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RESUMO 

A estrutura da cromatina possibilita ao conteúdo gênico ser acessado de acordo com 
o seu grau de compactação. Modificações na condensação da cromatina podem ser 
controladas por mecanismos epigenéticos nos organismos eucariotos. A epigenética 
é compreendida por mudanças na cromatina sem alterar a sequência de bases do 
material genético, resultando em alterações na expressão gênica, além de apresentar 
forte influência do ambiente. Existem diferentes mecanismos epigenéticos que estão 
sendo relatados na literatura dos quais, a metilação do DNA que consiste na adição 
de um grupo metil no quinto carbono da base citosina, formando a 5-metilcitosina (5-
mC) tem apresentado uma notoriedade nos estudos, devido uma quantidade maior de 
citosinas as regiões promotoras dos genes. O perfil de metilação global da citosina 
pode revelar influência epigenética em diferentes fases do desenvolvimento ou de 
genótipos através dos comportamentos apresentados pelos organismos ou de algum 
fator vivenciado. Neste trabalho estudou – se a goiabeira - Psidium guajava L., uma 
frutífera da família Myrtaceae com importância nutricional, econômica e de ampla 
adaptação edafoclimática. O desenvolvimento das plantas resultam em alterações nas 
respostas dos organismos ao longo do ciclo de vida e podem estar associados aos 
mecanismos epigenéticos. No presente estudo, objetivou-se avaliar o perfil de 5-mC 
em goiabeiras adultas em diferentes fases do desenvolvimento vegetativo e 
reprodutivo durante um ciclo de produção. Adicionalmente foi estudado o 
comportamento diferencial de genótipos quanto ao perfil global de 5-mC, bem como a 
variação deste em diferentes órgãos da cultura. Foram quantificados o percentual de 
5-mC em 22 genótipos de goiabeiras ao longo de cinco fases de desenvolvimento da 
cultura via Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e posteriormente realizados 
estudos nos órgãos diferenciais através da análise global do genoma. Na análise 
quanto as médias gerais após a quantificação não houve diferença significativa no 
perfil global de 5-mC entre fases do desenvolvimento. No entanto, as fases 
vegetativas (Pós-poda e Pós-colheita) obtiveram valores mais variados no percentual 
de 5-mC em comparação com as fases reprodutivas (florescimento, frutificação e 
colheita) que apresentaram valores mais homogêneos. Entre os genótipos, verificou-
se variação quanto a média geral no conteúdo de 5-mC de 16,34% a 26,19%, com 
destaque para o genótipo Sassaoka que apresentou o maior percentual de 5-mC 
durante as fases de desenvolvimento, com exceção do período pós-colheita. Foi 
possível perceber que dez genótipos de goiabeiras obtiveram interação com as fases 
do desenvolvimento analisadas. Considerando os órgãos vegetais, não foram 
encontradas diferenças significativas entre eles. A análise do perfil de metilação 
global, em goiabeiras permitiu compreender detectar alterações epigenéticas na 
sequência de DNA, em decorrência de diferentes estádios de desenvolvimento, bem 
como variação dependente do genótipo, evidenciando a importância destes 
mecanismos no fenótipo de goiabeiras, mais pronunciado na fase vegetativa.  

Palavras-chave: Goiabeiras; 5-mC; CLAE; Expressão gênica; Ciclo de produção. 
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ABSTRACT  

The chromatin structure allows the gene content to be accessed according to its 
compaction degree. Modifications in chromatin condensation can be controlled by 
epigenetic mechanisms in eukaryotic organisms. Epigenetics is understood by 
changes in chromatin without altering the base sequence of the genetic material, 
resulting in modifications in gene expression, besides has strong environmental 
influence. There are different epigenetic mechanisms reported for others studies of 
which, DNA methylation consisting of the methyl group addition in the fifth carbon of 
the cytosine base, forming 5-methylcytosine (5-mC) has shown a notoriety in studies 
due to a higher amount of cytosines at the promoter regions of the genes. The overall 
methylation profile of cytosine may reveal epigenetic influence at different stages of 
development or of genotypes through the responses presented by organisms or some 
experienced factor. In this study, the guava - Psidium guajava L., a fruit from Myrtaceae 
family with nutritional, economic importance and of broad edaphoclimatic adaptation 
was studied. Plant development results in changes in organism responses throughout 
the life cycle and may be associated with epigenetic mechanisms. In the present study, 
the objective was to evaluate the 5-mC profile in adult guava trees at different stages 
of vegetative and reproductive development during a production cycle. Additionally, we 
studied the differential response of genotypes in relation to the 5-mC global profile, as 
well as its variation in different organs of the plant. The 5-mC percentage in 22 guava 
genotypes was quantified during five phases of the culture development by High-
Efficiency Liquid Chromatography and later carried out studies in the differential organs 
through the genome global analysis. In the general averages analysis after 
quantification, there was no significant difference in the overall 5-mC profile between 
developmental phases. However, for vegetative stages (Post-pruning and Post-
harvesting) was observed values with more variation in the percentage of 5-mC when 
it was compared with the reproductive phases (flowering, fruiting and harvesting) that 
presented more homogeneous values. Among the genotypes, was observed a 
variation of the general mean in the 5-mC content ranging from 16.34% to 26.19%, 
especially the Sassaoka genotype, which presented the highest percentage of 5-mC 
during the developmental stages, with the exception of the post-harvest period. It was 
possible to notice that ten guava genotypes interacted with the development phases 
analyzed. Considering the plant organs, no significant differences were found between 
them. The analysis of the global methylation profile in guava allowed to understand 
and detect epigenetic changes in DNA sequence due to different stages of 
development, as well as genotype-dependent variation, highlighting the importance of 
these mechanisms in guava phenotype, more pronounced in the vegetative phase 

 

Keywords: Guava; 5-mC; CLAE; Gene expression; Production cycle. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cromatina é uma estrutura que está envolvida em diferentes sinais celulares 

e por sua vez, atua como resposta transcricional. Mudanças em sua estrutura podem 

desencadear efeitos biológicos nos organismos. O DNA e a histonas são 

componentes básicos da cromatina, e a sua organização ocorre através de domínios, 

como eucromatina e heterocromatina que se diferenciam quanto a conformação, 

atividade de transcrição e tempo de replicação. A arquitetura da cromatina e a as 

propriedades biológicas são mantidas ao longo das gerações, entretanto, 

modificações em um dos componentes resulta em pontos moleculares diferenciando 

entre cromatina ativa ou inativa (LI, 2002). 

A plasticidade fenotípica, também relacionada a fatores epigenéticos, induz a 

adaptação dos organismos à diferentes condições ambientais e as variações 

fenotípicas são atribuídas à expressão gênica na planta durante o seu 

desenvolvimento. À medida que a variação epigenética é considerada um 

componente para a potencialidade do organismo ao ambiente, a diversidade genética 

e epigenética, bem como as suas relações, podem representar padrões diferentes em 

muitas espécies e, consequentemente, levar a formação de fenótipos distintos (LELE 

et al., 2018). 

A epigenética consiste em alterações na cromatina sem ocasionar alterações 

na sequência de DNA. A ocorrência de eventos que atuam na regulação gênica 

associados a modificações no DNA e nas histonas, RNAs não codificantes e 

remodelação do nucleossomo são mecanismos epigenéticos que constituem 

moduladores essenciais das plantas em respostas ao ambiente, englobando 

modificações decorrentes da variação fenotípica de forma hereditária (ALONSO et al., 

2018; GALLUSCI et al., 2017; XU et al., 2018). 

Dentre os mecanismos epigenéticos, a metilação na base citosina no DNA, 

caracteriza-se uma das modificações mais estudadas em plantas e animais, ao qual 

consiste na adição de um grupo metil no quinto carbono da base citosina, formando a 

5-metilcitosina (5-mC) (VIDAKI et al., 2013; RICHARDS et al., 2017). Além da 5-mC, 

também foram relatados modificações na adenina formando a N6-metiladenina (6-mA) 

e no quarto carbono da citosina desencadeando a N4-metilcitosina (4-mC), no entanto 
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essas são exclusivas de alguns grupos de eucariotos como Caenorhabditis elegans e 

Drosophila melanogaster (RATEL et al., 2006; GREER et al., 2015). 

Eventos epigenéticos sensíveis ao meio ambiente podem atuar na transmissão 

de características em respostas às variações ambientais ao longo das gerações. As 

epimutações são um tipo dessas variações que influenciam o fenótipo e podem estar, 

sob seleção natural, contribuindo para a adaptação, de forma independente da 

variação disposta na sequência de DNA (RICHARDS et al., 2017). 

Os estudos sobre o mecanismos epigenético de metilação do DNA são 

importantes para compreender o desenvolvimento de organismos eucariotos. As 

discussões quanto às plantas cultivadas estão relacionadas à estresses biótico e 

abiótico. Como exemplos, tem-se os estudos realizados com esse enfoque, em 

culturas como milho, soja, arroz e batata (LI et al., 2014; HUANG et al., 2017; 

GEORGIEVA et al., 2017; WANG et al., 2018; TIWARI et al., 2015). 

Entretanto, quando relaciona-se a estudos de desenvolvimento em espécies 

frutíferas isso ainda é desconhecido. Dessa forma, a frutífera utilizada nessa 

abordagem, no estudo do mecanismo epigenético da 5-mC foi a goiabeira (Psidium 

guajava L), com destaque na economia brasileira.  

O fruto, a goiaba, é consumido tanto in natura quanto na indústria para a 

produção de sucos, doces e derivados. Além de apresentar alto valor nutricional, com 

alto valor de vitamina C, expressivo percentual de açúcar, vitamina A e B, ferro, fósforo 

e cálcio. A espécie é nativa do México e da América Central. Seu cultivo ocorre em 

todas as regiões tropicais e subtropicais do mundo (SILVA et al., 2014). Os maiores 

produtores da cultura no mundo são: Cuba, Brasil, México, Sul da China, Índia e 

Malásia. A cultura se destaca no âmbito econômico com o quarto lugar no Brasil em 

relação à área e a produção, ficando atrás apenas da manga, banana e citros 

(PEDAPATI et al., 2014). 

Dentre as metodologias utilizadas para detectar a análise de metilação no DNA, 

a análise global da 5-mC via Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) destaca-

se pela sua reprodutibilidade e precisão na análise, além de ser considerada um 

método padrão-ouro para a quantificação e estimativa na metilação global do DNA 

(ALONSO et al., 2016; LISANTI et al., 2013), além de caracterizar mudanças do 

fenômeno durante o crescimento e o desenvolvimento do organismo (CHEN et al., 

2013). 
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A quantificação em escala global da metilação do DNA é relevante por 

determinar em escala maior as diferenciações que metodologias utilizando 

sequências especificas no genoma não conseguem detectar. Apesar da análise global 

não diferenciar sequências codificadoras e não codificadoras e não encontrar 

diferenças sutis entre genes individuais, permite estudos e avaliações em grande 

escala de respostas a determinadas características das plantas, como estresse e 

condições de acondicionamento e aclimatação (JOHNSTON et al., 2005). 

Estudos apontaram variação nos comportamentos de desenvolvimento 

vegetativo e reprodutivo de genótipos comerciais e germoplasma melhorado de 

goiabeiras no Brasil, quando cultivados na mesma condição em campo (SILVA, 2017). 

Embora a influência genética tenha sido mostrada por marcadores moleculares neste 

germoplasma (COSER et al., 2012), mecanismos epigenéticos associados à 

variabilidade na cultura ainda são desconhecidos. 

Com este trabalho, objetivou-se identificar se mecanismos epigenéticos de 5-

mC atua significativamente nas fases de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de 

um ciclo de produção em goiabeiras adultas em campo, bem como se existe 

comportamento diferencial dos genótipos quanto ao perfil global de 5-mC. Além disto, 

buscou-se conferir o perfil de metilação em diferentes órgãos vegetais. 
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2. REVISAO DE LITERATURA 

 

2.1 EPIGENÉTICA: CONCEITO E ABORDAGEM 

A manifestação de um evento epigenético resulta em alterar a conformação da 

cromatina, deixando-a eucromática e possibilitando a ocorrência de transcrição, ou 

heterocromática, dificultando a ação dos fatores de transcrição para uma determinada 

região do genoma, propiciando que os genes sejam expressos ou silenciados (COSTA 

& PACHECO, 2013). 

A epigenética caracteriza-se os mecanismos que alteram a expressão gênica, 

modificando a estrutura da cromatina, sem comprometer a sequência de bases de 

DNA (POWLEDGE et al., 2009). De forma geral acontece a adição de resíduos 

químicos nas bases e os epigenomas vegetais tendem a ter maior suscetibilidade 

quanto a influência ambiental (BAULCOMBE & DEAN, 2014). 

Os estudos epigenéticos são caracterizados por influências ambientais e 

durante o desenvolvimento, visando compreender como o percurso das células é 

mantido e reprogramado. Além disso, é possível perceber como ocorre a ação do meio 

ambiente sobre o genoma e como as informações, que não tem associação com as 

características genéticas, são transmitidas ao longo de gerações (HENIKOFF & 

GREALLY, 2016). 

Os adventos nas pesquisas epigenéticas em vegetais foram provenientes de 

estudos realizados com Arabidopsis thaliana, sendo possível perceber que os 

epialelos formados como consequência de modificações de genes envolvidos na 

“maquinaria” da metilação do DNA resultam em diversos caracteres específicos ao 

decorrer do desenvolvimento do organismo (GOETTEL & MESSING, 2013). Os 

indivíduos desta espécie apresenta tolerância a reduções significativas nos padrões 

de metilação do DNA, e esse fenômeno possibilitou a descoberta e compreensão de 

muitos mecanismos que eram desconhecidos (NIEDERHUTH et al., 2016). 

Os mecanismos epigenéticos podem levar a estados de alteração que se 

mantêm durante as divisões celulares e podem permanecer ao longo das gerações. 

O estado de silenciamento ocasionado pelos efeitos epigenéticos podem ser passado 

nas plantas para novas células, tecidos ou órgão vegetal a medida que surgem 

(BAULCOMBE & DEAN, 2014). 
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As alterações epigenéticas são mudanças químicas e estruturais na cromatina, 

resultando em modificações na expressão de genes, que podem se perpetuar ao 

longo das gerações, associadas à presença de epimarcas na molécula de DNA, sem 

ocasionar alterações na sua sequência. Caracterizam, assim, a adição de 

grupamentos químicos, como a metilação e a hidroximetilação no DNA, as 

modificações nas histonas (metilação, acetilação, ubiquitinação, biotinilação) e a ação 

de RNAs não codificadores (VIDAKI et al., 2013). A identificação e descrição de 

epialelos possibilita a sua associação, mediante estudos mais avançados, à 

características de interesse, importantes ao desenvolvimento de plantas. 

A ocorrência de mecanismos epigenéticos está associada de várias formas à 

estrutura do genoma e os estímulos ambientais podem induzir aos mecanismos com 

consequências genéticas, além disso, o controle epigenético sob os transposons 

podem também estar relacionados a outros efeitos genéticos (BAULCOMBE & DEAN, 

2014). 

Os elementos transposons são parte do genoma de organismos eucariotos 

conhecidos como DNA móvel. Alguns são conhecidos como autônomos, fazem parte 

da codificação de enzimas e possibilitam passar de uma posição para outra no 

genoma, ou seja, promover sua própria transposição. Outros são conhecidos como 

não autônomos que apresentam repetições invertidas terminais, com sequências que 

atuam apenas em cis (HORVATH et al., 2017; WATSON et al., 2015). Esses 

elementos transposons, de forma geral, se apresentam em grande quantidade no 

genoma e caracterizam-se por sua grande mobilidade e por seu tamanho variado 

(HORVATH et al., 2017).  

Os mecanismos epigenéticos estão envolvidos em diferentes processos de 

desenvolvimento da planta e, dessa forma, modelam a plasticidade fenotípica e atuam 

também como respostas adaptativas às condições ambientais e às instabilidades 

apresentadas. Com isso, espera-se que as variações epigenéticas possam aumentar 

a expressão fenotípica do vegetal, visando-a adaptar-se frente às condições do meio 

sob intensas mudanças, ou também influenciar na etapa de produção e qualidade na 

colheita (GALLUSCI et al., 2017). 

A diversidade fenotípica é decorrente de variações que ocorrem no alelo e isso 

tem ação sobre os polimorfismos genéticos encontrados nos indivíduos. A 

variabilidade alélica pode ser ocasionada por diferentes fatores, que podem ser em 

sequencias de pequena escala, como, por exemplo, as mutações de pontos e os 
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pequenos indels ou rearranjos genômicos em escala maior, como a inserção de 

transposons e a ocorrência de recombinação que envolvem quebras cromossômicas. 

Entretanto, notou-se uma extensa variabilidade fenotípica que não origina alterações 

primárias nas sequências nucleotídicas, mas, configura-se como um fator epigenético, 

resultando na variação da expressão gênica que é observada. (GOETTEL & 

MESSING, 2013). 

A regulação epigenética está associada à relação no âmbito transcricional do 

genoma que atua para o desenvolvimento dos organismos vegetais, e à ocorrência 

dos mecanismos de diferenciação celular que são mediados por meio de fatores de 

transcrição caracterizam-se de suma importância. Muitos desses mecanismos estão 

atrelados ao controle epigenético, que atua na expressão e regulação de caracteres 

ao longo do desenvolvimento do organismo. Tais fatores de transcrição têm presentes 

reguladores que atuam na repressão ou ativação de genes por meio da conformação 

da cromatina estabelecida (IKEUCHI et al., 2015). 

A manifestação de características epigenômicas estão continuamente descritas 

e relacionadas à regulação gênica ao longo do desenvolvimento dos organismos, nas 

especificidades dos tecido e supressão de elementos transponíveis, tanto em animais 

como em vegetais. O epigenoma, ao contrário do mecanismo de atuação do genoma, 

é constantemente modificado por fatores ambientais que ocorrem nos organismos 

(KUMAR, 2018). 

As variações hereditárias decorrentes da metilação do DNA podem ocasionar 

certos casos de mutações epigenéticas, como a mutação pontual genética, ou a 

mudança da citosina para timina, mas, em sua maioria, podem levar a caracteres 

fenotípicos e eles podem incidir de forma positiva ou negativa sobre as plantas. Essas 

variações podem se manter estáveis e passarem ao longo das gerações, bem como 

ser um evento momentâneo, como indício de proteger a planta sob determinada 

condição do meio (UTHUP et al., 2011). 

A ação dos mecanismos epigenéticos associados ao DNA e as histonas estão 

envolvidos na regulação das interações durante o desenvolvimento das plantas e 

também funciona como um mecanismo de defesa contra agentes externos e internos 

para garantir a sobrevivência dos organismos (NGOM et al., 2017; BAROZAI & AZIZ, 

2018). 

A regulação epigenética pode resultar em alterações na expressão dos genes 

ou no fenótipo celular que são transmitidos através dos processos de divisões 
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celulares por meio da mitose e/ou meiose. A herança epigenética transcorrida às 

próximas gerações pode ser fonte de estudo da variação quantitativa entre diferentes 

espécies e variedades de plantas, com relevância aos programas de melhoramento 

genético vegetal. Como exemplo, pode-se citar as variações decorrentes do frio para 

a ocorrência de florescimento em determinadas espécies de Arabidopsis, as quais são 

associadas à ocorrência da epigenética no locus do gene FLC (GALLUSCI et al., 

2017). 

As pesquisas tem demonstrado como a regulação epigenética está envolvida 

com a regulação transcricional genética, constituindo um auxílio no desenvolvimento 

da planta. A diferenciação celular ocorre através da ação de reguladores de 

transcrição que em sua maioria estão sob controle epigenético para regular 

temporalmente sua expressão ao longo do desenvolvimento. Alguns dos fatores de 

transcrição também recrutam ou inserem reguladores epigenéticos para a ativação ou 

inativação de genes alvo de acordo com as modificações no lócus da cromatina. Estes 

mecanismos que ligam as duas regulações servem como uma proteção no controle 

gênico específico do estágio de desenvolvimento, destacando a plasticidade 

apresentada pelas células vegetais (IKEUCHI et al., 2015). 

Os estudos no âmbito da epigenômica vêm crescendo a cada dia e isto está 

associado às novas marcas epigenéticas que estão sendo evidenciadas nos 

diferentes organismos. Associado a isso, duas novas marcas foram identificadas, 5-

hidroximetilcitosina (5-hmC) e a N6-metiladenina (6-mA) (KUMAR, 2018). 

Assim, as constantes mudanças na célula, desencadeadas por mecanismos 

genéticos e ambientais, resultam em alterações que recaem como parte da memória 

celular após cada etapa de divisão que a célula passa. O conceito e o papel da 

epigenética passou por diferentes remodelações, mas, atualmente, relaciona-se às 

mudanças, tanto mitóticas quanto hereditárias, na expressão dos genes, sem 

ocasionar danos à molécula de DNA. Os seus estudos tratam-se de alterações 

químicas interferindo no DNA, nas histonas e no silenciamento transcricional 

(IWASAKI & PASZKOWSKI, 2014). 

 

2.2 MECANISMOS DE METILAÇÃO DO DNA E CONTROLE GENÉTICO 



23 
 

As alterações epigenéticas podem desempenhar um papel individualizado ou 

podem atuar em conjunto afim de modificar o padrão gênico ao longo do 

desenvolvimento e crescimento dos organismos vegetais e como proteção contra 

estímulos ambientais adversos (YAISH, 2013).  

A metilação do DNA constitui um mecanismo resultante na modificação da 

cromatina e caracteriza-se de suma importância para a expressão gênica e também 

para a estabilidade do genoma (LIU et al., 2015; BEWICK et al., 2017). Está envolvida 

na regulação de diversos genes, como o impriting genômico, a inativação do 

cromossomo X, o silenciamento dos elementos transponíveis, demais sequências 

repetitivas dispostas no DNA e a expressão de genes endógenos (FENG et al., 2010). 

Esse evento epigenético é resultado da presença de um grupamento químico 

metil (CH3) no quinto carbono da base citosina presente na molécula de DNA (Figura 

1) em três locais ou contextos, sendo CpG, CpNpG (simétrico) e CpNpN (assimétrico), 

no qual o N, também representado por H, pode representar três outras bases: adenina, 

citosina ou timina. Além disso, a manifestação da metilação está associada à 

ocorrência de duas enzimas características desse processo que são as metilases e 

as desmetilases, sendo que duas atividades enzimáticas governam a ocorrência de 

prevalência de metilação que são a metilação de novo e a metilação de manutenção 

(DHAR et al., 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema da ocorrência de metilação em eucariotos. Transferência do grupo 

químico metil (CH3) por meio da S-adenosil-metionina, catalisada pela DNA 

metiltransferase (DNMTs). 

 

A ocorrência de metilação nos contextos simétricos do genoma (CG e CHG), 

podem manter o padrão com a presença do grupo químico durante o processo de 

replicação do material genético por meio de enzimas chamadas DNA 

metiltransferases (MET1), para os contextos CG e a cromometilase 3 (CRM3) para os 
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CHG (ZHU et al., 2016). Entretanto para a ocorrência da metilação de novo, nos 

contextos CHH, elas têm ação por meio dos domínios rearranjados de DNA (DRM2) 

que catalisam esse tipo de metilação (MATZKE & MOSHER, 2014). 

Em Arabidopsis thaliana, a manutenção da metilação ocorre de três formas, 

considerando o contexto no qual está inserida e a configuração da sequência. No 

contexto CG, a metilação é mantida por meio da enzima MET1, considerada um 

homólogo de DNA metiltransferase 1 em mamíferos. No contexto CHG e na maioria 

do CHH na heterocromatina, isso acontece por meio de duas enzimas específicas, a 

CMT3 e a CMT2, agindo juntamente com algumas histonas e seus homólogos; e nos 

demais sítios de CHH, a manutenção é realizada por meio da via DMR, em especial 

na eucromatina (SONG & CAO, 2017). 

Para os trechos CHH, considerada uma metilação não simétrica, a metilação é 

mantida por meio de uma via de metilação controlada por RNA (RdDM), com 

pequenos siRNAs que agem como guias para os domínios rearranjados de 

metiltransferase 2 (DRM2) (BROCKLEHURST et al., 2018). 

Os genes da família da MET1 são as principais metiltransferases de DNA de 

manutenção nos locais CpG e demonstram ser uma parte importante dos mecanismos 

que determinam as transições nas fases de desenvolvimento no ciclo de vida das 

plantas, além dessas, as CTM ou cromometilases que além de pertencer apenas ao 

universo vegetal, contêm uma homologia ao domínio BAH, que é uma característica 

comum também às metiltransferases DNMT1/MET1 (ASHAPKIN et al., 2011). 

Nas plantas, a manifestação da metilação de novo ocorre quando as bases de 

citosinas, até então não metiladas, após a transcrição, resultam em novos padrões de 

metilação (DHAR et al., 2014). Esse tipo é coordenado por meio de pequenos RNAs 

interferentes, os siRNAs, e pode acontecer em um dos três contextos de metilação no 

genoma (PIKAARD & SCHEID, 2014). 

Por outro lado, a metilação de manutenção ocorre em trechos do DNA 

metilados preexistentes, em especial nos contextos CG e CHG, ditos locais simétricos, 

pois a leitura ocorre no sentido 5’ – 3’ da fita e essa simetria possibilita um padrão de 

metilação passado às células filhas, decorrente da etapa de replicação da molécula 

de DNA (PIKAARD & SCHEID, 2014). 

Nos contextos CG, a metilação do DNA pode ser herdada em virtudes das DNA 

metiltransferases 1 (DNMT1) que realizam a manutenção dessa marca epigenética, 

fazendo com que os contextos hemimetilados meCG/GC se transformem em 
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dinucleotideos meCG/GCme simetricamente metilados logo após o processo de 

replicação do DNA (HENIKOFF & GREALLY, 2016). 

Nos contextos assimétricos de ocorrência da metilação do DNA, isso ocorre 

após o processo de replicação da molécula e apenas as células novas ou filhas 

passam a apresentar o grupamento metil via DRM2 (os domínios rearranjados de 

metiltranferases 2) que tem ação sobre sequências específicas por meio de siRNA, 

seguindo a via de metilação por meio do RNA (RdDM) (GALLUSCI et al., 2017). 

Variedades de plantas que apresentam níveis reduzidos de metilação tendem 

a crescer, se desenvolver e serem capazes de competir com demais variedades por 

recursos disponíveis em um determinado ambiente. Isso pode ser refletido em 

variedades de híbridos que são tolerantes a densidade e que por sua vez apresentam 

um nível menor de metilação em relação à aquelas que são sensíveis a densidade. 

Considerando plantios realizados em alta densidade, as plantas que são tolerantes 

apresentam expressão gênica e características metabólicas maiores, proporcionando 

um maior rendimento, consequentemente (YAISH, 2013).  

Nos vegetais, a S-adenosilmetionina (SAM) caracteriza-se como receptor para 

ofertar a 5-metilcitosina durante a catalisação da metiltransferase. Ela ocorre em 

diferentes componentes que fazem parte da estrutura do gene, e realiza diferentes 

funções que atuarão na regulação gênica. Esta regulação ocorre através dos 

mecanismos da metilação e desmetilação, considerando o tempo e o espaço ao 

decorrer do desenvolvimento (DOU et al., 2017). Essas enzimas apresentam motivos 

conservados homólogos na estrutura que irão determinar as atividades enzimáticas 

específicas, e para a maioria das proteínas, as DNA metiltransferases que atuam sob 

a citosina, contém cerca de 10 regiões conservadas dispostas em sequências 

definidas (BURYANOV & SHEVCHUK, 2005). 

Diminuir a quantidade de metilação global do DNA nas plantas, não implica 

obrigatoriamente na redução da metilação em genes alvos. Em contrapartida, baixo 

nível de metilação é constantemente associado com a hipermetilação em um gene 

específico (YAISH, 2013). Dessa forma, a metilação ocasiona diferenças 

características durante o desenvolvimento das plantas, como a progressão do 

florescimento e respostas a fatores bióticos e abióticos. 

O papel exercido pela metilação do DNA está intimamente relacionado ao 

estabelecimento de tal grupamento químico no genoma, a sua manutenção e posterior 

remoção do grupo metil da citosina. O estabelecimento de padrões ou marcas de 
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metilação estão associadas às enzimas metiltransferases do DNA que incluem 

também as enzimas responsáveis pela metilação de novo DNMT3A e DNMT3B no 

seu desenvolvimento inicial de ocorrência (JONES, 2012). 

Considerando o organismo modelo, a Arabidopsis thaliana, a ação das enzimas 

que atuam no processo de desmetilação retrata que a reversibilidade apresentada 

pela molécula do DNA é importante para o processo regulatório dos genes durante 

todo o desenvolvimento da planta (PIKAARD & SCHEID, 2014). 

As regiões de heterocromatina, apresentam grandes quantidades de elementos 

transponíveis e demais sequências repetitivas, e com isso tendem a serem mais 

metiladas em comparação com as regiões de eucromatina, que contém genes e 

regiões intergênicas não tanto repetitivas, resultam em menor ocorrência de 5-mC 

(DHAR et al., 2014). Quando a metilação se expressa na região promotora do gene 

resulta na ausência de transcrição do material genético. 

Contornar os níveis de metilação ou desmetilação do DNA em locais 

específicos dispostos no genoma pode possibilitar regular não apenas a expressão 

do gene, mas também, os estados envolto da cromatina, comprometendo a fisiologia 

celular e a bioquímica (KUMAR, 2018).  

O aparecimento da metilação do DNA ainda é incerto. Entretanto, em plantas, 

os contextos de manifestação são variados e a ocorrência da metilação tem relação 

com sequências repetitivas e com a inativação do processo de transcrição. Isso é 

mantido por meio da via de metilação do DNA comandada por RNA, ou seja, uma via 

epigenética de metilação do DNA mediada por meio do RNA nos organismos vegetais 

(PICARD & GEHRING, 2017). 

A metilação do DNA tem alta variação dentro do mesmo tipo de célula e isso 

implica que uma determinada posição da citosina pode apresentar um padrão de 

metilação diferente de uma célula para outra no mesmo indivíduo (FENG & 

JACOBSEN, 2011). 

O controle do nível de metilação que estará presente no DNA ocorre por meio 

da ação de dois componentes enzimáticos. Durante o processo de metilação do DNA, 

ela tem como característica se perpetuar ao longo das gerações. No entanto esse 

evento não permanece de forma infinita, mas o trecho do genoma que foi metilado 

pode voltar à sua condição como resultado da ação das desmetilases (GEHRING & 

HENIKOFF, 2008). 
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Vale destacar que a ocorrência da metilação nas regiões promotoras dos genes 

induz a repressão no modo atuante da expressão gênica. No entanto a redução da 

metilação do DNA nas regiões promotoras não resulta obrigatoriamente em um nível 

elevado da expressão gênica (ZHU et al., 2016). 

Modificar a forma como os genes são ativos, alterando a conformação do DNA 

na célula, pode possibilitar a adaptação dos organismos dentro e entre gerações. A 

metilação no DNA constitui uma maneira de controle dos genes nos organismos, bem 

como, marcadores para demais proteínas associadas à ativação de genes (DUBIN et 

al., 2015).  

Em Arabidopsis é comum a visualização de dois padrões de metilação do DNA. 

O primeiro é a ocorrência em todos os contextos de citosina dispostos nos elementos 

transponíveis e em outros DNAs repetitivos que estão presentes, em especial, nas 

regiões heterocromáticas pericentroméricas, e também em pequenos fragmentos 

entre genes na região eucromática, ocasionando a não transcrição do DNA. O 

segundo padrão de metilação ocorre nas regiões de transcrição ou também 

considerada como o corpo do gene. (FENG & JACOBSEN, 2011). 

O padrão do nível de metilação é diferente entre as plantas e elas irão incidir 

de forma específica em cada uma delas, ou seja, a ocorrência e a manutenção da 

metilação do DNA é intimamente dependente de qual espécie está sendo analisada e 

em qual contexto ela se faz presente. Na etapa de replicação da molécula do DNA, as 

fitas que são metiladas serão separadas para a síntese de outras fitas e formarão, 

nesse caso, fitas hemimetiladas, ou seja, uma fita com a metilação e outra sem a 

presença do grupo metil disposto na citosina (JONES & LIANG, 2009). 

A 5-mC é removida do DNA por mecanismos passivos ou ativos. Além disso, 

esse mecanismo está em processo dinâmico e faz parte do desenvolvimento, 

diferenciação e viabilidade celular dos organismos, com intensiva função no controle 

da expressão gênica (JONES, 2012).  

A 5-mC pode atuar no bloqueio dos fatores de transcrição, prevenindo a 

transcrição ou recrutar complexos que atuem na modificação da cromatina, mediando 

o silenciamento gênico, de acordo com às alterações nas histonas subjacentes 

(GEHRING & HENIKOFF, 2008). 

São notórias as diferenças entre os níveis e a expressão de metilação entre 

diferentes espécies e entre os indivíduos que a compõem, e isso podem estar 

associado à composição celular de cada um. Diferenças durante o processo 
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transcricional nos locus e o polimorfismo na sequência de DNA caracterizam entre 20 

a 80% da variabilidade da metilação presente no DNA (HENIKOFF & GREALLY, 

2016). Os resultados decorrentes da metilação do DNA são expressos em sua maioria 

na repressão funcional de genes nos organismos eucariotos. 

Um estudo mais direcional para o papel da 5-mC disposta no DNA genômico 

advém de proteínas descobertas no reconhecimento de 5-mC e que vão realizar 

posteriores funções sobre elas. A descoberta da 5mC resultou no caráter mais 

abrangente sobre os efeitos da expressão gênica, e com isso pode representar um 

mecanismo importante em organismos superiores (CHEN et al., 2016). 

É importante ressaltar que a regulação dos caracteres transcricionais na 

metilação do DNA tem ação de associação sob as demais marcas de metilação das 

histonas, pois as metiltransferases, desmetilases e os leitores para a 5-mC interagem 

com diversas marcas epigenéticas das histonas, bem como das enzimas que 

participam da etapa de modificação dessas (CHEN et al., 2016). 

A ação da metilação do DNA sobre a expressão gênica recai sobre dois fatores, 

sendo eles: o silenciamento gênico transcricional (Transcriptional Gene Silencing - 

TGS), que promove a inibição da transcrição e está relacionado com a hipermetilação 

nas regiões promotoras, e o silenciamento gênico pós-transcricional (Post 

Transcriptional Gene Silencing - PTGS), ao qual não ocorre interferência na 

transcrição do gene, entretanto a expressão é acometida devido as moléculas de 

RNAs se tornarem instáveis. (XIAO et al., 2012; HAMMOND et al., 2001). 

A ação do gene e o seu papel é interrompido e silenciado com a presença do 

grupamento químico epigenético, ocorrendo um silenciamento prévio. A partir do 

momento que esse fator químico é removido, a expressão do gene volta a sua 

condição normal. O silenciamento gênico decorrente da metilação é uma 

consequência do mecanismo nas suas regiões promotoras, ao qual o estado de 

hipometilação do promotor está condicionada à reativação do processo transcricional 

e diferente dos animais que a prevalência maior pela metilação é vista nas sequências 

simétricas, nos vegetais a metilação tem ocorrência tanto em sequências simétricas 

quanto assimétricas (ASHAPKIN et al., 2011). 

A regulação gênica é parte fundamental e inerente no processo de 

desenvolvimento da planta e isso ocorre por meio de fatores regulatórios cis e trans. 

Dessa forma, a metilação do DNA participa de importantes processos nos organismos, 

como o silenciamento de transposons, a defesa de vírus e o imprinting genômico. 
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Metiltransferases e desmetilases participam do estabelecimento da metilação do DNA 

(SONG et al., 2013). 

Em Arabidopsis thaliana, 1/3 dos genes apresentam a metilação nas regiões 

transcritas e os genes metilados nesta região são altamente expressos e ativos, e em 

relação a região promotora isso equivale a 5% com um maior grau de expressão 

tecidual (ZHANG et al., 2006). Além disso, a distribuição de citosinas metiladas tem 

uma maior prevalência no contexto CG totalizando 55%, seguido por 23% no contexto 

CNG e 22% no contexto CNN (LISTER et al., 2008). 

A desmetilação pode ser necessária para que genes específicos sejam 

ativados ou que seja feita a redefinição do estado epigenético do genoma ao longo do 

desenvolvimento do organismo ou em respostas as interferências ambientais. O 

processo de desmetilação tendem a ser de duas formas: passiva – quando as 

metiltransferases se tornam inativas durante o ciclo celular, logo após o processo de 

replicação do DNA, ocasionando um estado não metilado na fita recém sintetizada. Já 

a desmetilação ativa tem ação de uma ou mais enzimas e é ocasionada 

independentemente da ocorrência da replicação do material genético. Essas enzimas 

destacam a desmetilase e de acordo com estudos realizados em plantas foi possível 

perceber uma subfamília de glicosilases no DNA que pode atuar na retirada da 

metilação por meio do reparo por excisão de base (ZHU, 2009). 

Para o processo de excisão de base, as DNAs glicosilase clivam a ligação 

glocosídica entre a 5-mC e a desoxirribose, ocasionado um sitio AP. Em seguida, uma 

endonuclease AP remove a desoxirribose e DNA polimerase e ligase fazem o 

preenchimento nesse espaço. A via de reparo do processo de excisão de bases 

permite, então, a remoração da 5-mC por uma citosina sem o grupo metil (GEHRING 

& HEBIKOFF, 2008; ZHU, 2009). 

A metilação desencadeia diferentes funções em genes relacionados ao 

desenvolvimento dos vegetais, como as interferências desencadeadas durante o 

processo de florescimento das plantas, a citar a ação sobre o gene Lcyc que encontra-

se altamente metilado em espécies mutantes e essa metilação desencadeia 

alterações na ocorrência de ramos espontâneos, ocasionando a expressão reduzida 

do gene (TURCK, 2013). 

O FWA (FLOWERING LOCUS WAGENINGEN) é um gene que atua durante a 

transição do período de desenvolvimento vegetativo para o período reprodutivo nos 

organismos vegetais, importante para a reprodução da planta. Foi encontrada uma 
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sequência de repetição denominada SINE presente na região promotora quando 

metilada, entretanto quando essa estrutura de repetição é desmetilada, ocorre a 

transcrição levando a expressão do gene FWA nos tecidos vegetativos e o processo 

tardio de florescimento. Com isso foi possível levantar a ideia de que a presença da 

sequência SINE induz a metilação na região promotora do FWA e as repetições dessa 

sequência levam ao aumento da metilação e consequentemente repressão do gene. 

Dessa forma, a ocorrência da metilação do DNA no processo regulatório de genes 

específicos pode ser conservada ao longo da evolução dos organismos e a extensão 

da metilação pode ser um modulador para os níveis de expressão gênica e levar a 

diferentes expressões de um gene de maneira a controlar uma característica de 

adaptação (TURCK, 2013). 

A metilação do DNA, além de conferir um papel regulador, pode contribuir de 

forma significativa nos programas de melhoramento de plantas. Associado a isso, se 

faz importante a análise de técnicas eficazes no estudo desse caráter. 

 

2.3 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA DA GOIABEIRA 

A goiabeira (Psidium guajava L.) é uma frutífera pertencente à família 

Myrtaceae. Esta família apresenta cerca de 5500 espécies, classificadas em 144 

gêneros e 17 tribos (WILSON et al., 2005; WILSON, 2011; WCSP, 2016), dispostas 

em diferentes lugares no mundo.  

O gênero Psidium apresenta uma ampla variedade de habitats naturais, com 

três centros de diversidade: índias ocidentais, em especial Cuba e a ilha Espaniola; o 

sul do Brasil e o Paraguai, e por fim, o norte da América do Sul, englobando Peru, 

Venezuela e as Guianas Francesas (SOARES-SILVA & PROENÇA, 2008). No Brasil, 

as regiões Sudeste e central do país se destacam como as regiões de maior 

diversidade de espécies do gênero (POMMER & MURAKAMI, 2009). 

Psidium guajava L. (2n = 22) é a espécie do gênero com maior valor econômico. 

Acredita-se que seja originária do Sul do México ou da América Central (CUNHA et 

al., 2012), com boa distribuição nas regiões tropicais do continente americano 

(RISTERUCCI et al., 2005).   

O fruto da goiabeira, a goiaba, é arredondado ou oval, similar a uma pera. 

Durante o período de amadurecimento, a cor da casca oscila entre verde e amarelo. 
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A cor da polpa pode ser branca ou vermelha, o que remete aos teores de pigmentos 

carotenóides como o licopeno ou β-caroteno (CUNHA et al., 2012). Todas essas 

características estão associadas a cada cultivar. 

O fruto é rico em diversos compostos nutricionais, como vitamina A e B. 

Apresenta alta concentração de vitamina C, o que a torna superior aos frutos cítricos 

(POMMER e MURAKAMI, 2009). O teor de vitamina C varia de 180 a 300 mg/g, maior 

que o de frutas cítricas, como a laranja, que apresenta cerca de 100 mg/g de fruta 

(OLIVEIRA et al., 2012). A pectina é outro composto que se destaca, responsável pela 

alta quantidade de fibras solúveis e insolúveis encontradas no fruto.  

Devido às suas características nutricionais e sabor, a goiaba pode ser utilizada 

tanto para consumo in natura quanto em indústrias, como para a fabricação de sucos, 

doces, geleias, compotas e biscoitos, constituindo importante fonte econômica. 

Entretanto, a vida curta pós-colheita apresentada pelo fruto, torna-se uma limitação 

para a conquista da comercialização no mercado mundial (GILL et al., 2015).  

Além do fruto, outras partes da planta também são utilizadas, com destaque 

para o uso medicinal, construção civil e na obtenção de óleo essencial, devido à 

presença de importantes elementos químicos e do seu efeito biológico (GUTIÉRREZ 

et al., 2008). 

O Brasil é um dos dez principais produtores de goiaba do mundo. Em 2016 

foram colhidas 414.960 toneladas do fruto em 17.119 hectares, havendo uma 

diminuição de 2,2% em relação ao ano de 2015. As regiões Nordeste, Sudeste e Sul 

se destacam como as regiões com a maior produção da cultura. No Estado do Espírito 

Santo, foram colhidas 7.122 toneladas do fruto em 361 hectares (IBGE, 2018). Além 

do Brasil, países como a Índia, Paquistão, Egito e Venezuela também se destacam 

na produção do fruto. 

Dentre o total de cultivares de goiabeiras presentes em todo o mundo, apenas 

algumas são produzidas e comercializadas (CUNHA et al., 2012). As variedades 

Paluma e Rica, destinadas ao consumo industrial, e as variedades Sassaoka e Pedro 

Sato, para o consumo in natura, são destaque no país (OLIVEIRA et al., 2012).  

A época de florescimento das goiabeiras varia em função das condições 

climáticas nos locais de cultivo. Os botões florais costumam ser formados de 47 a 70 

dias após a realização da poda, e os frutos começam a ser produzidos após 90 dias 

contados a partir da poda (OLIVEIRA et al., 2012). Para locais de clima tropical, o 
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florescimento pode ocorrer durante todo o ano, não sofrendo alterações de período 

de floração devido a umidade e a temperatura (CUNHA et al., 2012).  

A planta consegue chegar a 10 metros de altura e sua principal forma de 

propagação é a vegetativa, entretanto a propagação seminal ainda é praticada em 

menor proporção (COSER et al., 2014). Os aspectos vegetativos e reprodutivos de 

espécies vegetais proporcionam uma base informativa para a condução de práticas 

em espécies vegetais, visando aumento de produção e a sua correlação entre o 

fenótipo e a expressão de características gênicas (SILVA, 2017). Considerando os 

estudos realizados em epigenética é possível perceber que abordagem em plantas 

frutíferas em diferentes sistemas de cultivo são raros, com isso, a relação entre o 

fenótipo e a expressão gênica pode ser evidenciada mediante a caracterização e 

efeitos de mecanismos epigenéticos presentes na cultura. 

 

2.4 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA EM ANÁLISE DE 5-mC  

O estudo da metilação do DNA em organismos vegetais, visando quantificar o 

nível de 5-mC em diferentes espécies, é importante para a compressão de fatores 

epigenéticos, bem como, perceber o estado desse mecanismo no genoma. 

Diversos estudos têm sido desenvolvidos visando propor técnicas eficientes na 

detecção da metilação na sequência de DNA, tanto numa perspectiva ampla, como 

em sequências específicas dispostas no genoma. A detecção da metilação tem como 

objetivo, identificar mudanças decorrentes nos organismos e de qual forma isso pode 

refletir no fenótipo. Nos últimos anos, tem-se crescente a análise de metilação no 

âmbito do DNA global, a partir da utilização de sistemas cromatográficos. 

A técnica de estudo por meio da cromatografia foi trazida inicialmente pelo 

químico D. T. Day em 1900, desenvolvendo a cromatografia em coluna (AQUINO 

NETO e NUNES, 2003). Esta técnica constitui-se um método físico-químico utilizado 

para a dissociação de componentes presentes em uma determinada mistura, 

distribuindo-os em duas fases. Uma fase permanece estacionária e a outra se move 

através dela ocorrendo a retenção dos compostos por períodos diferentes, 

ocasionando migrações em tempos distintos dos componentes avaliados (COLLINS 

et al., 2006).  
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Para análise de mecanismos epigenéticos ocasionados no genoma em escala 

global, a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) constitui uma ferramenta 

eficaz para o estudo do comportamento de metilação do DNA. 

A análise por meio da cromatografia tem se expandido. Ela é utilizada para a 

separação e purificação de bases nitrogenadas moleculares, sendo possível fazer o 

estudo dos nucleosídeos, sem causar muitos danos, através da hidrólise ácida, 

permitindo com isso, quantificar e separar os compostos como a citosina e a 5-mC 

(AQUINO NETO & NUNES, 2003). 

Esse tipo de cromatografia possibilita compreender ao exato, através da análise 

quanto de citosinas metiladas estão presentes na sequência de DNA. A hidrólise é 

feita por meio de método químico ou enzimático convertendo os 

desoxirribonucleotídeos individuais em desoxirribonucleosídeos, com prévia remoção 

das moléculas de RNA, de forma a evitar contaminação e interferir no resultado final 

(CHEN et al., 2013).  

Os componentes presentes na molécula de DNA são separados por meio da 

CLAE e quantificados a partir de um detector ultravioleta (UV) pela utilização de 

padrões externos com concentrações conhecidas do composto a ser analisado. É 

possível detectar, além da 5-metilcitosina para estudos de metilação, outras bases 

modificadas que apresentem significado biológico (JOHNSTON, 2005). Além disso, o 

uso da CLAE com sistema UV constitui a principal ferramenta para quantificar o nível 

de citosinas desoxicitidna (dC) e metiladas (5mC) presentes no DNA hidrolisado de 

uma amostra em análise (KURDYUKOV & BULLOCK, 2016).   

Dessa forma, a utilização desta técnica para a análise de compostos químicos, 

torna-se uma ferramenta eficaz devido as suas diversas vantagens, como a redução 

no tempo de análise, alta resolução na identificação de vários compostos em 

diferentes quantidades, eficiência na análise, obtenção de análises quantitativas de 

fácil realização e alta precisão, boa detectabilidade dos componentes avaliados. A 

análise em CLAE permite uma ampla escala de utilização, considerando os 

compostos e a natureza das amostras, além da realização de análises automatizadas 

através de computadores acoplados que permitem comparar os tempos de retenção, 

a concentração e o desempenho cromatográfico realizado (COLLINS et al., 2006).  

Apesar de não ser possível perceber alterações sutis no genoma decorrente da 

metilação, a análise em escala global do genoma constitui uma ferramenta eficaz de 

compreensão dos efeitos epigenéticos sobre os organismos a partir das respostas 
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relacionadas as condições como estresse e aclimatização dos vegetais (JOHNSTON, 

2005). 

É possível perceber que, quando não existem informações acerca de quais 

sequências do genoma apresentam padrões de citosina metilada, a análise de 

metilação global através de um método quantitativo de fácil aplicação e precisão, 

possibilita a obtenção inicial de conteúdo informativo e organismos não-modelos 

(ROZHON et al., 2008). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Mensurar os níveis de 5-mC em genótipos de goiabeiras em diferentes estágios 

de desenvolvimento por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência – CLAE.  

 

3.2 Objetivos Específicos 

Analisar se o mecanismo epigenético de 5-mC atua de forma significativa nas 

fases de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo de um ciclo de produção em 

goiabeiras adultas em campo; 

Verificar se os genótipos de goiabeiras influenciam no perfil global 5-mC;  

Identificar se existe variação no conteúdo de metilação global da 5-mC em 

diferentes tecidos vegetais;   

Relacionar o perfil de 5-mC nos genótipos de Psidium guajava L. com 

caracteres vegetativos e reprodutivos avaliados durante um ciclo de produção. 
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4. MATERIAL E METÓDOS 

4.1 Delineamento experimental e material vegetal  

O pomar experimental foi conduzido na comunidade de Palmeira, localizada na 

cidade de Mimoso do Sul – Espírito Santo (latitude de 21°01’12,99’’ S e longitude 

41°17’13,48W a 250 m de altitude). O pomar foi instalado em março de 2012, em 

delineamento em blocos casualizados com 22 genótipos de goiabeiras (Tabela 1), 

dispostos em três blocos com duas plantas por parcela, constituindo 44 plantas em 

cada bloco e 132 plantas no total. Para as análises de 5-mC foram usadas as primeiras 

plantas de cada genótipo por bloco. 

O tecido foliar foi coletado em plantas a partir de 38 meses após o plantio, na 

segunda poda de produção. As coletas das folhas foram feitas em cinco fases, 

contabilizados em dias após a poda (DAP) – 54 DAP, 91 DAP, 119 DAP, 182 DAP e 

302 DAP – que representaram os respectivos períodos da planta: pós-poda, 

florescimento, frutificação, colheita e pós-colheita (Figura 2). Folhas completamente 

desenvolvidas foram coletadas ao redor da planta e na mesma altura, e 

acondicionadas em nitrogênio líquido para transporte e em seguida armazenadas a -

80°.
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Tabela 1. Descrição dos 22 genótipos de goiabeira utilizados no estudo. As variáveis cor da polpa, textura da casca, massa do fruto, 
massa e rendimento da polpa foram descritas no trabalho de Silva (2017).  

 
 

 

Genótipo Abreviação Tipo 
Cor da 

Polpa 

Textura 

da casca 

Massa do 

fruto (g) 

Massa da 

Polpa (g) 

Rendimento 

de polpa (%) 

Cortibel Lisa Grande CLG Comercial Vermelha Lisa 206,9 148,1 73,1 

Cortibel Lisa Média CLM Comercial Vermelha Lisa 143 106,2 74 

Cortibel 3 CIII Seleção massal Vermelha Rugosa 155 110,4 70,7 

Cortibel Branca Lisa Grande CBLG Comercial Branca Lisa 164,4 121 72,7 

Cortibel 5 CV Seleção massal Vermelha Semi-Lisa 129,9 93,4 71,7 

Cortibel Rugosa Média CRM Comercial Vermelha Rugosa 174,8 132,4 74,9 

Cortibel 7 CVII Seleção massal Vermelha Rugosa 159,9 115,1 71,9 

Cortibel Branca Rugosa Média CBRM Comercial Branca Rugosa 167,9 122 72,4 

Cortibel 9 CIX Seleção massal Vermelha Rugosa 173,3 131,5 75,4 

Cortibel 10 CX Seleção massal Vermelha Semi-Lisa 135,4 97,89 71,8 

Cortibel 11 CXI Seleção massal Vermelha Semi-Lisa 172 120,1 70,3 

Cortibel 12 CXII Seleção massal Branca Rugosa 132,4 85,6 65,5 

Cortibel 13 CXIII Seleção massal Vermelha Semi-Lisa 145,5 106,4 72 

Cortibel Rugosa Grande CRG Comercial Vermelha Rugosa 193,6 145,3 74,5 

Cortibel Semi-Lisa Grande CSLG Comercial Vermelha Lisa 193,9 148,1 76,7 

Cortibel 16 CXVI Seleção massal Branca Lisa 149 111,4 74 

Cortibel 17 CXVII Seleção massal Vermelha Semi-Lisa 162,8 121,8 74,3 

Sassaoka SSK Comercial Vermelha Rugosa 140,3 98,46 70,1 

Pedro Sato PS Comercial Vermelha Semi-Lisa 180,7 134,6 73,9 

Século XXI SXXI Comercial Vermelha Semi-Lisa 165,8 117,5 70,4 

Paluma Paluma Comercial Vermelha Semi-Lisa 153,4 107,8 70,3 

Roxa Roxa Comercial Roxa Rugosa 102,6 71,3 69,5 



38 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Fases analisadas sobre o desenvolvimento das goiabeiras. A: Pós-poda, B: 
Florescimento, C: Frutificação, D: Colheita, E: Pós-colheita. 
 

Os genótipos Cortibel Rugosa Média, Cortibel 11, Cortibel Rugosa Grande, 

Paluma e Século XXI foram utilizados para a análise do nível de 5-mC em diferentes 

tecidos nas plantas com 68 meses a partir do tecido foliar coletados no mesmo dia. 

Os tecidos vegetais avaliados foram gema apical, folha nova, folha desenvolvida, 

galho e botão floral (Figura 3). 
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Figura 3. Tecidos de goiabeira analisados para o %5-mC. A: Gema apical, B: Folha 

nova, C: Folha desenvolvida, D: Galho, E: Botão floral. 

 

4.2. Avaliação de 5-mC por CLAE 

 4.2.1 Extração do DNA genômico 

Para extração do DNA genômico, foi utilizado o protocolo descrito por Doyle e 

Doyle (1990) com modificações. O tecido vegetal foi macerado em nitrogênio líquido 

e homogeneizado em 700µl da solução tampão de extração (NaCl -1,4 mol/L, Tris-

HCl pH 8,0 – 100 mmol/L, EDTA pH 8,0 – 20 mmol/L, PVP - 1%, CTAB - 2%, β-

mercaptoetanol - 0,2%, água de osmose reversa) e incubado à 37 °C em banho seco 

por 30 min. Em seguida adicionou-se 650 µl de clorofórmio-álcool isoamílico (CIA), 

homogeneizado a mão por 10 min e centrifugado por 9 min a 10.000 rpm. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo de 2,0 mL. Adicionou-se 200 µL de tampão 

C B A 

D E 
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de extração e 650 µL de CIA e homogeneizou-se novamente por 5 min. A solução foi 

centrifugada por mais 9 min a 10.000 rpm. Posteriormente, a fase aquosa foi 

transferida para um tubo de 1,5 ml, adicionando 620 µL de CIA e centrifugado por 

mais 10.000 rpm por 9 min. O sobrenadante foi adicionado a novos tubos de 1,5 ml e 

o DNA precipitado com 500 µl de isopropanol gelado, mais 230 µL de acetato de 

amônio e homogeneizado por 5 min.  A mistura foi centrifugada por 10.000 rpm por 9 

min. Nessa fase foi formado o pellet e o sobrenadante foi descartado. Utilizando 250 

µL de etanol 70%, foi feita a lavagem do pellet por três vezes, centrifugando à 12000 

rpm por 3 min a cada lavagem. Em seguida foi feita a secagem do pellet incubando-o 

por 1h:30 min a 37°C. Para a eliminação de resquícios de RNA, o DNA foi ressuspenso 

em 30 µL de TE com RNAse (40 µg/mL) e mantido em banho-maria a 37°C por 30 

min. A qualidade e a concentração do DNA foram estimadas utilizando o 

espectrofotômetro NanoDrop® com a absorbância na relação 260/280 na faixa de 1,8 

a 2,0. 

 

4.2.2 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência - CLAE 

Para a quantificação da 5-mC nas folhas coletadas nos diferentes períodos, 

utilizou-se uma metodologia global via CLAE. Para tanto, após a etapa de 

quantificação do DNA genômico, o mesmo foi ajustado a uma quantidade de 30 µg de 

DNA em 100 µL de água. A hidrólise ácida do DNA obtido foi realizada adicionando 

50 µL de ácido perclórico 70% (v/v) e aquecimento a 100 ºC em banho-maria por 60 

minutos e posterior ajuste do pH (3 – 5) (CHEN et al., 2013). 

A análise cromatográfica foi realizada utilizando um sistema de cromatografia 

líquida de alta eficiência, modelo Shimadzu LC - 20AT, detector de arranjo de 

fotodiodo (Shimadzu SPD - M20A), coluna C18 de aço inox (Shimadzu VP - ODS Shim-

pack 250 mm x 4,6 mm d. i., 5 µm de tamanho de partícula). A fase móvel operou em 

forma isocrática e foi constituída de solução aquosa de KH2PO4 50 mmol L-1 com pH 

5,8; fluxo de 0,5 mL min -1. O comprimento de onda utilizado foi de 285 nm (CHEN et 

al., 2013).  Após análise, o sistema cromatográfico foi limpo com um fluxo de água 

ultrapura (18,2 MΩ.cm) de 0,5 mL min-1 por 15 minutos, seguido de 15 minutos, no 

mesmo fluxo, de 90/10 (v/v) de metanol/água ultrapura. 

A quantificação da citosina (C) e 5-mC foi realizada pelo método do padrão 

externo. As soluções padrão estoque de C e 5-mC, foram preparadas utilizando 
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padrões (Sigma-Aldrich) de 99% de pureza. As concentrações finais foram de 400 

µmol L-1 de citosina e 20 µmol L-1 de 5-metilcitosina. A partir dessas soluções foram 

preparadas soluções de trabalho para a realização da curva-padrão utilizando seis 

concentrações variando de 1 µmol L-1 a 30 µmol L-1 de C e 0,25 µmol L-1 a 9 µmol L-1 

de 5-mC.  Para o cálculo da porcentagem de 5-mC no DNA foi realizado de acordo 

com a equação: %5-mC = [5-mC / (C + 5-mC)] x 100. 

 

4.3 Avaliações fenotípicas 

Após a poda de produção, foram selecionados e marcados quatro ramos, que, 

concomitantemente durante o período de realização das coletas das folhas, foram 

avaliados caracteres vegetativos e reprodutivos nos ramos e obtida a média para cada 

variável analisada. Aos 54 dias após a poda foram avaliados os caracteres 

vegetativos: número de brotos no ramo ao ano (NBRA) - quantidade de brotos 

emitidos; comprimento dos brotos nos ramos ao ano (CBRA) - comprimento de cinco 

brotos selecionados aleatoriamente em centímetros. Os caracteres reprodutivos foram 

avaliados a partir de 91 dias após a poda, no qual foram avaliados: número de botão 

floral (NBF) e flor aberta (FA) - quantidade de ambas as características reprodutivas 

avaliadas em ramos previamente marcados. Aos 119 dias foi avaliado o número de 

frutos - quantidade de frutos formados presentes nos ramos marcados nas plantas. A 

produção foi obtida mediante o peso em quilogramas do total de frutos obtido em cada 

genótipo durante o ciclo. 

 

4.5 Análises estatísticas  

 O experimento foi instalado em delineamento experimental de blocos ao acaso 

com 22 genótipos de goiabeiras, sendo que cada parcela foi composta por duas 

plantas. Neste trabalho, para avaliação da metilação, trabalhou-se com uma planta 

por repetição via analise em esquema fatorial 22 x 5 (Fator 1: genótipos; Fator 2: fase 

de desenvolvimento). 

Os dados coletados foram analisados através da análise de variância e as 

médias foram comparadas pelos testes de médias de Tukey e Scott-Knott a 5% de 

probabilidade. A escolha do método para o teste de média baseou-se no número de 

tratamentos dentro de cada desdobramento. 
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Os dados foram padronizados e submetidos à análise multivariada, calculando 

a matriz de dissimilaridade pelo método de Mahalanobis dos 22 genótipos com os 

dados de %5-mC dos cinco períodos de coleta. Posteriormente, foi realizado o 

agrupamento dos genótipos pelo método Unweighted Pair Group Method using 

Arithmetic averages (UPGMA) (SNEATH & SOKAL, 1973). Os resultados são 

apresentados em formato heatmap.   

Os dados fenotípicos foram submetidos à análise de correlação de Pearson (r), 

testado a significância pelo método de “t”. As análises estatísticas foram realizadas 

com o uso do software de ambiente livre R (2018) associado ao uso dos pacotes, 

ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2013), e o programa Genes (CRUZ, 2012). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Variação do perfil de metilação global nas fases de desenvolvimento de 

goiabeiras 

A média geral de metilação global em goiabeira foi de 20,27%, variando entre 

os genótipos de 16,34% a 26,14% (Tabela 2) e de 19,90% a 20,99% entre as fases 

estudadas.  

. 

Tabela 2. Percentual de 5-mC de 22 genótipos de goiabeiras em cinco fases de 

desenvolvimento da planta em um ciclo de produção. 

 

 

Genótipo 

Fases de Desenvolvimento 

Média 

 Vegetativo Reprodutivo Vegetativo 

Pós - 
poda 

Florescimento Frutificação     Colheita 
Pós - 

colheita 

CLG 20,85 21,56 21,73 19,82 21,21 21,03 

CLM 19,26 19,30 19,14 22,76 22,69 20,63 

CIII 20,29 20,33 23,78 20,80 22,17 21,47 

CBLG 22,16 21,12 18,69 20,00 16,98 19,79 

CV 21,72 18,10 19,69 19,45 19,68 19,73 

CRM 21,79 21,42 21,65 21,99 24,65 22,30 

CVII 14,43 14,40 20,95 14,72 17,22 16,34 

CBRM 21,80 19,04 19,07 21,30 17,73 19,79 

CIX 20,41 20,28 18,21 22,18 21,14 20,44 

CX 16,67 20,94 24,07 19,14 10,94 18,35 

CXI 17,66 19,99 18,96 19,62 22,01 19,65 

CXII 16,62 19,80 19,52 20,49 23,12 19,91 

CXIII 16,30 20,73 18,27 17,53 10,66 16,70 

CRG 17,54 19,90 17,41 22,16 21,70 19,74 

CSLG 13,70 21,65 22,01 20,65 21,99 20,00 

CXVI 24,15 20,75 22,40 17,86 21,53 21,34 

CXVII 16,67 17,64 18,50 14,59 17,64 17,01 

Roxa 31,21 19,12 22,19 19,77 21,31 22,72 

Sassaoka 35,78 23,53 25,26 22,81 23,56 26,19 

Pedro Sato 28,58 21,78 21,73 18,06 21,15 22,26 

SécXXI 22,35 19,27 20,93 20,37 22,70 21,12 

Paluma 21,94 18,02 16,45 21,66 19,16 19,45 

Média 20,99 19,94 20,48 19,90 20,04 20,27 
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Embora sem diferenças significativas observadas entre as fases estudadas 

(Figura 4), verificou-se que os períodos vegetativos (Pós-poda e Pós – colheita) 

apresentaram os maiores desvios padrões quanto ao perfil de metilação global em 

comparação com os períodos reprodutivos (Florescimento, Frutificação e Colheita).  

Os valores encontrados para os genótipos nas fases de pós-poda e pós-colheita foram 

de 13,70% a 35,78% e 10,66% a 24,65% de 5-mC, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Percentual de 5-mC nas fases pós – poda (54 dias após a poda - DAP); 

florescimento (91 DAP), frutificação (119 DAP), colheita (182 DAP), pós – colheita 

(302 DAP), ao longo do um ciclo de produção em pomar experimental com 22 

genótipos de goiabeiras. As barras denotam o desvio padrão para cada fase. Letras 

iguais não diferem entre si. 

Os 22 genótipos de goiabeiras foram analisados quanto ao percentual de 5-mC 

e as diferenças observadas estão apresentados na Figura 5. 
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Figura 5. Porcentagem média de 5-mC em 22 genótipos de goiabeiras, considerando 

as cinco fases estudadas (Pós-poda, florescimento, frutificação, colheita e pós-

colheita). As barras apresentam os desvios padrões obtidos em três repetições nas 

cinco coletas em fases vegetativas e reprodutivas, totalizando 15 dados por genótipo. 

As médias seguidas pela mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott 

ao nível de 5% de significância. 

 

Através da análise dos resultados obtidos, percebeu-se a cultivar comercial 

Sassaoka em média (26,19%) superior aos demais genótipos quanto ao conteúdo 

global de citosina metilada, evidenciando a condição de hipermetilação em relação 

aos demais genótipos. A maioria das cultivares comerciais (CLG, CLM, CIII, CRM, 

CXVI, Pedro Sato, Roxa e Século XXI) agrupando-se no grupo com a segunda maior 

média de 5-mC global (Figura 5). Os genótipos (CBLG, CV, CBRM, CIX, CX, CXI, CXII 

CRG, CSLG, Paluma) não diferiram entre si pelo teste quanto as médias. Os genótipos 

mais hipometilados foram CVII, CXIII, CXVII (Figura 5). Os genótipos Sassaoka, 

Cortibel X, Pedro Sato e Roxa possuíram os maiores desvios padrões considerando 

as cinco fases estudadas, evidenciando maior variação do mecanismo epigenético 

estudado nestes genótipos durante o ciclo de produção (Figura 5). 
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Verificou-se interação da metilação global de citosina nos genótipos em função 

das fases do desenvolvimento estudado. O desdobramento do efeito da interação foi 

realizado e apresentado de forma gráfica (Figura 6). Das cinco fases estudadas, em 

quatro (pós-poda, frutificação, colheita e pós-colheita) houve diferenças estatísticas 

entre genótipos. As fases reprodutivas foram as de maior uniformidade dos genótipos 

quanto a metilação global do DNA, com destaque para a fase do florescimento, na 

qual não houve diferenças significativas entre genótipos. Nesta fase alto desvio foi 

verificado para os genótipos CX e Sassaoka.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Análise dos genótipos dentro de cada nível de desenvolvimento da espécie. 

As análises em boxplots representam o percentual global de 5-metilcitosina dos 

genótipos em cada fase estudada, com os desvios padrões e seu respectivo teste de 

médias obtidas por meio de Scott-Knoot a 5% de significância. 
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Na fase pós-poda (54 DAP), período de intenso crescimento vegetativo, os 

genótipos apresentaram maior variação no perfil global de metilação (13,70% a 

35,78%), formando quatro grupos de genótipos considerando as médias. Este 

resultado evidencia que em goiabeiras a fase de intenso crescimento vegetativo 

apresenta maior instabilidade no mecanismo epigenético de metilação da citosina 

entre genótipos. O genótipo Sassaoka foi o mais hipermetilado nesta fase (35,78% de 

5mC) diferindo estatisticamente dos demais e seguido pelos genótipos Pedro Sato e 

Roxa que não diferiram estatisticamente entre si. Os genótipos CLG, CLM, CIII, CBLG, 

CV, CRM, CBRM, CIX, CXVI, Paluma e Século XXI não diferiram estatisticamente. Os 

genótipos mais hipometilados foram CVII, CX, CXI, CXII, CXIII, CRG, CSLG e CXVII, 

dos quais apenas um comercial. 

Ao longo do florescimento, frutificação e colheita, verificou-se maior 

homogeneidade do comportamento dos genótipos quanto à metilação global da 

citosina, constatado pela menor variação da característica mensurada entre os 

genótipos. Assim, na fase de pleno florescimento (91 DAP) não houve diferenças 

estatísticas significativa entre os genótipos, que variaram entre 14,40% a 23,53% de 

5-mC.  

Na fase de frutificação (119 DAP) os genótipos agruparam-se em dois grupos 

sendo os mais metilados os genótipos CLG, CIII, CRM, CVII, CX, CSLG, CXVI, 

Sassaoka, Pedro Sato, Roxa e Século XXI. Os genótipos de menor metilação global 

do DNA foram CLM, CBLG, CV, CBRM, CIX, CXI, CXII, CXIII, CRG, CXVII e Paluma. 

Durante a colheita (182 DAP), as médias variaram de 14,59% a 22,81% de 5-

mC. Os genótipos CLG, CLM, CIII, CBLG, CV, CRM, CBRM, CIX, CX, CXI, CXII, CRG, 

CSLG, Sassaoka, Paluma, Roxa e Século XXI apresentaram as maiores médias, 

diferindo dos demais que variaram de 14,59% a 18,06% de 5-mC (CVII, CXIII, CXVI, 

CXVII e Pedro Sato).  

Para o período vegetativo de Pós-colheita (302 DAP), houve maior variação 

entre os genótipos em relação às fases de período reprodutivo. A metilação global em 

torno de 19,16% a 24,65% foi detectada para os genótipos CLG, CLM, CIII, CV, CRM, 

CIX, CXI, CXII, CRG, CSLG, CXVI, Petri, Paluma, Pedro Sato, Roxa, Século XXI que 

não diferiram entre si. No entanto, houve diferenças significativas em comparação 

com as duas cultivares brancas (CBLG e CBRM), o genótipo CVII e CXVII. O genótipo 

CVII apresentou baixos valores de metilação em todas as fases, a exceção da 

frutificação, comportamento similar ao genótipo CXVII.  Os genótipos CX e CXIII 
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apresentaram diferenças estatísticas significativas quanto aos demais, demonstrando 

expressiva redução na metilação global para 10,94% e 10,66%, respectivamente. 

Considerando a análise dos genótipos por fase, a maioria dos genótipos não 

apresentaram diferenças de médias do conteúdo de metilação global entre as fases 

estudadas (Sup 1). Entretanto, dez genótipos apresentaram interação significativa 

entre fases (Figura 7), sendo evidenciado dois comportamentos distintos. Um com 

genótipos com menor valor de %5-mC na fase pós-poda e aumento progressivo nas 

demais fases (genótipos CVII, CX, CXII, CXIII e CSLG). Em outro a maior 

porcentagem de metilação global ocorreu na fase pós-poda (Cortibel XVI, Sassaoka, 

Paluma, Pedro Sato e Roxa). Os genótipos CXII e CSLG apresentaram um percentual 

de 5-mC geralmente constante ao longo do desenvolvimento reprodutivo. 

A Cortibel VII manteve o percentual de 5-mC similar nos períodos de pós-poda, 

florescimento e colheita, com maior valor na fase de frutificação, seguido pela pós-

colheita. Esse mesmo comportamento durante a frutificação foi observado para a 

Cortibel X, que apresentou o menor nível de 5-mC no período de pós colheita, da 

mesma forma que foi retratada na Cortibel XIII. 

Houve um comportamento similar, estatisticamente igual, para os períodos de 

florescimento, frutificação e colheita conforme observado para Cortibel XII e Cortibel 

XIII, diferindo esta última pela similaridade também para a fase de pós-poda. Os 

genótipos Cortibel SLG, Sassaoka, Pedro Sato e Roxa não diferiram estatisticamente 

entre si para as quatro últimas fases de desenvolvimento, diferindo apenas no período 

de pós-poda. 



50 
 

Figura 7. Genótipos que apresentaram interação entre as fases de desenvolvimento e o conteúdo de 5-mC. As médias seguidas pela 

mesma letra não diferem entre si pelo teste Scott-Knott ao nível 1% de significância. 
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Ao analisar os níveis de 5-mC nos 22 genótipos avaliados através da análise 

de agrupamento em UPGMA, foi possível perceber a formação de dois grupos 

principais (Figura 8). Um dos grupos foi composto pelos genótipos de cultivares 

comercias Sassaoka, Pedro Sato e Roxa e o segundo grupo formado envolveu os 17 

genótipos de Cortibel, além de Século XXI e Paluma. 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 8. A: Heatmap demonstrando o percentual de 5-mC para cada genótipo nas 

cinco fases de desenvolvimento ao longo do ciclo de produção. A escala de cores 

determina quanto mais escuro maior a % 5-mC. B: dendograma dos grupos formados 

de acordo com o percentual de 5-mC considerando os níveis de metilação dispostos 

nas cinco fases de desenvolvimento de Psidium guajava L. 

 

 Com base no ponto de corte de 15% no nível de fusão dos grupos no 

dendograma (Figura 6B), o maior grupo se subdividiu em seis subgrupos menores: 

CXI, CXII, CRG, CLM, CIX (grupo I), CSLG (Grupo II), paluma, CBRM, CBLG (Grupo 

III), CXVI, Século XXI, CV, CRM, CIII, CLG (Grupo 4), CXVII, CVII (Grupo 5), CXIII, 

CX (Grupo 6). E o menor grupo se dividiu em Pedro Sato e Roxa (Grupo 7) e Sassaoka 

(Grupo 8). 

A 

B 
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Para que pudesse visualizar os níveis de 5-mC em decorrência dos diferentes 

genótipos avaliados a partir da análise de agrupamento, foi gerado um gráfico em 

formato heatmap. O gráfico em heatmap mostra um gradiente de cores, ao qual a cor 

mais forte representa os maiores percentuais de 5-mC nos genótipos e as cores mais 

fracas são característicos dos indivíduos com condições mais hipometilados. 

 

5.2 Correlação e dispersão entre % 5-mC e características fenotípicas 

Os caracteres fenotípicos avaliados nos ramos selecionados após a poda foram 

submetidos juntamente com o percentual de 5-mC. Verificou-se a existência de 

correlação negativa significativa entre o perfil global de 5-mC e o número de flores 

abertas na fase de florescimento (Figura 9). Além disso, foi possível perceber que 

houve correlação dos genótipos em virtude do conteúdo expresso de 5-mC, bem 

como, a presença também de correlação presente entre a quantidade de brotos no 

ramo do ano formados de acordo com o conjunto de genótipos avaliados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 

Figura 9. Correlação de Pearson com significância testado pelo método de “t” através do resultado de 5-mC com os caracteres 

morfoagronômicos avaliados. gen: genótipos; met: metilação; NBRA: número de brotos no ramo ao ano; CB: comprimento dos brotos; 

NBF: número de botão floral; NFA: número de flores abertas; PROD: produção.



54 
 

Além da análise de correlação, foi possível perceber o comportamento dos 

genótipos, associando os caracteres morfoagrômicos com as respectivas fases de 

desenvolvimento por meio do conteúdo de 5-mC utilizando gráficos de dispersão 

(Figura 10). 

O genótipo Sassaoka apresentou baixos valores de número de brotos durante 

a fase pós-poda; e baixo número de flores abertas no período de florescimento. Em 

ambos os períodos apresentou alto percentual de 5-mC. Entretanto, apresentou uma 

das maiores produções, com destaque também para o número de frutos. 

O genótipo Roxa apresentou comportamento inverso ao de Sassaoka, embora 

com a segunda maior média de metilação global entre genótipos, apresentou o maior 

número de brotos, baixo número de botão floral e baixa produção.  

Os genótipos CVII, CXIII e CXVII de menores médias de 5-mC, portanto os 

mais hipometilados apresentaram maiores produções. 
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Figura 10. Dispersão gráfica de 22 genótipos de goiabeira em cada variável agronômica dentro dos níveis de 5-mC ao longo do 

desenvolvimento vegetativo e reprodutivo da cultura. 
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5.3 % de 5-mC em tecidos diferenciais de goiabeira 

Não houve variação estatisticamente significativa quanto à metilação global da 

citosina considerando diferentes órgãos vegetativos e reprodutivos (folhas jovens e 

desenvolvidas, galho, gema apical e botão floral) em cinco genótipos (Figura 11). O 

percentual de 5-mC entre os tecidos variou de 22,26% a 23,20%. Para a gema apical, 

folha nova e folha desenvolvida, foram encontrados 22,41%, 22,45% e 22,55% de 5-

mC, respectivamente, sem diferenças significativas entre os tecidos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Percentual de 5-mC em órgãos vegetativos e reprodutivos determinado por 

CLAE. FD: folhas desenvolvidas; FD: folha desenvolvida; FN: folha nova; GA: gema 

apical; G: galho; BF: botão floral; ns: não signicativo. Paluma e Século XXI não 

apresentaram botão floral durante a coleta realizada. 
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6. DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos com as goiabeiras demonstram diferenças no perfil de 

metilação global do DNA dos genótipos avaliados ao longo do ciclo de produção. 

Desconsiderando o genótipo Sassaoka, de maior conteúdo de metilação global, os 

genótipos de maiores porcentagens de 5-mC também apresentaram diferenças em 

relação a características vegetativas (Figura 4). 

Dentre os tratos culturais em espécies frutíferas, por exemplo, a poda 

configura-se um procedimento que visa a remoção de todos as brotações laterais e 

nos ápices, conferindo a redução na competição dos brotos por nutrientes, aumento 

na penetração da luz, diminuição na ocorrência de pragas e doenças, e a melhoria na 

produção de frutos (TUZEL, 2013). Com isso é possível uniformizar todo o 

desenvolvimento da planta. 

De acordo com os dados da literatura uma ampla variação quanto ao conteúdo 

global de 5-mC foi relatada em estudo com 54 espécies de angiospermas, as quais 

variaram entre 5,34% (Arabidopsis thaliana) a 39,18% (Narcissus buguei). Neste 

estudo o conteúdo de 5-mC foi posteriormente correlacionada com o tamanho do 

genoma (ALONSO et al., 2015). Os resultados encontrados para goiabeiras neste 

estudo estão entre os valores que mais ocorreram em plantas. 

Assim, considerando o tamanho do genoma, Psidium guajava apresenta valor 

2C=0.95 (COSER et al., 2012), e os valores globais de 5-mC nos genótipos de 

goiabeiras variaram entre 10,66% a 35,78%, associada as fases de desenvolvimento 

vegetativo e reprodutivo, obtendo-se para a cultura de forma geral 20,27% de 

metilação das citosinas. Valores de conteúdo e metilação do DNA também foram 

mensurados para outras espécies da mesma família botânica de Myrtaceae, como o 

eucaliptos em geral apresentam conteúdo de DNA 2C em torno de 1 (PRAÇA et al., 

2009), e estudos realizados com brotações de Eucalyptus urophyla e Eucalyptus 

grandis, relatou-se a análise em três momentos de desenvolvimento das plantas 

obtendo-se em relação a 5-mC os percentuais de 13,7% aos oito anos, 12,6% aos 

dois anos e 11,3% com mudas de 3 semanas (MANKESSI et al., 2011). Em Myrtus 

communis L. na análise para o conteúdo de metilação notou-se a presença de 11% 

de 5-mC disposto no genoma (PARRA et al., 2001). 

Diferenças significativas no nível de 5-mC nas fases de desenvolvimento 

vegetativo foram relatadas em tabaco, em análises do tecido foliar pela metodologia 
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Methylation Sensitive Amplification Polymorphism (MSAP) em cinco genótipos 

avaliados em cinco diferentes regiões. Os maiores valores foram observadas durante 

o estágio de roseta (fase vegetativa), e reduzindo ao longo do desenvolvimento. O 

menor nível de 5-mC foi observado na fase reprodutiva de floração (ZHANG et al., 

2015). 

Não há relatos de perfil de 5-mC entre genótipos na mesma condição 

experimental em campo, como relatado neste estudo. Através desse estudo em 

goiabeiras é possível inferir que houve pouca influência ambiental sobre as fases de 

desenvolvimento e há uma maior influência do genótipo no controle epigenético 

relacionados às fases reprodutivas nas plantas de goiabeira. Os sinais ambientais 

podem ser integrados a conformação da cromatina e atuando no desenvolvimento e 

função do genoma do indivíduo, que por sua vez, esses sinais podem também estar 

presentes nas vias de sinalização hormonal na cromatina dos meristemas vegetais 

(BRÄUTIGAM & CROCK, 2018). As fases de pós-poda e pós-colheita foram as que 

tiveram as maiores diferenças entre os genótipos quanto ao nível de 5-mC. A 

ocorrência da poda e o estresse gerado pela colheita são reflexos desse resultado. 

Considerando os resultados obtidos em goiabeiras, foi possível perceber uma 

variação maior no nível de 5-mC durante o período vegetativo em comparação com o 

período reprodutivo. Na fase pós-poda, foi o momento de maior variação dos 

genótipos, que vão se modificando ao longo do ciclo de produção avaliado. Embora 

não tenham ocorrido diferenças significativas entre as fases de desenvolvimento da 

goiabeira, a partir da análise dos genótipos ao longo do ciclo de produção, verificou-

se que alguns deles demonstraram diferenças significativas ao longo do 

desenvolvimento. 

Dentre os 22 genótipos, a cultivar Sassaoka foi destaque com maior percentual 

de 5-mC, em especial durante o período da pós-poda. Considerando as suas 

caraterísticas agronômicas e pontos de estudo morfoagronômicos, ela se sobressai 

por sua alta produtividade, elevada vida útil de frutos pós-colheita, frutos grandes e 

arredondados com cloração rosa-claro, casca muito rugosa, bom desempenho em 

ambientes favoráveis, baixa influência ambiental sob a composição química de óleos 

essenciais (BARBOSA & LIMA, 2010; SILVA, 2017; SOUZA et al., 2017). O 

mecanismo epigenético de 5-mC é transmitido para a progênie, o qual pode resultar 

em elemento na análise de variação quantitativa entre as variedades, possibilitando 

assim, novos enfoques para o melhoramento vegetal (GALLUSCI et al., 2017).   



59 
 

No contexto geral estatístico da 5-mC entre os genótipos, Pedro Sato e CLG 

não diferiram significativamente. Esses genótipos, juntamente com Sassaoka 

apresentam similaridades quanto ao número de brotações (SILVA, 2017). Os 

genótipos Roxa e CXVI foram similares quanto ao incremento do diâmetro do ramo 

ortotrópico e no comprimento dos brotos do ramo do ano, apresentando os maiores 

números de brotos nesta poda (caracterizado como poda inverno no trabalho de Silva 

(2017) (Sup. 2).  

Os genótipos CVII, CXIII, CXVII apresentaram as menores médias de 5-mC, 

sugerindo que tiveram menor influência do mecanismo do controle epigenético aqui 

em estudo, apresentando uma condição de hipometilação dentre os demais, o que 

pode induzir um aumento na expressão expressão gênica (XU et al., 2016). A análise 

dos tecidos foliares coletados ao mesmo tempo e estágios de desenvolvimento, 

possibilita perceber diferenças nos genótipos quanto ao percentual de 5-mC, 

retratando uma heterogeneidade atribuída a manifestação de características 

epigenéticas (ALONSO et al., 2014). 

As diferenças apresentadas no percentual de 5-mC nos tecidos vegetais está 

provavelmente associada com diferentes vias de metilação presente no organismo 

(BARTELS et al., 2018). Entretanto os tecidos avaliados não demonstraram diferenças 

entre eles. Como a análise ocorreu após os genótipos estarem completamente 

desenvolvidos e em intensa fase de produção, pode ser um indício para que o 

conteúdo de 5-mC se manteve estável entre eles. 

Notou-se a diferença significativa quanto a 5-mC nos genótipos, e o 

desdobramento realizado de cada um deles nas cinco fases de desenvolvimento da 

planta infere-se que uma hipótese a ser levantada a respeito do comportamento 

diferencial da metilação na pós-poda nesse estudo realizado com as goiabeiras, pode 

estar relacionada a uma reposta dos genótipos às condições ambientais imposta pelo 

corte dos galhos, de forma a favorecer o crescimento da brotação para o 

desenvolvimento vegetativo e resposta ao estresse gerado pelo trato cultural.  

As variações dos genótipos nas fases de desenvolvimento vegetativos foram 

maiores em comparação com o período reprodutivo. Em análise realizada com 

amostras de tabaco provenientes de períodos de desenvolvimento distintos, notou-se 

a distribuição das amostras coletadas durante a fase vegetativa com comportamento 

mais próximos de 5-mC. Por outro lado, as amostras coletadas durante a fase 

reprodutiva apresentaram distribuição mais espaçada em torno da área, e com isso a 
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variação no teor de 5-mC nas amostras ao longo do desenvolvimento reprodutivo 

foram maiores que as encontradas ao longo do desenvolvimento vegetativo (ZHANG 

et al., 2015).  

Padrão de comportamento similar em todas as fases analisadas foi verificado 

para os genótipos CLG, CIII, CRM e Século XXI, que foram iguais em todas as fases 

avaliadas. Os três primeiros também permaneceram unidos no mesmo grupo em 

estudos com óleos essenciais (MENDES et al., 2018; SOUZA et al., 2017).  

As mudanças mais expressivas observadas no comportamento dos genótipos 

foram da progressão da fase vegetativa para a fase reprodutiva, e isso leva a 

ocorrência de padrões epigenéticos, como a 5-mC, de forma a atuar expressivamente 

no fenótipo da planta. Esse comportamento pode estar sendo evidenciado a partir dos 

resultados apresentados por Silva (2017) na análise de caracteres reprodutivos. A 

presença de botões florais começaram a aparecer entre 75 a 90 dias após a poda, 

entretanto nos genótipos CVIII, CXII, e Século XXI, foram precoces com o 

aparecimento aos 15 dias logo após a poda em pelo menos uma das repetições. Por 

outro lado, a CLM e Paluma iniciaram a emissão de botão floral aos 75 dias e a 

formação de frutos aos 90 dias. Esse mesmo comportamento foi evidenciado para os 

genótipos CV, CRM, CBRM e Pedro Sato (Sup. 3). 

Padrão diferencial ao longo de avaliações também apresentaram 

comportamento diferentes em estudos com culturas embriogênicas de araucária 

(Araucaria angustifolia) realizado por Fraga et al. (2016), apresentando um padrão 

heterogêneo em ciclos de multiplicação variando entre 10.55 a 20.04% de 5-mC. 

Quando foram adicionados reguladores de crescimento, foi obtido comportamento 

diferencial entre os ciclos na faixa de 10.03 a 15.98 % 5-mC. 

A alteração no perfil de 5-mC ocorrem em função de interação com as fases de 

desenvolvimento da planta. De acordo com Silva (2017), isso demonstra que o 

genótipo exerce grande papel nas fases reprodutivas e vegetativas de goiabeiras e a 

poda, no qual realizou-se este experimento (chamada de poda no inverno no trabalho 

de Silva, 2017) houve maior ciclo vegetativo e maiores números de brotos, em relação 

a poda realizada no verão. 

O agrupamento dos genótipos, evidenciou as Cortibel X e XIII permaneceram 

no mesmo grupo, além disso, houve a proximidade na análise em heatmap, diferindo 

apenas nas fases de florescimento e frutificação. Essa característica foi evidenciada 

em estudos morfológicos e moleculares na avaliação da diversidade genética 
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realizado por Coser et al., (2012) e para a diversidade de goiabeiras através de dados 

morfológicos durante o período de desenvolvimento vegetativo (SILVA, 2017). 

A transição do crescimento vegetativo para o crescimento reprodutivo é 

regulado por vias de floração que são controladas através de fatores ambientais e 

atuação de genes endógenos, e essa mudança de ciclos constitui um dos momentos 

importantes para o desenvolvimento das plantas, uma vez que a iniciação floral é 

essencial para a produção, refletindo no sucesso reprodutivo (YRUELA, 2015). 

Houve correlação negativa entre o número de flor aberta com o percentual de 

5-mC, ou seja, o aumento da 5-mC ocasionou a diminuição na quantidade de flores 

abertas analisadas durante o período de florescimento.  

As características fenotípicas dos vegetais podem ser influenciadas pela 

regulação do contexto gênico induzido através da metilação do DNA e, dessa forma, 

a dinâmica atribuída por esse mecanismo epigenético no genoma dos organismos são 

de suma relevância para apresentar esse mecanismo nos processos de 

desenvolvimento dos vegetais e adaptações à fatores externos (ZHANG et al., 2015). 

Correlações referentes às variações apresentadas no nível de 5-mC com traços 

ecológicos foram consideradas relevantes para reprodução em H. foetidus, sendo 

possível perceber que, à medida que o genoma era mais hipometilado elas tendiam a 

apresentar tamanho similar e maior capacidade de reprodução em relação àquelas 

mais hipermetiladas. Com o passar dos anos, essas diferenças apresentadas eram 

manifestadas na sobrevivência individual, na longevidade do organismo e produção 

de sementes (ALONSO et al., 2014). Além disso, os autores relataram significância 

na relação entre o percentual de 5-mC e o conjunto de frutos e massa nas sementes.  

O genótipo Sassaoka pode ser um elemento de destaque no estudo de genes 

que podem estar atuando devido a ocorrência de 5-mC. As características fenotípicas 

dos vegetais podem ser influenciadas pela regulação do contexto gênico induzido 

através da metilação do DNA e, dessa forma, a dinâmica atribuída por esse 

mecanismo epigenético no genoma dos organismos são de suma relevância para 

apresentar esse mecanismo nos processos de desenvolvimento dos vegetais e 

adaptações à fatores externos (ZHANG et al., 2015). 

Os mecanismos epigenéticos ocorrem durante os processos de divisões 

celulares, e as características associadas, como a 5-mC, tendem a passar de uma 

geração para outras, modificando por sua a conformação da cromatina. Não foi 

evidenciado variações entre os níveis de 5-mC dispostos no tecidos avaliados.  
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A metilação do DNA desempenha um papel maior na diferenciação entre os 

indivíduos em comparação com as fases de desenvolvimento. Além disso, apesar de 

haver muitas alterações na expressão genica e essas ocorrerem durante o 

desenvolvimento dos tecidos nos organismos vegetais, há poucas evidências 

associada a variação em tecido-especifico da 5-mC nesse processo de 

desenvolvimento. Em estudo realizado em milho com diferentes tecidos, notou-se 

poucas variações nos níveis de metilação do DNA que pudessem fornecer 

mecanismos regulatórios do desenvolvimento associado a expressão gênica da 

cultura (EICHTEN et al., 2013). 
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4. CONCLUSÃO  

A porcentagem de 5-metilcitosina global no genoma de goiabeiras é variável 

dependendo do genótipo. 

Alguns genótipos apresentam maior estabilidade quanto a este parâmetro, não 

apresentando variação ao longo do ciclo de produção, enquanto outros apresentam 

variações significativas entre os períodos vegetativos e reprodutivos.  

O genoma mais hipometilado foi verificado em genótipos no período vegetativo 

pós-colheita que tem proximidade genética relatada em trabalhos anteriores (CX e 

CXIII).  

A maior variação na porcentagem global de 5-metilcitosina ocorreu no período 

pós-poda, o qual é caracterizado por intensa atividade vegetativa após a poda drástica 

para a produção de acordo com as recomendações para a cultura. 

. A maior hipermetilação, detectada no genótipo Sassaoka e foi associada a 

comportamentos diferenciais no ciclo de produção, quanto a caracteres agronômicos, 

constituindo um importante sinalizador para estudos de melhoramento.  

Não houve variação entre tecidos vegetativos e reprodutivos em diferentes 

genótipos avaliados.  
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Apêndices 

Material Suplementar 1. Genótipos que não apresentaram interação ao com as fases de crescimento.
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Material Suplementar 2. Gráfico radar com a variação no comportamento fenotípico 

de 22 genótipos de goiabeira observados no ciclos de produção de inverno e também 

de verão com caracteres na fase vegetativas: incremento do diâmetro do ramo 

ortotrópico (IDO) e plagiotrópicos (IDP); distância dos entrenós nos brotos (DEB) e 

nos ramos plagiotrópicos (DEP); incremento médio dos ramos do ano (IRA); número 

de brotos do ramo do ano (NBRA) e comprimento de brotos do ramo no ano (CBRA). 

Podas realizadas no verão (PV) e no inverno (PI). C1 = CLG, C2 = CLM, C4 = CBLG, 

C6 = CRM, C8 = CRRM; C14 = CRG; C15 = CSLG; RO = Roxa; PS = Pedro Sato; 

SXXI = Século XXI; PA = Paluma. Fonte: Silva, 2017. 
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Material Suplementar 3. Presença de botão floral, flor aberta e fruto em 22 genótipos 

de goiabeira durante o ciclo de produção com poda realizada no inverno. C1 = CLG, 

C2 = CLM, C4 = CBLG, C6 = CRM, C8 = CBRM; C14 = CRG; C15 = CSLG; RO = 

Roxa; PS = Pedro Sato; SXXI = Século XXI; PA = Paluma. Fonte: Silva, 2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


