  a  marrom,  laranja,  creme,  púrpura,  cinza,  amarela; G. arboreum L.  e G. 

herbaeum L., respectivamente, originada e cultivada na África e cultivada na Ásia, a segunda 

asiática  com  cultivo  na  Índia,  conhecidas  pela  alta  qualidade  da  fibra,  por  em  baixa 

produtividade  (DE  CARVALHO,  2016;  INSTITUTO  AGRONÔMICO  DE  CAMPINAS, 

2021). 

Além destas, tem a endêmica da caatinga, G. mustelinum, que possui grande importância 

ambiental  e  social,  devido  a  necessidade de  se  conservá­la,  in  situ  e  ex  situ,  em bancos de 

germoplasma, trabalho realizado da Embrapa, pois em muitos locais ela não tem resistido ao 

ambiente,  queimadas,  desmatamentos  para  pastos  e  plantio  de  coco  no  litoral.  Ocorre 

naturalmente em todo bioma, com enfoque a sua presença em áreas de preservação, mantendo 

sua conservação in situ, como em Tambaba na Paraíba e em Santa Cruz em Pernambuco. Seu 

perfil é de uma planta arbustiva de pequeno porte,  capulhos pequenos que  se desprendem e 

fazem a dispersão de suas sementes de forma natural, diferente de espécies como G. hirsutum 
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var. latifolium, G. barbadense, suas fibras são curtas, presença de línter de cor verde e marrom, 

doravante  estudos  de  seu  RNA  ribossômico,  foi  identificado  esta  espécie  como  tetraplóide 

(HOFFMANN, et al., 2020). 

As  principais  diferenças  entre  cultivares  estão  no  porte  da  planta,  rendimento 

quantitativo  da  fibra,  resistência  e  tolerância,  tempo  de  ciclo  produtivo  (INSTITUTO 

AGRONÔMICO DE CAMPINAS, 2021). A tendência tem sido a redução de seu tamanho para 

encurtar o ciclo de vida, torna­la mais produtiva e resistente a fatores ambientais, temperatura 

e umidade. Também, maior eficiência produtiva com aumento de frutos por planta, adaptação 

ao manejo, menor densidade foliar, maior detenção dos capulhos, voltada ao cultivo em grande 

escala e mecanizado, para plantio manual,  é preferível de maior porte com mais capulhos e 

menor  retenção  da  pluma,  facilitando  a  colheita,  ciclos  tardios  fornecendo  mais  colheitas 

(VIDAL NETO, FREIRE, 2013). 

Dados citogenéticos do gênero Gossypium a respeito de grupos genômicos, realizado a 

partir  do  pareamento  de  sequências  das  espécies  do  algodoeiro  (há  mais  de  50  espécies), 

mostrou  duas  categorias:  os  organismos  diplóides  (2n=2x=26  cromossomos)  e  os 

alotetraplóides  (2n=4x=52  cromossos),  associando  dados  de  duas  espécies.  Os  diplóides 

formaram  três  subgrupos  e  o  alotetraplóide  somente  um,  respectivamente,  como  mostra  a 

Tabela 1 (DE SOUSA, 2010, p. 20). 

 

Tabela 1 ­ Informações citogenéticas a respeito dos grupos genômicos do algodoeiro. 

  Genoma A, B, E, F  Genoma A, D  Genoma C  Genoma D 

Espécies  8  6  11  12 

Local onde são 

encontradas  
Afro­Arábia  América  Austrália  América 

Informações 

adicionais 

Duas espécies 

cultivadas: G. 

herbarium e G. 

arborium. 

Duas espécies cultivadas: G. 

hirsutum e G. barbadense, as 

outras quatro são encontradas 

no Havaí, Brasil, Ilhas 

Galápagos e México 

­ 

Dez espécies no 

México e duas no 

Peru e Ilhas 

Galápagos 

Fonte: SOUSA (2010, p. 20). 

 

Sua aplicabilidade é múltipla, desde a mais com mais atenção, fibra têxtil para produção 

de tecidos, como brim, llona, voil, algodãozinho, talagarça, tolha, cadarço, atoalhado, riscado, 

filó,  creton,  organdi,  popeline,  encerado,  morim,  cetim,  cambraia,  cretone,  a  uso  para 
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alimentação animal como farinha e óleo para humana, produção de artesanato, cosméticos, área 

farmacêutica,  fabricação  de  celulose,  óleo  essencial  vegetal,  biodiesel  (DA  SILVA,  2015; 

SEVERINO, et al., 2019; IFRN, 2021). 

Agregado aos seus numerosas fins, hoje, distribuído o cultivo, algodão herbáceo, entre 

as regiões do centro­oeste com 73% da produção nacional, nordeste com 29,3%, sudeste 3% e 

sul com quantidade baixa, sem informações, de acordo com o censo das safras de 2020 (IBGE, 

2021). A cultivar mais plantada nos estados nordestinos são os herbáceos, Gossypium hirsutum 

L. variedade latifolium Hutch., principalmente para pequenos e médios produtores (Embrapa, 

2021), já no centro­oeste é mais voltado para culturas empresarias com alto nível tecnológico 

(INSTITUTO AGRONÔMICO DE CAMPINAS, 2021). 

Importante  socioeconomicamente,  à  nível  nacional  e  internacional,  nas  safras  de  em 

2017/2018,  como quinto maior  produtor,  reteve 76,66% da produção mundial  (DA SILVA, 

2020), cultivo que movimentou o valor de 12 bilhões de dólares mundialmente, desde o plantio 

aos seus subprodutos (DA SILVA, 2020). 

Devido a importância da cotonicultura e o tamanho do Brasil, as demandas dentro do 

cenário nacional  relacionada a melhoria de  cultivares, pode­se  ter  três  linhas de pesquisa, a 

primeira  com  o  plantio  no  cerrado  (região  cento­oeste  predominantemente)  em  busca  do 

beneficiamento  da  qualidade  da  fibra  intrínseca  e  extrínsecamente,  maior  resistência 

fitossanitária e aproveitamento no descaroçamento; a segunda com o cultivo no sul e sudeste à 

procura  de  maior  produtividade,  controle  fitossanitário,  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, tolerância a fatores abióticos 

e  bióticos  inerentes  ao  semiárido  (solo,  clima,  salinidade,  seca)  para  viabilizar  a  produção 

orgânica (VIDAL NETO, FREIRE, 2013). Apesar de demandas específicas, é visível a busca 

compartilhada  pela  resistência/tolerância  biótica  e  abiótica  (controle  fitossanitário),  maior 

rendimento e qualidade da fibra. 

Iniciado  o  melhoramento  brasileiro  no  algodoeiro  em  1921,  já  existia  uma  rede  de 

pesquisa  e  melhoramento  do  gênero,  em  1930,  situado  no  nordeste,  que  foi  estimulando  o 

campo da ciência internamente para o estudo desta cultura com decaimento na década de 1980 

com  a  introdução  do  bicudo  nas  plantações.  Voltou  a  ser  estimular  com  a  reintrodução  do 

plantio no centro­oeste e reestabelecido com a parceria entre Fundação Mato Grosso e Embrapa 

Algodão, em 1995, que desde então 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). À  exemplo,  está  o programa Algodão Brasileiro 

Responsável  (ABR),  2012,  que  com a ONG Better Cotton  Initive  (BCI),  2013,  se  propôs  a 

melhorar a produção 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 questão, minimizando 

os efeitos deste em seu sistema fisiológico, morfológico e bioquímico (PEREIRA, et al., 2012 

(a); NOGUEIRA, et al., 2006; AZEVEDO NETO et al., 2010), assim como precisa usar normas 

de classificação, tal como a High Volume Instrument (HVI) para análise qualitativa da fibra 

(NASCIMENTO, 2019). 

A estrutura genética, alvo do melhoramento genético, consiste no estudo da variação 

genética e manutenção desta dentro das espécies, obtida evolutivamente por seleção natural e 

domesticação,  por  migração  geográfica,  deriva  genética,  mutação,  assim  como  também  é 

influenciada pela  forma de  reprodução do organismo,  fluxo gênico e  tamanho da população 

(DE MENEZES, 2009), para usar este conhecimento genômico no entendimento da expressão, 

função de genes, evolução, dinâmica populacional, taxonomia (classificação de organismos em 

decorrência  das  relações  evolutivas,  identificando  espécies  e  sua  proximidade  hereditária) 

(BICUDO, 2004) e manipulação destes. 

Como o algodoeiro, reprodutivamente, é parcialmente alógamo e autógamo, suas linhas 

não são puras, devido seu grau de heterozigose. Assim para os programas de melhoramento, é 

necessário  a  adaptação dos métodos usados  em plantas  alógamas  e  autógamas  em algumas 

etapas, em outras como hibridação, avaliação e seleção não é preciso. Tais métodos podem ser 

por  seleção  genealógica,  vigor  híbrido,  recorrente  (usado  na  Embrapa),  hibridação, 

retrocruzamento, massal. Para o aumento da heterozigose é necessário uso da hibridação como 

forma  de  explorar  as  possibilidades  genéticas  de  tal  organismo  mais  afundo,  podendo  os 

indivíduos transgênicos provenientes do estudo ser oriundos de um só organismo vegetal ou de 

diversas linhagens do gênero (VIDAL NETO, FREIRE, 2013; CARDOSO, 2018). 

Assim, com o advento de técnicas de PCR, conhecimento do código genético a partir do 

mapeamento, criação de marcadores moleculares mais seguros na década de 1980 (genético 

com uso de DNA ou RNA e enzimáticos), o que antes era a partir de morfológicos os quais são 

influenciáveis pelo ambiente, limitado numericamente e às características qualitativas. Com o 

uso de marcadores, pode­se selecionar com primers locais específicos da sequência para estudo, 

além de ser possível pelo enorme acervo de dados genéticos em bancos de dados, desenhá­los 

in sílico, tornando mais segura a identificação da área correta objetivada (DE MENEZES, 2009; 

TURCHETTO­ZOLET, 2017; DE ALMEIDA, 2007; SILVEIRA, et al., 2016). 
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3.2 ESTRESSE SALINO 

A salinidade é uma realidade da agricultura em todo o mundo (LACERDA, 2016) e é 

um  dos  fatores  que  gera  maior  preocupação  na  atualidade  (SCHOSSLER,  et  al.,  2012). 

Fenômeno  ocorre  em  decorrência  de  fatores,  como  a  geomorfologia  do  local,  onde  o  solo 

apresenta caracteristicamente uma grande quantidade de nutrientes e baixo índice de retenção 

de  águas,  aliada  com  uma  evapotranspiração  maior  que  a  taxa  de  pluviosidade  (RIBEIRO, 

2010; ROACHE, BAILEY, BOON, 2006.; FREIRE & FREIRE, 2007), que provoca deficiência 

da lixiviação do solo e aumenta a concentração destes nutrientes no solo.  

Culturas com baixa resistência ao estresse salino (FERREIRA et al., 2001) é outra causa, 

além  da  irrigação  com  aquíferos  de  baixa  qualidade,  como  uso  água  salobra  para  rega  do 

plantio,  uma  realidade  no  agronegócio  e  abastecimento  de  casas  cada  vez  mais  comum 

(SOARES,  2007)  devido  a  variabilidade  temporal  e  local  de  fatores  hidrogeográficos 

(D’ALMEIDA et al., 2005),  características  essas,  encontradas  principalmente  em  áreas 

semiáridas  e  áridas,  como  o  nordeste  brasileiro  (LACERDA,  2016;  LIMA,  2016).  Outros 

fatores que influenciam seu aparecimento e/ou agravamento, é o manejo incorreto da irrigação, 

fertilizantes, descanso do solo, rotação de culturas nas entressafras (D’ALMEIDA et al., 2005; 

EPSTEIN & BLOOM, 2006), assim como, o que acontece é que esta tendência encontrada em 

acumular sais, presente no mesmo espaço geográfico.  

No  Brasil,  como  um  todo,  estima­se  que  mais  de  17  milhões  de  hectares  estejam 

enfrentando problemas devido a ocorrência em excesso de sais durante a plantação (RIBEIRO, 

FREIRE,  MONTENEGRO,  2003),  e  que  as  maiores  parcelas  de  áreas  salinas  estejam  no 

nordeste, acumulando 57% do total de área de cultivo no semiárido (HOLANDA, et al., 2007; 

RIBEIRO, et al., 2009), respectivamente, correspondendo aos estado da Bahia (44%) e Ceará 

(25%),  do  total  nacional,  como  os  mais  assestados,  em  pesquisa  mais  antiga  (GHEYI; 

FAGEIRA, 1997). 

No nordeste, a água de irrigação, normalmente com salinidade e/ou sodicidade dos solos 

elevada  (SOUSA  JÚNIOR,  FERNANDES,  GHEY,  2008;  SUASSUNA,  AUDRY,  2009), 

aliadas as características prévias do solo e resistência da cultura, são 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 alterações na absorção de nutrientes, e 

em  graves,  tornam­se  tóxicas  em  certos  níveis,  provocando  a  morte  do  vegetal  e  até 

desertificação do solo. Pois, ao se adicionar mais sais com a rega, fertilizantes e agrotóxicos, 

afeta a vigorosidade vegetal e solo em níveis antieconômicos para o plantio (MOTA, 2014). 
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Para as plantas, é reflexo de duas causas: componente osmótico pela redução hídrica 

interna  e  alta  concentração  de  solutos,  e  o  iônico  pela  relação  de  instável  que  a  presença 

excessiva dos íons Na+ e Cl­ geram em outros nutrientes (LIMA, 2016). Este despropósito de 

sais, principalmente por íons de Na (sódio), Cl (cloro) e cloretos, acima do tolerado pela planta 

independente  de  sua  resistente  ou  não  a  este  fator  abiótico,  provocam  redução  do  seu 

desenvolvimento,  distúrbios  fisiológicos  (FARIAS  et  al.,  2009),  redução  da  expansão 

superficial  da  folha,  diretamente  relacionada  e muitas  espécies  a  fotossíntese  e  absorção de 

nutrientes (DA COSTA, 2014). 

Esta  situação  promove  uma  diminuição  do  potencial  osmótico  dentro  do  vegetal 

afetando a concentração iônica, trocas gasosas na fotossíntese por fechamento dos estômatos 

(MUNNS,  et  al.,  2002;  FREITAS,  2006;  CHE­OTHMAN,  MILLAR,  TAYLOR,  2017), 

absorção  de  outros  nutrientes,  como  o  zinco,  ferro,  cobre,  manganês,  boro  relacionados  ao 

aumento do pH no solo, tornando baixa a biodisponibilidade destes, a absorção radicular de 

água e manutenção interna desta no vegetal (DIAS, BLANCO, 2010; FREITAS, 2006), assim 

como  baixa  concentração  de  K  (potássio),  pois  K  e  Na  competem  por  sítios  de  absorção 

(FERNANDES, et al., 2002). Outro ponto é a toxicidade na redução da retenção de fitomassa, 

síntese de moléculas do metabolismo secundário de proteção aos fatores externos, problemas 

na osmorregulação e integridade das membranas celulares (SCHOSSLER, et al., 2012). 

Um mecanismo de interesse é que plantas tolerantes possuem para driblar estas altas 

concentrações  em  seu  ambiente de  cultivo para que não  afete  a  mesma  rigorosamente. Um 

destes  processos  adaptativos,  está  na  estratégia  da  planta  ao  absorver  nutrientes  conseguir 

expulsar os cátions de sódio por glândulas salinas (YUAN, et al., 2016), realizando o controle 

osmótico  adequado  para  seu  funcionamento  e  evitando  acúmulo  deste  em  seu  limbo  foliar 

(SERTÃO, 2005; MUNNS, et al., 2002).  

Outra possibilidade é a adaptação com quantidades elevadas de sais em seu organismo 

e baixo potencial hídrico, comum as plantas halófitas, que usam vacúolos em seu interior celular 

da região das folhas para reter todo os sais absorvidos e controlando, assim, a osmose (SILVA, 

et  al.,  2000);  a  partir  da produção de moléculas  neutras  para  estabilização de membranas  e 

proteínas preservando o ambiente interno da desidratação em grandes concentrações, e perda 

de água em baixa (YANCEY, 2005), as quais podem ser a valina, prolina,  isoleucina, ácido 

aspártico, sacarose, frutose, manitol, glicose, pinitol, inositol, betaína entre outras biomoléculas 

(PARIDA; DAS, 2005). Plantas de interesse para fitorremediação por reduzir a concentração 

deste nutriente do solo, à  exemplo disto  tem as plantas presentes em manguezais e  Atriplex 

numulária (SANTOS, et al., 2011). 
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Este sistema de produção de moléculas neutras é extremamente relevante, a exemplo, 

do aminoácido prolina, não  tóxico,  relacionado com função de osmoproteção  celular, muito 

estudado pela sensibilidade em resposta ao estresse abiótico e sintetizado a partir do glutamato 

(SZABADOS;  SAVOURÉ,  2009),  desencadeando  o  aumento  da  resistência  da  planta  ao 

modular funções mitocondriais, auxiliar na expressão de genes, estabilizar membranas para que 

não haja  diminuição da  concentração  interna de  eletrólitos, manter  a  concentração de ROS 

(espécies reativas de oxigênio) dentro dos limites, proporcionando a mínima perca de função 

possível a planta (KAUR & ASTHIR, 2015). 

Já o óxido nítrico (NO), é um radical livre lipofílico, em forma de gás, que atua como 

mensageiro intracelular em processos desde a germinação da planta até defesa contra estresses 

bióticos  e  abióticos,  como  a  hídrico  e  salinidade  (VITAL,  et  al.,  2008),  respectivamente,  e 

auxilia no processo reprimir danos oxidativos nas folhas e raízes. A sua produção se adequa aos 

fatores  ambientais  que  a  rodeiam  e  intensidade  dos  estresses  a  que  está  exposta 

(MAGALHÃES,  et  al.,  2006),  desenvolvendo  tolerância  pela  ativação  de  proteínas  da 

membrana plasmática (ZHAO, et al., 2004). 

 Tais  conquistas  evolutivas  são  a  maneira  mais  eficiente  de  se  minimizar  os  efeitos 

provocados pelo estresse salino (ZHU, et al., 2016), pois a partir de três ferramentas adaptativas 

conseguem  se  beneficiar  do  ambiente,  antes  impróprio  para  sua  existência,  os  quais  são:  a 

prevenção de perda de água, desidratação; acúmulo do sal em vacúolos no citoplasma para que 

este não interfira no metabolismo intracelular; e potencial de reparação de lesões (ANOWER, 

et al., 2017).  

Já quando se refere ao solo, está qualitativamente sujeito a dois níveis, tanto em 

horizontes como nas camadas superficiais (RIBEIRO, et al., 2009). A primeira está vinculada 

as características e o processo natural do solo em locais com déficit hídrico, alta 

evapotranspiração, baixa precipitação, intemperismo, arraste e depósito de sais pelo vento 

(ROACHE, BAILEY, BOON, 2006). Já a segunda é gerada pelo manejo incorreto da cultura 

durante o plantio, tanto pela irrigação com água de baixa qualidade, adição de compostos 

químicos na água para controle de pragas deliberadamente, remoção 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 água de irrigação em áreas áridas e semiáridas, 

suas  propriedades  estão  associadas  a  sazonalidade  climática,  em  períodos  mais  chuvosos  a 

concentração de sais é reduzida devido a lixiviação deste, e em épocas mais secas, ocorre o 

contrário,  um  acúmulo  maior  dos  níveis  de  sais  (MOTA,  2014).  Porém,  caso  seja  feito  a 
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irrigação com manejo adequado, é possível ter duas safras por ano com a cultura do algodão 

(SILVA, et al., 2009), não necessariamente, assegurando outros parâmetros 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 fisiológicas, 

como alteração de crescimento, capacidade fotossintética e desemprenho dos estômatos 

(PEREIRA, 2012) aos estresses, dentre os quais, a salinidade em que possui uma boa tolerância 

a esta. Em estudo em 2012 (DE OLIVEIRA, et al., 2012), a cultura do gênero Gossypium é 

capaz de ver uma diminuição em todos fatores, principalmente região foliar (65,8%) e massa 

seca (65%), que implica num processo de desidratação, ao decorrer do aumento da exposição 

das plantas à salinidade.  

Na fase de germinação, o excesso salino provoca uma diminuição quantitativa e 

temporal do processo devido a alta umidade do solo e baixa infiltrabilidade (DE 

VASCONCELOS, 1990). Já durante a fase de crescimento e desenvolvimento, manifestando 

na planta um tamanho diminuto mais intenso nas secundárias horizontais do que nas raízes 

primárias verticais (REINHARDT, ROST, 1995), redução da extensão foliar e 

consecutivamente a capacidade fotossintética devido a diminuição no pigmento da clorofila 

associada ao fechamento dos estômatos reduzindo a taxa de fixação de carbono (JÁCOME, 

1999; JAMIL, et al., 2007; ZANANDRES, et al., 2006). 

A fisiologia do algodão branco e colorido são afetadas pelo efeito salino, visível, 

quantitativamente, nas folhas, altura da planta diâmetro do caule (JACOME, et al., 2003; 

SOUSA JÚNIOR, FERNANDES, GHEYI, 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 BIOINFORMÁTICA 

A bioinformática, é um campo emergente e cada vez mais fundamental para o estudo 

científico,  como  ferramenta  para  desenvolvimento  de  plataformas  e  bancos  de  dados  de 

sequenciamento de aminoácidos e ácidos nucleicos (FERREIRA, 2017), assim como análise de 

sequências  biológicas,  genes  e  proteínas,  para  predição  de  função  e  interações  entre  as 

moléculas  a  partir  de  sua  conformação  tridimensional,  estudo  evolutivo  a  partir  de  árvores 

filogenéticas (SANTOS, 2010), mineração e integração de dados biológicos, design de drogas, 

primers  e  moléculas  de  interesse,  distinção  entre  inibidores  e  enzimas,  classificação  de 
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biomoléculas homólogas pelo alinhamento múltiplo, além de sistematizar dados e relacionar 

tais informações biológicas (MARTINS, MENEZES, SOUZA, 2015). 

Resumidamente, as áreas que englobam a abordagem in silico em moléculas biológicas 

são:  alinhamento  de  sequências,  dinâmica  molecular,  modelagem  comparativa,  técnicas  ab 

initio,  “threading” (“ferramenta de predição de  enovelamento”), predição de  função gênica, 

filogenia, biologia de sistemas e atracamento molecular. Em termos de aplicações, as análises 

in sílico podem ser divididas em três grandes áreas de atuação, compreendidas entre macro e 

micromoléculas  (respectivamente,  DNA  e  proteínas,  produto  da  transcrição  e  metabólitos), 

pesquisa funcional e, por último, estrutural (DO REGO, 2012), como mostra a Tabela 2.  Já em 

relação  a  bioinformática  em  si,  pode­se  classifica­la  em  duas  vertentes:  a  tradicional, 

relacionada com estudo e análises de sequências de aminoácidos e nucleotídeos, e a estrutural, 

que  trabalha  com  técnicas  conectadas  com  química  computacional  que  estuda  moléculas 

biológicas tridimensionalmente (VERLI, 2014). 

 

Tabela 2 ­ Áreas de aplicação do estudo in silico. 

Análise  Macro e micromoléculas  Funcional  Estrutural 

Área de 

aplicabilidade 

Estudos filogenéticos, 

comparações genômicas, 

alinhamento, edição, 

reconhecimento de regiões 

mutagênicas e epítopos, 

ilação de coaslescência; 

Predição de função, 

sítios ativos, expressão 

gênica, via metabólica 

e sua associação com 

doenças a partir da 

compreensão gênica; 

Estudo das estruturas de 

enovelamento da 

proteína, principalmente 

a primária e terciária, a 

fim de classificar, 

comparar e 

interrelacioná­las; 

Fonte: REGO (2012, p. 9). 

 

Este termo, bioinformática, surgiu por Pauline Hogeweg, em 1979, em estudos voltados 

para a área da biologia sistemacional (MARTINS, et al., 2015; SANTOS, 2010). Porém, desde 

a década de 1960, pesquisadores da área biológica já usavam alguns recursos computacionais 

para auxílio em seus trabalhos. Esta área das ciências biológicas, ganhou mais visibilidade a 

partir de 1990 com o projeto do genoma humano e a disseminação da internet, que tornou a 

informação mais global e acessível, fazendo­a expandir tanto em volume de dados produzidos 

quanto ferramentas e técnicas para uso in silico (DO NASCIMENTO, 2016).  

Dentro desta ciência, o conhecimento das proteínas, mais especificamente, de suas fases 

estruturais de enovelamento, primária e terciária, comparativamente à sequência e função, é um 
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dos  pontos  mais  investigados,  afinal  sua  conformação  está  intimamente  ligada  com  sua 

funcionabilidade química e biológica dentro do metabolismo celular (DO REGO, 2012). 

Para estudo da disposição terciária da macromolécula é necessário o uso de softwares e 

plataformas que  façam a predição organizacional de seu arranjo, os quais podem ser por  ab 

initio – utiliza  informações  físico­químicas dos  resíduos de aminoácidos para construção do 

modelo quando normalmente não se tem moléculas homólogas em bancos de dados para uso; 

modelagem por homologia – usa moléculas análogas sequencialmente e determinadas por testes 

experimentais;  e  threading  –  relaciona  padrões  de  dobras  de  proteínas,  com  ou  sem 

ancestralidade comum, para observação de similaridade e construção do arranjo tridimensional 

(DO REGO, 2012). 

O passo seguinte é a validação do modelo, o qual ocorre por meio de ferramentas como 

o  gráfico  de  Ramachandran  e  Z­score.  O  primeiro  emprega  a  avaliação  dos  ângulos  de 

dobramentos  terciários  de  DNA,  RNA  e  proteína,  estes  ângulos  torcionais  correspondem, 

similarmente ao plano cartesiano de coordenadas, sendo o ângulo phi (referente ao carbono alfa 

e o átomo de nitrogênio do agrupamento amina) – eixo das ordenadas e o psi (ângulo existente 

entre  o  carbono  alfa  e  o  carbono  entre  o  carbono  alfa,  e  grupo  carboxila),  os  quais  podem 

rotacionar 180°. 

Dentro  deste  plano  cartesiano,  há  regiões  favoráveis  energeticamente,  não  havendo 

choques alostéricos dentre os átomos da estrutura tridimensional, valores próximos ficam em 

regiões secundárias, ainda permissivas, já os valores desfavoráveis são resultado de angulações 

torcionais  inadequados à proteína que  foi  modelada gerando, assim, os  choques alostéricos. 

Tais  áreas  dentro  do  gráfico  de  Ramachandran  permissivas  e  não  permissivas  apresentam 

exceção, somente para resíduos de glicina que que tem maior flexibilidade angular e a prolina 

que  é  mais  rígida,  no  total,  qualitativamente,  o  gráfico  deve  possuir  90%  ou  mais  de  seus 

resíduos de aminoácidos nas regiões favoráveis (MORRIS, et al., 1992). 

Já o Z­score como ferramenta de refinamento qualitativo da validação da proteína, o 

qual usa a partir da sequência de aminoácidos fornecidos, os átomos do carbono alfa (C­alfa) 

que permite até estruturas com baixa resolução. Assim, esta ferramenta estatística fornece um 

panorama do número de desvios padrão em relação à média populacional em análise, ou seja, 

este teste verifica o quanto a sequência em estudo varia comparativamente a faixa de pontuação 

encontrada em proteínas nativas com tamanho similar a de entrada (DATA SCIENCE, 2020; 

PROSA­WEB, 2021).  

Este  conceito  se  aplica  também  ao  gráfico  de  pontuações  de  resíduos  ou  gráfico  de 

energia dos scores, o qual, estatisticamente, plota a energia da sequência de aminoácidos em 
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função de sua posição, calculando para isso, a média de cada fragmento de resíduos para análise 

energética  (em escuro são  janelas de  fragmentos maior, 40  resíduos, e em tom mais claro a 

janela é menor, 10 resíduos). Preferencialmente, deseja­se que os valores sejam negativos, pois 

desta maneira, há menos áreas problemáticas na sequência (PROSA­WEB, 2021).  

Hoje,  apesar  de  existir  ferramentas  bastante  eficientes,  mais  precisos,  e  com 

possibilidades  e  mais  possibilidades  de  validação  computacional,  a  validação  experimental 

ainda  é  uma  exigência  para  análise  da  confiabilidade  dos  resultados  obtidos 

computacionalmente  (VERLI,  2014).  Apesar  disto,  a  complementaridade  das  duas  áreas, 

experimental e computacional, é o que torna o desenvolvimento científico possível e acelerado, 

pois é necessário de métodos de bancada, como o de espectrometria de massa, cristalografia, 

para que sequências gênicas possam ser adicionadas nos bancos de dados, e este, por sua vez, 

traga ao pesquisador uma nova perspectiva do que se está estudando, de forma mais integrada 

e  íntima,  criando  um  ciclo  de  hipóteses  a  serem  compreendidas  por  uma  diferente  ótica, 

computacional e experimental (E SILVA, NOTARI, DALL’ALBA, 2020). 

Na área do melhoramento genético vegetal,  torna­se um instrumento primordial para 

viabilização  de  qualquer  estudo,  pois  muitas  análises  elucidativas  seriam  demoradas  e  até 

inviáveis  de  se  fazer  à  mão,  como  por  exemplo,  a  integração  de  dados,  como  estrutura  de 

peptídeos, vias de sinalização e metabólica, e sequências de DNA/RNA e proteínas, tornando 

mais compreensível a expressão gênica, localização de proteínas relacionadas com funções de 

interesse dentro do genoma, funcionamento, desenvolvimento e formação de órgãos vegetais, 

determinação do ambiente no fenótipo (VASSILEV; et al., 2005). 

Particularmente, a filogenia encontra­se compreendida no melhoramento, correlatando 

e  compreendendo  a  evolução  de  genes,  proteínas  e  características  específicas  de  grupos  de 

organismos a partir da interpretação das relações filogenéticas, as quais são hereditárias, como 

os números dos cromossomos, haplóides, diplóides, tretraplóides, alotetraplóides, por exemplo. 

Assim,  as  discrepâncias  entre  os  modelos  são determinantes  para  se  estabelecer  a  distância 

evolutiva entre um e outro vegetal (DE MEDEIROS, 2014). 

Esta evolução foi de certa forma acelerada pela domesticação das plantas pelo homem, 

quando  o  ser  humano  passou  do  nomadismo  ao  sedentarismo  no  período  neolítico,  causou 

mudanças morfológicas e fisiológicas entre as espécies domesticadas e selvagens nas gerações 

que se passaram (HANCOCK, 2005), também a prática da seleção e cruzamentos realizados 

por agricultores das mais diversas civilizações,  resultou no surgimento de novas variedades 

durantes as eras humanas. Esta domesticação gerou algumas mudanças que caracteristicamente 

estão  associadas  a  sete  fatores,  de  acordo  com EVANS  (1993;  apud  MANTOVANI,  et  al., 
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2008): supressão do mecanismo de disseminação de sementes, alteração fisionômica (alometria 

e condensação), processo de germinação mais acelerado e homogêneo, sincronismo nas fases 

de  floração  e  maturação,  modificações  bioquímicas,  aumento  no  tamanho  dos  órgãos, 

diminuição do ciclo de vida e sistemas de hibridação. 

A partir deste conhecimento, o homem moderno, aprimorou este modo de domesticação 

e  melhoramento  com  técnicas  mais  concludentes,  não  baseadas  somente  no  fenótipo, 

marcadores morfológicos, mas  sim no genótipo para que  se  consiga  a  expressão  fenotípica 

desejada, surgindo como ferramenta os marcadores moleculares e enzimáticos (FERREIRA, 

2017; MANTOVANI, et al., 2008). 

Com o início do sequenciamento de genomas até hoje, houve a criação de várias técnicas 

para maior  rapidez, menor  custo,  desde o método Sanger  que  fazia  a  replicação  in  vitro  do 

DNA, fragmentação 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 mutações e funções de partes do gene 

para  estudo  de  mecanismos  regulatórios  da  fisiologia,  crescimento  e  estresses  bióticos  e 

abióticos (JHA, et al., 2015). 

Para acesso a estas informações, há diversos bancos de dados como o NCBI (National 

Center  for Biotecnhology Information), EMBL (European Molecular Biology Laboratory) e 

DDBJ (DNA Data Bank of Japan) são as maiores plataformas de dados, responsáveis, até 2017, 

totalizaram  juntas  quase 2 bilhões  e  800 milhões de  sequências  depositadas  (DDBJ,  2021). 

Estas utilizam normalmente arquivos com a extensão Fasta para o download de informações 

que o usuário necessitar, e normalmente, é nesta extensão que são pedidos os arquivos a serem 

analisados  em  softwares  e  outros  servidores,  como  BioEdit,  Mega  X  para  alinhamento  e 

produção de árvores filogenéticas; FastPCR e Primer­Blast para desenho de primers; Binfo – 

RepatMasker Server para mascaramento de regiões da sequência; e Oligo, Bioinfo, Primer3Plus 

para  validação  de  primers,  como  exemplos  programas  e  suas  funcionalidades  dentro  da 

bioinformática clássica 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 obtenção e manipulação de dados referentes as proteínas relacionadas ao estresse salino em 

algodoeiro. Para o estudo das biomoléculas, foi adaptado o estudo de JIMENEZ (2019), já o 

desenvolvimento do desenho  e validação de primers,  foi  utilizado  como base metodológica 

diversos autores, como QUEIROZ (et al., 2017), YE (2012), VILHENA (2015), KALENDAR, 

LEE, SCHULMAN (2014) e KIBBE (2007). 

 

4.1 TRIAGEM E OBTENÇÃO DAS SEQUÊNCIAS 

A triagem das sequências, assim como a obtenção de informações sobre o genoma das 

espécies de Gossypium que tem depositadas e a coleta das sequências de proteínas taxonômicas 

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 sequências juntamente 

com a pesquisada, adicionando espécies tanto de algodoeiros quanto de outros organismos na 

triagem, levando em consideração o grau de similaridade entre a proteína escolhida na coleta 

(JIMENEZ, 2019). 

 

4.2 ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

Para  estudo  das  características  das  sequências  de  proteína,  foi  usado  o  servidor 

ProtParam  (https://web.expasy.org/protparam/)  para  o  estudo  físico­químico;  o  NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/)  para obtenção  e  estudo dos domínios  conservados das 

sequências (JIMENEZ, 2019). 

 

4.3 ANÁLISE FILOGENÉTICA E AGRUPAMENTO DAS SEQUÊNCIAS 

As  sequências  proteicas  obtidas,  foram  primeiramente  alinhadas  no  servidor  Clustal 

Omega  (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  para  visualização  dos  dados,  e  pelo 

algoritmo ClustalW do software MEGA X para produção da árvore filogenética das proteínas 
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separadamente,  já  para  a  comparação  entre  as  proteínas  foi  usado  o  software  BioEdit 

(FONSECA JÚNIOR, 2014; VIALA, 2014) no alinhamento das sequências totais, tanto para a 

visualização dos  resultados quanto para produção da  árvore.  Em  seguida,  foi  feita  a  árvore 

filogenética no MEGA X, pelo método de máxima parcimônia com bootstrap de mil réplicas, 

modelo de substituição padrão do programa, realizado tanto o de forma individual com as três 

proteínas, quanto as três juntas  totalizando 48 sequências, à fim de comparação (JIMENEZ, 

2019). 

 

4.4  PREVISÃO,  AVALIAÇÃO  E  VALIDAÇÃO  DA  ESTRUTURA  TERCIÁRIA  DOS 

MODELOS 

Para  estudo  da  estrutura  terciária  foi  usado  o  software  Phyre2 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index);  análise  da  estrutura 

tridimensional  de  hidropaticidade  pelo  software  Chimera;  servidor  Molprobity 

(http://molprobity.biochem.duke.edu/)  para  análise  de  Ramachandran  para  avaliação  da 

qualidade conformacional dos modelos teóricos protéicos; análise de Z­score e da energia dos 

scores  foi  realizada  a  partir  do  servidor  ProSA­web 

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

 

4.5 PRODUÇÃO E VALIDAÇÃO DE PRIMERS 

Usado  o  servidor  NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/)  para  coleta  das 

sequências de RNA dos genes que traduzem as proteínas de interesse. Após esta etapa foi feita 

o corte da sequência nas regiões específicas do gene relacionada com o domínio conservado, 

relacionado  ao  estresse  salino  (QUEIROZ,  et  al.,  2017). Após  esta  etapa,  foi  desenhado os 

primers  nos  servidores  Primer­Blast  no  NCBI  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer­

blast/)  e  Primer3Plus  (https://www.bioinformatics.nl/cgi­bin/primer3plus/primer3plus.cgi) 

(YE,  2012;  VILHENA,  2015),  além  de  validação  do  desenho  pelo  servidor  Oligo  Calc 

(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html)  (KIBBE,  2007).  Para  o  desenho  do 

primer degenerado respectivos as três proteínas, foi feito alihamento das sequências cortadas 

no MEGA­X 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 DISCUSSÃO 
 

Para estudo das características e as proteínas que foram depositadas até o ano de 2021 

no banco de dados NCBI, além das propriedades de cada uma encontrada na plataforma, Tabela 

3 e 4. 

 

Tabela 3 ­ Informação genômicas das espécies do gênero Gossypium depositadas no banco 
de dados, NCBI. 

 

Genoma  Espécie  Número de acessos**  Tamanho do 
genoma  Genes sequenciados 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
tomentosum  GCA_007990495.1  2.193.557.323 

trn; ndh; rps; 
GotoCr; atp; pet; psa; 

psb; ccs; rpl; rpo; 
rcb; ycf 

13 cromossomos 
haplóides  Gossypium laxum GCA_013511315.1  833.895.178  ­ 

13 cromossomos 
haplóides  Gossypium lobatum   

GCA_013467485.1 
 

744.535.494 

trn; D9X20; trnl; 
trnf; rps; ycf; atp; 
psb; ndh; rpl; psa; 
pet; cem; rpo; acc; 
rbc; ccs; mat; clp 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
schwendimanii  GCA_013677275.1  729.428.757 

trn; D9X19; ycf; rps; 
atp; psb; ndh; rpl; 
psa; pet; cem; rpo; 
acc; rbc; mat; clp 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
klotzschianum 

 
 
 

GCA_013677235.1 

 
 
 

670.958.353 

trn; rpl; ycf; ndh; rps; 
rrn; ccs; psa; rpo; 
pet; psb; clp; cem; 
acc; rbc; atp; mat; 

tRNA­Gly 
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13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
davidsonii 

 
 
 
 

GCA_013677245.1 

 
 
 
 

704.223.819 

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

espiga; sdh; cox; mtt; 
ycf; ndh; psa; ccs; 
rpo; pet; clp; psb; 
cem; rbc; atp; mat 

13 cromossomos 
haplóides  Gossypium aridum  GCA_013487665.1  739.119.247 

rpl; trn; ycf; ndh; rps; 
rrn; ccs; psa; clp; 
rpo; pet; psb; rpl; 
acc; rbc; atp; mat 

13 cromossomos 
haplóides  Gossypium australe  GCA_005393395.2  1.743.386.794 

rpl; trn; ycf; ndh; rrn; 
rps; ccs; psa; clp; pet; 

psb; cem; rbc; acc; 
rpo; atp; mat  

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
trilobum  GCA_013467465.1  655.376.848 

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

cox; espiga; mtt; sdh; 
ycf; ndh; ccs; psa; 
clp; rpo; pet; psb; 
cem; acc; rbc; mat 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
armourianum  GCA_013677265.1  780.950.899 

rpl; trn; ycf; ndh; rps; 
rrn; ccs; psa; clp; pet; 

psb; rbc; atp; rpo 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
harknessii  GCA_013677255.1  732.154.658 

rpl; trn; ycf; ndh; rps; 
rrn; ndh; ccs; psa; 
clp; pet; psb; cem; 
rbc; acc; atp; rpo; 

mat; ccm; ACQ15; 
sdh; cox; mtt; nad 

13 cromossomos 
haplóides  Gossypium turneri  GCA_008044935.1  755.203.240 

clp; trn; ndh; rps; 
psb; rrn; rpl; ccs; psa; 

ycf; rpo; pet; psb; 
cem; acc; rbc; atp; 

ihb; mat 

13 cromossomos 
haplóides  Gossypium thurberi  GCA_004027125.1  582.006.748 

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

espiga; sdh; cox; mtt; 
psa; pet; ycf; ccs; 

ndh; psb; rpo; cem; 
acc; rbc 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
gossypioides  GCA_013467495.1  664.724.314 

trn; pet; ndh; ycf; 
psb; rps; psa; rpl; 
mat; GogoCr; rbc; 
atp; rpo; ccs; clp; 

cem 

13 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
longicalyx  GCA_010883175.1  1.190.210.753 

rpl; rps; trn; ycf; rrn; 
ccs; ndh; psa; atp; 
psb; pet; mat; clp; 
cem; acc; rbc; rpo 
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26 cromossomos 
haplóides ­ 2 
conjuntos de 

genoma 

Gossypium 
mustelinum 

GCA_007990455.1  2.315.094.184  rpo; trn; rpl; ndh; rps; 
ycf; psb; psa; mat; 
GomuCr; pet; cem; 
rbc; atp; ccs; acc GCA_017165895.1  2.297.221.019 

26 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
tomentosum  GCA_007990485.1  2.193.557.323 

trn; rpl; ndh; rps; ycf; 
psb; psa; mat; 

GotoCr; pet; cem; 
atp; rpo; ccs; clp; acc 

26 cromossomos 
haplóides 

Gossypium 
darwinii  GCA_007990325.1  2.182.957.963 

trn; rpl; ndh; rps; ycf; 
psb; psa; mat; 

GodaCr; pet; cem; 
rbc; atp; rpo; ccs; 

clp; acc 

13 cromossomos 
haplóides ­ 3 
conjuntos de 

genoma 

Gossypium 
arboreum 

GCA_000612285.2  1.694.597.732 

LOC10848_ _ _ _; 
trna; GCA_000787975.1  1.862.242.191 

GCA_013265605.1  94.637.005 

26 cromossomos 
haplóides ­ 4 
conjuntos de 

genoma 

Gossypium 
barbadense 

GCA_008761655.1  2.195.804.943 

rps; ycf; cem; trn; 
rrn; rpo; rpl; psb; 

psa; pet; ndh; mat; 
clp; ccs; atp; acc 

GCA_002928715.1  1.394.237.086 
GCA_001856525.1  2.566.742.836 

GCA_002926015.1  775.251.585 

26 cromossomos 
haplóides ­ 5 
conjuntos de 

genoma 

Gossypium 
hirsutum 

GCA_007990345.1  2.306.070.423 

LOC10796_ _ _ _; 
trna; 

GCA_006980745.1  2.287.866.413 
GCA_006980775.1  2.308.215.698 
GCA_000987745.1  2.188.311.125 

GCA_002504345.1  169.284.829 

13 cromossomos 
haplóides ­ 4 
conjuntos de 

genoma 

Gossypium 
raimondii 

GCA_000327365.1  761.565.430 
LOC10580_ _ _ _; 

GCA_013467475.1  615.032.910 
GCA_000331045.1  773.767.704 
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GCA_005931075.1  734.884.094 

Fonte: Próprio autor. 

 

A  partir  da  Tabela  3,  pôde  ser  visto  pelos  genes  sequenciados  mais  depositados  na 

plataforma quais genes têm sido mais estudados de cada espécie de algodoeiro, além de se ter 

um panorama melhor dos dados já sequenciados depositados. Em seguida, foi iniciado a triagem 

referente a genes com potencial de prover tolerância à resistência ao estresse salino no vegetal, 

Tabela 4.  

Com isto,  foi  selecionado  três proteínas  taxonômicas para estudo, Tabela 4, dentre o 

gênero  Gossypium,  espécie  G.  hirsutum,  a  qual  possui  maior  importância  econômica 

mundialmente. A primeira, pertencente ao domínio Rop_like, tem na literatura a confirmação 

sobre  seu  potencial  que  de  acordo  com  FINKELSTEIN  (et  al.,  2002),  este  domínio  está 

relacionado a resposta ABA (ácido ascórbico), o qual é um fitohormônio que modula processos 

do crescimento, desenvolvimento e estresses abióticos nas plantas, dentre estes, está o estresse 

salino. 

Já  a  segunda,  do  domínio  do  citocromo  P450,  tem  em  sua  descrição  sobre  os 

mecanismos  de  ação  que  os  seus  domínios  conservados  estão  relacionados,  mostra­se 

diretamente relacionada ao estresse em questão, assim como YAN (et al., 2016) indica em seu 

estudo  com  a  expressão  dessa  proteína  em  plantas  transgênicas  de  Nicotiana  benthamiana 

submetidas a condição de redução hídrica e aumento da salina. 

E a  terceira, do domínio bZIP,  respectivamente, está  relacionada aos mecanismos de 

ação à estímulos fisiológicos, dentre os quais, de acordo com WANG (et al., 2021), que indicou 

associação dos genes deste domínio com estresse abiótico, mais especificamente os JcbZIPs 34, 

36, 49 e 50 à resistência ao estresse salino e seca. 

Após a validação das funções das três proteínas selecionadas, foi utilizada, a mesma, 

para  estudo  físico­químico  no  servidor  ProtParam,  Tabela  5,  e  no  BlastP  para  coletar  as 

sequências análogas para o alinhamento, Figura 1,2,3. 

Os resultados do ProtParam são imprescindíveis para o conhecimento da sequência da 

proteína em estudos experimentais. Sobre o ponto isoelétrico, este é o valor de pH em que a 

molécula  biológica  possui  bom  desempenho  em  suas  funções,  imprescindível  para  estudo 

experimental, precisamente durante a corrida do gel onde as proteínas são 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 

(pI), atingindo a posição estacionária (BRUM, 2007), além do fato de suas propriedades serem 

influenciadas pelo pH do meio circundante, ou seja, a carga dos resíduos de aminoácidos muda 

conforme o meio, e por conseguinte, propriedades também, como a eletrostaticidade (VERLI, 

2014),  possui  também,  suma  importância  laboratorial  no  uso  de  primers,  em  que  o  pH  se 

encontra  nos  cálculos  básicos  para  definir  a  temperatura  de  anelamento  ou  temperatura  de 

melting destes, primordial na viabilidade prática do desenho, em que tais sequências em estudo, 

Tabela 5, serão a base para a construção do primer (DE ARRUDA JÚNIOR, 2010). 

Já  o  peso  molecular  relaciona­se  ao  estudo  experimental  da  proteína,  permitindo 

identificá­la e isolá­la por cromatografia, por exemplo, pois o peso é característico à quantidade 

de aminoácidos em sua sequência, sendo uma referência para determinação (GUERRA, et al., 

2011).  Na  cromatografia,  a  separação  é  de  proteínas  ocorre  conforme  o  volume  e  carga 

molecular, os quais podem ser usados para determinação da massa e consecutivamente o peso 

molecular, com a eletroforese unidimensional, a qual possui menor capacidade de separação, 

menos de 50 proteínas geralmente em relação a bidimensional, a massa molecular é o  fator 

determinante na corrida, pois quanto menor a massa, mais rápida é a movimentação da molécula 

sob o gel. Ao se falar da técnica de eletroforese bidimensional que consiste na separação de 

proteínas para estudo proteômico, os fatores que influenciam na corrida são o ponto isoelétrico 

e massa molecular (MORAES, et al., 2013). 

O Gravy (Grand average of hydropathicity) é o índice de hidropaticidade que expressa 

a  soma  de  hidropaticidade  dos  aminoácidos  dividida  pelo  número  de  resíduos,  este  índice 

aponta o quão solúvel a proteína é com valores positivos para hidrofóbicas e negativos para 

hidrofílicas  (DE  LIMA,  2015),  no  caso  das  proteínas  em  estudo,  Tabela  5,  todas  são 

hidrofílicas, o que é um bom fator ao se trabalhar na prática pois a forma de se trabalhar com a 

biomolécula irá se adequar à tal característica, além de indicar uma estrutura mais compacta e 

globular, funções biológicas mais dinâmicas, como transporte de gases em que a hemoglobina 

é responsável, já as hidrofóbicas tendem a ter uma conformação fibrilar em forma de um cordão 

e função mais estrutural, como o colágeno na formação dos tecidos (MARQUES, 2014). 

O índice de estabilidade provém o nível de estabilidade que a biomolécula possui em 

um tubo de ensaio, a qual é considerada estável abaixo de quarenta e instável acima deste valor 

(DE LIMA, 2015). Outra característica importante é o índice de meia vida que mostra o tempo 

que a proteína se mantém ativa in vitro e in vivo, em diferentes organismos, o que direciona o 

pesquisador para a manipulação deste material biológico em análise.



38 
 

 

Tabela 4 ­ Informações sobre as proteínas taxonômicas com função sobre estresse salino em plantas do gênero Gossypium, informações retiradas 
do NCBI. 

Proteína  Domínio  Mecanismo de ação  Função  Código de acesso 

proteína de ligação a GTP 
semelhante a rac ARAC8 

[Gossypium hirsutum] 
Rop_like 

A subfamília Rop (proteína relacionada com Rho de plantas) 
desempenha um papel em diversos processos celulares, incluindo 

organização do citoesqueleto, pólen e crescimento celular vegetativo, 
respostas hormonais, respostas ao estresse e resistência a patógenos. 
Rop4 e Rop6; Rop6 também é responsável pela resposta ABA, e a 

resposta ABA também é regulada por Rop10. 

Estresse  NP_001314362.1 

citocromo P450 tipo 
CYP82D47 [Gossypium 

hirsutum] 

Citocromo P450 
(CYP82 ou 

Cyp82) 

Os genes da família 82 do citocromo P450 (CYP82 ou Cyp82) 
residem especificamente em dicotiledôneas e geralmente são 

induzidos por distintos estresses ambientais. Os membros 
caracterizados incluem: Glycine max CYP82A3 que é induzido por 

infecção, salinidade e estresse hídrico, e está envolvido na via de 
sinalização do ácido jasmônico e etileno, aumentando a resistência 

das plantas. 
 

Estresse 
salino  NP_001314395.1 

proteína de fator de 
choque térmico 

semelhante a HSF8 
[Gossypium hirsutum] 

bZIP 

Eles atuam em redes de homo e heterodímeros na regulação de um 
conjunto diverso de processos celulares, incluindo sobrevivência 

celular, aprendizagem e memória, metabolismo lipídico e progressão 
do câncer, entre outros. Eles também desempenham papéis 

importantes nas respostas a estímulos ou sinais de estresse, como 
citocinas, agentes genotóxicos ou estresses fisiológicos. 

 

Estresse  NP_001314347.1 

Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 5 ­ Características físico­químicas das proteínas base usadas na ferramenta BlastP 
para coleta das outras 15 sequências do servidor NCBI, informações obtidas no servidor 

ProtParam. 

Proteína  Meia vida  Índice de 
instabilidade 

Grande 
média de 
hidropatia 
(GRAVY) 

Ponto 
isoelétrico 

Número de 
aminoácidos 

Peso 
molecular 

Rop_like  30 horas 
(reticulócitos 
de mamíferos, 

in vitro). 
> 20 horas 

(fermento, in 
vivo). 

> 10 horas 
(Escherichia 
coli, in vivo). 

Grau II = 
41,63  ­0,217  9,02  198  21892,23 

P450  Grau II = 
36,93  ­0,211  8,83  522  58489,73 

Hsf8  Grau II = 
63,54  ­0,727  4,78  515  56661,67 

Fonte: Próprio autor. 

 

Em seguida, após identificar as três proteínas taxonômicas responsáveis pelo estresse 

salino no algodoeiro, foi feito o alinhamento de sequência múltipla entre as 16 sequências de 

cada uma das três proteínas no ClustalW (Figura 1,3,5). É importante obter tanto sequências 

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

segurança  quanto  as  suas  estimativas  evolutivas,  assim,  foi  adicionado  tais  sequências  de 

proteínas, não observando o organismo a qual pertence, mas sim o grau de similaridade com a 

proteína alvo. 

Este passo é importante pois, procurar similaridades entre as sequências de nucleotídeos 

e/ou aminoácidos, neste caso é de aminoácidos, a fim de determinar se são idênticas o suficiente 

para inferir em sua homologia, pois nestas ocasiões pode­se estabelecer similaridade funcional 

(DE LIMA, 2015) e evolutiva. 
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Figura 1 ­ Alinhamento de sequência múltipla da proteína de ligação a GTP semelhante, a rac 
ARAC8, da espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum no ClustalW. 

 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Comparando o  alinhamento obtido no ClustalW,  Figura 1,  com o gráfico de  regiões 

conservadas  do  domínio  Rop_like  da  proteína  de  ligação  a  GTP  semelhante  a  rac  ARAC8 

(Gossypium  hirsutum)  referente  a  estresses  abióticos  do  NCBI,  Figura  2,  temos  que  estas 

sequências  estão  localizadas  na  posição  80,  87,  100,  167,  173,  180  da  proteína  base  do 

alinhamento (NP_001314362.1), as quais estão selecionadas na Figura 1 em vermelho. A partir 

da observação dos resíduos conservados, pode­se inferir que dentre as seis posições do NCBI, 

no alinhamento não é possível encontrar as mesmas posições, somente em posições próximas, 

171, 176, 177, 179 mais próximos do 173 e 180 (Figura 2), regiões mais promissoras a fazer 

parte deste domínio com função relacionada ao estresse salino. 
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Figura 2 ­ Dados do alinhamento do domínio Rop_like no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 
 

Figura 3 ­ Alinhamento de sequência múltipla da proteína citocromo P450 tipo CYP82D47, 
da espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum no ClustalW. 
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Fonte: Próprio autor. 

 

Já comparando o alinhamento obtido no ClustalW, Figura 3, com o gráfico de regiões 

conservadas  do  domínio  CYP82  da  proteína  citocromo  P450  tipo  CYP82D47  (Gossypium 

hirsutum)  referente  ao  estresse  salino do NCBI, Figura 4,  temos que  estas  sequências  estão 

localizadas na posição 80, 151, 160, 230, 240, 308, 320, 388, 400, 447, 468, 515 da proteína 

base do alinhamento (NP_001314395.1), as quais estão selecionadas na Figura 3 em vermelho. 
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A partir da observação dos resíduos conservados, pode­se inferir que dentre as doze posições 

do NCBI, no alinhamento só aparece a posição 230, exatamente, menos na Pronus armeniaca 

(CAB4296392.1)  que  varia  para  233,  em  relação  as  demais  posições  é  possível  encontrar 

aproximações, 410, 470, 473 para a 400, 468, 473 (Figura 4), regiões mais promissoras a fazer 

parte deste domínio com função relacionada ao estresse salino. 

 

Figura 4 ­ Dados do alinhamento do domínio da família 82 do citocromo P450 no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Figura 5 ­ Alinhamento de sequência múltipla da proteína de fator de choque térmico 
semelhante a HSF8, da espécie de algodoeiro Gossypium hirsutum no ClustalW. 
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Fonte: Próprio autor. 

 

E comparando o alinhamento obtido no ClustalW, Figura 5, com o gráfico de regiões 

conservadas do domínio da  superfamília  bZIP da proteína de  choque  térmico  semelhante  a 

HSF8 (Gossypium hirsutum) referente a estresses fisiológicos do NCBI, Figura 6, temos que 

estas  sequências  estão  localizadas  na  posição  67,  208  da  proteína  base  do  alinhamento 

(NP_001314347.1),  as  quais  estão  selecionadas  na  Figura  5  em  vermelho.  A  partir  da 

observação dos resíduos conservados, pode­se inferir que dentre as duas posições do NCBI, no 

alinhamento não é possível encontrar as mesmas posições, somente em posições próximas, 60, 

206, mais próximos do 67, 208, respectivamente (Figura 6), regiões mais promissoras a fazer 

parte deste domínio com função relacionada ao estresse salino. 

 

Figura 6 ­ Dados do alinhamento do domínio da superfamília bZIP no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

O estudo comparativo dos alinhamentos é fundamental para analisar áreas dentro das 48 

sequências  com  alta  de  similaridade,  os  quais  podem  ser  úteis  para  construção  de  primers 

degenerados,  feito  com  base  em  sequências,  de  forma  a  cobrir  uma  maior  gama  de 

possibilidades das regiões de interesse (OLIVEIRA, et al., 2015). Estas regiões, de acordo com 

a Figura 19,  estão  localizadas nas posições  349,  425,  483,  486,  522,  525 da  sequência dos 

aminoácidos da proteína. 

A partir do alinhamento das sequências, foi o utilizado o software Mega X com método 

de máxima parcimônia e de inferência o bootstrap de mil réplicas, para construção das árvores 

filogenéticas individuais das três proteínas (Figura 7,8,9), a árvore filogenética comparativa dos 
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três  alinhamentos  individuais  num  múltiplo  (Figura  10,19),  para  entender  a  partir  das  duas 

ferramentas o grau de similaridade e conservação das proteínas  entre  as espécies do gênero 

Gossypium, maioritariamente, pois há sequências similares dentre e entre espécies.  

Na  árvore  filogenética,  pode­se  ver  as  relações  evolutivas  entre  várias  espécies  de 

acordo com as sequências de genes, DNA, RNA, proteínas ou até características fenotípicas. 

Na árvore, quanto mais próximo um nó do outro (intersecções), mais recente é o antepassado, 

já sobre os ramos, significa que menor é a mudança e tempo evolutivo.  Pela sua estrutura, há 

a possibilidade de se saber se há um ancestral comum a todos como referencial ou não, caso 

haja, esta é enraizada e caso contrário ela é não­enraizada (PEREIRA, 2010; SAKAMOTO, 

2016). 

Esta determinação tem influência direta nas sequências escolhidas para construção da 

árvore,  assim  para  se  determinar  a  raiz  de  uma  árvore  não­enraizada,  é  só  adicionar  ao 

alinhamento um outro grupo de  táxon para maior consistência da análise, como foi  feito ao 

incluir  sequências  com baixa  similaridade  juntamente  com as de  alto  grau  e  de organismos 

diferentes (PEREIRA, 2010; SAKAMOTO, 2016). Este método funciona quando há um galho 

separado desde o início do ramo principal, o que pode ser visto na Figura 7,8,9,10, já que pela 

estrutura das árvores obtidas, estas não são enraizadas. 

Pelo método de  inferência utilizado metodologicamente, o de máxima parcimônia, é 

baseado  numa  matriz  com  os  caracteres  de  interesse  nas  linhas  e  táxons  nas  colunas,  e  o 

programa  escolhido  irá  percorrer  os  locais  da  árvore  procurando  critérios  que  atingem 

resultados admissíveis considerando cada aminoácido como um caráter particular no cálculo. É 

um  método  consistente,  porém  passível  de  artefactos,  devido  a  evolução  lateral,  seleção 

convergente e outras causas. Aliado a este, foi adicionado o método para medir a confiabilidade 

de uma árvore inferida, o teste de bootstrap, em que reconstrói a árvores com base na matriz 

nxm  (m  sequências,  com  n  aminoácidos  cada  uma)  e  as  colunas  da  matriz  são  escolhidas 

aleatoriamente e duplicadas em uma segunda matriz, gerando um novo alinhamento do mesmo 

tamanho, o qual irá inferir novas sequências usando métodos e parâmetros iguais (PEREIRA, 

2010; SAKAMOTO, 2016; SCVORTZOFF, 2012). 

Assim, o resultado do teste será comparado com a árvore original, gerando para cada 

ramo  interior  um  valor  percentual  referente  a  sua  qualidade,  já  que  este  método  observa  a 

distribuição obtida em uma amostra para inferir a distribuição real desta. Deste modo, espera­

se  que  para  que  seja  confiável  biologicamente  o  resultado  seja  igual  ou  maior  a  95% 

(SANDERSON, 1995), porém é válido dizer que como este método infere aos próprios dados, 

não pode são comparáveis entre filogenias distintas (PEREIRA, 2010). 
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Observando as árvores filogenéticas das três proteínas dos Rop_like, P450 e bZIP, pode­

se inferir taxonomicamente sobre as relações evolutivas entre as mais diversas espécies e o grau 

de parentesco entre estas, os quais a distância é proporcional a quantidade de substituições de 

nucleotídeos da sequência gênica (CALDART, et al., 2016).  

Para as proteínas do domínio Rop_like, Figura 7, é possível observar a presença de um 

outgroup  (51)  com  presença  de  duas  proteínas  de  espécies  distintas  do  mesmo  gênero,  G. 

barbadense  e  hirsutum,  estas  respectivamente,  encontram­se  presentes  em  outros  clusters 

dentro da árvore, para a G. barbadense encontram­se distantes no 39 e 51, G. hirsutum localiza­

se no 38,38,51. Também tem o G. raimondii nos pontos 39, 80, 38, assim como,  contando com 

a presença do conjunto de aminoácidos mais similares com o gênero Gossypium do que entre 

elas mesmo. A disposição apresentada, revela que este gênero tem boa variabilidade, em parte 

pela  distribuição  geográfica  as  quais  estão  são  originárias  e  ao  fato  de  sua  reprodução, 

parcialmente  alógama e  autógama,  podendo  assim,  ser mais  similares  a  proteínas de outras 

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

 

Figura 7 ­ Árvore filogenética bootstrap consensus da proteínado domínio Rop_like, obtida 
no MEGA­X. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A proteína do domínio P450, Figura 8, pode­se ver uma homogeneidade maior, já que 

dentre  as  16  sequências,  15  são  do  gênero  Gossypium,  tal  como  os  clusters  (grupos):  G. 
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schwendimanii  e  G.  trilobum  (45),  G.  davidsonii  e  G.  arboreum  (75),  G.  mustelinum  e  G. 

barbadense (77), G. Hirsutum e G. mustelinum (32) com ancestral comum o G. tomentosum 

(66).  Esta  similaridade  entre  espécies  pode  estar  associada  a  quantidade  de  cromossomos, 

tetraplóides e diplóides, já que a reprodução cruzada só ocorre entre espécie com quantidade de 

cromossomos  comuns  (HOFFMANN,  et  al.,  2020),  à  exemplo  disto  tem  as  espécies  G. 

mustelinum  e  G.  barbadense,  tretraplóides  que  se  encontram  no  mesmo  grupo  (77)  (DE 

SOUSA, 2010). Além disso, há a presença de outgroup e diferença maior entre as proteínas da 

mesma espécie do que dentre espécies, como G. mustelinum nos nós 32 e 72, G. arboreum no 

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

 

Figura 8 ­ Árvore filogenética bootstrap consensus da proteína do domínio citocromo P450, 
obtida no MEGA­X. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Já, a árvore das proteínas do domínio bZIP, Figura 9, apresenta disposição similar com 

a  do  domínio  P450,  tendo  entre  as  16  sequências,  15  pertenente  ao  gênero  Gossypium.  O 

outgroup  existente  é  bem  espesso  em  quantidades  de  sequências  que  possui,  contendo  5 

espécies  diferentes.  Outrora,  a  similaridade  entre  estas,  as  quais  formam  um  grupo,  são  G. 

davidsonii e G. tomentosum (38), G. hirsutum e G. raimondii (52), G. davidsonii e G. trilobum 

(35). Reforçando, o fato do cruzamento como causa. 
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Figura 9 ­ Árvore filogenética bootstrap consensus da proteína do domínio bZIP, obtida no 
MEGA­X. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

No  estudo  comparativo  mais  profundo  sobre  tais  proteínas,  Figura  10,  é  possível 

observar o grau de similaridade genética entre as proteínas em estudo  relacionadas a outras 

espécies, ocasionalmente mais similares entre do que dentre as espécies, reforçando as causas 

da disposição da árvore, as quais são: boa variabilidade genética pela sua forma de reprodução 

e reprodução cruzada. 

Adicionalmente a isto, na filogenia molecular, a inferência a respeito da classificação 

taxonômica das espécies é uma concepção válida, afinal a árvore filogenética de gene atribui 

sua construção em conjunto de homólogos, deduzidos a partir de dados moleculares, os quais 

podem ter a representação de uma espécie várias vezes dentro da árvore ou a sua exclusão caso 

não seja símil a biomolécula alvo. Já a árvore de espécie que apesar de ser inferida por sequência 

de genes em DNA, RNA, possui uma topologia que percebe realmente a história evolutiva das 

espécies observadas e só pode aparecer cada espécie uma vez, diferentemente da árvore de gene 

que não pode  representar  a  de  espécie,  pois  é  até  rasteiro  considerar  o  estudo de genes  em 

espécies como suficiente para estudo da evolução visto que cada gene pode retratar diferentes 

passos evolutivos para as espécies em estudo, como mutações e fluxo gênico, porém ao se fazer 

isso com vários genes pode­se conjecturar uma árvore de espécie (SAKAMOTO, 2016). 



50 
 

 

Dado a este fato de uso de vários genes para conjecturar uma árvore de espécie, pode­

se observar na Figura 10, uma árvore formada com três genes, a qual pode nos dar informações 

mais relevantes sobre as espécies. De acordo com a mesma e o teste de booststrap, pode­se ver 

nos galhos internos alguns com altas porcentagens, acima de 95%, valor de referência, em que 

estão no valor de 99%, dentro deles, nos galhos mais internos ainda, unidades  taxonômicas, 

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 e G. barbadense) e 

80% (G. aridum e G. raimondii), desta maneira pode­se inferir que tais espécies de algodoeiro 

são evolutivamente mais próximas biologicamente na realidade. Em relação aos demais ramos 

e  nós  terminais,  devido  a  baixa  porcentagem  de  bootstrap,  não  é  válido  inferir  relação 

taxonômica­evolutiva  entre  os  genes  das  espécies  presentes,  pois  apresentam  baixa 

consistência. 

É viável atribuir, esta não inferência às árvores filogenéticas de cada proteína isolada, 

Figura 7,8,9, devido a baixa consistência dos valores atribuídos pelo teste de bootstrap, abaixo 

de 95%, em que para o domínio Rop_like, Figura 7, seu galho mais consistente tem 80% (G. 

hirsutum e G. hirsutum) é um galho terminal referente a duas proteínas da mesma espécie, para 

o domínio P450, Figura 8, a média foi a mais alta dentre as três proteínas em análise, chegando 

a 93%, e por fim, a do domínio bZIP, Figura 9, foi a que possui menor valor, 76%.  

Este valor pode ser atribuído ao baixo grupo de táxons com baixa similaridade com a 

proteína  alvo adicionados às sequências alinhadas para construção da árvore, gerando baixa 

consistência, o que é minimizado na árvore filogenética comparativa das três proteínas, Figura 

10,  por  ter  este  maior  número  de  táxons  dissemelhantes.  Outro  fator  a  se  considerar, 

principalmente  na  Figura  10,  a  possibilidade  de  inferências  incorretas  em  valores  altos  de 

bootstrap, como em situações com taxas de mudanças muito divergentes e viés sistemático nos 

dados (PEREIRA, 2010). 

Para o estudo da estrutura tridimensional das proteínas, Figura 11 (a,b,c), é interessante 

falar que a sua forma terciária revela muitas informações importantes, como a possibilidade de 

identificar  quais  resíduos  estão  mais  internos,  no  núcleo  proteico,  ou  mais  na  superfície, 

expostos a interações, além de sua composição molecular com a presença de folhas­beta, alfa­

hélice  e  regiões de  looping para  caracterizá­la,  uso  em comparação  estrutural  onde pode­se 

identificar sítios funcionais, evoluções e mutações relacionadas a este, e função proteica a partir 

da sua conformação (DE LIMA, 2015).  

Estas biomoléculas são extremamente sensíveis, ao nível em que uma simples mudança 

em sua sequência pode modificar sua estrutura e consequentemente a função desempenhada 
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pela  mesma.  Assim,  a  compreensão  entre  função  e  estrutura  tridimensional  para  anotação 

funcional em maior escala deve ser observadas pelos padrões mais conservados e não padrões 

sequenciais, pelo fato de haver mais mutações e mudanças neste último, mais dificuldade de 

predição,  além  dos  conservados  serem,  normalmente,  a  região  que  desempenha  alguma 

funcionalidade (BOARETO, et al., 2012), tal como o fato da estrutura manter­se conservada 

mais do que a sequência em si, pois é a partir de uma grande porção de aminoácidos que a 

estrutura secundária e terciária são compostas. 
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Figura 10 ­ Árvore filogenética bootstrap consensus comparativa dos alinhamentos múltiplos 
das três protéinas, Rop_like, P450, HSF8, obtida no MEGA­X. 

 

Fonte: Próprio autor.
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Dentre os métodos capazes de realizar tal predição, estrutura­funçãõ, há o que utiliza a similaridade estrutural, comparando a biomolécula 

alvo com outra estrutura análoga de função conhecida (LASKOWSKI, WATSON, THORNTON, 2005), alguns motivos provenientes de evolução 

convergente o divergente, pode ser usado na previsão de função. Uma dificuldade admitida à este método é que muitas vezes há proteínas com 

sequências análogas e funções divergentes, ou sequências distintas e mesma função e até grupo catalítico e mecanismo iguais, podendo ser, no 

primeiro  caso  em  famílias  distintas,  e  no  segundo, o  contrário. Outro  fator,  é  a  anotação  com base  apenas na  estrutura  local,  gerando  falsos­

positivos, principalmente quando a sequência apresenta baixa resolução e/ou identidade (ROY, YANG,  ZHANG, 2012), e a baixa portecentagem 

das esturturas disponíveis que foiram resolvidas experimentalmente, é um fator restritivo à anotação funcional mais generalizada fundamentada no 

conhecimento da estrutura proteica (DE LIMA, 2015). 

 

Figura 11 ­ Análise tridimensional da proteína dos domínios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C. 

     

A  B  C 
Fonte: Próprio autor. 
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Nas estruturas das proteínas na Figura 11, pode­se inferir que apesar de serem do mesmo organismo, G. hirsutum, elas  tem estruturas, 

tamanho sequência dos números de aminoácidos, Tabela 5, e pertencem a domínios diferentes, porém apresentam mesma função relacionada a 

tolerância, resistência ao estresse salino, podendo divergir, provavelmente, em seu mecanismo de ação ou até grupo catalítico. Ademais, quanto as 

características conformacionais, na Figura 11, (a) referente a proteína do domínio Rop_like tem grande quantidade de folhas­beta em relação a 

alfa­hélice, e ligações de looping ligando estas entre si; a proteína do domínio P450 tem grande quantidade de folhas­beta em relação a alfa­hélice, 

e  ligações  de  looping  ligando  estas  entre  si  (b);  e  a  do  domínio  bZIP  tem  grande  quantidade  de  regiões  de  looping  com  poucas  folhas­beta 

interligadas por estas e sem presença de alfa­hélices (c). 

Ainda, sobre a configuração tridimensional das biomoléculas, o perfil de hidrofobicidade, importante para se observar os sítios funcionais, 

além do comportamento da proteína em meio aquoso vinculando a sua tendência de solubilidade, mais hidrofílica visualmente como região em 

azul, ou de formar agregados, mais hdrofóbico apresentada como região em vermelho (DO REGO, 2012). Esta característica tem grande relação 

ao índice de GRAVY, Tabela 5, pois indica o perfil de hidropaticidade, já testado em estrutura secundária, assim como o programa Chimera em 

análise tridimensional com a estrutura terciária das proteínas. Desta forma, ao analisar a Figura 12 (a,b,c), do domínio Rop_like, P450 e bZIP, 

todas  retratam  a  área  superficial  mais  em  azul,  mostrando  que  esta  tem  boa  solubilidade  em  meio  aquoso,  confirmando  previsão  obtida 

quantitativamente pelo teste de GRAVY, e adicionando à esta última análise, o fato de se poder observar quais áreas as proteínas apresentam o 

perfil mais hidrofílico em sua estrutura. 
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Figura 12 ­ Perfil de hidrofobicidade em gradiente de cor, regiões em azul mais hidrofílicas e em vermelho mais hidrofóbicas na proteína dos 
domínios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C. 

     

A  B  C 
Fonte: Próprio autor. 

 

Como etapa de validação do modelo tridimensional das proteínas, o gráfico Ramachandran, mostra as conformações estruturais da alfa­

hélice e beta­folha, de forma a mostrar a angulação torcional, phi e psi, da proteína, analisando se esta estabeleceu uma posição favorável à sua 

estabilidade e atividade biológica, no gráfico estas regiões positivas encontram­se dentro das áreas azuis, as áreas ao redor destas são instáveis e 

não favoráveis a proteína (DA SILVA, 2010). Válido, enfatizar, que há exceções para glicina e prolina quanto as áreas de permissibilidade dentro 



56 
 

 

do grádico, devido a uma maior  flexibilidade e  rigidez,  respectivamente, além disso, para que a  resolução da proteína  esteja  qualitativamente 

satisfatória, o gráfico deve apresentar valor igual ou maior que 90% de seus resíduos em áreas permissivas (MORRIS, et al., 1992).  

 

Figura 13 ­ Gráfico de Ramachandran da proteína dos domínios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C. 

 
   

A  B  C 
Fonte: Próprio autor. 

 

Atentando­se ao resultado obtido pelo Molprobity, Figura 13, é possível concluir que para a proteína do domínio Rop_like todos resíduos 

de aminoácidos estão em conformações favoráveis mostrando que estas estão em equilíbrio, estáveis  dentro das áreas azuis (a); para a do domínio 

P450 vê­se que os resíduos de aminoácidos estão em conformações favoráveis mostrando que estas estão em equilíbrio, estáveis dentro das áreas 
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azuis, exceto por cinco resíduos: a alanina na posição 302, aspartato – 176, tirosina – 118, serina – 300 e glutamato – 450 (b); e do domínio bZIP, 

a maioria dos resíduos de aminoácidos estão em conformações favoráveis mostrando que estas estão em  relativo equilíbrio, estáveis  dentro das 

áreas azuis, apesar de grande quantidade de resíduo nas áreas brancas, não favoráveis (c), mostrando como modelos com melhor resolução, o (a) 

seguido pelo (b) e (c), respectivamente, de acordo com a quantidade de resíduos em conformações favoráveis. 

 

Figura 14 ­ Análise do Z­score da proteína dos domínios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C. 

     

A  B  C 
Fonte: Próprio autor. 
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Como ferramentas estatísticas de refinamento qualitativo da validação da proteína, o gráfico de Z­score e o de energia dos scores, mostram 

a energia conformacional dos resíduos de aminoácidos e sua energia conformacional, a qual espera­se que seja negativo e esteja na faixa azul do 

gráfico (JIMENEZ, 2019), assim como abaixo da linha preta, a qual representa o Z­score, mostrando a qualidade e confiabilidade do modelo da 

estrutura 3D (DE OLIVEIRA, SALES, FREIRE 2020), fornecendo uma média de desvio pradrão do valor que temos comparativamente a faixa já 

encontradas em proteínas nativas com o tamanho similar, e o gráfico de energia dos scores, faz a mesma coisa, só que não com a média geral, e 

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

(DATA SCIENCE, 2020; PROSA­WEB, 2021).  

 

Figura 15 ­ Gráfico de energia dos stories da proteína dos domínios Rop_like. P450, bZIP, respectivamente, A, B e C. 

     
A  B  C 

Fonte: Próprio autor. 
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Destarte, na Figura 14 (a), domínio Rop_like, nota­se que o gráfico Z­score encontra­se na região azul mais escura e negativa no gráfico no 

valor de ­6,07, na Figura 15 (a), além da energia mostrar­se favorável, pois está praticamente toda abaixo da linha preta do Z­score, fora um mínimo 

trecho que está sob a linha, sendo a com intervalo menor, verde claro, apresentando variação maior em relação à linha do Z­score, como esperado. 

Para a Figura 14 (b), domínio P450, o ponto preto, referente a média total do desvio padrão da proteína, se encontra na região azul e negativa no 

gráfico no valor de ­7,18, na Figura 15 (b), apesar da posição da sequência inicial e final estar bem acima da linha preta do Z­score, o restante da 

sequência encontra­se próxima a linha ou bem abaixo, mais aconselhado, similar para as duas janelas de intervalo. Já para o domínio bZIP, Figura 

14 (c), o valor do desvio padrão encontra­se na região azul, próxima da área branca, negativa no gráfico no valor de ­4,66, na Figura 15 (c), vê­se 

que no início o modelo está favorável, abaixo da linha preta do Z­score, a outra metade da posição da sequência tem intervalos acima, e em seu 

final volta a se encontra negativa, apresentando uma leve atenuada na análise com intervalos maiores, em verde escuro.  

Pode­se constatar a partir da análise estrutural, Figura 13,14,15, com o gráfico de Ramanchadran e Z­score que, qualitativamente, a do 

domínio  Rop_like  é  mais  estavelmente  promissora,  seguida  da  P450  e  bZIP,  respectivamente.  Já  no  estudo  tridimensional  e  nas  análises  de 

hidrofobicidade, Figura 11, 12, as três proteínas não apresentaram diferenças significativas,  sobre o bom nível de dissolução em meio aquoso, 

mostrando maior facilidade de manipulação experimental devido a esta característica química, apesar estruturalmente, tamanho sequência e serem 

de domínios diferentes, ainda apresentam mesma função relacionada a tolerância, resistência ao estresse salino, em comum. 

Após,  esta  etapa,  foi  desenhado os  respectivos primers  específicos das  sequências  estudadas para viabilização do  estudo  experimental 

relacionado ao estresse salino nas espécies do algodoeiro (Tabela 6,7,8), dentre as quais é possível ver tanto a sua sequência, o sentido desta, e 

outras informações importantes para viabilização do trabalho em bancada durante a execução do PCR para que se encontre a região de interesse 

no gene que traduzirá as proteínas dos domínios Rop_like, P450 e Hsf8. Além da validação destes desenhos, apresentados pelos  fatores físicos 

RInk, deltaS, deltaG, deltaH, relacionados com as propriedades termodinâmicas de entropia e energia de cada primer apontado. E o domínios de 

sequências conservadas é ponderada para predição de função (GOSSANI, 2014). 
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Ao observar os domínios funcionais das sequências de cada proteína relativa a cada domínio em 

questão (Rop_like, P450, HSF8) na Figura 16,17,18, partilham da mesma estrutura, acima possui uma 

régua que mostra o intervalo da sequência gênica em estudo foi delimitada, no caso foi feito cortes nos 

intervalos funcionais de cada proteína de interesse, respectivamente (8 – 180, 3 – 522, 167 – 215), para 

um desenho de primer mais específico possível. Esta sequência do gene de tradução de cada proteína, 

está representada em vermelho, embaixo desta, em preto, estão os éxons que são o segmento que codifica 

parte  da  sequência  de  aminoácidos,  e  em  azul,  Figura  16,17,  representa  os  primers  existentes  na 

plataforma no intervalo pesquisado, NCBI, não tendo resultado para o domínio, ratificado no gráfico da 

sequência completa, Figura 20,21,22. 

Assim,  após  o  corte  da  sequência,  pode­se  analisar  nos  desenhos  dos  primers  três  fatores 

relacionados a sua qualidade: fator 1 ­ tamanho (preferível de 18 a 28 bases, mais específicos e estáveis),  

fator 2 ­ temperatura de anelamento (entre 50 a 60°C é o ideal), fator 3 ­ a porcentagem de guaninas e 

citosinas  que  possui  (é  desejado  o  intervalo  de  45  a  55%).  Todos  estes  aspectos  tornam  o  primer 

específico, seguro e eficiente (MENDONÇA, 2016). 

Explorando  estas condições de trabalho do primer para avaliação do gene referente ao gene do 

domínio  Rop_like,  Tabela  6.  Correlacionando  os  desenhos  obtidos  em  dois  softwares  diferentes,  é 

presumível  que  os  resultados  atendem  as  especificações  de  tamanho,  de  porcentagem  de  citosina  e 

guanina (%CG) somente o primer d encontra­se fora do limite esperado, e em relação a temperatura de 

nivelamento,  todas,  no  sentido  positivo  e  negativo,  estão  próximos  aos  60°C.  Assim,  os  mais 

promissores são o primer e, 2, b, dois adquiridos na plataforma Primer3Plus e um do NCBI. 

Os desenho dos genes do domínio P450, Tabela 7, para o fator 1, todas estão conformes com o 

intervalo ideal, fator 2, com valores variando com margem de até 0,06°C, e o fator 3 está adequado, 

exceto pelo primer 7 com 60%, 5% a mais do intervalo de referência. Com base neste parecer, os primers 

mais favoráveis são os 5, c, cada um proveniente de um servidor.  

A  Tabela  8,  referente  ao  domínio  bZIP,  com  base  nos  parâmetros  e  os  dados  observados, 

somente  o  fator  2  encontra­se  ligeiramente  acima  do  intervalo  normalizado,  aponta  como  mais 

promissor, o primer c. Este, coletado no Primer3Plus, já que no Primer­Blast não obteve resultados nas 

localizações referentes aos domínios de conservação, intervalo referência pequeno (167 – 215). 
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Figura 16 ­ Domínio da sequência conservada da proteína referente ao Rop_like, com localização 8 ­ 180, juntamente com os primers presentes na 
plataforma neste intervalo, obtido no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Tabela 6 ­ Primers da proteína pertencente ao domínio Rop_like. 

Primers  Tamanho  Sequência 5’→3’  Sentido 

Temperatura 
de 

anelamento 
(°C) 

%CG 
(Citosina e 
Guanina) 

RInK 
Cal/(°K*mol) 

DeltaS 
Kcal.mol 

DeltaG 
Kcal.mol 

DeltaH 
Kcal.mol  Plataforma 

Primer 
2 

20  TTAGGTCTTTGGGACACGGC  Positivo  59,96  55 
33,404  533,4  26,9  208,09 

Primer­
Blast ­ 
NCBI 20  TTCTCATGGCTTGCTCGACT  Negativo  59,39  50 

Primer 
4 

20  CACGGCTGGACAAGAGGATT  Positivo  60,04  55 
33,404  544,9  26,8  211,55 

Primer­
Blast – 
NCBI 20  GTTCTCATGGCTTGCTCGAC  Negativo  59,28  55 

Primer 
8 

20  TTGGAGATGGAGCTGTTGGC  Positivo  60,32  55 
33,404  552,5  26,5  214,83 

Primer­
Blast ­ 
NCBI 20  ACGTTCTCATGGCTTGCTCG  Negativo  61,02  55 
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Primer 
a 

20  GTTGGAGATGGAGCTGTTGG  Positivo  60,7  55 
33,404  545,1  25,7  211,35  Primer3Pl

us 20  CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo  59,6  55 
Primer 

b 
19  TTGGAGATGGAGCTGTTGG  Positivo  59,8  52 

33,404  515,6  24,2  199,95  Primer3Pl
us 20  CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo  59,6  55 

Primer 
c 

21  CAGTTGGAGATGGAGCTGTTG  Positivo  60,8  52 
33,404  566,4  26,8  218,88  Primer3Pl

us 20  CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo  59,60  55 
Primer 

d 
22  TCAAGCGCTTCAAGATTTATCA  Positivo  60  36,4 

33,404  561,4  26,7  213,37  Primer3Pl
us 20  CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo  59,6  55 

Primer 
e 

20  AGTTGGAGATGGAGCTGTTG  Positivo  57,9  50 
33,404  539,5  25,1  208,44  Primer3Pl

us 20  CCGTGTCCCAAAGACCTAAG  Negativo  59,6  55 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 17 ­ Domínio da sequência conservada da proteína referente ao P450, com localização 3 ­ 522, juntamente com os primers presentes na 
plataforma neste intervalo, obtido no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Tabela 7 ­ Primers da proteína pertencente ao domínio P450. 

Primers  Tamanh
o  Sequência 5’→3’  Sentido 

Temperatur
a de 

anelamento 
(°C) 

%CG 
(Citosina e 
Guanina) 

RInK 
Cal/(°K*mol

) 

DeltaS 
Kcal.mol 

DeltaG 
Kcal.mol 

DeltaH 
Kcal.mol  Plataforma 

Primer 
1 

20  GCGTTGGGAGACTTGGAAGA  Positivo  59,97  55 
33,404  542,8  26,9  210,97 

Primer­
Blast ­ 
NCBI 20  TACCAGCCACCGTCCTCATA  Negativo  60,03  55 
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Primer 
2 

20  GAAGCGTTGGGAGACTTGGA  Positivo  59,97  55 
33,404  542,8  26,9  210,97 

Primer­
Blast – 
NCBI 20  CAACACCTTACCCGAGCCAT  Negativo  60,04  55 

Primer 
3 

20  CCTCATGAAGCGTTGGGAGA  Positivo  59,75  55 
33,404  547,9  26,8  212,59 

Primer­
Blast ­ 
NCBI 20  GTGCCTTTGGGGATGTCGTA  Negativo  60,04  55 

Primer 
4 

20  TGAAGCGTTGGGAGACTTGG  Positivo  60,25  55 
33,404  537,2  27,1  208,97 

Primer­
Blast – 
NCBI 20  GCGCATTTCACGCCAGTATT  Negativo  59,90  50 

Primer 
5 

20  CCGGTGCATGGCCAATAATC  Positivo  59,69  55 
33,404  539,5  26,6  208,99 

Primer­
Blast – 
NCBI 20  TCCAAGTCTCCCAACGCTTC  Negativo  59,97  55 

Primer 
7 

20  GGACCTGCCTACATGATCCG  Positivo  59,97  60 
33,404  559,7  26,8  217,93 

Primer­
Blast – 
NCBI 20  TAAAGCTCAGGAGCAAGGCG  Negativo  60,39  55 

Primer 
9 

20  ATGGCTCGGGTAAGGTGTTG  Positivo  60,04  55 
33,404  535,5  26,8  208,67 

Primer­
Blast ­ 
NCBI 20  CCAAGGCTTCAAGCGGTGTA  Negativo  60,61  55 

Primer 
a 

20  TTGGTGGTGAATTCGAGTGA  Positivo  60,1  45  33,404  529  25,3  203,4  Primer3Plus 20  TTGAGCTGATCGATCCTGTG  Negativo  59,9  50 
Primer 

b 
20  CGTTGGGAGACTTGGAAGAG  Positivo  59,8  50  33,404  533  26,1  206,57  Primer3Plus 20  TCACGCCAGTATTGTCCGTA  Negativo  60,1  50 

Primer 
c 

20  TGGTGGTGAATTCGAGTGAG  Positivo  59,7  50  33,404  537,1  25,6  207,08  Primer3Plus 20  TTGAGCTGATCGATCCTGTG  Negativo  59,9  50 
Primer 

d 
20  ATGAAGCGTTGGGAGACTTG  Positivo  60,3  50  33,404  531,2  25,9  204,96  Primer3Plus 20  TCACGCCAGTATTGTCCGTA  Negativo  60,1  50 

Primer 
e 

20  CATGAAGCGTTGGGAGACTT  Positivo  50,3  50  33,404  531,2  25,9  204,96  Primer3Plus 20  TCACGCCAGTATTGTCCGTA  Negativo  60,1  50 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 18 ­ Domínio da sequência conservada da proteína referente ao bZIP, com localização 167 ­ 215, juntamente com os primers presentes na 
plataforma neste intervalo, obtido no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 
 

Tabela 8 ­ Primers da proteína pertencente ao domínio bZIP. 

Primers  Tamanho  Sequência 5’→3’  Sentido 

Temperatura 
de 

anelamento 
(°C) 

%CG 
(Citosina 

e 
Guanina) 

RInK 
Cal/(°K*mol) 

DeltaS 
Kcal.mol 

DeltaG 
Kcal.mol 

DeltaH 
Kcal.mol  Plataforma 

Primer 
a 

18  AGCGGCGGAGAATCTCAA  Positivo  62  55,6  33,404  495,5  24,9  192,44  Primer3Plus 22  TGGGCTCCAAGAAACTATAGCA  Negativo  61,1  45,5 
Primer 

b 
20  GGCGGAGAATCTCAAACGAC  Positivo  62,1  55  33,404  542  26,8  209,12  Primer3Plus 20  TAGCATCGGTAGCAGGATCA  Negativo  59,4  50 

Primer 
c 

19  GGCGGAGAATCTCAAACGA  Positivo  61,3  52,6  33,404  512,5  25,3  197,72  Primer3Plus 20  TAGCATCGGTAGCAGGATCA  Negativo  59,4  50 
Primer 

d 
20  GGCGGAGAATCTCAAACGAC  Positivo  62,1  55  33,404  542  26,8  209,12  Primer3Plus 20  GGTAGCAGGATCATCCACCA  Negativo  60,9  55 

Primer 
e 

19  GGCGGAGAATCTCAAACGA  Positivo  61,3  52,6  33,404  512,5  25,3  197,72  Primer3Plus 
20  GGTAGCAGGATCATCCACCA  Negativo  60,9  55 

Fonte: Próprio autor. 
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Tabela 9 ­ Desenho de primers degenerados das três proteínas dos domínios Rop_like, P450 e bZIP após alinhamento das sequências. 

Primers  Tamanho  Sequência 5’→3’  Sentido  Temperatura de 
anelamento (°C) 

%CG 
(Citosina e 
Guanina) 

RInK 
Cal/(°K*

mol) 

DeltaS 
Kcal.mol 

 
DeltaG 

Kcal.mol 
DeltaH 

Kcal.mol 
Qualidade 

(%)  Plataforma 

Primer 
1a 

23  GGCACAACTGTGAACTTAGGTCT  Positivo  53,6  ­28,2 
33,404  491,4 

 
29,3  186,7  58  FastPCR 23  CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo  55,3  ­29,1   

Primer 
1b 

23  AACTTCAGTGCCAACGTTGTAGT  Positivo  53,6  ­28,5  33,404  499,5 
 

29,7  189,6  58  FastPCR 
23  CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo  55,3  ­29,1   

Primer 
1c 

23  AGATGGAGCTGTTGGCAAGACTT  Positivo  54,9  ­29,1  33,404  478 
 

30,1  183,4  60  FastPCR 23  CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo  55,3  ­29,1   
Primer 

1d 
22  GAGCTGTTGGCAAGACTTGCAT  Positivo  54,9  ­28,3 

33,404  457,1 
 

29  175,8  60  FastPCR 23  CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo  55,3  ­29,1   
Primer 

1e 
23  AACTTCAGTGCCAACGTTGTAGT  Positivo  53,6  ­28,5  33,404  499,5 

 
29,7  189,6  57  FastPCR 

23  CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo  53,4  ­28,1   
Primer 

1f 
22  GAGCTGTTGGCAAGACTTGCAT  Positivo  54,9  ­28,3  33,404  457,1 

 
29  175,8  60  FastPCR 

23  CACCTCTGTAGCTCAATGGCCTT  Negativo  55,3  ­29,1   
Primer 

1g 
23  AGATGGAGCTGTTGGCAAGACTT  Positivo  54,9  ­29,1  33,404  478 

 
30,1  183,4  58  FastPCR 23  CGTGTCCCAAAGACCTAAGTTCA  Negativo  53,4  ­28,1   

Primer 
1h 

23  GGCACAACTGTGAACTTAGGTCT  Positivo  53,6  ­28,2 
33,404  491,4 

 
29,3  186,7  58  FastPCR 23  TTGTAATCCTCTTGTCCAGCCGT  Negativo  54,5  ­28,8   

Primer 
1i 

23  GGCACAACTGTGAACTTAGGTCT  Positivo  53,6  ­28,2  33,404  491,4 
 

29,3  186,7  58  FastPCR 
22  AGACATCTGCACCTCTGTAGCT  Negativo  53,5  ­27,5   

Primer 
1j 

22  GAGCTGTTGGCAAGACTTGCAT  Positivo  54,9  ­28,3 
33,404  457,1 

 
29  175,8  58   

FastPCR 23  CGTGTCCCAAAGACCTAAGTTCA  Negativo  53,4  ­28,1   
Primer 

1k 
22  CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo  53,6  ­27,5  33,404  475,2 

 
28,8  181,1  59  FastPCR 

23  CGGTGAAGATTTCCTTGGCTACC  Negativo  54,6  ­28,7   
Primer 

1l 
22  CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo  53,6  ­27,5 

33,404  475,2 
 

28,8  181,1  59  FastPCR 21  TTGCGCATTTCACGCCAGTAT  Negativo  54,2  ­27,5   
Primer 

1m 
22  CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo  53,6  ­27,5  33,404  475,2 

 
28,8  181,1  59  FastPCR 

23  TTTCACGCCAGTATTGTCCGTAA  Negativo  53,3  ­28,3   
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Primer 

1n 

22  CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo  53,6  ­27,5 
33,404  475,2 

 
28,8  181,1  59  FastPCR 

23  TTGGCTACCTCACTCGAATTCAC  Negativo  53,6  ­28,3   

Primer 
1o 

23  GTAGCCAAGGAAATCTTCACCGT  Positivo  53,8  ­28,3  33,404  500 
 

29,9  190  58  FastPCR 23  TTTCACGCCAGTATTGTCCGTAA  Negativo  53,3  ­28,3   
Primer 

1p 
23  GTAGCCAAGGAAATCTTCACCGT  Positivo  53,8  ­28,3  33,404  500 

 
29,9  190  59  FastPCR 

21  TTGCGCATTTCACGCCAGTAT  Negativo  54,2  ­27,5   
Primer 

1q 
22  CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo  53,6  ­27,5 

33,404  475,2 
 

28,8  181,1  60  FastPCR 21  CCAACACCTTACCCGAGCCAT  Negativo  55,2  ­27,6   
Primer 

1r 
22  TCCTTACGGACAATACTGGCGT  Positivo  54,1  ­28  33,404  489,2 

 
29,7  186,4  59  FastPCR 

21  CCAACACCTTACCCGAGCCAT  Negativo  55,2  ­27,6   
Primer 

1s 
22  CATGGCCAATAATCGGTCACCT  Positivo  53,6  ­27,5  33,404  475,2 

 
28,8  181,1  59  FastPCR 22  ACGCCAGTATTGTCCGTAAGGA  Negativo  54,1  ­28   

Primer 
1t 

20  GGCAAAGCTCCACCTGTAGC  Positivo  54,4  ­26,4 
33,404  429,7 

 
27,1  165,4  60  FastPCR 21  TTGCGCATTTCACGCCAGTAT  Negativo  54,2  ­27,5   

Fonte: Próprio autor. 

 

Para a Tabela 9, no desenho do primer degenerado, foi utilizado as sequências cortadas das três proteínas e as usou para gerar um primer mais “geral”, pois 

tem o objetivo de cobrir todas regiões possíveis referentes a síntese das proteínas de interesse, no gene. Como parâmetros para análise 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 e guanina próxima ou superior 

a 50% (MALONE, et al., 2006). Assim, de acordo com os resultados que obtidos, pode­se ver uma baixa porcentagem de citosina e guanina, nos desenhos obtidos, 

a temperatura está ligeiramente abaixo de 56°C, assim como a quantidade de pares de bases. A partir dos dados da Tabela 9, os resultados 1i, 1t, 1c, 1d, como os 

primers degenerados mais promissores. 
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6  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

Os  problemas  ambientais,  lesões  que  acometem  as  plantas  e  decaimento  produtivo 

devido ao estresse salino, principalmente no nordeste, faz­se necessário o uso do melhoramento 

genético vegetal para minimização destas consequências doravante a criação de uma cultivar 

tolerante e/ou resistente.  

O  estudo  in  silico,  possibilitou  o  conhecimento  do  gênero  taxonomicamente, 

comportamento da planta com contato salino e triagem de três proteínas com função relacionada 

a  este  fator  abiótico,  promovendo  estudo  físico­químico  destas  e  análise  de  domínios 

conservados das sequências para o desenho de primers mais estáveis,  seguros, específicos e 

validação  de  sua  funcionalidade.  Além  da  avaliação  estrutural  destas  para  compreensão  do 

comportamento das proteínas e qualidade conformacional de sua estrutura. 

Assim,  a  partir  dos  resultados  computacionais,  principalmente  os  dez  primers  mais 

promissores selecionados das proteínas isoladas, as quais são: e, 2, b do domínio Rop_like; 5, 

c  do domínio P450;  c  do domínio bZIP,  e  em conjunto,  degenerados,  1i, 1t, 1c, 1d, os quais 

atestam a fundamental importância destas ferramentas in sílico para realização experimental da 

identificação do éxon de interesse no gene com os marcadores moleculares e desenvolvimento 

da pesquisa de manipulação genética à salinidade em algodoeiro. 
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ANEXO 
 

O alinhamento múltiplo comparativo entre as 16 sequências usadas no alinhamento de 
cada uma das três proteínas, do domínio bZIP, CP450 e Rop_like, totalizando 48 em análise 
pelo servidor Clustal Omega, e os gráficos de conservação de domínios da sequência completa 
dos genes. 

 

Figura 19 ­ Alinhamento múltiplo comparativo estre as três proteínas, obtido no servidor 
Clustal Omega. 
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Fonte: Próprio autor. 
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Figura 20 ­ Domínio da sequência completa conservada da proteína referente ao Rop_like juntamente com os primers presentes na plataforma, 
obtido no NCBI. 

 
Fonte: Próprio autor. 
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Figura 21 ­ Domínio da sequência completa conservada da proteína referente ao P450 juntamente com os primers presentes na plataforma, 
obtido no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Figura 22 ­ Domínio da sequência completa conservada da proteína referente ao bZIP juntamente com os primers presentes na plataforma, 
obtido no NCBI. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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