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EXTRATO 

 

SILVA, Monique Ayala Araújo da, M.S., Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, 

Maio de 2021. Padrão de expressão gênica no desenvolvimento de botões florais 

da tangerineira ‘Fortune’ submetida ao déficit hídrico. Orientador: Abelmon da 

Silva Gesteira. Coorientador: Maurício Antônio Coelho Filho. 

 

Citrus é um gênero da família Rutaceae, que compreende várias espécies 
comercialmente importantes, sendo uma das principais culturas produzidas e 
consumidas por todo o mundo. A cadeia citrícola apresenta-se para o 
agronegócio brasileiro como um setor que tem alavancado a economia. Nos 
últimos anos, as mudanças climáticas têm gerado preocupação para a 
agricultura global. Um dos fatores limitantes para a obtenção de elevada 
produtividade é a escassez de água. Condições de déficit hídrico provocam 
alterações comportamentais que condicionam a planta estratégias para 
aclimatação ou adaptação. Em citros, o estresse por déficit hídrico e as baixas 
temperaturas são os principais fatores envolvidos na indução floral. Vários 
genes são induzidos ou reprimidos por estresse hídrico. Analisar a função 
desses genes faz-se necessário para compreender os mecanismos 
moleculares de resposta da planta à escassez de água, e assim buscar por 
meio do melhoramento genético, o aumento tolerância da planta à essas 
condições de estresse. O objetivo deste trabalho foi analisar como o estresse 
por déficit hídrico afeta o perfil de transcrição relacionado à floração da 
tangerineira ‘Fortune’. O acesso da tangerina ‘Fortune’ foi enxertado no porta-
enxerto BRS Bravo desenvolvido pelo Programa de Melhoramento de Citros da 
Embrapa Mandioca e Fruticultura e submetido a diferentes tratamentos 
hídricos: 20%, 40% e 100% da Capacidade de Pote. Durante o período de 
floração, as amostras de botões florais em diferentes estádios de 
desenvolvimento, de cada tratamento hídrico, foram coletadas e selecionadas 
com base em seus tamanhos, classificando-os em dois grupos, a saber: ≤ 4 
mm e > 4 mm de comprimento, para a identificação dos transcritos via RNA-
Seq e análise da expressão diferencial dos genes envolvidos na produção de 
botões florais. Os resultados mostraram que o rendimento e a qualidade do 
sequenciamento eram altos para as análises posteriores. A partir disso, foram 
gerados, somando-se todas as bibliotecas, um número total de 15.994.555 
reads, apresentando uma média de 84,72% de alinhamento único das leituras 
em relação ao genoma de referência de Citrus clementina. Foi identificado a 
expressão diferencial de vários genes candidatos a órgãos florais. Estes foram 
identificados, e um total de 1.476 transcrições mostrou variação significativa de 
expressão entre os tratamentos controle e de estresse por déficit hídrico, sendo 
que destes 693 eram genes induzidos e 783 eram genes reprimidos. Os genes 
diferencialmente expressos (DEGs) identificados estão envolvidos em vários 
processos biológicos, na sua maioria enriquecidos na montagem da parede de 
pólen, montagem dos componentes celulares envolvidos na morfogênese, 
organização da estrutura de encapsulamento externo e em resposta à estresse 
abiótico. Genes envolvidos à biossíntese de ácido abscísico (ABA) foram 
identificados. O gene NCED3 foi up regulado em todos os tratamentos. Vários 
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fatores de transcrição pertencentes a grandes famílias de genes mostraram 
papéis na resistência das plantas. Genes envolvidos na biossíntese de 
flavonoides também foram identificados. Esses resultados preliminares 
contribuirão para a compreensão da base molecular da formação e 
desenvolvimento floral da tangerineira ‘Fortune’, que permitirão contribuir com o 
conhecimento das vias de sinalização envolvidas no processo de resposta da 
planta a estresse por déficit hídrico. 

 
Palavras-chave: citros, déficit hídrico, transcriptoma, RNA-Seq, floração, 
Fortune. 
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ABSTRACT 

 

SILVA, Monique Ayala Araújo da, M.S., State University of Santa Cruz, Ilhéus, May 

2021. Pattern of gene expression in the development of flower buds of the 

'Fortune' mandarin tree subjected to water deficit. Advisor: Abelmon da Silva 

Gesteira. Advisor Committee: Maurício Antônio Coelho Filho. 

 
Citrus is a genus of the Rutaceae family, which comprises several commercially 
important species, being one of the main crops produced and consumed 
worldwide. The citrus industry chain presents itself to Brazilian agribusiness as 
a sector that has leveraged the economy. In recent years, climate change has 
raised concerns for global agriculture. One of the limiting factors for obtaining 
high productivity is the scarcity of water. Water deficit conditions cause 
behavioral changes that condition the plant strategies for acclimatization or 
adaptation. In citrus, water stress and low temperatures are the main factors 
involved in floral induction. Several genes are induced or repressed by water 
stress. Analyzing the function of these genes is necessary to understand the 
molecular mechanisms of the plant's response to water scarcity, and thus seek, 
through genetic improvement, to increase the plant's tolerance to these stress 
conditions. The objective of this work was to analyze how stress due to water 
deficit affects the transcription profile related to the flowering of the 'Fortune' 
mandarin tree. The access of the 'Fortune' mandarin was grafted onto the BRS 
Bravo rootstock developed by the Citrus Improvement Program of Embrapa 
Mandioca and Fruticultura and submitted to different water treatments: 20%, 
40% and 100% of the Pot Capacity. During the flowering period, samples of 
flower buds at different stages of development, from each water treatment, were 
collected and selected based on their sizes, classifying them in two groups, 
namely: ≤ 4 mm and > 4 mm of length, for the identification of transcripts via 
RNA-Seq and analysis of the differential expression of the genes involved in the 
production of flower buds. The results showed that the throughput and the 
quality of the sequencing were high for the subsequent analyzes. From this, a 
total number of 15,994,555 reads were generated, adding all libraries, 
presenting an average of 84.72% of unique alignment of the readings in relation 
to the reference genome of Citrus clementina. Differential expression of several 
candidate genes for floral organs has been identified. These were identified, 
and a total of 1,476 transcripts showed significant variation in expression 
between the control and water stress treatments, of which 693 were induced 
genes and 783 were repressed genes. The differentially expressed genes 
(DEGs) identified are involved in several biological processes, mostly enriched 
in the assembly of the pollen wall, assembly of the cellular components involved 
in morphogenesis, organization of the external encapsulation structure and in 
response to abiotic stress. Genes involved in abscisic acid (ABA) biosynthesis 
have been identified. The NCED3 gene was up regulated in all treatments. 
Several transcription factors belonging to large families of genes have shown 
roles in plant resistance. Genes involved in flavonoid biosynthesis have also 
been identified. Genes involved in flavonoid biosynthesis have also been 
identified. These preliminary results will contribute to the understanding of the 
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molecular basis of the formation and floral development of the 'Fortune' 
mandarin tree, which will contribute to the knowledge of the signaling pathways 
involved in the plant's response process to water deficit stress. 
 
Key-words: citrus, water deficit, transcriptome, RNA-Seq, flowering, Fortune. 
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1. INTRODUÇÃO  

Citrus pertence à família Rutaceae, e é uma das frutíferas mais 

produzidas no mundo, apresentando grande importância econômica, social e 

cultural. Nela estão incluídas as principais variedades com importância 

comercial como a laranja doce (Citrus sinensis), a tangerina (Citrus reticulata e 

Citrus deliciosa), limão (Citrus limon), limas ácidas como o Tahiti (Citrus 

latifolia), Galego (Citrus aurantiifolia), lima da Pérsia (Citrus limettioides), 

pomelo (Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja-azeda (Citrus aurantium) 

e as toranjas (Citrus grandis) (FANG; ROOSE, 1997; MATTOS JUNIOR et al., 

2005; GROPPO, SALATINO e PIRANI, 2008).  

As plantas cítricas são caracterizadas por árvores perenes, copas com 

ramos angulares, espinhos axilares, folhas unilobadas, flores brancas e 

aromáticas, isoladas ou em grupos, em geral com quatro a cinco sépalas e 

quatro a oito pétalas. O androceu é formado por vários estames e o gineceu 

possui ovário único com 8-15 carpelos fusionados (SWINGLE; REECE, 1967). 

A história de dispersão dos citros associa-se a mudanças históricas nas 

civilizações oriental e europeia. No Brasil, a laranja doce foi introduzida em 

1530 (HASSE, 1987; PASSOS, 1990). Hoje, além da laranja, a citricultura 

brasileira destaca-se na produção de tangerinas e lima ácida ‘Tahiti’, com a 

produção estabelecida principalmente nos estados de São Paulo, Minas 

Gerais, Paraná, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Pará (IBGE, 2019).  

A produção de citros no Brasil é afetada por irregularidade de chuvas 

(SCHAFER et al., 2001). Um dos fatores mais limitantes para a obtenção de 

produtividade elevada e de boa qualidade é a distribuição pluviométrica 

irregular (SANTOS; CARLESSO, 1998; COELHO et al., 2006). Essa 

irregularidade afeta o balanço hídrico e consequentemente altera processos 

morfofisiológicos, principalmente durante estádios de crescimento e 

desenvolvimento da planta (KELLING, 1995). 

O desenvolvimento da planta se dá em meio a fases de crescimento, as 

quais são divididas em fase vegetativa e fase reprodutiva. A mudança de uma 

fase para a outra é controlada por complexa rede gênica, a qual é permeada 
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por estímulos, sejam eles ambientais ou endógenos (HUIJSER; SCHMID, 

2011), sendo caracterizada pelo desenvolvimento contínuo de órgãos, com 

características morfológicas distintas em cada fase. 

A fase reprodutiva é marcada pela floração, necessitando de sinais 

externos e internos para promovê-la. A floração quando regulada, garante o 

sucesso reprodutivo e maximiza a produção, mostrando ser um processo de 

grande importância agronômica (WANG; WANG, 2015). A floração é uma 

etapa fundamental para produção, podendo influenciar nas características dos 

frutos como: tamanho, suco, textura e cor, (KRAJEWSKI; RABE, 1995). No 

entanto, os estudos moleculares das estruturas reprodutivas em Citrus ainda 

são escassos, sendo esta, uma importante ferramenta para programas de 

melhoramento genético por fornecer informações sobre seleção de variedades 

que possam ser viáveis economicamente.  

A tolerância da planta à falta de água é um importante mecanismo de 

resistência, principalmente em regiões com recurso hídrico anual limitado 

(SANTOS e CARLESSO, 1998).  A demanda hídrica para uma boa produção de 

frutos cítricos é cerca de 900 a 1.200 mm por ano, podendo sofrer variação de 

acordo com a demanda evapotranspiração, solo, copa e principalmente com o 

porta-enxerto utilizado (DONATO et al., 2007). A utilização de porta-enxertos 

vem da necessidade de superar novas dificuldades e alcançar objetivos 

pertinentes à modernização da citricultura mundial. 

As plantas cítricas apresentam uma série de adaptações morfológicas e 

fisiológicas à deficiência hídrica, entre as quais podem ser citadas a arquitetura 

hidráulica das raízes, conformação de copa e a morfologia foliar (SAVÉ et al., 

1995, ROSALES et al., 2019). Dois principais fatores influenciam na etapa da 

indução floral em citros: as baixas temperaturas e o déficit hídrico 

(SOUTHWICK; DAVENPORT, 1996; IGLESIAS et al., 2007).  

 O desenvolvimento floral é regulado por complexas redes moleculares. 

Genes envolvidos no desenvolvimento floral têm sido comumente identificados 

em plantas modelos, levando ao conhecimento das vias de sinalização, além 

de identificação da função desses genes. O interesse na descoberta de 
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recursos genéticos tolerantes à estresse biótico e abiótico em diferentes 

estágios de crescimento e desenvolvimento da planta tem-se tornado o objetivo 

de muitos estudos em citros (ZAHER-ARA et al., 2016). Conhecer vias 

moleculares conservadas na transição para a floração pode mostrar 

marcadores importantes para variedades comerciais (AHSAN et al., 2019).  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.  OBJETIVO GERAL 

 

Verificar como o estresse por déficit hídrico afeta o perfil transcriptômico 

relacionado à floração da tangerineira ‘Fortune’. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

 Identificar via RNA-Seq os transcritos que são regulados em botões 

florais durante o déficit hídrico; 

 Analisar os níveis de expressão diferencial dos genes envolvidos na 

produção de botões florais da tangerineira ‘Fortune’, exposta a 

diferentes níveis de estresse por déficit hídrico; 

 Realizar anotação funcional dos transcritos dos botões florais da 

tangerineira ‘Fortune’. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

3.  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1.  CITRICULTURA – CONTEXTO HISTÓRICO E ASPECTOS GERAIS 

 

Citrus é um gênero da família Rutaceae, que compreende várias 

espécies comercialmente importantes, sendo uma das principais culturas 

produzidas e consumidas por todo o mundo, por suas excepcionais 

características organolépticas e teores altamente nutricionais (GROPPO, 

SALATINO e PIRANI, 2008; PIRANI; GROPPO, 2015).  

As frutas cítricas de maior importância no comércio mundial são as 

laranjas, limões, limas, toranjas e tangerinas. De acordo com os dados de 2016 

da Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) é a cultura 

mais produzida no mundo, com produção global total em 124,246 milhões de 

toneladas. Os principais produtores de frutas cítricas no mundo são China, 

Região Mediterrânea, Brasil, Índia, EUA e Espanha.  

Questões sobre a origem e evolução dos citros continuam incertas para 

taxonomistas, botânicos, evolucionistas e geneticistas. Isso se deve a quatro 

principais fatores que dificultaram seu rastreamento: (i) o comportamento 

reprodutivo, (ii) a frequência das dispersões a longa distância durante a história 

evolutiva, (iii) as evidências fósseis para descrever com fidelidade a espécime, 

as quais são limitadas, além da (iv) dificuldade em identificar progenitores 

puros ou selvagens (WU et al., 2018; ZONG & NICOLOSI, 2020). 

A análise filogenética da laranja doce (Citrus sinensis) realizada por 

Quiang et al. (2013) mostrou que os citros divergiram da ordem Malvales há 85 

milhões de anos. Os principais centros de origem dos citros são as regiões 

tropicais e subtropicais do sudeste da Ásia, o nordeste da Índia no sopé do 

Himalaia, a Província de Yunnan, sudoeste da China, norte Mianmar, a 

península da Indochina e o arquipélago da Malásia. Quanto a isso, existe 

concordância no meio científico, graças à ascensão e uso das ferramentas 

moleculares no estudo dos citros nas últimas décadas (QIANG et al., 2013; 

ZONG & NICOLOSI, 2020). 



22 
 

A história de dispersão dos citros associa-se a mudanças históricas nas 

civilizações oriental e europeia. Nas Américas, a introdução da laranja doce 

aconteceu por meio de expedições das grandes navegações no século XVI. 

Hoje, com 1.432.473 ha, o continente americano é possuidor da segunda maior 

área de pomar cítrico dentre os continentes, e o maior produtor de citros (FAO, 

2018).  

No Brasil, a laranja doce foi introduzida a partir de 1530 após a 

expedição de Cristóvão Colombo (HASSE, 1987; PASSOS, 1990). Os estados 

da Bahia e São Paulo foram os primeiros a receberem as sementes de laranja 

doce no Brasil. O seu estabelecimento e rápido aumento na produtividade 

agrícola se deu pelas condições edafoclimáticas favoráveis ao seu cultivo 

nessas regiões, e no desenvolvimento de tecnologias para lidar com os 

desafios enfrentados (CAMARGO et al., 2013; NEVES et al., 2010; PASSOS, 

1990).  

 

 

3.2. SETOR CITRÍCOLA E A ECONOMIA BRASILEIRA 

 

A safra citrícola gera receita desde 1960, principalmente com o comércio 

de exportação do suco concentrado. No mercado de suco de laranja 

concentrado congelado (SLCC), o Brasil lidera a produção mundial. A cadeia 

da indústria cítrica apresenta-se para o agronegócio nacional com alto valor 

social e cultural alavancando a economia do país, impactando positivamente na 

geração de empregos, de renda, e no desenvolvimento regional de todas as 

suas cadeias produtivas (NEVES et al., 2010). 

Em 2018, o Brasil registrou uma produtividade de 28,37 t/ha, 

contribuindo com 22% na produção mundial de laranja. O gráfico 1 mostra a 

distribuição da produção de laranja nos estados do Brasil (FAO, 2018; IBGE, 

2018). Essa produção está estabelecida principalmente nos estados de São 

Paulo, Minas Gerais, Paraná, Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Pará (IBGE, 

2019). De acordo com dados apresentados, a Bahia é responsável por 3,3% de 

todo o cultivo no território nacional, encontrando-se na quarta posição no 
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ranking nacional da produção de citros, e o maior produtor do Nordeste (IBGE, 

2019).  

A maior parte da produção de citros do Nordeste está situada em 

Tabuleiros Costeiros, onde ocorrem longos períodos de deficiência hídrica, em 

virtude das irregularidades das chuvas (COELHO et al., 2006; PEIXOTO et al., 

2006). Após o ciclo econômico da cana-de-açúcar e do fumo, a produção das 

culturas da mandioca e da laranja teve oportunidade no Recôncavo Baiano, 

principalmente nas regiões Litoral Norte e Recôncavo Sul (ALMEIDA et al., 

2019; IBGE, 2018; RAMOS et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

 

        Gráfico 1. Produção de laranja por estado (tn). Fonte: IBGE, 2018.  

 

Avanços nas técnicas de propagação, na criação de variedades de 

enxerto e porta-enxerto, no desenvolvimento de ferramentas para validação e 

caracterização genética e de práticas culturais como a irrigação, para a 

produção de materiais básicos de citros e árvores de viveiro, tem sustentado e 

expandido o cultivo de citros no Brasil (CARVALHO et al., 2019).  

As previsões são de que haja um grande aumento populacional em todo 

o planeta. Como manter alimentos suficientes para as próximas gerações é um 

questionamento pertinente para muitos pesquisadores, produtores, 

representantes políticos e social. Além disso, com as mudanças climáticas 

cada vez mais intensificadas, principalmente quando se trata de escassez de 
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água, essa necessidade de aumentar a produção de alimentos, melhorar a 

utilização dos recursos disponíveis de forma ambientalmente sustentável e 

segura, a busca pela diminuição da perda na produção, a eficiência no 

armazenamento e a garantia de produtos de alta qualidade partem desse 

princípio. Por isso, compreender os mecanismos moleculares trazem inúmeros 

benefícios para o melhoramento e desenvolvimento agrícola. (rever esse 

parágrafo). 

 

3.3. TANGERINEIRA ‘FORTUNE’ 

  

As tangerinas são plantas vigorosas, de tamanho médio a grande, com 

poucos espinhos, folhagem densa, com folhas médias e lanceoladas. Seus 

frutos possuem um porte médio, de forma oblata, base com pescoço pequeno 

e ápice pouco deprimido. A casca é fina, firme, de superfície lisa, coloração 

intensa podendo variar da cor laranja a vermelha, apresentando de 9 a 13 

segmentos, facilmente separáveis e de eixo aberto, sendo esta característica, 

uma das mais atrativas ao consumo, além da sua beleza e sabor. Sua polpa 

tem cor alaranjada, sucosa e aromática. Possui poucas sementes, mono ou 

poliembriônicas e cotilédones normalmente verdes. Sua maturação é de meia 

estação a tardia. Suas flores são comumente brancas, pequenas, isoladas, ou 

em inflorescência de pedúnculos curtos (HODGSON, 1967; SAUNT, 1992; 

DONADIO, 1998).  

Dentre as variedades comercialmente importantes, encontra-se a 

tangerineira ‘Fortune’ (C. clementina hort. ex Tanaka x C. tangerina hort. ex 

Tanaka). Um híbrido de maturação tardia (julho a setembro) e de boa 

qualidade; a planta é vigorosa e produtiva. Seus frutos são de tamanho médio, 

coloração adequada, a casca é pouco aderia, e por isso, apresenta dificuldade 

no descascar. Além de apresentar poucas sementes (SAUNT, 1990; 

DONADIO, 1998). 

Entre as tradicionais variedades de tangerinas, encontram-se a ‘Cravo’, 

‘Mexerica’, ‘Ponkan’ e ‘Murcott’ (DONADIO, 1998). Os principais países 
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produtores de tangerinas são a China, a Espanha, a Turquia e o Egito. O Brasil 

ocupa o quinto lugar entre os países produtores, contribuindo com 19,01 t/ha 

de toda produção mundial, no qual a Bahia é o décimo estado que mais 

contribui na produção, sendo os principais produtores baianos os municípios de 

Bom Jesus da Lapa, Santo Antônio de Jesus, Ibicoara e Barra da Estiva 

(Gráfico 2) (IBGE, 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

O mercado de tangerinas in natura no Brasil pode render maiores lucros, 

como ocorre entre alguns dos principais produtores, como a Turquia e o Egito, 

que possuem uma área plantada inferior à do Brasil, e obtém produção mais 

elevada, por focar no mercado de frutas frescas e por investir na produção de 

frutas sem sementes, tornando-a ainda mais atrativa ao consumo, além de 

impulsionar a indústria de suco, já que a presença de sementes está associada 

a compostos aromáticos indesejáveis e amargos (IBGE, 2019; FAO 2016).  

A criação de híbridos triploides é uma estratégia importante de 

melhoramento genético, uma vez que variedades deste tipo produzem frutos 

com características fenotípicas e organolépticas imprescindíveis para o 

mercado de frutas frescas (ALEZA et al., 2010). No entanto, Lourkisti et al. 

(2021) mostraram que variedades triploides não apresentou tolerância maior 

Gráfico 2 – Produção de tangerinas em toneladas (t) dos municípios baianos. 

Fonte: IBGE, 2019. 
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que as variedades diploides, mas, aumentou a capacidade de recuperação 

após período de deficiência hídrica. Os resultados também mostraram que as 

plantas triploides exibiram maior teor de prolina, permitindo um ajuste osmótico 

eficaz e aliviando os efeitos do acúmulo de ROS.  

Embora a triploidia apresente vantagens produtivas e consequentemente 

comerciais, as propriedades de tolerância dessas plantas ao estresse hídrico 

necessita de mais investigação. Entretanto, uma melhor tolerância ao estresse 

hídrico já foi relatada em plantas de citros poliploides, principalmente em 

tetraploides (KHALID, et al. 2019). 

 

3.4. O DÉFICIT HÍDRICO, INTERAÇÃO COPA/PORTA-ENXERTO E OS 

MECANISMOS DE RESPOSTA DA PLANTA 

 

Nos últimos anos, as mudanças climáticas têm despertado preocupação 

na agricultura global, principalmente quando se trata da intensidade da seca, a 

qual tem se agravado nos últimos anos (GONÇALVES et al., 2019). Estresses 

abióticos ocorrem em diferentes intensidades e variações temporais em todas 

as áreas agrícolas do Brasil, submetendo a planta a períodos de escassez de 

água, altas temperaturas ou excesso de salinidade, sendo estas, situações 

desafiantes para o seu desenvolvimento. 

O Brasil é detentor de grande diversificação agroclimática e condições 

particulares de cultivo. Algumas regiões apresentam distribuição irregular de 

chuvas, a exemplo da região Nordeste, que tem mostrado reduções nos 

índices hídricos e de umidade, além de mostrar tendências para o aumento da 

temperatura (PEREIRA et al., 2009; SANTOS et al., 2010) implicando no 

desenvolvimento e produtividade de culturas. 

Para a planta ter pleno desenvolvimento, e isto inclui o seu crescimento 

máximo e seu potencial reprodutivo, é preciso que ela esteja em meio a 

condições ideais para o crescimento. Portanto, condições ambientais que não 

permitem que a planta alcance seu desenvolvimento pleno, é chamado de 
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‘estresse’. A mínima limitação na disponibilidade de água gera estresse na 

planta, afetando várias de suas funções. Assim, o estresse por déficit hídrico é 

o principal fator limitante para a produção (TAIZ et al., 2017).  

Os efeitos do déficit hídrico na planta são inúmeros. Imediatamente, os 

estômatos se fecham, e com isso, diminui a perda de água através da 

transpiração, reduz a captação de CO2 e de nutrientes, altera vias metabólicas, 

promovendo a redução da taxa fotossintética, que por sua vez, resulta na 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), tendo um efeito negativo no 

crescimento, no desenvolvimento e na produtividade. O crescimento reduzido 

das raízes laterais ou a inibição do crescimento de rebentos são alguns efeitos 

que ocorrem nas raízes (BASU et al., 2016; LAWLOR; CORNIC, 2002; TAIZ et 

al., 2017). Além disso, os efeitos da escassez de água podem refletir nos 

parâmetros morfológicos e organolépticos dos frutos (GARCIA-TEJERO et al., 

2010). 

Ambavaram et al. (2014) mostraram que o fator de transcrição HYR 

(HIGHER YIELD RICE) é um regulador da fotossíntese, ativando genes 

envolvidos no metabolismo fotossintético do carbono, resultando em melhor 

rendimento do arroz em condições de estresse. Mecanismos fisiológicos como 

ajuste osmótico, aumento da biomassa radicular, enrijecimento da parede 

celular, diminuição do potencial osmótico no ponto de perda de turgor e 

estimulo da atividade da peroxidase guaiacol tem sido descritos em estudos 

com plantas submetidas a estresse hídrico (SILVA et al., 2019).  

As plantas desenvolveram a capacidade de perceber e responder a 

essas condições estressantes, a qual depende inteiramente da efetividade dos 

mecanismos de defesa e de sinalização, que vão desde respostas à baixa 

umidade até mecanismos de sobrevivência, como o florescimento precoce 

(HUBER; BAUERLE, 2016). A regulação hormonal também influencia na 

adaptação da planta. Fitormônios como o ácido abscísico (ABA), citocinina 

(CK), ácido giberélico, auxina e etileno, interagem e modulam respostas (BASU 

et al., 2016).  

Estudos mostram que o ABA também conhecido como “hormônio da 

seca”, é o principal hormônio sintetizado nas raízes e translocado para as 



28 
 

folhas, como resposta inicial da planta ao déficit hídrico. Ele está associado a 

vários processos biológicos metabólicos e celulares, que em níveis normais, 

mantém o crescimento da parte aérea da planta (SHARP; LENOBLE, 2002).  

Em condições de déficit hídrico, o ABA desempenha papel central no 

rápido fechamento estomático, resultando na diminuição das taxas 

fotossintéticas (SANTANA-VIEIRA et al., 2016), que associado a genes 

responsivos ao estresse, como os genes ost1 e sad1, participa da indução de 

proteínas funcionais (SOUZA et al., 2010) e aumenta a resistência da planta à 

deficiência hídrica (GUZEL DEGER et al., 2015; SARADADEVI et al., 2017; 

SHARP et al., 2004). 

As respostas ao déficit hídrico vão depender da cultura, da duração, 

severidade do estresse e do estádio de desenvolvimento da planta.  A condição 

do déficit hídrico pode ser leve, moderado ou severo (SANTOS; CARLESSO, 

1998; IMADI et al., 2016). A depender da cultura, as plantas podem tolerar o 

estresse até um limiar; contudo, além desse limite, o estresse pode provocar 

uma queda no crescimento e na produção, podendo levá-la a morte. Os efeitos 

do estresse hídrico na produção dependem do estágio fenológico da planta 

(VAUX; PRUITT, 1983; WAKCHAURE et al., 2018).  

Algumas espécies apresentam fases críticas de desenvolvimento, nas 

quais a falta de água pode resultar na redução da produção. No caso dos 

citros, a floração e frutificação são consideradas as fases mais críticas do 

desenvolvimento e crescimento da planta (DOORENBOS; KASSAM, 1979). Na 

busca em compreender as diferentes respostas fisiológicas, bioquímicas e 

moleculares da planta quando submetida a diferentes condições de 

disponibilidade hídrica, que estudos morfológicos, fisiológicos e moleculares 

têm sido desenvolvidos em diferentes culturas (MOHAWESH, 2018; SANTOS 

et al., 2019).  

No entanto, algumas espécies florescem à medida que são submetidas 

a algum tipo de estresse, tornando-se este, um fator indutor da floração, além 

do fotoperiodismo e da vernalização. Em citros, baixas temperaturas e o 

estresse por déficit hídrico moderado e prolongado são os principais fatores 

que promovem o florescimento (NIR et al., 1972; SOUTHWICK; DAVENPORT, 
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1986). Pingping et al. (2017) mostraram em estudo realizado com a Averrhoa 

Carambola submetida a déficit hídrico, que houve aumento no acúmulo de 

carboidratos e promoveu o florescimento, sugerindo que o estresse pode 

induzir a floração. A promoção da floração pelo estresse não é um evento 

incomum, mas traz em si grande significado biológico (TAKENO, 2016). 

Vários genes são induzidos ou reprimidos por essas tensões. Nos 

últimos anos, com o advento das técnicas de biologia molecular, genes 

induzidos por estresse foram sendo identificados em várias espécies, a partir 

de técnicas de microarray e, mais recentemente, de RNA-Seq. Analisar a 

função desses genes é necessário para compreender os mecanismos 

moleculares da resposta da planta a estresses, bem como buscar por meio do 

melhoramento genético, o aumento dessa tolerância.  

Outro mecanismo que contribui para a capacidade de resposta da planta 

ao estresse é a modificação epigenética por meio da metilação da citosina, 

desempenhando papel fundamental na regulação gênica (BOYKO; 

KOVALCHUK, 2008). Os níveis de metilação podem aumentar ou diminuir em 

resposta ao estresse (SUDAN; RAINA; SINGH, 2018). Estudos têm mostrado 

que plantas cítricas submetidas a recorrentes situações de estresse hídrico têm 

seus perfis de metilação alterados e que a adaptação da memória da planta a 

essas condições dependem do genótipo (SANTOS et al., 2021).  

Assim como acontece em várias culturas, plantas cítricas também 

apresentam adaptações morfológicas, fisiológicas e moleculares para tolerar a 

desidratação (SAVÉ et al., 1995, ROSALES et al., 2019). Além disso, para 

reduzir e até mesmo mitigar os riscos causados por fatores abióticos nos 

pomares, a busca pela diversificação de porta-enxertos, que apresentem uma 

eficiente extração de água do solo, por exemplo, é de grande importância para 

a citricultura (SAMPAIO et al., 2021).  

A enxertia é uma técnica amplamente utilizada em várias culturas, sendo 

para a planta cítrica, a principal forma de propagação. Potenciais porta-

enxertos podem oferecer resistência a fatores bióticos e abióticos, promovendo 

na planta a vantagem da tolerância ao déficit hídrico, a redução do período 
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juvenil, aumento da qualidade dos frutos e o aumento taxa de sobrevivência 

(BASTOS et al., 2014; SANTANA-VIEIRA et al., 2016; COSTA et al., 2020).  

As interações copa/porta-enxerto pode desempenhar um papel 

fundamental na expressão gênica envolvida na indução da floração em citros 

(BENNICI et al., 2021). Desta forma, interações que mostrem características de 

interesse agronômico, como a tolerância á seca, são valiosas para o 

desenvolvimento e sobrevivência das plantas em diferentes condições de 

estresse (CERQUEIRA et al., 2004; SANTANA-VIEIRA et al., 2016). Assim, 

escolha acertada do porta-enxerto pode induzir maior eficiência produtiva, 

tornando-se posteriormente, a principal escolha dos produtores (SAMPAIO et 

al., 2021).  

Gonçalves et al. (2019) realizou uma análise no transcriptoma de folhas 

de laranja doce enxertadas em limoeiro 'Cravo' submetidas a tratamentos 

controle e de estresse por déficit hídrico. Seus resultados mostraram que uma 

pequena fração funcional do transcriptoma foi regulada diferencialmente pelo 

estresse hídrico, sugerindo que a tolerância à seca induzida pelo porta-enxerto, 

está associada a ativação transcricional de genes. 

 

3.5.  CARACTERÍSTICAS ENVOLVIDAS NO FLORESCIMENTO EM 

CITROS 

3.5.1. Florescimento em Citros 

O ciclo de vida da planta é marcado por transições no seu 

desenvolvimento, chamados de ‘mudança de fase’, que são centralizadas no 

meristema apical caulinar. Essas mudanças são processos coordenados 

temporal e espacialmente, levando a planta a passar por duas fases: vegetativa 

e reprodutiva. O desenvolvimento vegetativo é ainda dividido em duas fases: 

fase vegetativa juvenil e adulta. Mas, é somente durante a transição da fase 

vegetativa juvenil para a adulta, que a planta vai adquirindo competência 

reprodutiva, caracterizada pelo surgimento de brotos de floração (BÄURLE & 

DEAN, 2006; POETHIG, 1990; WANG et al., 2011).  
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De modo geral, as fases vegetativas são marcadas pelo crescimento da 

planta tanto em tamanho, quanto em massa, assim como pelo aumento da sua 

capacidade fotossintética. As transições são induzidas por vários fatores, como 

por exemplo, o comprimento do dia, a intensidade da luz, a temperatura e a 

ação hormonal (HUIJSER, 2011). No entanto, esses fatores e as mudanças 

morfológicas são específicos da espécie (MATSOUKAS, 2014).  

A fase reprodutiva da planta é marcada pela floração, estando esta 

regulada por complexas vias moleculares, juntamente com outros fatores 

endógenos como a disponibilidade de carboidratos, os níveis de fitohomônios, 

o ciclo circadiano e fatores ambientais (AMASINO, 2010; HUIJSER, 2011). As 

transições estão sujeitas a programas genéticos que são desencadeados e 

modulados por sinais ambientais e endógenos (HUIJSER, 2011). O aumento 

da atividade mitótica nas regiões do meristema vegetativo indica que todas 

essas zonas estão envolvidas na produção das partes reprodutivas da planta 

(CORSON, 1969). 

Em Arabidopsis thaliana e em outras plantas, como na maçã, no abacate 

e na manga, os miR-156 e miR-172 são chaves no controle da transição da 

fase juvenil para a fase adulta e da fase adulta para a reprodutiva (AHSAN et 

al., 2019; GUO et al., 2017; JIA et al., 2017; WANG et al., 2009). Matsoukas 

(2014) sugere em seu trabalho que a transição prolongada entre as fases pode 

ser devido a sinais antiflorigênicos suficientes para afetar a expressão de 

genes FT (FLOWERING LOCUS T) e SPL. Nos cereais, a seca e o estresse 

por calor, em estágios específicos do desenvolvimento, afetam o transporte de 

açúcar nas anteras e nos ovários (XUEMEI et al., 2010).  

Citros é uma cultura arbórea perene, policárpica, portadora de 

características reprodutivas bem particulares, as quais podem trazer 

informações valiosas para a compreensão da sua biologia reprodutiva, 

fundamental para a manutenção das espécies, e consequentemente para o 

aprimoramento de programas de melhoramento genético. Os citros possuem 

períodos de juvenilidade relativamente longos, sendo que a maioria das 

espécies precisam de um período de pelo menos cinco anos para iniciar a 
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floração principal (ABOUZARI & NEZHAD, 2016); esta é uma realidade 

limitante para práticas agrícolas.  

Quando se inicia a diferenciação dos botões florais, estes seguem sem 

interrupção para o desenvolvimento floral e a floração (SPIEGEL-ROY; 

GOLDSCHMIDT, 1996).  Em citros, o estresse por déficit hídrico e as baixas 

temperaturas são considerados como os principais fatores envolvidos na 

indução floral (SOUTHWICK; DAVENPORT, 1996; IGLESIAS et al., 2007). A 

intensidade da floração vai depender do tempo de exposição aos estímulos 

indutivos e da intensidade desses estímulos (CASSIN et al., 1969). 

A brotação e a floração dos botões podem ocorrer durante todo o ano, 

no entanto, em regiões subtropicais ocorre comumente durante o final do 

inverno e início da primavera; em regiões de clima tropical, tende a ocorrer 

após o reestabelecimento das chuvas; e em clima árido, ocorre após o período 

de estresse imposto pela estiagem, com o uso da irrigação (ERICKSON, 1968; 

MONSELISE, 1985). A duração do período de floração é afetada pelas 

diferentes sazonalidades. Climas quentes logo promoverá abertura das flores; 

enquanto climas frios podem prolongar a floração (SPIEGEL-ROY; 

GOLDSCHMIDT, 1996).  

As plantas cítricas passam por repetidos ciclos de floração e frutificação. 

O desencadeamento da indução floral se dá por fatores ambientais ou fatores 

endógenos (SPIEGEL-ROY; GOLDSCHMIDT, 1996). A diferenciação floral tem 

início nos primeiros estádios de desenvolvimento das brotações das gemas na 

primavera. A abertura das flores, por sua vez, ocorre após o processo de 

indução e diferenciação (DAVENPORT, 1990). A transição para o meristema 

floral é apenas o início de vários processos de desenvolvimento, que produzirá 

sementes e frutos. Nos últimos anos, estudos têm buscado compreender os 

mecanismos e a complexa rede de genes envolvidos na sinalização do 

desenvolvimento floral. 

Costa (2017) observou o mesmo padrão das flores de Pilocarpus 

pennatifolius Lem. (Rutaceae), na tangerineira ‘Fortune’ Citrus reticulata Blanco 

(Rutaceae): diminutas, pentâmeras, actinomorfas, diclamídeas e monoclinas 

(SOUZA et al., 2003). Além disso, foi visto que a baixa disponibilidade de água 
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não foi capaz de alterar o desenvolvimento de botões florais da tangerineira 

‘Fortune’. A formação e diferenciação das flores em citros tem sido objeto de 

estudo na busca por compreender quais mecanismos moleculares estão ali 

envolvidos (ALMEIDA et al., 2019).  

 

3.5.2. Genes envolvidos com o florescimento 

Genes envolvidos no desenvolvimento floral têm sido comumente 

identificados em plantas modelos, como em Arabidopsis. Estes resultados 

permitem levar ao conhecimento das vias de sinalização, além de identificar a 

função de genes na floração em citros.  Estudos desenvolvidos conseguiram 

identificar genes que são homólogos aos de Arabidopsis como TERMINAL 

FLOWER (TFL) (PILLITTERI et al., 2004), LEAFY (LFY); APETALAI (API) 

(PILLITTERI; LOVATT; WALLING, 2004), APETALA3 (AP3); SUPPRESSOR 

OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1); WUSCHEL (WUS) (TAN; 

SWAIN, 2007), FLOWERING LOCUS T (FT) (NISHIKAWA et al., 2007; ENDO, 

2005), FLOWERING LOCUS C (FLC); BARELY ANY MERITED (BAM) (ZANG 

et al., 2009a; 2009b), SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) (LI et al., 2010) e 

que estão relacionados à floração em citros. 

Em Arabidopsis o gene TFL1 é um regulador chave no desenvolvimento 

da inflorescência e do tempo de floração, agindo como repressor. Trabalhos 

mostram que sua superexpressão além de causar um alongamento na fase 

vegetativa, aumenta a produção de inflorescências secundárias (HANANO & 

GOTO, 2011; SHANNON & MEEKS-WAGNER, 1993). Já que TFL1 mantém o 

meristema Arabidopsis em um estado indeterminado, a cooperação dos genes 

de identidade floral LFY, AP1 e CAULIFLOWER (CAL), produz meristemas 

florais determinadas (PELAZ et al., 2001).  

Por outro lado, o FT age como ativador da floração, uma vez que 

carrega a responsabilidade de ser o principal florígeno, regulando a mudança 

para o desenvolvimento reprodutivo. Outro gene que tem mostrado regular o 

tempo de floração por diferentes estímulos, é o SOC1 (HANANO & GOTO, 

2011; VOIGT, 2013). A floração iniciada, a interação de genes específicos e a 
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expressão do gene WU, garantem uma flor com estrutura determinada com 

quatro verticilos (TAN & SWAIN, 2007). 

É visto que o conhecimento sobre os mecanismos genéticos e 

moleculares que regulam a floração em espécies modelo tem contribuído para 

a identificação de genes reguladores da floração em várias culturas. No 

entanto, culturas que são continuamente submetidas a condições adversas, e 

vão se adaptando a diferentes ambientes, provavelmente tenham esses 

mecanismos modificados. Sendo assim, identificar, caracterizar e compreender 

a regulação de genes que regulam a floração em citros precisa ainda ser bem 

explorado. 

 

3.6. ANÁLISE TRANSCRIPTÔMICA 

O transcriptoma é o conjunto de transcritos em uma célula, tecido ou 

organismo específico, em determinado estágio de desenvolvimento ou 

condição fisiológica que inclui RNA mensageiro (mRNA) e RNA não codificante 

(ncRNA) (OKAZAKI et al., 2002). Estudos em transcriptoma são uma poderosa 

vertente para investigar a relação entre o genótipo e o fenótipo levando ao 

conhecimento de elementos funcionais do genoma e seus constituintes 

moleculares (QIAN et al., 2014).  

A caracterização do transcriptoma é capaz de revelar os transcritos, a 

estrutura transcricional dos genes, padrões de splicing e a expressividade de 

genes durante o desenvolvimento sob diferentes condições, uma vez que as 

células possuem padrões de transcrição altamente específicos (WANG et al., 

2009; ZHICHENG e YAN, 2013).  

Para isso, duas principais tecnologias foram desenvolvidas nos últimos 

20 anos (WANG et al., 2010; WOLFF et al., 2018). A tecnologia de microarrays 

surgiu na década de 1990. Com o passar dos anos, foi sendo cada vez mais 

aprimorada e tornou-se uma ferramenta amplamente utilizada na análise 

transcriptomica (SCHENA et al., 1995). No entanto, aos poucos esta técnica 

começou a apresentar desvantagens, como por exemplo, a necessidade de um 

conhecimento prévio das sequências de referência ou sequência de interesse, 
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dando espaço para o surgimento de outra técnica de sequenciamento do 

transcriptoma de alto rendimento, o sequenciamento de RNA, comumente 

conhecido como RNA-Seq (WANG et al., 2009). 

Nos últimos 10 anos esta ferramenta tornou-se indispensável e tem 

ganhado cada vez mais espaço na biologia molecular, pela alta resolução e 

sensibilidade, pelo aumento no rendimento e pela redução de custos, que 

contribuíram para o seu avanço, que inclusive, tem moldado muitos aspectos 

da compreensão da função genômica, tornando-se a principal opção para 

esses estudos (COSTA-SILVA et al., 2017; RUTTER et al., 2019; STARK et al., 

2019).  

A utilização do RNA-Seq na biologia molecular tem revolucionado os 

estudos em diversas áreas como a biologia, agronomia e medicina. A técnica 

utiliza o Sequenciamento de Nova Geração (Next Generation Sequencing –

NGS) para quantificar o conteúdo de RNA em amostras biológicas (RUTTER et 

al., 2019). Em comparação com as técnicas de microarray, o RNA-Seq não 

necessita do conhecimento prévio das sequências de referência e apresenta 

uma gama de aplicações.  

Dentre suas aplicações, pode ser feito a montagem de novo do 

transcriptoma, avaliação de variações de nucleotídeos, avaliação de padrões 

de metilação, detecção dos processos de splicing alternativos, identificação da 

expressão de isoformas, entre outras (COKUS et al., 2008; WANG et al., 2010; 

TRAPNELL et al., 2010). Apesar de possuir várias aplicações, o RNA-Seq é 

frequentemente utilizado para identificar genes diferencialmente expressos 

(DGEs) entre grupos de tratamento.  

Experimentos com este viés são controlados, e as análises são 

realizadas para comparar a expressão de genes entre a amostra controle e a 

amostra tratada. O trabalho de Santos et al. (2021) utilizando os porta-enxertos 

'Sunki Maravilha' e ‘Sunki Tropical', que por sua vez apresentam diferentes 

estratégias de sobrevivência à seca em combinação com Citrus sinensis (L.) 

Osb. (Valencia Orange), revelou genes e complexas redes envolvidas na 

tolerância à seca. 
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A partir de dados baseados em RNA-Seq, mapas transcriptômicos para 

espécies modelo como Drosophila melanogaster, Mus musculus, Rattus 

norvegicus e Homo sapiens, foram construídos. No entanto, estudos com 

plantas fornecem apenas resultados a partir de estágios de desenvolvimento, 

órgãos ou condições. Estudos tendem a mostrar a dinâmica da expressão 

gênica em processos cruciais na vida da planta, como por exemplo, a transição 

para a floração, o desenvolvimento da flor, do óvulo, principalmente focando 

nos órgãos e nos estágios de desenvolvimento (KLEPIKOVA et al., 2016).  

Apesar de existir sobreposição de genes expressos mesmo em tecidos 

muito distintos, a dinâmica da expressão pode variar em cada tecido. Dentro do 

sistema de órgãos, existem alguns genes marcadores específicos, a exemplo 

de marcadores individuais nos órgãos reprodutivos, que podem ser facilmente 

identificados em A. thalianna (SCHMID et al., 2005).  

De modo geral, o fluxo de trabalho para quantificar a expressão gênica 

tem seu início na bancada do laboratório e as etapas finais, são 

computacionais (Figura 1) (STARK et al., 2019). Assim, da mesma forma que a 

técnica foi sendo aperfeiçoada, o número de métodos e softwares para 

análises de dados também aumentou rapidamente, para atender finalidades 

diversas, considerando que o conjunto de dados gerados são grandes, 

complexos, não apresentando uma opção de interpretação direta (OSHLACK, 

ROBINSON & YOUNG, 2010; COSTA-SILVA et al., 2017).  

Figura 1. Fluxo de trabalho laboratorial e computacional para a identificação de 

expressão gênica. 
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Assim como em toda a pesquisa científica, a escolha dos protocolos, 

ferramentas e métodos são essenciais para o sucesso do RNA-Seq. Apesar 

disso, não existe uma concordância sobre o pipeline mais adequado a ser 

utilizado para a identificação de genes diferencialmente expressos a partir de 

dados de RNA-Seq (ZHANG et al., 2014; COSTA-SILVA et al., 2017) 

permitindo que o pesquisador adapte as ferramentas a serem utilizadas de 

acordo com seus objetivos.  

 

Alguns trabalhos se detêm na avaliação do desempenho de ferramentas 

de software, suas vantagens e desvantagens, através de estudos 

comparativos, contribuindo na projeção de experimentos de RNA-Seq 

eficientes para seus estudos sob diferentes perspectivas (ZHANG et al., 2014; 

COSTA-SILVA et al., 2017).  

A análise computacional dos dados trabalha com grandes quantidades 

de dados brutos, ou seja, sequências de fragmentos de DNA, chamadas de 

‘leituras’. Essas leituras passam por uma série de etapas como mostrado na 

figura 1, para enfim, por exemplo, medir a expressão gênica. Desta forma, para 

cada uma dessas etapas, existem ferramentas computacionais sofisticadas 

para realizá-las. Além disso, nessas análises são incorporadas ferramentas de 

plotagem, uma vez que os resultados apresentam-se visualmente por meio de 

gráficos (RUTTER et al., 2019).   

No sequenciamento, um grande volume de dados é gerado em alta 

velocidade. A análise desses dados brutos precisa ser conduzida de forma 

gradual por ferramentas de software. A primeira etapa do trabalho do 

bioinformata nessa cascata de análises é verificar a qualidade dos dados 

(Quality Control - QC). Para isto, várias metodologias e ferramentas estão 

disponíveis para avaliar leituras ou a qualidade do mapeamento filtrando dados 

de baixa qualidade, que impactariam de maneira negativa as análises 

downstream, adicionando ao conjunto de dados, ruídos ou viés sistemáticos 

(ALBRECHT; ANDRADE-NAVARRO; FONTAINE, 2020; MERINO et al., 2016). 

Uma ferramenta de controle de qualidade bastante utilizada é FastQC 

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), a qual fornece um 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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relatório de qualidade trazendo informações sobre as estatísticas básicas das 

sequências, qualidade geral do sequenciamento. 

A etapa seguinte é considerada fundamental para as análises. Nela é 

feito o alinhamento do conjunto de leituras sequenciadas. Existem dois 

caminhos: ou o alinhamento é feito contra um genoma de referência, ou é feito 

um alinhamento de novo, onde modelos gráficos são construídos reunindo 

todos os transcritos diretamente das leituras de RNA-Seq. Este último parece 

ser mais desafiador e tem uma menor precisão no alinhamento, apesar de ser 

importante no estudo de espécies onde dados de alta qualidade não estão 

disponibilizados (DOBIN; GINGERAS, 2015; YU et al., 2020). 

Existem vários algoritmos de alinhamento de sequências. Estes 

algoritmos devem estar comprometidos com a sensibilidade, precisão no 

alinhamento, alta velocidade e ter potencial para alinhar com precisão leituras 

longas. O algoritmo Spliced Transcripts Alignment to a Reference (STAR) é 

bastante utilizado para essas análises por dispor dessas características. Além 

disso, o STAR gera arquivos output que podem ser usados para quantificação 

de transcrição, expressão gênica diferencial, detecção de isoformas, entre 

outros (DOBIN et al., 2013; DOBIN; GINGERAS, 2015). 

Em seguida, é realizada a contagem das reads. Essa contagem é 

realizada através de scripts para quantificar as leituras mapeadas para cada 

gene. O HTseq-count é um script que realiza a análise de expressão diferencial 

por meio da contagem para cada gene as leituras que são mapeadas para ele 

(ANDERS; PYL; HUBER, 2014).  

Após a contagem, é realizada a análise para a identificação de genes 

diferencialmente expressos (DEGs). O edgeR é um software pertencente ao 

projeto Bioconductor bastante utilizado, que realiza análise de dados de 

expressão, localizando mudanças entre duas ou mais condições (ROBINSON; 

MCCARTHY; SMYTH, 2010).  

Por fim, é realizada a análise de enriquecimento funcional, a fim de 

compreender como os genes relacionam-se entre si funcionalmente. Essa 

análise é realizada através de servidor Web. Dentre os servidores Web 
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disponíveis para este objetivo, está o PANNZER2; de execução rápida, fornece 

anotações do Gene Ontology (GO) e previsões de descrição de texto livre (DE) 

(TORONEN, MEDLAR; HOLM, 2018). Outra ferramenta de anotação funcional 

é o eggNOG-mapper, que realiza análise de grandes conjuntos de sequências, 

com base em atribuições de ortologia (HUERTA-CEPAS et al., 2017). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1. MATERIAL VEGETAL E TRATAMENTOS  

 

Os perfis de expressão em diferentes condições de déficit hídrico foram 

realizados com o acesso de tangerina 'Fortune'. O acesso de tangerina 

'Fortune', do Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa Mandioca e 

Fruticultura, Cruz das Almas, Bahia, Brasil, foi enxertado no porta-enxerto BRS 

Bravo {tangerina 'Sunki' comum [C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka]} x {'Cravo' 

(C. limonia Osbeck) x laranja trifoliata [Poncirus trifoliata (L.) Raf.]} 

desenvolvido pelo Programa de Melhoramento de Citros da Embrapa Mandioca 

e Fruticultura, e então transferido para recipientes de 45 L contendo um mistura 

de areia lavada, solo e Rendmax Citrus, um substrato comercial de casca de 

pinheiro (2: 1: 2) (Figura 2A). 

Antes do início do experimento, todas as plantas foram mantidas a 100% 

da Capacidade de Pote (CP). Antes de iniciar o tratamento, todas as plantas 

foram submetidas a um déficit hídrico inicial, com a irrigação suspensa até o 

ponto de murcha, que ocorreu em aproximadamente 10% da fração de água 

disponível no pote (potencial matricial do solo de -1,5 Mpa). Após atingir este 

nível de umidade, 10 dias foram passados antes que a irrigação fosse 

retomada para induzir o florescimento.  

Após esse período de 10 dias, as plantas foram hidratadas a três níveis 

de tratamento hídrico, a saber, tratamento hídrico severo, moderado e nenhum 

(controle) a 20, 40 e 100% da CP, respectivamente. As superfícies dos vasos 

foram cobertas com papel alumínio para evitar a evaporação (Figura 2A e 

Figura 3). 

 

 

 



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

A 

D 

E 

F 

C 

B 

Figura 2. Montagem do experimento, coleta e amostragem do material vegetal. (A) 
Material vegetal da tangerineira 'Fortune' enxertada no porta-enxerto BRS Bravo 
submetida à estresse hídrico; (B) botões florais retirados da tangerineira 'Fortune'; (C)/(D) 
Receptáculo floral e sepálas com epiderme cuticularizda e unisseriada, mesofilo 
parenquimatico e nectário; microscopia (E) Extratos parietais de botões com 1 a 4mm de 
comprimento, formado por epiderme, camada média, endótecio e tapete secretor; (F)- 
Extratos parietais de botões maiores que 4mm de comprimento, formado por epiderme, 
camada média e endótecio.  
Fotos: COSTA, 2017. 
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O potencial matricial foi estimado no Laboratório de Física do Solo da 

Embrapa Mandioca e Fruta, Cruz das Almas, Bahia, Brasil, com base no 

modelo de Van Genuchten (1980) e nos valores de umidade. 

O conteúdo de água do solo foi acessado por meio de uma sonda de 

refletometria no domínio do tempo construída à mão e contendo três hastes de 

aço inoxidável com 0,003 m de diâmetro, 0,15 m de comprimento, espaçadas 

de 0,022 m, isoladas com resina de poliéster e equipadas com cabos coaxiais 

RG58 (50 ohms) com 0,75 m de comprimento. As plantas foram irrigadas a 

cada dois dias com base nos dados obtidos nas leituras da refletometria no 

domínio do tempo, substituindo apenas a quantidade de água necessária para 

estabilizar o tratamento. 

Durante o período de floração da planta para a amostragem de tecido, 

apenas amostras de flores não abertas foram coletadas. Assim, botões de 

flores em vários estágios de desenvolvimento da variedade de tangerina 

'Fortune' foram coletados e selecionados com base em seus tamanhos (Figura 

2B). Os botões florais de cada tratamento hídrico foram classificados em dois 

grupos, a saber: ≤ 4 mm e > 4 mm de comprimento, totalizando cinco amostras 

(Figura 3). As amostras de flores foram congeladas em nitrogênio líquido logo 

após a amostragem e armazenadas a −80 ° C. Na tabela 1, informações sobre 

as amostras são relatadas.  
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Tabela 1. Condições de tratamento, tamanhos dos botões florais e nomenclatura 

correspondente a cada amostra. 

Tratamento 

Hídrico (CP)* 

Flores em 

botão com  

≤ 4 mm 

Nomenclatura 

utilizada* 

Flores em 

botão com  

≥ 4 mm 

Nomenclatura 

utilizada 

20% 68-70-1 DS20 68-70-2 DL20 

40% 98-1 DS40 98-2 DL40 

100% 100-111-1 DS100 - - 

*CP = Capacidade de pote; D = Déficit; S = Small; L = Larger. 

 

Figura 3. Desenho experimental mostrando (A) as condições de déficit hídrico, a qual as 
plantas foram submetidas: 20%, 40% e 100% da Capacidade de Pote (CP) e (B) o 
tamanho dos botões florais divididos em dois grupos: ≤ 4mm e > 4mm. 

100% 

40% 

20% 

≤ 4 mm > 4 mm 

A 

B 
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4.2. ISOLAMENTO DE RNA E CONSTRUÇÃO DE BIBLIOTECAS DE RNA-

SEQ 

 

O RNA total foi extraído das amostras de aproximadamente 75 mg de 

botões florais de cada pool, maceradas com nitrogênio líquido, usando o Kit 

RNAqueous® seguindo as recomendações do fabricante (Applied Biosystems, 

Ambion). A qualidade do RNA foi verificada em eletroforese com gel de 

agarose 1% e, para visualização da banda, foi utilizado o corante fluorescente 

Gel Red®. As imagens foram capturadas com o fotodocumentador Kodak Gel 

Logic®. 

O fluorômetro Qubit (Life Technologies) mediu a concentração de RNA 

usando um kit de ensaio Qubit RNA (Life Technologies) para marcação de 

RNA. A biblioteca de RNA-seq foi preparada com o kit e protocolo Illumina 

TruSeq e, a seguir, quantificada por qPCR (PCR em tempo real) usando o kit 

Kapa® e o aparelho Applied Biosystems 7500 Fast. O sequenciamento da 

biblioteca ocorreu na plataforma Illumina MiSeq. 

 

 

4.3. ANÁLISE DE QUALIDADE, ALINHAMENTO E CONTAGEM DE 

READS 

A qualidade das reads obtidas no sequenciamento (dado bruto no 

formato *.fastq) foi avaliada usando o software FastQC (versão 0.11.4) 

(BABRAHAM INSTITUTE, [s.d.]). O software STAR (versão 2.6.0) foi usado 

para alinhar as leituras processadas contra o genoma de referência do Citrus 

clementina (OUESLATI et al., 2017), obtido na base de dados do Phytozome 

versão 1.1 (https://phytozome.jgi.doe.gov/). As reads alinhadas, no formato 

*.bam, foram submetidas na etapa de contagem, usando o script Python 

HTseq-count (ANDERS; PYL; HUBER, 2014). 

 

 

 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
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4.4. ANÁLISE DE EXPRESSÃO DIFERENCIAL E VOLCANO PLOT 

 As contagens das reads foram submetidas à análise para identificar 

genes diferencialmente expressos (DEGs) utilizando o pacote EdgeR 

(ROBINSON et al., 2010) do ambiente estatístico R. Foram realizadas as 

comparações entre os tratamentos de déficit hídrico para cada combinação: 

DS40 x DS100; DS20 x DS100; DS20 x DS40; DL20 x DL40. Os genes que 

apresentaram o valor de FDR <0.001 e Log2 do fold change (Log2FC) > 2 ou < 

- 2 foram considerados diferencialmente expressos. 

 

4.5. VOLCANO PLOT E ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL 

 O resultado do FDR e Log2FC produzidos pelo EdgeR foram 

empregados para a plotagem do volcano plots de cada comparação, em 

ambiente R, com os pacotes maser, rtracklayer, calibrate e ggplot2 (DIOGO, 

2020; LAWRENCE; GENTLEMAN; CAREY, 2009; WICKHAM et al., 2020). Os 

genes diferencialmente expressos up (FDR <0.001 e Log2FC > 2) e down 

regulados (FDR <0.001 e Log2FC < -2) foram selecionados e direcionados 

para a análise de enriquecimento funcional. 

 Para a análise de enriquecimento funcional um arquivo de anotação de 

GOs foi criado. Para isso, as proteínas de Citrus clementina, disponível no 

Phytozome, foram anotadas funcionalmente com as ferramentas PANNZER2 e 

eggNOG-mapper (TORONEN; MEDLAR; HOLM, 2018; HUERTA-CEPAS et al., 

2017). As proteínas e seus respectivos GO IDs foram customizados no formato 

de input para o plugin BiNGO 

(https://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/Customize.html), o qual foi 

utilizado para identificar processo biológico (PB), função molecular (FM) e 

componente celular (CC), enriquecidos em genes up e down regulados 

(MAERE; HEYMANS; KUIPER, 2005). O output do BiNGO foi empregado em 

um script em linguagem Python para formatação de acordo o padrão do 

programa GoPlot (https://wencke.github.io/). 

 

https://www.psb.ugent.be/cbd/papers/BiNGO/Customize.html
https://wencke.github.io/
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5. RESULTADOS  

 

 

Contagem de reads 

Análise de Expressão 

Diferencial 

Análise de 

Enriquecimento 

Funcional 

Isolamento de RNA 

Sequenciamento da 

biblioteca 

Análise de qualidade 

Alinhamento no genoma 

de Citrus clementina 

Illumina MiSeq 

fastQC 

STAR 

HTseq-count 

EdgeR 

PANNZER2 

eggNOG-mapper 

BiNGO 

Figura 4. Visão geral do desenho experimental e pipeline de análise. O RNA dos botões florais foi 

coletado e formado pools de amostra, para sequenciamento Illumina RNA-Seq. Os dados foram 

verificados quanto a sua qualidade utilizando o fastQC e posteriormente alinhados contra o genoma de 

referência de Citrus clementina utilizando o algoritmo STAR. A contagem para cada gene foi realizada 

através do script HTseq-count. A análise diferencial de genes, feita pelo EdgeR, foi realizada por meio 

de comparações entre os tratamentos de déficit hídrico para cada combinação. Para isso, foram 

selecionados genes que apresentaram os seguintes parâmetros: FDR <0.001 e Log2FC > 2 (up) e 

FDR <0.001 e Log2FC < -2 (down), considerados genes diferencialmente expressos. Desses 

resultados, foi feito a plotagem do volcano plots de cada comparação e direcionados para a análise de 

enriquecimento funcional. Para a análise de enriquecimento funcional, as proteínas de Citrus 

clementina, foram anotadas funcionalmente com as ferramentas PANNZER2 e eggNOG-mapper. O 

plugin BiNGO foi usado para identificar o processo biológico (PB), função molecular (FM) e 

componente celular (CC), enriquecidos em genes up e down regulados. 
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5. RESULTADOS 

5.1. ANÁLISE DE QUALIDADE  

O padrão de expressão gênica dos botões florais de plantas da 

tangerineira ‘Fortune’ que foram submetidas à diferentes tratamentos de 

estresse por déficit hídrico, foi analisado utilizando a tecnologia de RNA-Seq. 

Cinco bibliotecas de cDNA foram construídas, sendo duas para o tratamento 

hídrico de 20%, representando os dois tamanhos florais, duas para o 

tratamento hídrico de 40%, representando os dois tamanhos florais, e uma para 

o controle, 100% da capacidade de pote, representando o tamanho floral ≤ 4 

mm. A ausência de amostras controle para o tamanho floral > 4 mm se deu 

pela insuficiência de botões florais neste tamanho. A partir desses dados, 

diferentes parâmetros de qualidade das bibliotecas de cDNA foram analisados 

pelo FastQC.  

Foram disponibilizadas informações estatísticas do conjunto de dados 

como: quantidade de sequências, tamanho das reads, sequências sinalizadas 

como baixa qualidade, comprimento da sequência e conteúdo CG (%). O 

sequenciamento gerou um total de 16.131.276 sequências/leituras com uma 

cobertura de aproximadamente 3.226.255,2 milhões de reads por biblioteca. O 

tamanho das sequências variou entre 35-76 pb, e o conteúdo CG (%) variou 

entre 44%-47% entre as amostras (Tabela 2). Nenhuma sequência foi 

sinalizada como de baixa qualidade (Gráfico 1; Apêndice A). 

 

Biblioteca de RNA-seq 
Total de 

sequências 

Tamanho das 

sequências 
%CG 

DS20 5213259 35-76 47 

DL20 2062242 35-76 45 

DS40 3568045 35-76 44 

DL40 3138006 35-76 45 

DS100 2149724 35-76 44 

 

 

Tabela 2. Estatísticas do conjunto de dados produzidos no sequenciamento RNA-Seq.  

CP = Capacidade de pote. 
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O gráfico 2 traz a representação da qualidade por base. Neste, pode-se 

observar que o eixo Y possui três regiões com cores distintas, que representam 

a qualidade dos escores. Além disso, também é determinada pelo tamanho dos 

boxplots. A qualidade do escore é definida como baixa (0 ≤ Q < 20), 

representada pela faixa vermelha; razoável (20 ≤ Q < 28), representada pela 

faixa amarela e boa (Q ≥ 28), representada pela faixa verde.  

 

  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

         

 Diante disso, foi possível determinar que as amostras apresentaram boa 

qualidade, ao observar que, além dos boxplots serem pequenos, o que indica 

as posições onde a qualidade foi mais consistente nos reads, os boxplots 

encontraram-se nas posições mais elevadas do eixo Y (região verde), 

indicando que as leituras apresentaram boa qualidade (Q ≥ 28).  

Outro resultado que assegura a qualidade das sequências é o parâmetro 

‘Por qualidade de sequência de bloco’ (Per tile sequence quality) que mostra 

informações sobre o desvio em relação à qualidade média dentro de uma tile, 

onde as cores quentes indicam que os fragmentos que estavam em 

determinada tile tiveram uma qualidade média pior que a média das demais, e 

Gráfico 3. Representação da qualidade gerados pelo FastQC das bibliotecas 

da amostra DS20. 
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a tile de cor azul, tiveram boa qualidade. Os resultados desta análise, por sua 

vez, mostraram tiles de cor azul para todas as amostras. 

Todos esses resultados mostraram que o rendimento e a qualidade do 

sequenciamento eram altos para as análises posteriores. 

 

5.2. ALINHAMENTO E CONTAGEM NO GENOMA 

Os alinhamentos foram realizados na presença do genoma de referência 

da Citrus clementina (reference-guided). Após o alinhamento das leituras no 

genoma de referência com o software STAR foram gerados, somando-se todas 

as bibliotecas, um número total de 15.994.555 reads e uma média geral de 

3.198.911 reads por biblioteca. Além disso, apresentaram uma média de 

84,72% de alinhamento único das leituras em relação ao genoma de referência 

(Tabela 3). A amostra DS20 mostrou um baixo alinhamento (58,76%), o que 

possivelmente justifica a possibilidade de que o subconjunto de transcrição não 

tenha sido capturado. 

 

  

 

 

Biblioteca Leituras 

iniciais 

Leituras únicas 

alinhadas 

Leituras 

múltiplas 

alinhadas 

Leituras não 

alinhadas 

DS20 5213259 58,76% 22,79% 4,65% 

DL20 2062242 90,54% 2,56% 6,74% 

DS40 3138006 87,93% 2,85% 9,08% 

DL40 3568045 92,77% 2,69% 4,33% 

DS100 2013003 93,64% 3,33% 2,61% 

 15.994.555 84,72% 6,844% 5,48% 

Tabela 3. Dados das leituras mapeadas pela ferramenta STAR. 
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5.3. ANÁLISE DE EXPRESSÃO DIFERENCIAL (DE) 

 Para serem considerados diferencialmente expressos, os genes que 

apresentaram o valor de FDR <0.001 e Log2FC > 2 (up regulation) e FDR 

<0.001 e Log2FC < -2 (down regulation) foram selecionados. As comparações 

foram realizadas entre tamanhos de botões florais (≤ 4 mm e > 4 mm) das 

plantas que foram submetidas à diferentes tratamentos de déficit hídrico. As 

comparações foram agrupadas para análise, a saber:  

I – Déficit hídrico x Controle (DS40 x DS100; DS20 x DS100) (Figura 5 a-b); 

II – Tratamento hídrico severo (DS20 x DS40; DL20 x DL40) (Figura 5 c-d). 

 Os genes diferencialmente expressos foram identificados e um total de 

1.476 transcrições mostrou variação significativa de expressão entre os 

tratamentos controle e de estresse por déficit hídrico em diferentes tamanhos 

de botões florais, sendo que destes, 693 eram genes induzidos (up regulation) 

e 783 eram genes reprimidos (down regulation). 

 As comparações da expressão gênica (pairwise) desses transcritos 

estão representadas na figura 5 através das análises de Volcano Plot, os quais, 

pela significância estatística, representam a mudança na expressão entre os 

tratamentos com base em um p-value corrigido (q-value). Eles mostram a 

expressão diferencial de genes únicos do transcriptoma dos botões florais de 

diferentes tamanhos da tangerineira ‘Fortune’, indicando genes induzidos, 

sendo estes os que possuem o FC relevante, representados na figura 5 por 

pontos vermelhos, e genes reprimidos, estes representados por pontos azuis.  

 Nas comparações dos grupos I e II, foi avaliada a interferência do 

tratamento hídrico moderado e severo no perfil transcriptômico dos botões 

florais. No gruo I, no qual foi avaliado o tratamento hídrico de 40% da 

Capacidade de Pote, a maior parte dos genes estava sendo induzidos (230 

genes), enquanto que no tratamento hídrico com 20% da Capacidade de Pote, 

houve uma maior quantidade de genes que estavam sendo reprimidos (258 

genes) (Figura 5a e 5b). 
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a 

DS40 x DS100 DS20 x DS100 

b 

c 

DS20 x DS40 

d 

DL20 x DL40 

Figura 5. Gráficos Volcano Plot mostrando a comparação da expressão gênica pairwise entre os 
diferentes tamanhos de botões florais da tangerineira ‘Fortune’ na condição de controle 100%/≤ 4 mm 
(DS100); e de déficit hídrico 20%/≤ 4 mm (DS20); 20%/≥ 4mm (DL20); 40%/≤ 4 mm (DS40); 40%/≥ 
4mm (DL40). As comparações do grupo I (a-b) e do grupo II (c-d). O eixo “y” representa o p-value 
corrigido (q-value) em uma escala logarítmica que é diretamente proporcional à significância do 
logFC entre os diferentes tratamentos. O eixo “x” representa a mudança na expressão entre as 
condições. Os pontos azuis são genes únicos com variação de expressão não significativa (FDR 
<0.001 e Log2FC < -2) e os pontos vermelhos são os genes diferencialmente expressos (FDR 
<0.001 e Log2FC > 2).  
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No grupo II, foi avaliada a interferência do déficit hídrico severo no perfil 

transcriptômico dos botões florais de tamanhos diferentes (≤ 4 mm e > 4 mm). 

Foi observado que no botão floral ≤ 4 mm, houve um aumento na repressão 

dos genes (312 genes) quando a planta era submetida no tratamento hídrico 

severo, enquanto apenas 78 genes eram induzidos. Já nos botões florais > 4 

mm, a maior parte dos genes estava sendo induzidos (226 genes), apesar de 

um número significativo de genes estarem sendo reprimidos (199 genes) 

(Figura 5c e 5d).  

 

 

 

5.4.  ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO FUNCIONAL  

 Para classificar funcionalmente os DEGs foram utilizadas as ferramentas 

PANNZER2 e eggNOG-mapper. A análise de enriquecimento funcional foi 

utilizada para classificar as principais funções unigênicas que foram atribuídas 

aos termos GOs. Os principais termos enriquecidos em genes up e down 

regulados em todos os tratamentos foram quantificados. No domínio “processo 

Figura 6. Diagrama de Venn mostrando a quantificação dos principais termos enriquecidos 
no ‘processo biológico’ (BP), ‘função molecular’ (MF) e ‘componente celular’ (CC) nos 
tratamentos (A) Grupo I: DS40 X DS100 e DS20 X DS100 e (B) Grupo II: DS20 X DS40 e 
DL20 X DL40. 
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biológico” (PB) as atribuições foram enriquecidas e totalizadas em 301 termos; 

na “função molecular” (MF) totalizou-se 60 termos e no domínio “componente 

celular” (CC) foram atribuídos um total de 31 termos ao analisar todas as 

comparações (Figura 6). 

  As funções moleculares e os componentes celulares de cada 

tratamento encontram-se listados no Apêndice B. O enfoque a partir de agora, 

será nos processos biológicos. Uma visualização circular dos dez processos 

biológicos mais significativamente enriquecidos das comparações é 

representada na figura 7 indicando a regulação dos genes envolvidos e a 

pontuação de enriquecimento. Foram selecionados para a investigação, cinco 

dos 10 processos biológicos que estavam ocorrendo com maior intensidade. 

Para esta discussão, as análises das comparações continuaram separadas nos 

três grupos anteriormente citados.  

 No grupo I, os processos biológicos ‘desenvolvimento de pólen’ 

(GO:0009555) e ‘montagem da parede de pólen’ (GO:0010208) foram bem 

representados nas condições de déficit moderado e severo. No entanto, no 

tratamento moderado, todos os genes da ‘montagem da parede de pólen’ 

estavam sendo induzidos; enquanto que no tratamento severo, a maior parte 

dos genes neste mesmo processo estava sendo reprimidos, e alguns poucos 

estavam sendo induzidos.  

Os processos biológicos no tratamento moderado (DS40 x DS100) 

tiveram seus genes up regulados, apesar de que em 50% dos processos, 

genes também estavam sendo reprimidos; enquanto que no tratamento severo, 

os genes foram down regulados, apesar de que na maioria dos processos 

(80%), alguns genes também estavam sendo induzidos.  

O ‘processo metabólico secundário’ (GO:0019748), ‘desenvolvimento de 

organismo multicelular’ (GO:0007275) e ‘desenvolvimento do gametófito’ 

(GO:0048229) foram termos up regulados mais enriquecidos e específicos para 

o tratamento de déficit moderado. Na categoria função molecular a ‘atividade 

do transportador transmembrana ativo’ (GO:0022804), ‘atividade 

transportadora transmembrana ativa secundária’ (GO:0015291), ‘atividade de 

hidrolase, atuando nas ligações glicosiladas’ (GO:0016798) e ‘atividade 
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oxidorredutase, atuando em doadores pareados, com incorporação ou redução 

de oxigênio molecular’ (GO:0016705) foram específicos dentro do grupo.  

A ‘resposta ao estímulo abiótico’ (GO:0009628), ‘processo biossintético 

de esporopolenina’ (GO:0080110), ‘organização da estrutura de 

encapsulamento externo’ (GO:0045229) foram processos específicos e up 

regulados no tratamento severo (DS20 x DS100); sendo que na ‘resposta para 

estímulo abiótico’, genes estavam sendo induzidos, enquanto outros estavam 

sendo reprimidos. Na função molecular as funções relacionadas a ‘atividade 

transportadora transmembrana de açúcar’ (GO:0051119), ‘ligação de proteína 

não dobrada’ (GO:0051082), ‘atividade ativadora de ribulose-1,5-bisfosfato 

carboxilase/oxigenase’, ‘autoassociação de proteínas’ (GO:0046863) foram 

enriquecidas e específicas neste tratamento.  

 No grupo II, voltando a atenção para o tratamento déficit hídrico severo e 

relacionando-o com o tamanho menor (≤ 4 mm) e maior (> 4 mm) dos botões 

florais, os termos comuns em ambas as comparações foram ‘montagem de 

parede de pólen’ (GO:0010208) e ‘organização da estrutura de 

encapsulamento externo’ (GO:0045229).  

Especificamente no botão floral de tamanho pequeno, os termos mais 

enriquecidos foram ‘processo biossintético da esporopolenina’ (GO:0080110), 

‘resposta ao estímulo de temperatura’ (GO:0009266) e a ‘formação de exina de 

pólen’ (GO:0010584). Na função molecular, a ‘atividade transportadora 

transmembrana de açúcar’ (GO:0051119), ‘ligação de lipídios’ (GO:0008289) e 

‘atividade do transportador de transmembrana de carboidratos’ (GO:0051119) 

foram enriquecidas. O processo biológico ‘resposta ao estímulo de 

temperatura’ (GO:0009266) foi enriquecido somente no botão floral de tamanho 

menor, quando submetido ao estresse severo.  

Nos botões florais de tamanho maior (> 4 mm), foi visto que em todos os 

processos biológicos alguns genes estavam sendo induzidos, enquanto que 

outros estavam sendo reprimidos. Os termos específicos foram ‘regulação do 

ritmo circadiano’ (GO:0007623), ‘montagem de componentes celulares 

envolvidos na morfogênese’ (GO:0048646) e ‘processo rítmico’ (GO:0048511). 
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Na função molecular, o termo mais enriquecido foi o de ‘ligação de proteína 

não dobrada’ (GO:0051082). 

 

5.4.1. Déficit hídrico x Controle 

 Os cinco processos biológicos melhor representados nos botões florais 

de plantas submetidas ao déficit moderado totalizaram 65 DEGs, onde a 

grande maioria estava sendo induzidos, com exceções de alguns poucos 

genes que estavam sendo reprimidos, concomitantemente nos mesmos 

processos. Dentro desse grupo, 49 DEGs foram específicos. 

 A análise da expressão gênica mostrou o enriquecimento de genes 

responsivos ao desenvolvimento de estruturas como a parede e revestimento 

do pólen (CalS5, MS1), envolvidos nos estágios de seu desenvolvimento; 

transportadores pertencentes à família ABC (ABCG1, ABCG9, ABCG21 e 

PDR3); fatores de transcrição como NAC, MYB, EAT1 e ERF; na biossíntese 

de substâncias como a esporopolenina (ACOS5) e exina (CYP704B1), 

metabólitos secundários, como flavonoides (TT4, LAP6), compostos como 

espermidina (SHT), fenilpropanoide (CYP716A1) e esterol (CAS1); na absorção 

de açúcar (STP8), além da resposta ao estresse (NAC025, LAC7, UG74E2, 

FAB1, BBX19) pelas vias hormonais como a do etileno (NAC100) e a do ácido 

abscísico (NCED3), responsiva à a seca. Genes com expressão transitória 

(MS2, QRT3) e de reparação (RBR1), também foram identificados. 

 Os botões florais de plantas em condições de déficit hídrico severo 

totalizaram 69 DEGs, sendo que destes, 54 DEGs eram específicos dentro do 

grupo. Os DEGs no déficit hídrico severo envolvidos no ‘processo biossintético 

da esporopolenina’ foram totalmente reprimidos, como LAP5, LAP6, DRL1 e 

TKPR2, envolvidos na síntese de ácidos graxos e fenólicos e na biossíntese de 

esporopolenina. Em outros processos, de modo geral, a maioria dos DEGs 

estavam sendo reprimidos, enquanto alguns eram induzidos.  

 Tais DEGs estão envolvidos na biossíntese de esterol, compostos 

como a espermidina e de metabólitos secundários; envolvidos no reparo de 

danos; codificando fatores de transcrição envolvidos na formação da parede e 
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no revestimento de pólen; codificando proteínas responsáveis pela organização 

estrutural de compartimentos e desenvolvimento do tapete das anteras; 

reguladores do relógio circadiano e das respostas à estresse biótico e abiótico, 

como condições de choque térmico e estresse hídrico, desempenhando, por 

exemplo, papel fundamental na via do ABA. Além de DEGs envolvidos na 

termotolerância e na prevenção de estresse foto-oxidativo.  

 

5.4.2. Tratamento hídrico severo  

 As comparações do tratamento hídrico severo em relação ao tamanho 

do botão floral revelaram que no botão floral de menor tamanho, a grande 

maioria dos fatores de transcrição, transportadores, reguladores foram 

reprimidos. Estes totalizaram 37 DEGs, sendo que destes, 24 eram específicos 

dentro deste grupo. Os genes reprimidos eram transportadores, fatores de 

transcrição, reguladores do desenvolvimento floral, genes importantes para o 

desenvolvimento das anteras, para a biossíntese de esporopolenina e 

maturação do pólen. Genes envolvidos na resposta ao estresse pelo frio 

também foram reprimidos.  

No botão floral maior das plantas submetidas ao estresse severo, foi 

quantificado 19 DEGs para os principais processos biológicos, sendo que 

destes, 13 eram específicos para este grupo. Os genes envolvidos no ritmo 

circadiano foram os mais contrastantes, além de genes necessários para o 

desenvolvimento normal da planta em condições de estresse. Fatores de 

transcrição, genes que desempenham funções na via fotorrespiratória, e que 

controlam a germinação em condições salinas foram regulados diante da 

condição de estresse e da fase de desenvolvimento do botão floral.  O 

processo de ‘organização da estrutura de encapsulamento externo’ no botão de 

menor tamanho teve a regulação de 15 DEGs, enquanto no botão maior, teve a 

regulação de 8 DEGs. 
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Figura 7. Análise de enriquecimento funcional dos termos de Ontologia Gênica (GO) na categoria de 
processos biológicos para os conjuntos de genes diferencialmente expressos entre os diferentes tamanhos 
de botões florais da tangerineira ‘Fortune’ na condição de controle 100%/≤ 4 mm (DS100); e de déficit 
hídrico 20%/≤ 4 mm (DS20); 20%/≥ 4mm (DL20); 40%/≤ 4 mm (DS40); 40%/≥ 4mm (DL40). Os pontos 
azuis são genes únicos com variação de expressão não significativa (downregulated) e os pontos 
vermelhos são os genes diferencialmente expressos (upregulated). Além disso, o processo pode estar 
ocorrendo (increasing) ou não (decreasing). 

DS40 x DS100 a DS20 x DS100 b 

DS20 x DS40 

e 

DL20 x DL40 
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6. DISCUSSÃO 

 

 A compreensão de como acontece a resposta durante o 

desenvolvimento reprodutivo as tensões abióticas ainda é muito limitada, 

principalmente quando se trata de culturas agrícolas como citros (SU et al., 

2013). A capacidade de tolerar a escassez hídrica é algo ambiciosamente 

desejada pelos citricultores e programas de melhoramento. Na investigação 

realizada por Costa et al. (2017), foi demonstrado que o desenvolvimento dos 

botões florais da tangerineira ‘Fortune’ não foi afetado quando as plantas foram 

submetidas aos tratamentos de seca. Neste estudo, um total de 175 DEGs 

foram destacados dentro dos 5 processos biológicos mais enriquecidos. Genes 

responsivos ao desenvolvimento floral e em resposta à seca foram 

diferencialmente expressos.  

Quatro transportadores ABC foram identificados regulados positivamente 

no tratamento moderado. O transportador ABCG1 é necessário para a 

integridade do pólen (YADAV et al., 2014) e foi regulado positivamente em 

todos os tratamentos hídricos. ABCG9 está envolvido no acúmulo de esteril 

glicosídeo na superfície do pólen, participando do processo de maturação do 

revestimento polínico (CHOI et al., 2014). Dois transportadores envolvidos na 

resposta à deficiência hídrica também foram identificados. ABCG21 ainda 

precisa ser investigado, mas sugere-se que tenha relação com a regulação 

estomática (KUMORI et al., 2017) e o transportador PDR, PDR3, é indicado 

como um regulador positivo da sinalização de ABA em células guarda 

(GALBIATI et al., 2008). Ambos tiveram regulação positiva em ambos 

tamanhos de botões florais das plantas submetidas aos tratamentos moderado 

e severo. 

O polissacarídeo especializado, CalS5, foi visto ser altamente expresso 

nas anteras, sendo responsável pela síntese de calose na parede celular 

temporária dos micrósporos (DONG et al., 2005), que atua como molde, sendo 

preenchido pela primexina e no qual a esporopolenina é depositada, levando à 

formação da parede final da exina em Arabidopsis (STANLEY; LINKENS, 

1974). A parede celular rica em calose é necessária, uma vez que ela circunda 
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e separa cada microsporócito impedindo sua fusão e coesão. Com isso, a 

degradação propícia das paredes facilita da liberação de micrósporos das 

tétrades durante a meiose (DONG et al., 2005). O gene QRT3 foi visto com 

expressão restrita no tapete nos estágios finais da microsporogênese em 

botões florais, desempenhando papel direto e específico (RHEE et al., 2003). 

O gene MALE STERILITY1 (MS1) foi up regulado durante o tratamento 

moderado e down regulado no tratamento severo nos botões florais < 4 mm da 

tangerineira ‘Fortune’. No tratamento severo, esse gene nos botões florais ≥ 4 

mm foi up regulado. Ele atua por meio de fatores de transcrição, para regular a 

expressão de genes que são associados à formação da parede do pólen 

(YANG et al., 2007), envolvidos na biossíntese de componentes da via 

fenilpropanoide (CYP716A1) (SOTELO-SILVEIRA et al., 2013) e ácidos graxos 

ω-hidroxilados de cadeia longa (CYP704B1, ACOS5) (DOBRITSA et al., 2009)  

que podem servir como blocos de construção na esporopolenina e compostos 

fenólicos necessários para a biossíntese de esporopolenina (ACOS5).  

Nossos resultados mostram que o comportamento da expressão desses 

genes corroboram com a regulação do gene MS1, que está envolvido na 

formação do revestimento de pólen e é especificamente ativo nas células do 

tapete como proposto em estudos anteriores (ITO et al., 2007; REIMEGÅRD et 

al., 2017). No entanto, pouco ainda se sabe sobre sua estrutura precisa e a 

rede genética que determina sua síntese (DOBRITSA et al., 2009). O gene 

ESTERILIDADE MASCULINA2 (MS2) está envolvido na formação da exina de 

pólen (AARTS et al., 1997). Sua expressão foi induzida somente no tratamento 

moderado e em botões florais ≥ 4 mm de plantas submetidas ao déficit severo. 

A expressão de FAB1 é essencial para o desenvolvimento de pólen viável 

(WHITLEY et al., 2009). Em nosso estudo ele foi up regulado em ambos os 

tratamentos hídricos. 

Os botões florais (≤ 4mm e > 4 mm) da tangerineira ‘Fortune’ submetida 

ao déficit hídrico moderado e severo mostrou que SPERMIDINE 

HYDROXYCINNAMOYL TRANSFERASE (SHT) foi altamente expresso. Sua 

expressão é específica nas células do tapete. Sugere-se que SHT esteja 

envolvido na metilação na biossíntese de conjugados de espermidina 
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(GRINENBERGER et al., 2009), uma poliamina que desempenha papel 

importante na indução floral (KAUR-SAWHNEY et al., 1988). 

Vários fatores de transcrição pertencentes a famílias MYB, NAC, BBX e 

fator responsivo ao etileno (ERF) mostraram papéis na resistência das plantas, 

inclusive desempenhando papel importante na resposta ao estresse regulado 

pelo ABA (ABE et al., 2003; FUJITA et al., 2004; BUSCAILL; RIVAS, 2014). 

Alguns fatores de transcrição de famílias conhecidas foram identificados em 

nosso trabalho.  

Os fatores de transcrição da família NAC foram identificados nos cinco 

processos biológicos mais significativos dos botões das tangerineiras que 

foram submetidas a estresse moderado que foram selecionados para este 

trabalho. A família NAC está envolvida em todos os estágios de crescimento e 

desenvolvimento, incluindo o desenvolvimento de órgãos florais e resposta à 

seca. Dentre seus papéis está a regulação da divisão celular, desenvolvimento 

da flor, senescência da planta, crescimento da parede secundária, 

desenvolvimento da raiz lateral, resistência ao estresse e resistência a doenças 

(HU et al., 2010; NURUZZAMAN et al., 2010).  

Em Vernicia fordii o fator de transcrição NAC025 mostrou participar 

predominantemente no desenvolvimento do estame e do pólen (MAO et al., 

2017). O membro da subfamília NAM, ANAC100, é indutível por etileno em 

Arabidopsis (JENSEN et al., 2010; PE et al., 2013), alvo do miR-164, uma 

família conservada de microRNAs de plantas (SIEBER et al., 2007). Nosso 

estudo mostrou que ele teve sua expressão diminuída no estresse severo. A 

superexpressão de DRL1 reduziu a viabilidade e germinação do pólen em Vitis 

vinífera (LI et al., 2020). Na tangerineira ‘Fortune’ ele foi up regulado somente 

no tratamento moderado. No tratamento severo, seu comportamento foi 

reprimido.  

O grupo de fatores de transcrição MYB foram representados em ambos 

os tratamentos. Devaiah et al. (2009) sugerem que a superexpressão de 

MYB62 impacta na floração, uma vez que suprime fatores de transcrição 

associados a genes homeóticos florais, como SOC1 e SUP. MYB62 foi up 
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regulada apenas em botões florais de tangerineiras ‘Fortune’ submetidas ao 

déficit moderado.  

Evidências mostram papel de MYB33 no alongamento de órgãos e no 

desenvolvimento das anteras de Arabidopsis, sugerindo que ele medeia o sinal 

de giberelina (GA) (GOCAL et al., 2001; MILLAR; GUBLER, 2005). Em nossos 

resultados, o fator de transcrição MYB33 foi up regulado em ambos os 

tratamentos hídricos, mostrando maior intensidade no tratamento moderado. 

No entanto, estudos realizados com variedades cítricas, mostraram que GA 

está associada a repressão da indução floral (GOLDBERG-MOELLER et al., 

2013).  

Além disso, o ABA e o GA são reconhecidos como fitormônios que 

desempenham papéis antagônicos (LIU e HOU, 2018; GARMENDIA et al., 

2019). Nossos resultados sugerem ainda, que a tangerineira ‘Fortune’ não 

acompanha esse padrão de regulação, uma vez que os resultados aqui 

apresentados mostram que o NCED3, gene chave para a regulação da 

biossíntese de ABA, também foi up regulado em condições de estresse hídrico 

moderado e severo.  

MYB80 foi detectado no tapete e nos micrósporos contendo tétrades de 

Arabidopsis, onde sua expressão persistiu até a degeneração do tapete 

(HIGGINSON et al., 2003). Nos botões florais da tangerineira ‘Fortune’, MYB80 

teve sua expressão reprimida.   

Evidências suportaram que o papel do gene BBX19, membro da família 

de fatores de transcrição BBX (HUANG et al., 2012), é um regulador negativo 

do tempo de floração em Arabidopsis interagindo com o ativador transcricional 

CONSTANS (CO), necessário para a indução de FLOWERING LOCUS T (FT) 

(WANG et al., 2014). A subfamília ERF tem participação em diversos eventos 

regulatórios nas plantas, incluindo um grande número de genes que estão 

envolvidos no aumento da tolerância ao estresse abiótico ou a resistência a 

doenças (XU et al., 2011). No arroz transgênico, a superexpressão de ERF1 

ativou a expressão da síntese de ABA e aumentou sua tolerância à seca 

(ZHANG et al., 2010). No tratamento moderado houve maior expressão do 

gene ERF1, do que no tratamento severo nos botões da tangerineira ‘Fortune’. 
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Outro fator de transcrição é EAT1 (ETERNAL TAPETUM 1). Ele está 

relacionado ao desenvolvimento no tapete da antera de Oryza sativa (NIU et 

al., 2013; ONO et al., 2019).  

Foi descoberto que NPC2 é envolvido na regulação de respostas de 

estresse abiótico (SONG et al., 2017) e que desempenha papel crucial na 

gametogênese durante o desenvolvimento da flor juntamente com NPC6 (NGO 

et al., 2018). Nossos resultados mostram que em todas as comparações, esse 

gene teve expressão induzida em todas as comparações e nos dois tamanhos 

de botões florais.  

Um membro da subfamília de proteínas intrínsecas semelhantes a 

NOD26 (NIPs) das Aquaporinas (AQP) específico do pólen em Arabidopsis, 

NIP4;2 mostrou funcionalidade exclusiva durante o crescimento do tubo 

polínico. As AQP do pólen transportam água, pequenos solutos e / ou gases 

durante o desenvolvimento do pólen, germinação e crescimento do tubo 

polínico (GIORGIO et al.,  2016; SOTO et al., 2008 ; WUDICK et al., 2014 ). 

Léran et al. (2020) sugeriu que NPF4.3 se comporta como transportador de 

efluxo de ABA.  

Os genes do CITOCROMO P450 (P450s) têm papel importante na 

homeostase dos fitormônios e na biossíntese de metabólitos secundários. 

Estudos revelam a regulação de seus genes durante o estresse abiótico e 

biótico em culturas como a soja, arroz, cereais e frutas (YAN et al., 2016; 

TAMIRU et al., 2015; WANG et al., 2016). Em citros, o conhecimento sobre os 

mecanismos de regulação e as funções dos genes P450s ainda são escassos. 

No entanto, sabe-se da ativação dos genes P450s e o acúmulo de flavonoides 

após estresses abióticos e bióticos, como Huanglonbing (HLB) (WANG et al., 

2016). Nesse estudo, P450s como CYP703A2, CYP704B1, CYP716A e 

CYP98A3 foram identificados.  

O gene CYP704B1 é um gene envolvido na produção de exina de pólen. 

Os genes CYP704B1, CYP703A2 e MS2 foram vistos altamente coregulados, 

sugerindo envolvimento no metabolismo de ácidos graxos específicos da exina, 

como ácidos graxos hidroxilados de cadeia longa (DOBRITSA et al., 2009). 

Nos botões florais da tangerineira ‘Fortune’ submetidas ao tratamento 
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moderado, esses genes foram up regulados, enquanto que no tratamento 

severo foram reprimidos. 

A subfamília de genes CYP716A é altamente conservada nas plantas, a 

qual está envolvida na biossíntese de triterpenóides (FUKUSHIMA et al., 2011). 

No nosso estudo CYP716A foi up regulado em todos os tratamentos. Em citros, 

os limonóides são os principais triterpenóides encontrados e são relacionados 

à atividades que podem trazer benefícios à saúde, sugerindo-o como potencial 

inibidor de crescimento de células cancerígenas (PATI et al., 2017). 

Normalmente, plantas submetidas ao déficit hídrico produzem elevados níveis 

de metabólitos secundários, inclusive triterpenóides (SELMAR; 

KLEINWACHTER, 2013). .  

O uso eficiente do déficit hídrico pode aumentar a produção de 

metabólitos secundários na planta. No entanto, uma atenção especial deve ser 

tomada quanto ao estresse oxidativo (LEI et al., 2006). Okubo e Yoshiki (2000) 

mostratam que os triterpenóides possuem atividade antioxidante. CYP98A3 foi 

down regulado em todas as comparações, corroborando com os resultados de 

Souza et al. (2007), que mostrou que o gene CYP98A3 foi negativamente 

regulado em Citrus sinesis. 

Os flavonoides são metabólitos secundários importantes, pois 

desempenham papéis no crescimento e desenvolvimento das plantas. A rede 

biossintética de flavonoides é ampla e complicada (DAO et al., 2011). Em 

citros, os níveis de flavonoides antioxidantes demonstram-se variados em 

alguns germoplasmas (ARBONA et al., 2015). Citrus é uma fonte de 

flavonoides antioxidantes, que além de proteger as plantas, estimula o sistema 

imunológico e diminui o risco de inúmeras doenças crônicas no homem 

(BUTELLI et al., 2008; LIU et al., 2012; PATIL et al., 2017). 

TT4 é um dos genes de biossíntese de flavonoides antioxidantes 

(NAKABAYASHI et al., 2014). Sua expressão nos botões florais da tangerineira 

‘Fortune’ foi up regulada nos tratamentos moderado e severo. RAO et al. 

(2020) mostrou que a expressão de TT4 na laranja doce (Citrus sinesis) foi 

significativamente induzida após o estresse hídrico a partir da superexpressão 

do gene CYT75B1, e que linhagens transgênicas tiveram rápido acúmulo de 
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flavonoides antioxidantes promovendo boa aclimatação, exibindo tolerância ao 

estresse hídrico e com baixo conteúdo de radicais superóxidos e ROS. 

CAS1 é necessário para a viabilidade das células e sugere-se que está 

envolvida na regulação da biossíntese de triterpenóides (BABIYCHUCK et al., 

2008). Foi significativamente induzido nos tratamentos hídricos e severos, no 

entanto, foi reprimido no botão floral (≤ 4 mm) da planta submetida ao 

tratamento hídrico severo. O ácido abscísico é o hormônio mais abundante na 

planta, envolvido na regulação de diversos processos fisiológicos, sendo 

essencial na resposta adaptativa das plantas ao estresse biótico (FUJITA et al., 

2006) e abiótico (ZHU, 2002). Os níveis de ABA nos tecidos vegetais são 

dinâmicos, e essa variação se deve às mudanças fisiológicas e estímulos 

ambientais. Em condições de déficit hídrico o ABA aumenta rapidamente e 

regula o fechamento estomático para reduzir a perda de água (SHARP et al., 

2000).  

A etapa de limitação da taxa na biossíntese de ABA é catalisada pelas 

dioxigenases 9-cis-epoxicarotenóide (NCED), uma enzima chave na clivagem 

oxidativa das xantofilas, 9’-cis-violaxantina e/ou 9'-cis-neoxantina, para produzir 

xantoxina, o precursor direto do ABA (RODRIGO et al., 2006). Estudos 

mostraram que o aumento dos níveis de transcrição NCED pode promover a 

biossíntese de ABA, aumentando o seu acúmulo nas plantas (LIOTENBERG et 

al., 1999). Evidências mostram que o gene NCED3 desempenha um papel 

importante na regulação dos níveis endógenos de ABA durante o 

desenvolvimento da planta e tolerância ao estresse. Sua expressão foi induzida 

nesse estudo. 

Neves (2011) mostrou que a percepção e a indução dos sinais como 

resposta da planta a deficiência hídrica se dá pelas raízes. Em seu estudo, a 

partir da avaliação da expressão dos genes NCEDs nas raízes do limoeiro 

‘Cravo’ e tangerineira ‘Sunki’, foi constatado que o gene NCED3 foi expresso 

somente no limoeiro ‘Cravo’, atribuindo ao mecanismo de tolerância á seca e à 

síntese de ABA nesse cultivar. Plantas transgênicas de Arabidopsis que 

superexpressaram AtNCED3 exibiram um aumento na tolerância ao estresse. 

Em estudo realizado, o gene BnNCED3 foi isolado de Brassica napus e revelou 
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que além da sua expressão nas folhas, seu aumento durante a senescência 

foliar, atraso na germinação das sementes, sua superexpressão alterou os 

níveis de expressão dos genes do tempo de floração e do relógio circadiano da 

planta, promovendo uma floração precoce, com a transição da fase vegetativa 

para a reprodutiva (XU; CAI, 2016).  

O RETINOBLASTOMA-RELATED PROTEIN 1 (RBR1) está envolvido 

em quase todos os estágios do desenvolvimento e é crucial para as transições 

de fase de desenvolvimento que ocorrem durante o ciclo de vida da planta 

(DESVOYES; GUTIERREZ, 2020). Biedermann et al. (2017) mostraram que 

RBR1 controla aspectos das respostas a danos no DNA, como a repressão da 

expressão de vários genes DDR e papel direto no reparo do DNA. 

Alguns genes foram diferencialmente expressos especificamente nos 

botões florais de plantas submetidas ao estresse severo como HSFA6b, CP29, 

FKF1, PRR5, LHY e GI. Em Arabidopsis, HSFA6b é um regulador positivo da 

sinalização ABA, mediando respostas de salinidade e estresse à seca (HUANG 

et al., 2016). No entanto, em nossos resultados, sua expressão foi reprimida. 

Os genes PRR5, FKF1 e GI e LHY estão envolvidos na regulação da 

expressão de CONSTANS (CO), que integra o ritmo circadiano, mediando sua 

relação e os genes que controlam a identidade do meristema reprodutivo 

(KAMIOKA et al., 2016; SAWA et al., 2007). O gene CP29 envolvido na 

fosforilação das proteínas do fotossistema II (PSII) (LIU et al., 2009) também foi 

identificado. Genes possivelmente relacionados às vias autônomas e de 

vernalização (DORNELAS et al., 2007) não foram identificados dentro dos 

cinco processos biológicos selecionados com regulação altamente significativa. 
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Figura 8. Visão geral da regulação dos principais genes dos botões florais da tangerineira ‘Fortune’ submetida a diferentes tratamentos hídricos.  
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7.  CONCLUSÃO 

 

O perfil transcriptômico analisado eleva a compreensão da base 

molecular da fase reprodutiva da tangerineira ‘Fortune’ em condições de déficit 

hídrico, que com base em nossos resultados, podem assumir diferentes 

comportamentos a depender da intensidade do estresse, induzindo ou 

reprimido genes relacionados ao desenvolvimento floral como resposta ao 

estresse hídrico. Esse trabalho abre caminho para investigações futuras de 

genes ainda não identificados ou com comportamentos ainda não relatados na 

floração e na resposta ao estresse hídrico em plantas cítricas. É crucial 

explorar o papel de diversos genes aqui mostrados, uma vez que podem trazer 

contribuições para o entendimento do mecanismo regulador subjacente à 

floração, para o melhoramento genético na fase reprodutiva e na resposta ao 

estresse em citros, podendo levar futuramente uma variedade de alto 

rendimento para o campo. 
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APÊNDICES 

 

Apêndice A – Representação da qualidade gerados pelo FastQC das bibliotecas da 

amostra (A) DS20 e DL20; (B) DS40 e DL40; (C) DS100. 

 

A 

B 

C 
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TRATAMENTO FUNÇÃO MOLECULAR COMPONENTE 
CELULAR 

GRUPO I 

 

 

 

 

 

 

DS40 x DS100 

Atividade do transportador 
transmembrana de hexose 

Atividade do transportador 
transmembrana ativo 

Atividade de hidrolase, hidrolisando 
compostos de O-glicosil 

Atividade transportadora 
transmembrana ativa secundária 

Atividade do transportador 

Atividade do transportador 
transmembrana de glicose 

Atividade do transportador 
transmembrana de monossacarídeo 

Atividade da beta-amirina sintase 

Atividade de hidrolase, atuando nas 
ligações de glicosila 

Atividade da lanosterol sintase 

Atividade oxidosqualeno ciclase 

Atividade de asparagina sintase 
(hidrólise de glutamina) 

Atividade do transportador 
transmembrana 

Atividade oxidorredutase, atuando em 
doadores pareados, com incorporação 
ou redução de oxigênio molecular 

 

Capa de pólen 

Região 
extracelular 

Parte da matriz 
extracelular 

 

 

 

Atividade do transportador 

Atividade do transportador 
transmembrana 

Atividade transportadora 

Região 
extracelular 

Vacúolo 

Estrutura de 

Apêndice B – Lista dos domínios ‘função molecular’ e ‘componente celular’ de cada 

tratamento.  
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DS20 x DS100 
transmembrana de açúcar 

Atividade de hidrolase, hidrolisando 
compostos de O-glicosil 

Ligação de proteína não dobrada 

Atividade ativadora de ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase / oxigenase 

Auto-associação de proteínas 

 

encapsulamento 
externo 

Parede celular 

 

GRUPO II 

 

 

DS20 x DS40 

Atividade transportadora 
transmembrana de açúcar 

Ligação de lipídios 

Ligação de íon de ferro 

Atividade 2-alcenal redutase 

Atividade ativadora de ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase / oxigenase 

Atividade monooxigenase 

Atividade oxidorredutase 

Atividade do transportador 
transmembrana de carboidratos 

Ligação de proteína não dobrada 

Atividade oxidorredutase, agindo 
no grupo de doadores ch-ch, nad 
ou nadp como aceitador 

Atividade do transportador 
transmembrana de glicose 

Ligação heme 

Ligação de ácido graxo 

Atividade oxidorredutase, atuando 
em doadores pareados, com 
incorporação ou redução de 
oxigênio molecular 

Região extracelular 

Capa de pólen 

Estrutura de 
encapsulamento 
externa 

Parede celular 

Lúmen vacuolar 

Vacúolo 

Lúmen lisossomal 

Parte da matriz 
extracelular 

Parte da região 
extracelular 

Apoplasto 
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Atividade oxidorredutase, atuando 
no grupo de doadores ch-ch 

 

DL20 x DL40 Ligação de proteína não dobrada 

 

- 


