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RESUMO 

O limoneno, um terpeno encontrado em óleos essenciais extraído da casca de citros, tem 
grande aplicabilidade na indústria. Sabe-se que existe grande diferença de concentração de 
limoneno entre as variedades de citros, sendo, o principal componente dos óleos essenciais 
do grupo. Nesse estudo, hipotetizou-se que diferenças genômicas poderiam estar 
relacionadas às variações de limoneno observadas entre as diferentes espécies. Para isso, 
fez-se uma análise in silico, onde buscou-se sequências de genes codificando limoneno 
sintase no genoma de Citrus sinensis variedade “Valência”, disponíveis no banco de dados 
de citros “Citrus Genome Database”, que foram usadas para obtenção de sequências com 
alta similaridade das espécies: C. sinensis (laranja doce “Ridge Pineapple”), C. reticulata 
(tangerina), C. ichangensis (papeda), C. maxima (toranja) e C. medica (cidra). Os resultados 
indicam que existem treze sequências de genes codificando limoneno sintases em Valência. 
As treze sequências foram alinhadas.  Os resultados dos alinhamentos serviram para se ter 
uma ideia inicial da semelhança real entre as sequências, vemos que há regiões conservadas 
em diversos dos alinhamentos realizados, que implica que as variedades possuem relações 
filogenéticas, o que é esperado já que todas pertencem ao mesmo gênero. Em nenhum 
momento, as sequências foram 100% idênticas, o que se mostra um resultado interessante, 
afinal estudos já comprovaram que variedades/espécies diferentes possuem quantidades 
diferentes de limoneno em seus óleos essenciais. Há alta similaridade de sequência entre 
laranjas doce, C. maxima e C. reticulata, o que na realidade, confirma a origem dessas 
variedades pois C. sinensis é um híbrido entre C. maxima, C. reticulata e uma espécie 
desconhecida de citros. Também foi feita uma busca por similaridade usando a sequência 
traduzida das treze proteínas de limoneno sintase de “Valência” com as mesmas variedades. 
Esta análise de proteínas mostrou o mesmo padrão de similaridade entre C. sinensis, C. 
maxima, e C. reticulata, e a análise de filogenia confirma esses resultados. A análise da região 
promotora não mostrou as semelhanças encontradas na análise de sequências gênicas e 
protéicas, o que pode ser o resultado esperado, essas diferenças entre os promotores podem 
estar relacionadas com a regulação dos genes e com isso explicar a diferença de limoneno 
sintases entre espécies e variedade de citros. Porém, o ideal neste caso seria um estudo mais 
aprofundado com tais regiões promotoras, para resultados com melhor clareza, afinal a 
análise de promotores eucarióticos é um dos problemas mais difíceis na genômica 
computacional. 
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SEQUENCE ANALYSIS OF LIMONENE SYNTHASES GENES IN CITRUS GENOMES 
 

Author: FRANCISCO INACIO PAIVA FERREIRA 

Adviser: Prof. Dr. MARCO AURELIO TAKITA 

Co-adviser: Prof. Dr. ANE HACKBART DE MEDEIROS 

 

ABSTRACT  

Limonene, a terpene found in essential oil extracted from citrus peel, has great applicability on 
industry. Is it known that there are great limonene concentration differences among citrus 
varieties, however, limonene remains the principal component of essential oils from this group. 
In this study, it was hypothesized that genomic differences could be related to the variations 
of limonene observed between different species. In order to prove this, an in silico analysis 
was performed and limonene synthase sequences were searched on Citrus sinensis variety 
“Valencia” genome, available on “Citrus Genome Database”. Those results were used to 
obtain highly similar sequences from species such as C. sinensis (sweet orange “Ridge 
Pineapple”), C. reticulata (tangerine), C. ichangensis (papeda), C. maxima (pomelo) and C. 
medica (cider). Results indicate that there are thirteen gene sequences coding for limonene 
synthases in Valencia. Those thirteen sequences were aligned. The results of the alignments 
served to have an initial idea ofthe real similarity between the sequences, we see that there 
are conserved regions in several of the alignments performed, which implies that the varieties 
have phylogenetic relationships, which is expected since they all belong to the same genus. 
At no time, the sequences were 100% identical, which shows an interesting result, after all, 
studies have proven that different varieties/species have different amounts of limonene in their 
essential oils. There is high sequence similarity among the sweet oranges, C. maxima and C. 
reticulate, which confirms the ancestral origin of those varieties, since C. sinensis is a hybrid 
among C. maxima, C. reticulata and another unknown citrus species. Another analysis that 
was performed was a sequence similarity search using the translated sequence from the 
thirteen limonene synthase proteins from Valencia against the same varieties used on genomic 
similarity search. This analysis resulted the same pattern of similarity among C. sinensis, C. 
maxima and C. reticulate found on genomic similarity results, and the phylogenetic analysis 
confirmed those results. The analysis of the promoter region did not show the similarities found 
in the analysis of gene and protein sequences, which may be the expected result, these 
differences between promoters may be related to the regulation of genes and thereby explain 
the difference in limonene synthases between species and variety of citrus. Although 
eukaryotic promoter analysis is one of the most difficult computation problems, an in-depth 
study of the referred promoter regions is needed to elucidate our interpretation of genomic and 
proteomic comparisons. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Citrus é um grande gênero pertencente à família Rutaceae, diversas espécies 

cultivadas e de grande importância econômica estão inclusas nesse gênero como Citrus 

sinensis (laranja doce), Citrus reticulata (tangerina), Citrus limon (limão), Citrus grandis 

(toranja) e Citrus paradisi (pomelo), que são conhecidas pelas cores atrativas além do sabores 

e aroma agradáveis, sendo, portanto, comercializadas no mundo todo como frutas frescas e 

também na forma de sucos. As frutas cítricas possuem atividades antioxidantes e são ricas 

em vitaminas A,C e E, minerais, flavonóides, cumarinas, limonóides, carotenóides, pectinas e 

outros compostos, trazendo diversos benefícios a saúde humana. As plantas cítricas também 

são notáveis por sua fragrância e são usadas como fontes de sabores e fragrâncias em 

cosméticos, perfumes, refrigerantes e indústrias de alimentos. Além disso, como o aroma é 

uma das características mais apreciadas da fruta, os compostos voláteis desempenham um 

papel fundamental na determinação da percepção e aceitabilidade dos produtos cítricos pelos 

consumidores  (LV et al., 2015; MEHL et al., 2014; RODRÍGUEZ et al., 2017; WANG et al., 

2017; ZOU et al., 2016). 

A fragrância cítrica difere de espécie para espécie, ou seja, mostra uma variação 

fenotípica, variando de um leve aroma de limão ao doce aroma de laranja e ao pungente 

aroma de cidra (AZAM et al., 2013a; ROUSEFF; PEREZ-CACHO; JABALPURWALA, 2009). 

As diferentes variedades como também os diferentes órgãos das plantas, também 

apresentam perfis de aromas distintos (AZAM et al., 2013a; CHEONG et al., 2012; REN et al., 
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2015; RODRÍGUEZ; ALQUÉZAR; PEÑA, 2013; ZHONG et al., 2014), que são influenciados 

por fatores de desenvolvimento (AZAM et al., 2013b; RODRÍGUEZ; ALQUÉZAR; PEÑA, 

2013). Mais de 100 compostos orgânicos voláteis já foram identificados em Citrus, sendo os 

terpenos e seus derivados oxigenados, álcoois, aldeídos, ésteres, éteres e óxidos, a principal 

estrutura de todo o aroma (AZAM et al., 2013b; GONZÁLEZ-MAS et al., 2011; RODRÍGUEZ; 

ALQUÉZAR; PEÑA, 2013; ZHONG et al., 2014). Eles se acumulam em células especializadas 

na folha e flavedo (epicarpo, parte externa da casca) em corpos oleosos e nas vesículas de 

suco das frutas (HOLOPAINEN, 2004). 

Terpenos não são apenas o maior grupo de compostos naturais derivados de 

plantas, onde já foram descritos pelos menos 30.000 compostos, mas também possuem a 

maior variedade de tipos estruturais. Cerca de centenas de diferentes esqueletos de carbono 

de terpenos são conhecidos. Os terpenos são formados pela combinação de várias unidades 

de cinco carbonos (C5) conhecidas como isoprenos além de isopentenil pirofosfato (IPP) e 

dimetilalil pirofosfato (DMAPP) (BAKKALI et al., 2008; CHEN et al., 2011). Os terpenos são 

biossintetizados através de duas vias independentes nas plantas, a via MEP (fosfato de 

metileritritol) operando em plastídios e a via do ácido mevalônico (MEV) operando no 

citoplasma, que levam à síntese de IPP e DMAPP (LICHTENTHALER, 1999; SAPIR-MIR et 

al., 2008). A combinação das unidades de isoprenos é realizada pela atividade de prenil 

transferases, também conhecidas como difosfato de isoprenil sintases (WANG; OHNUMA, 

2000). A condensação de uma molécula de DMAPP com uma de IPP gera difosfato de geranil 

(GPP), se estiver na configuração trans, ou difosfato de neril (NPP), se estiver na configuração 

cis. A adição de outra unidade IPP ao GPP fornecerá difosfato de farnesil (FPP) na 

configuração trans ou na configuração cis, e outra unidade IPP fornecerá difosfato de 

geranilgeranil (GGPP) (TAKAHASHI; KOYAMA, 2006). Prenil difosfatos mais longos também 

são sintetizados e alguns são adicionados (com a perda da porção difosfato) como 

componentes para formar compostos como clorofilas, filoquinonas e ubiquinonas 

(MCGARVEY; CROTEAU, 1995). As centenas de esqueletos básicos de carbono de terpenos 

são formados a partir de DMAPP, GPP, FPP ou GGPP pelas terpeno sintases (TPS), as 

terpeno sintases formam os hemiterpenos (5 átomos de carbono) a partir de DMAPP (MILLER; 

OSCHINSKI; ZIMMER, 2001); monoterpenos (10 átomos de carbono) a partir de GPP (WISE; 

CROTEAU, 1999), sesquiterpenos (15 átomos de carbono) a partir de FPP (CANE, 1999);  e 

diterpenos (20 átomos de carbono) a partir de GGPP (BEALE; MACMILLAN, 1988) (Figura 

1).   

Como é possível observar as terpenos sintases são responsáveis pela sínteses 

de diversos compostos relacionados com terpenos (CHEN et al., 2011). Geralmente, os 

genomas vegetais contêm conjuntos de genes relacionados (ou seja, 'Famílias de genes') que 
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codificam enzimas que usam substratos semelhantes e fornecem produtos semelhantes, mas 

divergiram claramente em diferentes linhagens. A família terpeno sintase (TPS) nas plantas é 

um exemplo disso, a família de genes TPS é uma família de tamanho médio, com números 

variando de aproximadamente 20 a 150 genes em alguns genomas de plantas sequenciados 

(BOHLMANN; MEYER-GAUEN; CROTEAU, 1998; CHEN et al., 2011). Em Citrus, podemos 

citar um estudo com a laranja doce “Pineapple” (Citrus sinensis L. Osb.) envolvendo a busca 

pela família de genes de terpeno sintases, Alquézar et al., (2017) identificou um total de 95 

loci e 111 transcritos previstos, 96 deles exibindo similaridades significativas com TPSs 

conhecidas. 

 

Figura 1 – Biossíntese de terpenos (Fonte: FELIPE; BICAS, 2017).  

 

 

 

 

Baseado na filogenia e funções conhecidas das terpenos sintases (TPSs), sete 

subfamílias de TPSs são reconhecidas. Estas incluem, subfamília TPS – c, que representa o 

mais conservado clado entre as plantas terrestres, contendo principalmente diterpeno 
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sintases; subfamília TPS – e/f representando as TPS conservadas entre as plantas 

vasculares; subfamília TPS-h, específica para Selaginella moellendorffii; subfamília TPS-d, 

específica para gimnospermas; e três subfamílias específicas para angiospermas TPS-b, 

TPS-g e TPS-a (CHEN et al., 2011). 

As funções biológicas das várias moléculas sintetizadas por terpenos sintases nas 

plantas estão ligadas não apenas à biossíntese de hormônios, mas também à proteção contra 

a radiação UV e o estresse foto-oxidativo. Além disso, os terpenos também estão relacionados 

à proteção térmica, atração de polinizadores, resistência insetos e a microrganismos, entre 

outros fatores (KEELING; BOHLMANN, 2006; LUDWICZUK; SKALICKA-WOŹNIAK; 

GEORGIEV, 2017; PENUELAS et al., 2005; STEELE et al., 1998). Podemos citar os 

hormônios giberelinas e brassinoesteróides, os pigmentos carotenoides na fotossíntese, e a 

cadeia lateral do fitol, como alguns exemplos de terpenos com funções indispensáveis para o 

metabolismo, o crescimento e o desenvolvimento vegetal (AUBOURG; LECHARNY; 

BOHLMANN, 2002).  

A regulação da biossíntese de terpenóides é complexa, em grande parte por 

causa das múltiplas funções desta família de metabólitos (MCGARVEY; CROTEAU, 1995), e 

dos perfis de expressão diferencial dos genes de terpeno sintases observados ao longo do 

desenvolvimento da planta em resposta a fatores ambientais bióticos e abióticos (THOLL, 

2006). 

Os terpenos são bastante conhecidos também por serem os componentes 

principais dos óleos essenciais. Em citros, os óleos essenciais possuem grande importância 

econômica, afinal são explorados em diversos setores da indústria. Os monoterpenos são os 

que estão em maior quantidade nos óleos essenciais, representando 90% dos compostos, e 

dentre eles, o composto principal é limoneno. As propriedades químicas, físicas e biológicas 

do limoneno interferem diretamente nas propriedades dos óleos essenciais dos citros. Fatores 

como genética e ambiente também interferem na composição dos óleos essenciais, diferentes 

espécies, e mesmo variedades de citros, possuem composições diferentes, assim como 

concentrações diferentes de limoneno (GONZÁLEZ-MAS et al., 2019; RUIZ; FLOTATS, 2014; 

SHIMADA et al., 2005). 

O sequenciamento de nova geração permitiu uma explosão de novos genomas, 

dentre os quais os do gênero Citrus e, com isso, análises de genômica comparativa foram 

facilitadas. Este estudo buscou avaliar comparativamente os genomas de laranja doce e 

outros citros, disponíveis em bancos de dados públicos, focando nos genes que codificam 

limoneno sintase. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Avaliar diferenças nas sequencias de genes de limoneno sintases nos 

diferentes genomas de citros. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Comparar a estrutura genômica nas regiões onde se localizam os genes 

de limoneno sintase; 

 

 Comparar estruturas gênicas focando as possíveis regiões promotoras dos 

genes de limoneno sintase. 

 

 

 

 

 

 

 



   

 

6 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Importância econômica da citricultura  

 

Uma das principais culturas no comércio mundial atualmente, é a citricultura, com 

uma produção de cerca de 100 milhões de toneladas por ano, englobando todos os cultivares 

do gênero. Dentre esses cultivares industriais pode-se dizer que 98 % deles são compostos 

por laranjas, limões, toranjas e tangerinas (LAGHA-BENAMROUCHE; MADANI, 2013). Os 

citros são utilizados comercialmente como frutas frescas, ou na forma de sucos. As laranjas 

predominam no mercado, na safra 2018/2019, 54.3 milhões de toneladas de laranjas foram 

produzidas globalmente, a maior produção em oito anos, já a produção de suco de laranja 

atingiu 2.2 milhões de toneladas nesta mesma safra. Enquanto a produção, para este mesmo 

período, de tangerinas foi de 32 milhões, e a produção de toranjas e limões estima-se chegar 

a 6.9 e 8.4 milhões respectivamente (USDA/FAS, 2019). 

Os citros compreendem um grande número de plantas, o grupo é composto por 

13 gêneros que pertencem a subtribo Citrinae, tribo Citrae, subfamília Aurantioideae, da 

familília Rutaceae, sendo que desses gêneros, Citrus, Fortunella e Poncirus são os mais 

cultivados para uso comercial. Foi possivelmente na China por volta de 1000 a.C. que se 

iniciou a utilização do gênero Citrus para fins ornamentais e alimentícios. Na Europa, a 

introdução dos citros começou na Grécia por Alexandre (o Grande), cerca de 100 a. C., sendo 

que, durante a ocupação árabe que ocorreu entre os séculos XI e XII, os citros começaram a 

ser cultivados na Itália e Espanha, passando a ser introduzido para o restante da Europa 

durante o período das cruzadas. Já nas Américas os citros foram introduzidos pelos 
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portugueses e espanhóis durante a colonização do continente (DONADIO; MOURÃO FILHO; 

MOREIRA, 2005). 

Para o Brasil, a citricultura tem uma enorme importância. O Brasil é o maior 

produtor de laranjas do mundo, na safra 2018/2019 o Brasil teve um aumento de 13% na 

produção totalizando 17,8 milhões de toneladas. O país ainda domina três quartos das 

exportações de suco de laranja, produzindo cerca de 1,2 milhões de toneladas nesta mesma 

safra (USDA/FAS, 2019). A citricultura no Brasil é responsável por promover um crescimento 

sócio econômico, contribuindo com a balança comercial e a geração de empregos direta e 

indiretamente (LOPES et al., 2011).   

No Brasil as laranjas são os principais citros cultivados, mas também se cultiva 

tangerinas, limões e limas. No país a produção de citros ocorre principalmente no estado de 

São Paulo, que possui 85% da produção nacional de laranjas, sendo seguido por estados 

como Bahia, Minas Gerais, Pará, Paraná e Rio Grande do Sul, que também contribuem para 

o agronegócio dos citros (LOPES et al., 2011). 

 

 

3.2 O sequenciamento do genoma dos citros e as descobertas sobre a 

diversidade e a ancestralidade do gênero 

 

Devido à importância econômica, diversas pesquisas envolvendo diferentes 

espécies de Citrus são realizadas nos mais variados centros de pesquisa. Nos últimos anos, 

vemos um grande foco no sequenciamento genético de diversas espécies e variedades, 

principalmente pelo fato de  poder fornecer diversas informações, sendo que algumas dessas 

possivelmente possam auxiliar no melhoramento genético dessas espécies e variedades 

(WANG et al., 2018; WU et al., 2014; XU et al., 2013). 

Um dos fatores que impulsionaram a busca pelo sequenciamento das espécies 

de citros foi o entendimento da origem genética do gênero. Acredita-se que este é nativo do 

sudeste asiático, já que a família Rutaceae é amplamente distribuída nas regiões do oeste do 

Paquistão, região central e norte da China, no oeste da Índia, na região da Nova Guiné e do 

Arquipelágo Bismarck, além do nordeste da Austrália, da Nova Caledônia, Melanésia e das 

ilhas da Polinésia Ocidental (GMITTER; HU, 1990; REUTHER; BATCHELOR; WEBBER, 

1967). A dificuldade de se encontrar a origem genética dos citros ocorre devido a algumas 

características da biologia e do cultivo dessas variedades. As espécies de citros são 

alógamas, ou seja, que realizam preferencialmente fecundação cruzada, e são altamente 

heterozigotas, porém um dos fatores biológicos que dificulta a busca da origem genética nos 

citros é o fato de poder haver cruzamentos entre as variedades, com produção de híbridos 
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férteis, resultando em uma alta variabilidade genética no gênero. (REUTHER; BATCHELOR; 

WEBBER, 1967; VELASCO; LICCIARDELLO, 2014; WANG et al., 2017; WU et al., 2018; XU 

et al., 2013).  

Nessa busca de espécies ancestrais e selvagens que deram origem aos cultivares 

atuais de citros, Xu et al. (2013) realizaram o sequenciamento do genoma da laranja doce (C. 

sinensis L. Osbeck) da variedade “Valência”, uma das mais importantes variedades cultivadas 

no mundo e a primeira utilizada para a produção de suco. Havia um senso comum de que a 

laranja doce não seria uma espécie pura, mas na verdade um híbrido, o que foi confirmado 

por este estudo. Conforme os autores concluíram, a laranja doce é um híbrido entre toranja 

(C. grandis) e tangerina (C. reticulata). Mais especificamente, houve um cruzamento entre 

toranja e tangerina, gerando um híbrido inicial não identificado, que ao cruzar novamente com 

tangerina produziu a laranja doce. Esse estudo do genoma da laranja doce também resultou 

em uma análise que trouxe novas informações sobre a filogenia do gênero, descobrindo-se 

que o gênero Citrus é próximo do cacau, da Arabidopsis e do mamão, porém sendo mais 

antigo que os mesmos, divergindo da ordem Malvales há pelo menos 85 milhões de anos.  

Já  Wu et al. (2014) sequenciaram os genomas das tangerinas C. clementina 

(“Clementina”), C. reticulata (“Ponkan”), C. deliciosa (“Willowleaf”), C. reticulata x C. sinensis 

(“Murcott”); toranja, C. maxima (“Chandler” e Low-acid); C. sinensis (“Ridge Pineapple”); e 

laranja azeda C. aurantium (“Seville”). Na análise dos genomas obtidos, os autores 

evidenciaram que, enquanto as toranjas sequenciadas possuem pouca introgressão de outras 

espécies, todas as tangerinas mostram uma mistura substancial com toranja, não podendo 

ser relacionadas como variedades derivadas apenas de uma população ancestral de C. 

reticulata, como era a hipótese inicial dos autores. A laranja doce sequenciada neste estudo 

também se mostrou como sendo um híbrido, apresentando uma mistura com toranja em 

ambos os casos. Sendo assim, os autores concluíram que, no caso da ancestralidade das 

toranjas, esses foram domesticados a partir de uma espécie selvagem de C. maxima. Já com 

a tangerinas a história é um pouco mais complexa, pois não havia suspeita de que as 

tangerinas “Ponkan” e a “Willowleaf”, poderiam ser híbridos, o que acabou por ser uma 

surpresa, o resultado de que ambas são na realidade introgressões interespecíficas de C. 

maxima em C. reticulata (selvagem). Enquanto para as tangerinas “Clementina” e “Murcott”, 

já se esperava tratarem-se de híbridos, no caso da “Clementina” esta é um híbrido entre a 

tangerina “Willowleaf” e a laranja doce, já a “Murcott” é um híbrido do cruzamento entre laranja 

doce e uma tangerina desconhecida. Além da confirmação da laranja doce (C. sinensis cv. 

“Ridge Pineapple”) ser um hibrido de toranja com tangerina (selvagem), foi encontrado 

também que esta compartilha alelos com a tangerina “Ponkan” e seguimentos de DNA com 

as tangerinas “Willowleaf” e “Huanglingmiao”. Já a laranja azeda também trata-se de um 
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híbrido entre toranja e uma tangerina selvagem, porém não há relação desta com laranja doce 

(WU et al., 2014). 

Ainda na questão da diversidade e ancestralidade, WU et al. (2018), analisaram 

genomas de 58 acessos do gênero Citrus e dois acessos de outros gêneros (Poncirus e 

Severinia). Sendo que neste trabalho também foi realizado o sequenciamento das seguintes 

espécies de Citrus; C. medica (cidra), C. micranta (uma espécie selvagem do subgênero 

Papeda), C. japonica (também conhecida como Fortunella margarita, kinkan), C. ichangensis 

(ou C. cavaleriei, também considerado do subgênero Papeda); e três espécies de citros 

australianas, Eremocitrus glauca, Microcitrus australis e Microcitrus australasica. Através das 

análises desses vários genomas, os autores observaram que limões, limas, laranjas e toranjas 

são híbridos, e que as espécies C. medica, C. reticulata e C. maxima, podem ser destacadas 

como os três principais ancestrais desses citros, apesar de que os autores identificaram cerca 

de 10 progenitores do gênero. Além disso, propuseram que os citros tiveram sua origem no 

sudeste do Himalaia, na região que inclui a área oriental de Assam, o norte de Mianmar e o 

oeste de Yunnan; e que as espécies cítricas ancestrais sofreram um evento de especiação 

durante o final do período do Mioceno. 

 

 

3.3 Óleos essenciais de citros 

 

Os óleos essenciais de citros são explorados em diversos setores industriais como 

na produção de perfumes, fragrâncias a base de óleos cítricos, e como ingredientes 

aromatizantes na indústria alimentícia, farmacêutica e cosmética, são obtidos principalmente 

da casca dos frutos, mas folhas e flores também podem ser utilizadas na obtenção. Além da 

utilização no setor industrial, os óleos essenciais também são utilizados na agricultura, no 

controle de pragas. Tudo isso devido ao fato dos óleos essenciais e suas composições 

químicas possuírem uma gama de atividades biológicas, que incluem, atividade 

antimicrobiana, antioxidante, anticancerígena, anti-inflamatória, inseticida, dentre outras 

(CHAVAN; WAKTE; SHINDE, 2010; EL SAWI et al., 2019; GONZÁLEZ-MAS et al., 2019; JING 

et al., 2014; RASPO et al., 2020; RUIZ-PÉREZ et al., 2016; TOSCANO-GARIBAY et al., 2017; 

TRANCHIDA et al., 2012; VEKIARI et al., 2002).   

A extração de óleos essenciais de citros se iniciou no século XVI, com a extração 

sendo realizada por destilação, C. Gesner extraiu óleos de laranjas e limões. Apenas no 

século XVIII, que o processo de extração mecânica das cascas se iniciou. Atualmente os óleos 

essenciais são extraídos a partir de técnicas industriais de extração a frio, a partir das cascas 

de frutas cítricas como a laranja doce (C. sinensis), laranja azeda (C. aurantium), limões (C. 
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limon), bergamotas (C. bergamia), mexericas (C. deliciosa), pomelos (C. paradise), dentre 

outras. O processo de extração a frio ocorre basicamente em três etapas: uma ação mecânica 

que permite a ruptura dos utrículos da casca e liberação de óleo; a liberação de um fluxo de 

água utilizado para transportar óleo essencial; e a separação do óleo e da água por 

centrifugação. Dos resíduos desse processo também é possível recuperar óleo de menor 

qualidade por destilação (TRANCHIDA et al., 2012).  

Compostos voláteis e semi-voláteis, compõem 85 a 99% de toda a fração dos 

óleos essenciais de citros, que é representada por um pouco mais de 200 compostos. Essa 

fração volátil é composta por hidrocarbonetos de monoterpenos e sesquirterpenos, e seus 

derivados oxigenados, como aldeídos, álcoois e ésteres. A fração não volátil, que corresponde 

de 1 a 15% do óleo, é composta por hidrocarbonetos, esteróis, ácidos graxos, ceras, 

carotenoides, cumarinas, psoralenos e flavonóides (FISHER; PHILLIPS, 2008; MOUFIDA; 

MARZOUK, 2003).  

Dentre todos os compostos presente nos óleos essenciais de citros podemos 

destacar o limoneno, afinal sua concentração no óleo essencial varia de 32 a 98% 

dependendo da espécie e variedade cítrica; como por exemplo, na bergamota, varia de 32 a 

45%, limão de 45 a 76%, e na laranja doce de 68 a 98%. Mas este fator se refere ao óleo 

essencial obtido de cascas, nos óleos obtidos de flores e folhas a concentração de limoneno 

é menor e outros compostos predominam (GONZÁLEZ-MAS et al., 2019; JING et al., 2014; 

LOTA et al., 2000; MOUFIDA; MARZOUK, 2003). 

É importante ressaltar que a composição química dos óleos essenciais é 

influenciada por fatores internos (genética) e externos (ambientais). Os fatores genéticos, 

incluindo, espécies, variedades, e diferentes partes da planta, são os maiores determinantes 

da composição química dos óleos essenciais (BAKKALI et al., 2008; TU et al., 2002). Um 

estudo comparativo de óleos essenciais extraídos de cascas de 4 espécies cítricas da Tunísia, 

realizado por Hosni et al., (2010), mostrou que o δ-cadineno, um sesquiterpeno presente em 

óleos essenciais, foi encontrado apenas na espécie de pomelo e o α-calacoreno, outro 

sesquiterpeno, foi observado apenas na espécie de tangerina utilizada. Já Lota et al., (2000) 

estudou a composição do óleo essencial de 58 variedades de tangerinas pertencentes a 15 

espécies diferentes, e em seus resultados observou que a composição desses óleos variaram 

consideravelmente de amostra para amostra. Óleos extraídos de diferentes órgãos da planta 

também apresenta diferenças em sua composição química, como por exemplo o estudo 

realizado por Lota et al., (2002) que mostra que o terpineol-4 foi um dos principais compostos 

nos óleos de folhas de limão, enquanto não foi detectado nos óleos de casca. 

Fatores ambientais como solo, clima, praticas culturais, ataque de insetos, estágio 

de maturação, entre outros, podem contribuir para a variação quantitativas dos óleos 
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essenciais. Um exemplo é o estudo realizado por Vekiari et al., (2002),  no qual avaliou-se a 

composição do óleo essencial de limões da variedade Zambetaki (C. limon), colhidos em seis 

diferentes intervalos de tempo, durante um período superior a um ano. Foram encontradas 

diferenças significativas entre os perfis de aroma e variações quantitativas nos óleos 

essenciais de acordo com o período em que foram colhidos, além de diferenças nos 

componentes de óleos extraídos de folhas com os extraídos de casca.  

 

 

3.4 Limoneno  

 

Limoneno é conhecido como um monoterpeno cíclico, cuja a formula empírica é 

C10H16. É um líquido incolor em temperatura ambiente, ocorre em duas formas ópticas D- e L- 

limoneno (Fig. 1), e em uma mistura racêmica conhecida vulgarmente por dipenteno (HAHN 

et al., 2006).  

 

 

Figura 2: Estruturas químicas das duas formas ópticas de limoneno, com numeração dos 

átomos de carbono e nomenclaturas que podem ser encontradas na literatura (Fonte: DUETZ 

et al., 2003). 

 

Os isômeros de limoneno, ou seja, as suas duas formas ópticas, são os 

monoterpenos cíclicos, mais abundantes na natureza; L-limoneno é principalmente 

encontrado em uma variedade de árvores e ervas, como por exemplo na espécie Mentha spp.; 

enquanto D-limoneno é o componente principal do óleo derivado das cascas de frutas cítricas 

como laranjas e limões (DUETZ et al., 2003; RUIZ; FLOTATS, 2014).  
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O limoneno também possui diversas aplicações industriais, é amplamente 

utilizado como aditivo de sabor e fragrância em itens alimentares, como sucos de frutas, 

doces, gomas de mascar, refrigerantes e sorvetes. O limoneno é também uma das fragrâncias 

mais utilizadas na formulação de cosméticos e pode ser encontrada em diversos produtos de 

beleza, como sabonetes, xampus, condicionadores, entre outros, além de estar presente 

também em produtos de limpeza e pesticidas ecologicamente corretos. É também 

considerado um composto seguro para a preservação de alimentos e pode ser usado como 

solvente para extração de produtos naturais (EL SAWI et al., 2019; HIROTA et al., 2010; 

NAZAROFF; WESCHLER, 2004; ROBERTO et al., 2010; SUN, 2007). 

O D-limoneno é considerado um produto químico com baixa toxicidade, não 

representando riscos para os seres humanos, pelo contrário, tem sido utilizado clinicamente 

para dissolver cálculos biliares contendo colesterol e para alívio da azia e da doença do refluxo 

gastroesofágico, por causa de seu efeito neutralizante ácido. Além disso, os estudos mostram 

a capacidade quimiopreventiva contra diversos tipos de câncer, do D-limoneno, evidências de 

um ensaio clínico mostram uma resposta parcial em um paciente com câncer de mama e 

doença estável por mais de seis meses em três pacientes com câncer colorretal (SUN, 2007). 

Aproximadamente 50 mil toneladas D-limoneno são recuperadas ao ano como 

subproduto da indústria cítrica mundial, sendo geralmente separado do óleo essencial obtido 

no suco de laranja pela sua baixa solubilidade em água, alta tendência à autoxidação e 

polimerização, e formação de “off-flavors”, tornando-se um subproduto industrial adequado 

para bioconversões a compostos de alto valor comercial (MARÓSTICA; PASTORE, 2007). 

O limoneno também serve como precursor de muitos derivados oxigenados 

encontrados nos óleos essenciais de várias espécies agronômicas, incluindo mentol em 

hortelã-pimenta, carvona em hortelã, carvona em cominho e endro, e perillaldeído em perilla 

(HYATT et al., 2007).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Identificação de sequências codificando limoneno sintase em Citrus 

sinensis variedade “Valencia” 

 

Inicialmente foi realizada uma busca no banco de dados da variedade de laranja 

doce “Valência”, com a utilização de palavras chaves, por sequências de genes relacionados 

a limoneno sintases. 

 

4.2 Identificação de sequências codificando limoneno sintase em outros 

citros 

 

O acesso aos genomas das variedades ocorreu no banco de dados Citrus 

Genome Database (https://www.citrusgenomedb.org/). As variedades utilizadas foram: C.  

sinensis (laranja doce “Valência”), C. sinensis (laranja doce “Ridge Pineapple”), C. reticulata 

(tangerina), C. ichangensis (papeda), C. maxima (toranja), C. medica (cidra). 

A partir dos genes de “Valência” encontrados, foi realizada uma busca com a 

utilização da ferramenta BLAST+ (Basic Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 

1990), disponível no próprio banco de dados  “Citrus Genome”, pelas sequências dos genes 

das outras variedades, sendo as sequências com maior similaridade selecionadas para a 

utilização no estudo. 
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4.3 Identificação de sequências promotoras de genes codificando limoneno 

sintase em citros 

 

Sequências das possíveis regiões promotoras dos genes codificando limoneno 

sintase em citros também foram analisadas. Para tanto, fragmentos com tamanho de 1Kb à 

montante do início da sequência dos mRNAs foram utilizados para essa análise. Essas 

regiões foram identificadas utilizando a ferramenta JBrowse (https://jbrowse.org/) (BUELS et 

al., 2016).  

 

4.4 Alinhamento múltiplo de sequências 

 

As sequências das regiões codificadoras dos genes de limoneno sintase foram 

alinhadas com a utilização da ferramenta Clustal Omega (“Multiple sequence alignments”, 

alinhamento de sequências múltiplas), disponível em 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ (SIEVERS et al., 2011), com os parâmetros 

padrões do programa.  

Além das sequências das regiões codificadoras, as sequências das proteínas 

expressas por esses genes também foram avaliadas através da mesma ferramenta. As 

sequências das proteínas foram obtidas no próprio banco de dados “Citrus Genome”, ou 

quando não disponíveis, foram obtidas pela tradução das sequências gênicas com o auxílio 

da ferramenta “Translate” do “ExPASy” (disponível em: https://web.expasy.org/translate/) 

(GASTEIGER et al., 2005). 

Por fim, foram também alinhadas as possíveis regiões promotoras dos genes que 

codificam limoneno sintase nos diferentes citros avaliados.  

 

4.5 Análise de região genômica 

 

Para essa análise a ferramenta JBrowse (https://jbrowse.org/) (BUELS et al., 

2016) foi utilizada. Foram comparadas as sequencias dos genes próximos ao analisado de 

“Valência”, geralmente um gene da esquerda e um da direita, com as sequencias dos genes 

próximos aos similares a este nas outras variedades, se as sequencias apresentarem 

similaridade, significa que ambos os genes analisados se encontram em uma mesma região 

genômica. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 

As buscas por sequências de limoneno sintase no Citrus Genome Database 

revelou a presença de 13 genes em laranja doce (C. sinensis) variedade “Valência” (Tabela 

1). Estas sequências foram utilizadas para buscas por homólogos em outras espécies, além 

de outra variedade de laranja doce (“Pineapple”) na mesma base de dados “Citrus Genome”, 

mostrando a presença de poucos genes similares em algumas variedades, como por exemplo, 

C. ichangensis. No caso de C. clementina existe um único gene que possui similaridade com 

diversos genes de Valência (Ciclev10017785m). Já nos casos de “Pineapple”, C. máxima, C. 

medica e C. reticulata, existem genes para essas variedades que apresentam similaridade 

com mais de um gene de Valência, como por exemplo, o orange1.1g043404m de “Pineapple” 

que apresentou alta similaridade com 4 genes de “Valencia”, Cs3g04170.1, Cs3g04290.1, 

Cs3g04360.1, e orange1.1t03904.1. 

Através de um alinhamento múltiplo pela ferramenta Clustal Omega (SIEVERS et 

al., 2011), cada gene de valência foi individualmente comparado com os genes das outras 

espécies/variedade que apresentaram similaridade, começando com o alinhamento dos 

genes da primeira linha da Tabela 1, ou seja, o alinhamento entre “Cs2g07230.1” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg2g040870.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. 

medica) e “MSYJ183900.1” (C. reticulata), vemos que “Valência”, “Pineapple”, C. máxima e 

C. reticulata, em uma determinada região do alinhamento, são bastante similares, mostrando 

a presença de uma região conservada na sequência desses genes (Figura 4 - Apêndice). 
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Neste alinhamento, o gene de C. medica apesar de em determinada região se alinhar com C. 

máxima e “Valência” ele não se alinha com as demais variedades. 

 

 

Tabela 1: Identificação dos genes de “Valência” (C. sinensis) e os genes similares das outras 

variedades de acordo com os resultados da comparação das sequências dos genes de 

“Valência” com outras variedades; “x” significa que não foi encontrado gene que apresente 

similaridade com a respectiva sequência do gene de “Valência”. 

 

 

As sequências dessas proteínas foram encontradas no próprio banco de dados 

“Citrus Genome”, ou quando não disponível, utilizou-se a ferramenta ExPASy (disponível em: 

“https://web.expasy.org/translate/”), para traduzir a sequência do gene, obtendo-se a 

sequência proteica. Para o gene de “Valência”, “Cs2g07230.1”, e os genes das outras 

espécies/variedades similares a ele (Tabela 1), o alinhamento das proteínas expressas por 

esses genes, seguiram o padrão do alinhamento dos genes, como é possível observar na 

Figura 5 (Apêndice), onde apenas uma região se alinhou perfeitamente, porém, assim como 

no alinhamento dos genes, C. medica, não se alinhou nesta determinada região.  

O alinhamento dos promotores para os genes citados acima, não se assemelhou   

ao que ocorreu com os genes e as proteínas, apenas as sequências de “Pineapple” e C. 

reticulata apresentam uma maior similaridade (Figura 6, Apêndice). 

 Também foi realizada uma análise sobre a localização desses genes nos 

genomas das variedades, buscando-se saber se os genes se encontram em uma mesma 

região, para isso foi utilizada a ferramenta “JBrowse”, onde os genes próximos ao analisado 

de “Valência”, tiveram suas sequencias comparadas com os genes próximos aos similares a 

este nas outras variedades. No caso do alinhamento acima, os genes “orange1.1g045966m” 

(“Pineapple”), “Cg2g040870.1” (C. maxima), e “MSYJ183900.1” (C. reticulata), se encontram 
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em uma mesma região genômica que o gene de “Valência” (“Cs2g07230.1”). É possível 

observar que o único gene que não se encontra na mesma região é o de C. medica 

(“Cm249680.1”), e este foi o gene que não se alinhou corretamente com os outros. 

O alinhamento das sequências dos genes “Cs3g04170.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina) “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ098750.1” (C. reticulata), mostrou que as seis 

sequências se alinham em determinados pontos, inclusive há regiões conservadas entre as 

variedades, é possível observar que a sequência de C. clementina é a que difere um pouco 

das demais em determinadas regiões do alinhamento (Figura 7, Apêndice). No alinhamento 

das proteínas (Figura 8, Apêndice), é possível observar também, que a proteína expressa 

pelo gene de C. clementina também difere em pequenos pontos onde ela apresenta 

aminoácidos diferentes das demais sequências, sendo que novamente temos regiões 

conservadas entre as seis sequências, porém ao retiramos C. clementina, foi possível 

observar que a região conservada entre as variedades restantes é bem maior. Na questão do 

alinhamento da região promotora, apenas em alguns pontos, temos “Valência”, “Pineapple” e 

C. maxima mostrando um pouco de similaridade. (Figura 9, Apêndice). O gene de C. maxima, 

“Cg3g004050”, é o único dessas sequencias analisadas que se encontra em uma mesma 

região genômica que o gene de “Valência” (“Cs3g04170.1”). 

O alinhamento entre os genes “Cs3g04230.1” (“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. 

clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), “Cg3g004080.1” (C. maxima), 

“Cm257240.1” (C. medica) e “MSYJ271170.1” (C. reticulata), mostra regiões de conservação 

entre as seis variedades no alinhamento das sequencias codificadoras (Figura 10, Apêndice), 

o mesmo ocorreu para o alinhamento das proteínas (Figura 11, Apêndice), porém, é possível 

observar que C. clementina em ambos os casos, tem a sequência mais distinta entre as 

variedades. Ao continuar analisando os alinhamentos foi possível observar que com a retirada 

da sequência de “Pineapple”, C. medica e C. clementina, as três variedades restantes 

possuem uma região conservada que se destaca no alinhamento. Pode-se se dizer que as 

proteínas de “Valência”, C. máxima e C. reticulata são mais semelhantes entre si, afinal 

possuem uma região conservada que é maior do que aparece no alinhamento com as outras 

variedades.  Já o alinhamento entre as sequências de possíveis regiões promotoras não 

apresentou resultados significativos, ou seja, não apresentou similaridade entre as 

sequências (Figura 12, Apêndice). Nenhum dos genes das variedades estão localizados na 

mesma região que o gene de “Valência”. 

No caso do alinhamento entre os genes Cs3g04260” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”) , “Ci098410.1” (C. ichangensis), “CgUng021700.1” (C. 

maxima), “Cm249680.1” (C. medica) e MSYJ216420.1 (C. reticulata), é possível observar as 
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variedades “Valência”, “Pineapple”, C. maxima e C. reticulata apresentando similaridade em 

determinadas regiões do alinhamento das sequencias codificadoras (Figura 13, Apêndice), 

sendo que o mesmo resultado ocorre para o alinhamento das proteínas expressas por esses 

genes (Figura 14, Apêndice). Ao alinhar apenas as sequências das proteínas de “Valência”, 

“Pineapple”, C. maxima e C. reticulata é possível observar uma região conservada entre essas 

quatro variedades. O alinhamento dos promotores não destaca similaridade entre as 

sequências (Figura 15, Apêndice), e nenhum dos genes das variedades acima estão 

localizados em uma mesma região gênica que o gene de “Valência”. 

O alinhamento entre os genes “Cs3g04290.1” (“Valência”), “orange1.1g043404m” 

(“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), “Cm205460.1” (C. medica) e “MSYJ216420.2” 

(C. reticulata), mostra regiões conservadas entre as sequências das cinco variedades, no 

caso do alinhamento das sequencias codificadoras (Figura 16, Apêndice). No alinhamento 

das proteínas também temos uma pequena região conservada entre as cinco variedades 

(Figura 17, Apêndice), porem essa região conservada se torna maior quando retiramos C. 

medica do alinhamento, ou seja, as outras quatro variedades são mais similares entre si. No 

caso da sequência promotora (Figura 18, Apêndice), temos aqui uma pequena região em que 

“Pineapple”, C. maxima e C. reticulata apresentam similaridade, no restante do alinhamento, 

vemos que as variedades não se alinham corretamente. Sobre a questão de localidade nos 

genomas, nenhum dos genes das outras variedades estão localizados em uma mesma região 

que o gene de “Valência”. 

O alinhamento entre as sequências codificadoras dos genes “Cs3g04340.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004140.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata) 

(Figura 19, Apêndice) mostra a presença de regiões conservadas entre as seis sequências.  

O alinhamento das sequências de proteínas desses genes (Figura 20, Apêndice), também 

mostra regiões conservadas entre as seis variedades, ao analisar mais profundamente essas 

sequências, foi possível observar que retirando a sequência, de C. clementina, temos uma 

região conservada maior, e se mantermos somente “Valência” e C. maxima no alinhamento, 

vemos que as sequências de ambos são quase totalmente idênticas, havendo uma região 

conservada ainda maior abrangendo quase que totalmente as sequências. No alinhamento 

das possíveis sequências promotoras (Figura 21, Apêndice), temos uma maior relação entre 

“Valência” e C. maxima, que demonstram semelhança em alguns pontos do alinhamento. Os 

genes das variedades citados acima não se encontram em uma mesma região gênica que o 

gene da variedade “Valência”. 

Na Figura 22 (Apêndice) temos o alinhamento entre as sequencias codificadoras 

dos genes “Cs3g04360.1” (“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), 
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“orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (“C. maxima”), “Cm257260.1”, (C. 

medica) e “MSYJ098750.1” (C. reticulata), há alguns pontos em que as seis variedades 

apresentam similaridade, há a presença de regiões conservadas entre as sequências. No 

alinhamento das sequências de proteínas desses genes (Figura 23, Apêndice), também 

temos regiões conservadas para as seis sequências, porem alinhando-se somente “Valência”, 

“Pineapple”, C. maxima e C. reticulata, temos como resultado uma região conservada maior, 

indicando que as proteínas dessas quatro variedades são mais semelhantes entre si do que 

com as outras duas variedades (C. clementina e C. medica). No caso das sequências 

promotoras, temos “Valência”, “Pineapple” e C. maxima, apresentando similaridade (Figura 

24, Apêndice). Esses genes não se encontram em uma mesma região gênica que o gene de 

“Valência”, de acordo com a análise realizada. 

O alinhamento das sequências codificadoras dos genes “Cs3g04390.1” 

(“Valencia”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004130.1” (C. máxima), “Cm249680.1” (C. medica) e “MSYJ216420.1” (C. reticulata) 

(Figura 25, Apêndice), mostra “Valência”, C. maxima e C. reticulata e “Pineapple” com regiões 

similares entre si, enquanto “C. clementina e C. medica, são as que mais diferem, não há a 

presença de regiões conservadas entre as seis variedades. No caso do alinhamento das 

sequências de proteínas desses genes (Figura 26, Apêndice), temos “Valência”, C. maxima e 

C. reticulata apresentando similaridade, um alinhamento realizado apenas com essas três 

variedades resultou na presença de uma grande região de conservação nas sequências de 

proteínas. O alinhamento das sequências promotora não apresenta similaridades (Figura 27, 

Apêndice), e apenas o gene de C. medica, “Cm249680.1”, se encontra em uma mesma região 

do genoma que o gene de “Valência” (“Cs3g04390.1”). 

O alinhamento entre os genes “orange1.1t03904.1” (“Valência”), 

“orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. 

medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata) mostra que há similaridade entre as cinco 

sequências, no caso do alinhamento das sequencias codificadoras (Figura 28, Apêndice). 

Também há similaridade entre as cinco sequências em uma região do alinhamento da 

sequência de proteínas expressas por esses genes (Figura 29, Apêndice). No alinhamento 

das sequências promotoras há regiões similares entre “Pineapple” e C. maxima (Figura 30, 

Apêndice), e não temos genes de outras variedades localizados em uma mesma região que 

o gene de “Valência” utilizado nesta análise. 

O alinhamento entre as sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04362.1” 

(“Valência”), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. maxima), 

“Cm249680.1” (C. medica) “MSYJ216420.1” (C. reticulata) (Figura 31, Apêndice) mostra que 

há similaridade entre C. medica, C. máxima e C. reticulata no início das sequências, já no final 
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das sequências ocorre similaridade entre todas as variedades exceto C. medica. No caso do 

alinhamento das sequências de proteínas (Figura 32, Apêndice), temos similaridade entre 

“Valência”, C. máxima, C. reticulata e “Pineapple”, inclusive há regiões conservadas quando 

alinhamos essas quatro variedades. O alinhamento dos promotores não apresenta 

similaridade significativa (Figura 33, Apêndice). E dos genes analisados somente o gene de 

C. medica (“Cm249680.1”) se encontra localizado em uma mesma posição genômica que o 

gene de “Valência” (“orange1.1t04362.1”). 

O alinhamento entre as sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04363.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), 

“CgUng021700.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata) 

(Figura 34, Apêndice), mostra similaridade entre “Valência”, “Pineapple”, C. maxima e C. 

reticulata não havendo regiões conservadas no alinhamento. Quanto às sequencias de 

proteínas desses genes, inicialmente o alinhamento não apresentou regiões conservadas 

(Figura 35, Apêndice), foi possível observar que retirando a sequência de C. clementina e C. 

medica as outras quatro sequências se alinham mostrando regiões conservadas. No 

alinhamento das sequências dos promotores não há regiões conservadas (Figura 36, 

Apêndice). Os genes “CgUng021700.1” (C. maxima) e “Cm249680.1” (C. medica), se 

encontram em uma mesma região que o gene de “Valência”, “orange1.1t04363.1”. 

Na figura 37 (Apêndice), temos o alinhamento das sequências codificadoras dos 

genes “orange1.1t04367.1” (“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), 

“orange1.1g021595m” (“Pineapple”), “Cg3g004140.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. 

medica), “MSYJ054830.1” (C. reticulata) mostrando regiões conservadas. No caso do 

alinhamento das proteínas desses genes também há pontos conservados entre as seis 

sequências (Figura 38, Apêndice), porém, se alinharmos somente “Valência” e C. maxima, 

vemos que ambas as sequências são bastantes parecidas, com uma região conservada entre 

si maior que a vista no alinhamento com as seis sequências. Novamente as sequências 

promotores dos genes citados não apresentou regiões conservadas nem mesmo indicativos 

de similaridade (Figura 39, Apêndice). O gene “Cm257260.1” (C. medica), se encontra em 

uma mesma região gênica que o gene “orange1.1t04367.1” de “Valência”. 

O alinhamento entre as sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04775.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004080.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata) 

(Figura 40, Apêndice), mostra regiões conservadas entre as seis sequências. O mesmo 

resultado foi mostrado com o alinhamento das proteínas desses genes (Figura 41, Apêndice). 

Enquanto no alinhamento das sequências promotoras é possível visualizar alguma 
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similaridade entre C. maxima e C. reticulata, mas não há regiões conservadas entre as seis 

variedades (Figura 42, Apêndice). Os genes não se encontram em uma mesma região gênica. 

Todos esses resultados de alinhamentos serviram para se ter uma ideia inicial da 

semelhança real entre as sequências, vemos que há regiões conservadas em diversos dos 

alinhamentos acima, que implica que as variedades possuem relações filogenéticas, o que é 

esperado já que todas pertencem ao mesmo gênero. Em nenhum momento, as sequências 

foram 100% idênticas, o que se mostra um resultado interessante, afinal estudos já 

comprovaram que variedades/espécies diferentes possuem quantidades diferentes de 

limoneno em seus óleos essenciais (DOSOKY; SETZER, 2018), e aqui estamos analisando 

que tal fato pode estar relacionado com a sequências dos genes responsáveis pela produção 

de limoneno. Não somente pelos genes, mas também pela expressão deles talvez, por isso o 

interesse em alinhar também as regiões promotoras, observar se as sequências são similares 

ou não nessas regiões.  

É possível observar nos alinhamentos citados acima que temos uma relação de 

similaridade entre “Valência”, C. maxima e C. reticulata na maioria dos alinhamentos, um 

resultado interessante já que a “Valência” (C. sinensis) é um híbrido entre C. maxima, C. 

reticulata e uma espécie desconhecida de citros (XU et al., 2013), então, na verdade, o 

resultado confirma esse fato.  

Outra relação que temos é entre “Valência” e “Pineapple” ambas são laranjas 

doces, ou seja, são da mesma espécie, mas de variedades diferentes, então é esperado uma 

semelhança genética entre as duas, o que realmente ocorre. Há similaridade entre ambas em 

quase todos os alinhamentos, mas sempre elas possuem pequenas diferenças nas 

sequências, ou seja, para as sequências analisadas é possível observar as pequenas 

diferenças que ocorrem entre essas variedades. Vale lembrar que as regiões conservadas 

geralmente destacam regiões de sequências de DNA que codificam éxons funcionalmente, e 

no caso das sequências de proteínas resíduos críticos para que a proteína exerça sua função. 

Como inicialmente foi realizada uma busca das sequências de genes relacionados 

com limoneno sintases de variedades de citros através das sequências dos genes de 

“Valência”, resolvemos realizar o mesmo procedimento com as sequências das proteínas 

expressas por esses genes de “Valência”.  

É possível observar na tabela 2, que o resultado da busca de sequências de 

proteínas similares as encontradas em “Valência” relacionadas com os genes de limoneno 

sintases, apresentou alguns resultados diferentes de quando a busca foi realizada utilizando 

as sequências dos genes (Tabela 1). Podemos destacar os genes de C. ichangensis, que na 

primeira busca foi encontrado apenas um gene “Ci098410.1”, que apresentou similaridade ao 

gene “Cs3g04260” de Valência, enquanto na busca com a sequências de proteínas temos 



   

 

22 
 

diversos resultados para C. ichangensis. Analisando os resultados da busca de sequências, 

é possível observar que nenhuma das proteínas desses genes de C. ichangensis, apresentou 

mais identidade com as respectivas proteínas de “Valência”. As proteínas mais similares entre 

essas duas variedades “Cs2g07230.1” (“Valência”) e “Ci129610.1” (C. ichangensis) 

apresentaram apenas 48,74% de similaridade (Tabela 3). 

 

 

Tabela 2: Identificação dos genes de “Valência” (C. sinensis) e os genes similares das outras 

variedades de acordo com os resultados do BLASTp das sequências das proteínas expressas 

pelos genes de “Valência”; “x” significa que não foi encontrada sequência que apresente 

similaridade com a respectiva sequência de “Valência”. 

 

 

Analisando as sequências encontradas para C. clementina nessa segunda busca, 

vemos que a sequência de proteína de C. clementina mais similar com a de “Valência”, 

apresentou apenas 63,16% de identidade. Já para as espécies/variedade restantes, temos 

similaridade mais alta. Para “Pineapple” as sequências de proteínas tiveram identidade com 

as de “Valência” variando de 66,32% a 99,31%; C. maxima de 39,8% a 99,38%; C. medica de 

34,55% a 97,67% e por fim, C. reticulata 63,57% a 96,38% (Tabela 3).  

Observando esses resultados vemos novamente que “Valência” apresenta maior 

similaridade com a variedade “Pineapple”, e as espécies C. maxima e C. reticulata, na maioria 

dos casos, exatamente como aconteceu nos resultados anteriores. 

Em virtude dessa divergência entre a busca com sequências de gene e a busca 

com sequências de proteínas, tendo em vista que as sequências de proteínas são mais 

conservadas que as sequências de genes, foi realizado um alinhamento múltiplo entre todas 

as sequências de proteínas obtidas durante esse estudo, a Figura 15 mostra a árvore 

filogenética resultante desse alinhamento. O intuito desse alinhamento foi analisar quais 

genes de quais variedades realmente são mais semelhantes entre si. 
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Tabela 3: Porcentagem de identidade das sequências de proteínas das variedades de citros 

analisadas, com as sequências de “Valência”; “x” significa que não foi encontrada sequência 

que apresente similaridade com a respectiva sequência de “Valência”. 

 

 

Com a análise da árvore filogenética (Figura 15), foi possível observar que em 

alguns casos temos a confirmação da similaridade que ocorreu nos alinhamentos citados 

acima. Temos genes de “Valência” e C. maxima “Cs3g04340.1” e “Cg3g004140.1”; 

“Cs3g04390.1” e “Cg3g004130.1”; “orange1.1t03904.1” e “Cg3g004050.1”. Temos também 

“orange1.1t04362.1” (“Valência”) e “Cm249680.1” (C. medica); “Cs3g04230.1” (“Valência”) e 

“MSYJ271170.1” (C. reticulata); “Cm178790.1” (C. medica) e “Ci176760.1” (C. ichangensis); 

“Ci165940.1” (C. ichangensis) e “Ciclev10014633m” (C. clementina); “Ci129610.1” (C. 

ichangensis) e “Ciclev10017785m” (C. clementina); “MSYJ183900.1” (C. reticulata) e 

“Cg2g040870.1” (C. maxima). Pode-se dizer que esses pares de gene citados por estarem 

próximos dentro de um mesmo clado, apresentam uma similaridade alta, com destaques para 

os genes de “Valência” e C. maxima que já foram citados nos alinhamentos por sua 

similaridade. 

Alquézar et al., (2017) fizeram um amplo estudo sobre a família terpeno sintase 

(TPS) em uma variedade cítrica, e em seus resultados observou que se tratava de uma das 

maiores famílias de TPS de angiospermas caracterizadas até o momento, formada por 95 loci 

a partir dos quais apenas 55 codificam para TPSs funcionais. Todas as famílias de TPS das 

angiospermas, TPS-a, TPS-b, TPS-c, TPS-e / f e TPS-g foram representadas no genoma da 

laranja doce, no caso desse estudo a variedade “Pineapple” foi utilizada, com 28, 18, 2, 2 e 5 

genes putativos de cada família citada respectivamente. Além disso, a β-farneseno sintase de 

laranja doce, (Z) -β-cubebeno / α-copaeno sintase, duas β-cariofileno sintase e três enzimas 
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multiprodutos que produzem β-cadineno / α-copaeno, β-elemeno e β-cadineno / o ledeno / 

alo-aromandendreno como principais produtos foram identificados e caracterizados 

funcionalmente por ensaios in vivo de Escherichia coli recombinante. O autor também buscou 

genes relacionados com TPS nos bancos de dados de outras variedades, para estudar a 

filogenia e os motivos conservados das proteínas relacionadas, e falou a respeito da 

similaridade que há entre esses genes dentro das variedades, um exemplo, foi ao analisar a 

atividade de D – limoneno sintase presentes nos genes Cs3g04170 e Cs3g04360 (“Valência”), 

que foi semelhante as atividades de enzimas encontradas em C. sinensis (“Pineapple”), C. 

limon e C. unshiu e altamente idênticas a elas (> 94% de RRX8W (região conservada 

conhecida em TPS) e > 99% entre motivos conservados). Também foi encontrado um 

segundo cluster de D-limoneno sintase, incluindo uma proteína de C. unshiu e outra putativa 

D-limoneno sintase da laranja doce “Valência” (Cs3g04340). 

É possível observar que a similaridade entre sequências de TPS é algo comum, 

porém, mesmo com uma alta similaridade de sequência encontrada entre muitas TPSs, a 

mutação sustentada ao longo do tempo e a natureza promíscua das TPSs (ou seja, muitos 

produtos produzidos a partir de um mesmo substrato) podem ser suficiente para gerar a alta 

diversidade química dos produtos de terpenóides (PICHERSKY; GANG, 2000).  

Quando levamos em conta as comparações presentes neste trabalho, vemos que 

há diferenças entre as espécies/variedades, porém com alta similaridade entre algumas delas. 

O objetivo principal do trabalho que era o de avaliar diferenças entre as variedades, foi 

concluído, através da comparação das estruturas genômicas entre as variedades foi possível 

encontrar diferenças e semelhanças entre elas. Porém com a comparação dos promotores 

não foi possível avaliar realmente o que acontece, a análise da região promotora não mostrou 

as semelhanças encontradas na análise de sequências gênicas e protéicas. Tal falta de 

similaridade entre essas regiões promotoras pode estar relacionada com a questão da 

regulação desses genes, temos casos de genes que apresentam grande similaridade nos 

alinhamentos citados nesse trabalho, porem mesmo com essa grande semelhança entre as 

sequencias gênicas, as sequências promotoras diferem entre eles, o que pode ser o resultado 

que esperava-se, essas diferenças entre os promotores pode explicar a diferença de limoneno 

sintases entre espécies e variedade de citros. Porém, há a necessidade de um estudo mais 

aprofundado com tais regiões promotoras, para resultados com melhor clareza, afinal a 

análise computacional de promotores eucarióticos é um dos problemas mais difíceis na 

genômica computacional (ZHANG, 2007). 
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Figura 41: Árvore filogenética resultante de um alinhamento múltiplo entre todas as 

sequências de proteínas obtidas durante a pesquisa. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Há diferenças na constituição genética e proteica das sequências de limoneno 

sintases das variedades de citros analisadas, o alinhamento das sequências mostrou-se uma 

ferramenta poderosa para observarmos tal aspecto entre as variedades. 

Existem grandes semelhanças entre determinadas sequências de proteínas e 

genes em variedades específicas, mas não são exatamente todos os genes destas 

espécies/variedades que se assemelham, portanto, a diferença de concentrações de 

limoneno nos óleos essenciais de diferentes variedades de citros que os estudos apontam, 

pode estar relacionada às questões genéticas, mais especificamente às diferenças que vimos 

entre as sequências de gene e proteínas.  

A análise da região de 1 kb próxima ao início dos genes de limoneno sintase não 

resultou nos mesmos padrões de similaridade encontrado nas análises de genes e proteínas, 

sugerindo que uma análise mais profunda de sequência para resolver essa hipótese. 

Entretanto, análises de regiões promotoras não são triviais. 
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Figura 4 – Alinhamento das sequencias codificadoras dos genes “Cs2g07230.1” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg2g040870.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. 

medica) e “MSYJ183900.1” (C. reticulata). 
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Figura 4 – Continuação. 
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Figura 4 – Fim. 
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Figura 5 – Alinhamento das sequencias de proteínas dos genes “Cs2g07230.1” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg2g040870.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. 

medica) e “MSYJ183900.1” (C. reticulata). 
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Figura 6 – Alinhamento das sequencias promotoras dos genes “Cs2g07230.1” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg2g040870.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. 

medica) e “MSYJ183900.1” (C. reticulata). 
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Figura 6 – Continuação. 
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Figura 6 – Fim. 
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Figura 7: Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “Cs3g04170.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina) “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica)  e “MSYJ098750.1” (C. reticulata).  
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Figura 7 – Continuação. 
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Figura 7 – Continuação. 
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Figura 7 – Fim. 
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Figura 8: Alinhamento das sequências de proteínas dos genes “Cs3g04170.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina) “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ098750.1” (C. reticulata). 
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Figura 8 - Fim. 

 

 

 

Figura 9: Alinhamento das sequências promotoras dos genes “Cs3g04170.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina) “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica)  e “MSYJ098750.1” (C. reticulata). 
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 Figura 9 – Continuação. 
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Figura 9 – Continuação. 
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Figura 9 – Fim. 
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Figura 10 - Alinhamento das sequencias codificadoras dos genes “Cs3g04230.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), “Cg3g004080.1” (C. 

maxima), “Cm257240.1” (C. medica) e “MSYJ271170.1” (C. reticulata). 
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Figura 10 – Continuação. 

 

 

 

 

 



   

 

53 
 

Figura 10 – Continuação. 
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 Figura 10 – Fim. 

 

 

 

Figura 11 -  Alinhamento das sequencias de proteína dos genes “Cs3g04230.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), “Cg3g004080.1” (C. 

maxima), “Cm257240.1” (C. medica) e “MSYJ271170.1” (C. reticulata). 
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Figura 11 – Fim. 
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 Figura 12 -  Alinhamento das sequencias promotoras dos genes “Cs3g04230.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), “Cg3g004080.1” (C. 

maxima), “Cm257240.1” (C. medica) e “MSYJ271170.1” (C. reticulata). 
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Figura 12 – Fim. 
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Figura 13 - Alinhamento das sequencias codificadoras dos genes Cs3g04260” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”) , “Ci098410.1” (C. ichangensis), “CgUng021700.1” (C. 

maxima), “Cm249680.1” (C. medica) e MSYJ216420.1 (C. reticulata). 
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 Figura 13 – Continuação. 
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Figura 13 – Continuação. 
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Figura 13 – Fim. 
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Figura 14 - Alinhamento das sequencias de proteína dos genes Cs3g04260” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”) , “Ci098410.1” (C. ichangensis), “CgUng021700.1” (C. 

maxima), “Cm249680.1” (C. medica) e MSYJ216420.1 (C. reticulata). 
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Figura 15 - Alinhamento das sequencias promotora dos genes Cs3g04260” (“Valência”), 

“orange1.1g045966m” (“Pineapple”) , “Ci098410.1” (C. ichangensis), “CgUng021700.1” (C. 

maxima), “Cm249680.1” (C. medica) e MSYJ216420.1 (C. reticulata). 

 

 



   

 

64 
 

Figura 15 – Fim. 
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Figura 16 - Alinhamento das sequencias codificadoras dos genes “Cs3g04290.1” (“Valência”), 

“orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), “Cm205460.1” (C. 

medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata). 
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Figura 16 – Continuação. 
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Figura 16 – Continuação. 
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Figura 16 – Fim. 
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Figura 17 - Alinhamento das sequencias de proteínas dos genes “Cs3g04290.1” (“Valência”), 

“orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), “Cm205460.1” (C. 

medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata). 
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Figura 18 - Alinhamento das sequencias promotoras dos genes “Cs3g04290.1” (“Valência”), 

“orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), “Cm205460.1” (C. 

medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata). 
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Figura 18 – Fim. 

 

 

 

 



   

 

72 
 

 

 

Figura 19 - Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “Cs3g04340.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), “Cg3g004140.1” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata). 
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Figura 19 – Continuação. 
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Figura 19 – Continuação. 
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Figura 19 – Fim. 
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Figura 20 - Alinhamento das sequências de proteína dos genes “Cs3g04340.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), “Cg3g004140.1” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata). 
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Figura 21 - Alinhamento das sequências promotoras dos genes “Cs3g04340.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), “Cg3g004140.1” (C. 

maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata). 
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Figura 21 – Fim. 
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Figura 22 - Alinhamento das sequencias codificadoras dos genes “Cs3g04360.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” 

(“C. maxima”), “Cm257260.1”, (C. medica) e “MSYJ098750.1” (C. reticulata). 
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Figura 22 – Continuação. 
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Figura 22 – Continuação. 
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Figura 22 – Fim. 
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Figura 23 - Alinhamento das sequencias de proteínas dos genes “Cs3g04360.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” 

(“C. maxima”), “Cm257260.1”, (C. medica) e “MSYJ098750.1” (C. reticulata). 
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Figura 24 - Alinhamento das sequencias promotoras dos genes “Cs3g04360.1” (“Valência”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” 

(“C. maxima”), “Cm257260.1”, (C. medica) e “MSYJ098750.1” (C. reticulata). 
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Figura 24 – Continuação. 

 

 

 

 

 



   

 

86 
 

Figura 24 – Fim. 
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Figura 25 - Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “Cs3g04390.1” (“Valencia”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. 

máxima), “Cm249680.1” (C. medica) e “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 25 – Continuação. 
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Figura 25 – Continuação. 
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Figura 25 – Fim. 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 - Alinhamento das sequências de proteína dos genes “Cs3g04390.1” (“Valencia”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. 

máxima), “Cm249680.1” (C. medica) e “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 26 – Fim. 
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Figura 27 - Alinhamento das sequências promotoras dos genes “Cs3g04390.1” (“Valencia”), 

“Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. 

máxima), “Cm249680.1” (C. medica) e “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 27 – Fim. 
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Figura 28 – Alinhamento de sequencias codificadoras dos genes “orange1.1t03904.1” 

(“Valência”), “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), 

“Cm257260.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 28 – Continuação. 
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Figura 28 – Continuação. 
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Figura 28 – Fim. 
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Figura 29 – Alinhamento das sequencias de proteína dos genes “orange1.1t03904.1” 

(“Valência”), “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), 

“Cm257260.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 30 – Alinhamento das sequencias promotoras dos genes “orange1.1t03904.1” 

(“Valência”), “orange1.1g043404m” (“Pineapple”), “Cg3g004050.1” (C. maxima), 

“Cm257260.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 30 – Continuação. 
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Figura 30 – Fim. 
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Figura 31 - Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04362.1” 

(“Valência”), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. maxima), 

“Cm249680.1” (C. medica) “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 31 – Continuação. 
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Figura 31 – Fim. 
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Figura 32 - Alinhamento das sequências de proteína dos genes “orange1.1t04362.1” 

(“Valência”), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. maxima), 

“Cm249680.1” (C. medica) “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 33 - Alinhamento das sequências promotoras dos genes “orange1.1t04362.1” 

(“Valência”), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), “Cg3g004130.1” (C. maxima), 

“Cm249680.1” (C. medica) “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 33 – Fim. 
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Figura 34 - Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04363.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), 

“CgUng021700.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 34 – Continuação. 
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Figura 34 – Continuação. 
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Figura 34 – Fim. 
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Figura 35 - Alinhamento das sequências de proteína dos genes “orange1.1t04363.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), 

“CgUng021700.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 36 - Alinhamento das sequências promotoras dos genes “orange1.1t04363.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g045966m” (“Pineapple”), 

“CgUng021700.1” (C. maxima), “Cm249680.1” (C. medica), “MSYJ216420.1” (C. reticulata). 
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Figura 36 -  Fim. 
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Figura 37 - Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04367.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004140.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata). 
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Figura 37 – Continuação. 
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Figura 37 – Continuação. 
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Figura 37 – Fim. 
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 Figura 38 - Alinhamento das sequências de proteína dos genes “orange1.1t04367.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004140.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata). 
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Figura 39 - Alinhamento das sequências promotoras dos genes “orange1.1t04367.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g021595m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004140.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ054830.1” (C. reticulata). 
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Figura 39 – Continuação. 
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Figura 39 – Fim. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40 - Alinhamento das sequências codificadoras dos genes “orange1.1t04775.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004080.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata).  
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Figura 40 – Continuação. 
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Figura 40 – Continuação. 
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Figura 40 – Fim. 
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Figura 41 - Alinhamento das sequências de proteína dos genes “orange1.1t04775.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004080.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata).  
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Figura 42 - Alinhamento das sequências promotoras dos genes “orange1.1t04775.1” 

(“Valência”), “Ciclev10017785m” (C. clementina), “orange1.1g046807m” (“Pineapple”), 

“Cg3g004080.1” (C. maxima), “Cm257260.1” (C. medica) e “MSYJ216420.2” (C. reticulata). 
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Figura 42 – Fim. 

 

 

 

 


