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RESUMO 

 SOEIRO, Karina da Silva Vieira, Dra., Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro, fevereiro de 2026. INTEGRAÇÃO DE ANÁLISES ÔMICAS 

PARA IDENTIFICAR A INFLUÊNCIA DA METILAÇÃO DO DNA NA EMBRIOGÊNESE 

SOMÁTICA EM MAMOEIRO (Carica papaya L.). Orientador: Prof. Dr. Vanildo Silveira 

e coorientador: Vitor Batista Pinto. 

Carica papaya L. é uma cultura tropical de elevada relevância econômica e uma 

espécie modelo para o estudo da plasticidade celular em plantas. Entretanto, a segregação 

sexual e a variabilidade genética dificultam o melhoramento e a propagação clonal em larga 

escala, tornando a embriogênese somática (ES) uma ferramenta estratégica para a 

regeneração in vitro. A aquisição da competência embriogênica é um processo altamente 

regulado, resultante da integração entre mecanismos epigenéticos, sinalização hormonal e 

reorganização molecular. Neste estudo, investigou-se o papel da modulação epigenética na 

ES de C. papaya por meio da aplicação de 5-azacitidina (5-AzaC) e hidroxiureia (HU), 

integrando análises de metilação global do DNA, perfis hormonais e proteômica quantitativa 

ao longo do desenvolvimento embriogênico. A metilação global do DNA foi quantificada por 

LC–MS/MS, enquanto abordagens proteômicas e hormonais permitiram caracterizar as 

alterações associadas à reprogramação celular. Os resultados demonstraram que o 

tratamento com 5-AzaC induziu uma resposta epigenética dinâmica, caracterizada por 

hipometilação inicial seguida por remodulação da metilação e posterior estabilização. Essa 

dinâmica esteve associada ao aumento do número de embriões em estádios iniciais, sem 

alteração na produção total, indicando aceleração da aquisição de competência embriogênica. 

A análise hormonal evidenciou elevações transitórias de ácido jasmônico e ácido salicílico, 

compatíveis com a transição de respostas associadas ao estresse para processos de 

desenvolvimento, enquanto os níveis de auxina aumentaram progressivamente ao longo da 

ES. A análise proteômica revelou reorganização sistêmica das redes celulares, com 

enriquecimento de proteínas relacionadas à tradução, remodelamento da cromatina, 

metabolismo redox, tráfego vesicular e resposta ao estresse, indicando elevada atividade 

metabólica e epigenética durante a estabilização dos novos estados celulares. Em contraste, 

o tratamento com HU induziu estresse replicativo moderado, resultando em resposta 

embriogênica mais restrita e ajustes moleculares transitórios. Em conjunto, os resultados 

sustentam um modelo no qual a ES em C. papaya é regulada pela integração dinâmica entre 

modulação epigenética, sinalização hormonal, reorganização proteômica.  

Palavras-chave: Epigenética, Proteômica, Hormônios vegetais; Metilação global do DNA.   



 
 

 
 
 

ABSTRACT 

Carica papaya L. is a tropical crop of high economic importance and a model species for the 

study of cellular plasticity in plants. However, sexual segregation and genetic variability hinder 

breeding programs and large-scale clonal propagation, making somatic embryogenesis (SE) 

a strategic tool for in vitro regeneration. The acquisition of embryogenic competence is a highly 

regulated process resulting from the integration of epigenetic mechanisms, hormonal 

signaling, and molecular reorganization. In this study, the role of epigenetic modulation in the 

SE of C. papaya was investigated through the application of 5-azacytidine (5-AzaC) and 

hydroxyurea (HU), integrating analyses of global DNA methylation, hormonal profiling, and 

quantitative proteomics throughout embryogenic development. Global DNA methylation was 

quantified by LC–MS/MS, while proteomic and hormonal approaches were employed to 

characterize the molecular alterations associated with cellular reprogramming. The results 

demonstrated that treatment with 5-AzaC induced a dynamic epigenetic response 

characterized by initial hypomethylation followed by methylation remodeling and subsequent 

stabilization. This dynamic was associated with an increased number of embryos at early 

developmental stages, without affecting total embryo production, indicating an acceleration in 

the acquisition of embryogenic competence. Hormonal analysis revealed transient increases 

in jasmonic acid and salicylic acid levels, consistent with the transition from stress-associated 

responses to developmental processes, while auxin levels progressively increased throughout 

SE. Proteomic analysis revealed a systemic reorganization of cellular networks, with 

enrichment of proteins related to translation, chromatin remodeling, redox metabolism, 

vesicular trafficking, and stress response, indicating high metabolic and epigenetic activity 

during the stabilization of new cellular states. In contrast, HU treatment induced moderate 

replicative stress, resulting in a more restricted embryogenic response and transient molecular 

adjustments. Altogether, the results support a model in which SE in C. papaya is regulated by 

the dynamic integration of epigenetic modulation, hormonal signaling, and proteomic 

reorganization. 

Keywords: Epigenetics; Proteomics; Plant hormones; Global DNA methylation.
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1. INTRODUÇÃO 

A embriogênese somática representa um dos fenômenos mais notáveis da 

biologia vegetal, constituindo um modelo completo de totipotência celular (Su et 

al., 2021). Nesse processo, células somáticas são reprogramadas para formar 

embriões e, subsequentemente, plantas completas, tornando esse sistema 

altamente valioso para a propagação clonal, conservação de germoplasma e 

aplicações biotecnológicas (Méndez-Hernández, Ledezma-Rodríguez, Avilez-

Montalvo, Juárez-Gómez, Skeete, Avilez-Montalvo, De-La-Peña, et al., 2019). 

As primeiras evidências desse fenômeno surgiram no final da década de 1950 

(Steward et al., 1958), demonstrando que células vegetais, sob estímulos 

específicos, podem readquirir a capacidade de gerar estruturas embriogênicas. 

Desde então, a embriogênese somática tem sido amplamente investigada em 

diversas espécies vegetais, tornando-se uma ferramenta essencial tanto para 

estudos fundamentais do desenvolvimento vegetal quanto para programas de 

propagação e melhoramento em larga escala (Fehér, 2019; Pais, 2019). 

Entre os fatores moleculares que regulam a embriogênese somática, as 

modificações epigenéticas e as vias hormonais destacam-se como elementos 

centrais na aquisição da competência embriogênica. A metilação do DNA 

desempenha um papel fundamental no controle da expressão gênica, 

modulando a plasticidade celular necessária para a reprogramação celular. 

Estudos em diversas espécies têm associado alterações nos padrões de 

metilação do DNA à indução e manutenção da embriogênese somática 

(Grzybkowska et al., 2020; Nic-Can & De La Peña, 2014; Sivanesan et al., 2022).  

Estudos, como os de Karami et al., (2023) e Wójcik et al., (2025) em 

Arabidopsis thaliana, indicam que a reprogramação somática e a formação de 

embriões dependem de uma integração precisa entre a sinalização hormonal e 

os mecanismos de controle regulatório, particularmente aqueles relacionados ao 

metabolismo, transporte e resposta à auxina. Evidências demonstram que a 

biossíntese e o transporte endógenos de auxina contribuem para a manutenção 

da identidade embriogênica e para o desenvolvimento adequado dos embriões 

somáticos, embora a aquisição inicial da identidade embriogênica possa ocorrer 
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sob níveis relativamente baixos de auxina, sendo a produção localizada e o 

estabelecimento de gradientes desse hormônio críticos nas fases posteriores de 

crescimento e diferenciação (Karami et al., 2023). Além disso, fatores 

regulatórios como WOX5 conectam processos mediados por auxina a redes 

gênicas centrais da embriogênese somática, reforçando o conceito de que a 

totipotência vegetal emerge da convergência entre a sinalização hormonal e os 

mecanismos de controle genético e epigenético (Wójcik et al., 2025). 

Em Carica papaya L., a contribuição desse mecanismo nas fases iniciais 

da reprogramação celular ainda é pouco compreendida. Nesse contexto, 

moduladores epigenéticos como a 5-azacitidina (agente hipometilante) e a 

hidroxiureia (associada a respostas compensatórias de metilação) têm sido 

utilizados como ferramentas experimentais para investigar o papel da metilação 

do DNA na aquisição da competência embriogênica (Loschiavo et al., 1989). A 

regulação epigenética, atua em associação com as vias hormonais que 

controlam o desenvolvimento vegetal. Auxinas, citocininas e ácido abscísico 

desempenham papéis cruciais na indução e maturação de embriões somáticos, 

e evidências crescentes indicam que a metilação do DNA modula a expressão 

de genes responsivos a esses sinais hormonais (Bennett et al., 2021; Li et al., 

2022; Yamamuro et al., 2016). Além disso, estudos proteômicos têm revelado 

variações significativas em proteínas relacionadas à sinalização, respostas ao 

estresse e remodelamento da cromatina ao longo da embriogênese somática 

(Botini et al., 2021; Fortini et al., 2023; Vale et al., 2022). Apesar desses avanços, 

estudos integrativos que conectem as camadas epigenética, hormonal e 

proteômica ainda são limitados, dificultando uma compreensão abrangente 

desse processo de desenvolvimento complexo. 

C. papaya., uma espécie tropical de elevada relevância econômica e 

biotecnológica, é amplamente utilizada tanto para consumo in natura quanto nas 

indústrias alimentícia e farmacêutica. Embora os estádios morfológicos da 

embriogênese somática tenham sido bem descritos (Vale et al., 2018), os 

mecanismos moleculares que integram a metilação do DNA, a sinalização 

hormonal e a regulação proteômica permanecem pouco elucidados. 

Considerando o potencial de C. papaya como modelo para o estudo da 
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plasticidade celular e da reprogramação embriogênica, a elucidação dessas 

interações é essencial para o aprimoramento de estratégias de regeneração in 

vitro e para o suporte a programas de melhoramento genético. 

O presente estudo teve como objetivo investigar a influência dos 

moduladores epigenéticos 5-azacitidina (5-AzaC) e hidroxiureia (HU), aplicados 

durante o ciclo final de multiplicação, sobre a aquisição da competência 

embriogênica e morfogênese embriogênica de C. papaya, utilizando uma 

abordagem analítica integrada que abrangeu perfis de metilação global do DNA, 

proteômica e quantificação de hormônios vegetais endógenos. Ao correlacionar 

alterações epigenéticas, hormonais e proteômicas, este estudo buscou 

esclarecer como esses níveis regulatórios contribuem para a embriogênese 

somática, fornecendo bases conceituais e aplicadas para a otimização de 

protocolos de regeneração in vitro e o fortalecimento de estratégias 

biotecnológicas para o melhoramento de C. papaya. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 O mamoeiro: importância produtiva, desafios e perspectivas 

biotecnológicas 

O mamoeiro (Carica papaya L.), pertencente à família Caricaceae, é uma 

das principais frutíferas tropicais cultivadas mundialmente, possuindo grande 

importância econômica e social. No cenário mundial, o mamão é uma das 

principais frutas tropicais comercializadas, com previsão de crescimento médio 

anual de 1,9% e produção global estimada em 17 milhões de toneladas para 

2034 (OECD, 2025). No ano de 2023 Índia, República Dominicana, Indonésia, 

México e Brasil destacaram-se como os maiores produtores, sendo a Índia 

responsável por mais de 35% da produção mundial (FAO, 2025). Os principais 

importadores de mamão são os Estados Unidos, que representam cerca de 61% 

das importações mundiais, e a União Europeia, com aproximadamente 9% do 

total global em 2024 (OECD, 2025). O comércio internacional permanece 

limitado pela alta perecibilidade dos frutos, contudo, melhorias nas tecnologias 

de pós-colheita e transporte têm ampliado significativamente o alcance e a 

viabilidade comercial do mamão (Pigozzi et al., 2021; Zou et al., 2014).  
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Em 2024, a produção nacional atingiu 1,149 milhão de toneladas, 

representando um crescimento de 0,95% em relação ao ano anterior (IBGE, 

2025). A cultura está concentrada principalmente nos estados do Espírito Santo, 

Bahia e Ceará, que juntos responderam por mais de 70% da produção brasileira 

no ano de 2024 (IBGE, 2025). Neste mesmo ano o Espírito Santo destacou-se 

como o maior produtor, com 398 mil toneladas colhidas em 6.731 hectares (ha⁻¹), 

apresentando rendimento médio de 59.143 kg ha⁻¹ (IBGE, 2025). A cadeia 

produtiva do mamoeiro brasileiro é diversificada, envolvendo desde o consumo 

in natura até a industrialização em sucos, doces e conservas, agregando valor e 

gerando milhares de empregos diretos e indiretos, especialmente em pequenas 

e médias propriedades (De Mendonça et al., 2017). 

A modernização do setor produtivo está ligada ao surgimento de cultivares 

registradas pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), 

com os grupos Solo (‘Golden’, ‘Improved Sunrise Solo’) e Formosa (‘Tainung nº 

1’, ‘Tainung nº 2’, ‘Calimosa’, ‘Rubi’) sendo predominantes, cada qual com 

características de porte, coloração e mercado distintos (MAPA, 2024; EMBRAPA, 

2024). O melhoramento genético intensificado desde a década de 1980 resultou 

em variedades mais produtivas e resistentes, adequadas às demandas dos 

mercados interno e externo (Bispo, 2024; Lucena, 2021) 

No Brasil, destaca-se o programa de melhoramento genético do 

mamoeiro conduzido pela UENF em parceria com a Caliman Agrícola S.A., 

considerado o principal programa nacional da cultura, responsável pelo 

desenvolvimento de diversos híbridos comerciais desde 1996. Entre esses, o 

híbrido ‘UENF/Caliman 01’ (‘Calimosa’) foi o primeiro híbrido brasileiro de mamão 

do grupo Formosa, amplamente adotado em sistemas produtivos, com elevada 

produtividade e qualidade de frutos (Gonzaga Pereira et al., 2020). O programa 

continua ativo e tem gerado novos híbridos com base em estratégias que 

integram melhoramento clássico e ferramentas moleculares, visando ampliar a 

base genética e reduzir a dependência de sementes importadas (Barboza Bispo, 

2024; Pereira et al., 2025; Vettorazzi et al., 2021) 

O mamoeiro é uma cultura trioica (plantas masculinas, femininas e 

hermafroditas) (Figura 1), cujo cultivo comercial favorece hermafroditas por 
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apresentarem frutos com formato, sabor e rendimento comercial mais 

adequados. Dessa forma, os custos de produção se tornam onerosos pela 

dependência do agricultor em manter um maior número de plantas por hectare 

para, após o início do florescimento, realizar a sexagem das flores para manter 

apenas plantas hermafroditas na lavoura (Schmildt et al., 2019; Salinas et al., 

2018) 

Assim sendo, a micropropagação por embriogênese somática é uma 

alternativa potencial à propagação seminífera de mamoeiro. Esse processo 

permite a produção clonal em larga escala de plântulas derivadas de embriões 

somáticos, possibilitando a aplicação de tecnologias de transformação genética 

e se tornar um diferencial na cultura do mamoeiro, com essas tecnologias será 

possível a produção de grande quantidade de mudas com alto padrão genético 

e fitossanitário (Figura 2). 

 
Figura 1.Tipos florais do mamoeiro. Flor pistilada ou feminina (A, B); flor estaminada ou 
masculina (C); flor hermafrodita (D, E). Fotos: Naiane Silva (2021). 
 



 
 

20 
 

 
 
Figura 2. Esquema da modulação de culturas embriogênese somática (A) indução e 
multiplicação e (B) ciclo de maturação adaptado de Steiner et al., 2008. 
 

2.2 Embriogênese somática em Carica papaya L.: avanços, limitações 

e contribuições das tecnologias ômicas. 

A embriogênese somática é um processo análogo à embriogênese 

zigótica, no qual células somáticas, sob condições apropriadas de cultivo, 

originam estruturas bipolares sem conexão vascular com o tecido de origem 

(Carra et al., 2024; Méndez-Hernández et al., 2019).  As células induzidas, 

podem seguir o destino embriogênico e gerar embriões somáticos com genótipo 

semelhante ao das células somáticas iniciais (Dodeman et al., 1997). Embora os 

estádios de desenvolvimento (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) sejam 

semelhantes na embriogênese zigótica e somática, a formação do ES ocorre 

após a sinalização por meio de reguladores de crescimento vegetal ou algum 

tipo de estresse (Feher et al., 2003). 

A ES desempenha um papel importante na regeneração in vitro, se 

tornando uma via eficiente na regeneração de plantas e propagação em larga 

escala (Von Arnold et al., 1988), sendo uma metodologia importante na pesquisa 

sobre totipotência e morfogênese vegetal. Além da propagação massal, é útil na 

produção de clones de genótipos elite, regeneração após transformação 
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genética e criação de mudas livres de patógenos (Aslam et al., 2011; Yildiz et al., 

2011; Elhiti et al., 2013; Heringer et al., 2018; Cipriano et al., 2018). 

O primeiro relato de embriogênese somática em C. papaya, foi descrito 

por Bruijne et al., (1974) utilizando pecíolos como fonte de explantes e as 

primeiras plântulas somáticas foram regeneradas a partir de explantes de 

entrenós (Yie & Liaw, 1977). Após estes resultados, diversos trabalhos foram 

realizados com diferentes tipos de explantes e concentrações de reguladores de 

crescimento vegetal com o interesse em estabelecer um protocolo eficiente para 

a embriogênese somática em C. papaya, porém estes protocolos apresentam 

limitações devido às inúmeras variáveis que devem ser reguladas durante o 

processo, incluindo os níveis endógenos de hormônios vegetais, proteínas e 

fatores genéticos e epigenéticos (Joshi & Kumar, 2013). 

Recentemente, as tecnologias proteômicas têm desempenhado papel 

central na elucidação dos mecanismos moleculares que regulam a 

embriogênese somática em C. papaya, permitindo a identificação de vias 

bioquímicas, metabólicas e regulatórias associadas à aquisição e manutenção 

da competência embriogênica. Estudos pioneiros, como o de Heringer et al. 

(2018), demonstraram que a transição de calos não embriogênicos para calos 

embriogênicos envolve profundas alterações no metabolismo energético, na 

resposta ao estresse e na dinâmica de proteínas associadas à totipotência 

celular. 

Posteriormente, Botini et al., (2021) demonstraram que o desenvolvimento 

dos embriões somáticos envolve uma regulação proteica altamente coordenada 

entre os diferentes estádios embriogênicos, com predominância de proteínas 

ribossomais e mitocondriais nos estádios iniciais, associadas à intensa atividade 

metabólica, e proteínas relacionadas à maturação de sementes nos estádios 

avançados, refletindo a preparação para a germinação. 

Expandindo essas evidências, Vale et al., (2022) propuseram um dos 

modelos mais abrangentes para explicar a aquisição da competência 

embriogênica em C. papaya, integrando dados de proteômica mitocondrial, 

histomorfologia, histoquímica, respiração celular, conteúdo hormonal e níveis de 

H₂O₂. O modelo destaca o papel central da bioenergética mitocondrial, da 
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sinalização oxidativa e da regulação hormonal na determinação do destino 

celular, fornecendo bases para a compreensão dos mecanismos que distinguem 

calos embriogênicos e não embriogênicos. 

Esses resultados reforçam que a ES no mamoeiro é um processo 

dinâmico, multietapas e regulado por complexos ajustes fisiológicos e 

moleculares. Da mesma forma, análises mais recentes, como as de Xavier et al., 

(2023), reforçaram que a indução da ES é um processo dinâmico e 

temporalmente regulado, envolvendo vias relacionadas ao metabolismo 

energético, regulação epigenética e resposta ao estresse. Esses estudos, em 

conjunto, reforçam que a competência embriogênica no mamoeiro emerge de 

uma complexa integração entre sinalização hormonal, atividade mitocondrial, 

proteínas reguladoras e mecanismos epigenéticos. 

Além dos estudos diretamente focados na embriogênese somática, 

trabalhos complementares de proteômica em C. papaya têm contribuído para 

expandir o conhecimento sobre o repertório molecular da espécie e fornecer 

bases comparativas importantes para pesquisas em ES. Análises proteômicas 

direcionadas ao desenvolvimento floral, maturação de frutos e respostas a 

estresses bióticos e abióticos como demonstrado por Pereira Duarte et al., 

(2024) e outras contribuições recentes revelam padrões proteicos fundamentais 

para o entendimento da plasticidade fisiológica e do metabolismo global da 

espécie. Embora tais estudos não abordem diretamente a embriogênese 

somática, eles fornecem informações valiosas sobre vias metabólicas, proteínas 

estruturais e reguladores funcionais que são frequentemente compartilhados em 

processos de reprogramação celular, permitindo ampliar a interpretação dos 

resultados obtidos no contexto da ES. Assim, os avanços complementares da 

proteômica no mamoeiro fortalecem a construção de modelos integrativos e 

oferecem suporte para a identificação de biomarcadores embriogênicos. 

2.3 Papel da metilação do DNA na aquisição e expressão da 

competência embriogênica em plantas 

A metilação do DNA desempenha um papel central na regulação do 

desenvolvimento vegetal, plasticidade celular, resposta a estresses e adaptação 

(Chen et al., 2013). Em plantas, esse mecanismo epigenético ocorre nos 
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contextos CG, CHG e CHH, sendo mediado por um conjunto de 

metiltransferases e vias regulatórias específicas. A metilação CG (mCG), 

geralmente a forma mais abundante no genoma vegetal (Bewick et al., 2017), é 

mantida principalmente pela METILTRANSFERASE 1 (MET1) (Du et al., 2015) 

A metilação CHG (mCHG) é mantida pela CROMOMETILASE 3 (CMT3), em 

associação com a histona H3 lisina 9 dimetilação (H3K9me2) (Du et al., 2014) 

Já a metilação CHH (mCHH) depende da ação de DOMÍNIOS 

METILTRANSFERASE 2 REARRANJADA (DRM2) e da via de metilação dirigida 

por RNA (RdDM), responsável pela regulação de transposons, reorganização 

cromatínica e silenciamento transcricional (Zemach et al., 2010). 

Ajustes dinâmicos da metilação especialmente durante transições 

celulares são fundamentais para modular plasticidade, ativação gênica e 

remodelamento da cromatina. Por exemplo, Paz et al., 2025 destaca que 

padrões flexíveis de metilação CHH via RdDM são cruciais para reorganização 

epigenômica durante mudanças de identidade celular e regeneração, incluindo 

vias embriogênicas.  

A relação entre metilação do DNA e embriogênese somática tem sido 

amplamente estudada ao longo da última década. A metilação atua de maneira 

decisiva na desdiferenciação, aquisição de totipotência, rediferenciação e 

estabelecimento da competência embriogênica, modulando a expressão de 

genes-chave durante o processo (Jahnke & Scholten, 2009; Song et al., 2015; 

Nic-Can et al., 2013). Em Arabidopsis thaliana, Grzybkowska et al., 2018 

demonstraram que uma redução inicial da metilação global do DNA está 

associada à ativação de genes embriogênicos, acompanhada da regulação 

positiva de MET1 e CMT3 e da repressão de genes desmetilases como ROS1, 

DME e DML2, indicando que mudanças epigenéticas finas são essenciais para 

o reestabelecimento de um estado embriogênico. Estudos mais recentes 

reforçam que a diminuição da metilação especialmente em CHH associada ao 

RdDM funciona como um “gatilho” epigenético para liberar a plasticidade celular 

necessária à reprogramação (Lee et al., 2024a; Peng et al., 2025) 

Estudos demonstram que a reconfiguração dinâmica da metilação do DNA 

é um mecanismo amplamente conservado durante a reprogramação celular e a 

embriogênese somática em plantas. Assim como observado inicialmente em 
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Coffea, análises genômicas realizadas em espécies tropicais e em diferentes 

modelos de regeneração revelam que uma redução precoce da metilação 

particularmente no contexto CHH, regulado pela via RdDM caracteriza as fases 

iniciais de indução, sendo seguida por um aumento progressivo nos estádios 

embrionários mais avançados (Chen et al., 2020; Osorio-Montalvo et al., 2020; 

Peng et al., 2023) Esse padrão, relatado em espécies como Dimocarpus longan 

e confirmado em sistemas regenerativos distintos, reforça a hipótese de que a 

hipometilação inicial atua como um gatilho epigenético que amplia a plasticidade 

celular necessária à reprogramação, enquanto a remetilação subsequente 

contribui para a estabilização do programa embrionário à medida que a estrutura 

tecidual se organiza (Lee et al., 2024b; Peng et al., 2023) Além disso, evidências 

atuais destacam o papel central de demetilases, como DEMETER, na 

remodelação do estado epigenético durante a transição entre aquisição de 

competência e diferenciação, corroborando que oscilações na metilação 

constituem um mecanismo regulatório fundamental na embriogênese vegetal 

(Lee et al., 2024b)  

De forma complementar, (Osorio-Montalvo et al., 2018) mostraram que 

explantes com maior potencial embriogênico apresentam menor nível de 

metilação, reforçando a relação inversa entre metilação global, competência 

embriogênica e grau de diferenciação tecidual (Figura 3). O conjunto de 

evidências demonstra que a metilação do DNA é uma reguladora fundamental 

da embriogênese somática, atuando como mecanismo de controle da identidade 

celular, modulação da expressão gênica, silenciamento de transposons e 

estabilização do estado embrionário. Paz et al., 2025 e Carneros et al., 2024, 

reforçam que oscilações epigenéticas rápidas e transitórias são essenciais para 

o estabelecimento da competência, enquanto a remetilação subsequente 

consolida o programa embrionário. 
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Figura 3. a) Relações entre níveis de diferenciação celular, metilação do DNA e 
potencial embriogênico entre diferentes tipos de tecidos vegetais utilizados como 
explantes; (b) diferença e potencial embriogênico entre calos embriogênicos e não 
embriogênicos; (c) dinâmica do DNA níveis de metilação em todo o processo SE 

(Osorio-Montalvo et al. 2018). 
 

2.4 Efeitos da 5-azacitidina e da hidroxiureia na embriogênese 

somática: implicações epigenéticas e celulares 

A 5-azacitidina é um análogo nucleotídico que se incorpora ao DNA e RNA 

durante a replicação. Quando presente no DNA, liga-se irreversivelmente às 

DNA-metiltransferases (DNMTs), causando sua inativação e, 

consequentemente, promovendo hipometilação global (Christman, 2002). 

(Chang et al., 2023). 

Diversos estudos mostram que tratamentos com 5-AzaC favorecem a fase 

inicial da ES(Amritha et al., 2025; Carneros et al., 2024b; Osorio-Montalvo et al., 

2020b). A hipometilação abre espaço para a expressão de genes, resultando em 

maior formação de calos embriogênicos ou massas proembriogênicas(Tomasiak 

et al., 2023). Em culturas de micrósporo, por exemplo, a 5-AzaC aumenta 

drasticamente a taxa de indução da embriogênese somática, indicando que a 

perda de metilação é um sinal permissivo para a reprogramação (Krzewska et 

al., 2021; Solís et al., 2015a). 
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Esse efeito positivo, entretanto, depende da dose e do tempo de 

exposição, concentrações elevadas ou tratamentos prolongados são citotóxicos 

e podem comprometer a viabilidade celular(Solís et al., 2015b; Yuan et al., 2025). 

Embora beneficie a indução, a 5-AzaC pode prejudicar etapas posteriores da 

ES(Solís et al., 2015b). Quando a hipometilação persiste, embriões apresentam 

anormalidades, crescimento reduzido, falhas de maturação e, em alguns casos, 

necrose (Gao et al., 2023; Solís et al., 2015b).  

A hidroxiureia (HU) atua primariamente como inibidora da ribonucleotídeo 

redutase (RNR), enzima responsável pela síntese de desoxirribonucleotídeos 

(dNTPs)(Singh & Xu, 2016). O mecanismo envolve a neutralização do radical 

tirosil presente na subunidade R2 da RNR, levando à inativação da enzima e à 

redução dos pools de dNTPs, isso resulta em parada do ciclo celular na fase S 

e estresse replicativo(Musiałek & Rybaczek, 2021). Esse atraso replicativo 

interfere no processo de cópia das marcas epigenéticas, podendo resultar em 

alterações na metilação global ou em regiões específicas do genoma (Żabka et 

al., 2023). 

A HU induz estresse replicativo ao bloquear a progressão da forquilha de 

replicação, o que pode prejudicar a reciclagem e a deposição adequada de 

histonas e suas modificações, além de afetar a manutenção das marcas 

epigenéticas(Clément et al., 2018; Mustafa & Krämer, 2021; Zhu et al., 2021). 

Esse atraso pode comprometer a atuação coordenada das DNA 

metiltransferases (DNMTs) e de remodeladores de cromatina, essenciais para a 

cópia fiel das marcas epigenéticas durante a duplicação do DNA (Clément et al., 

2018; Mustafa & Krämer, 2021; Zhu et al., 2021). Por exemplo, HU prejudica a 

reciclagem de histonas H3.1 e H3.3, impactando a transmissão de marcas como 

metilação e acetilação (Clément et al., 2018; Mustafa & Krämer, 2021). Além 

disso, HU pode alterar a trimetilação de H3K14 via SETD2, modificando a 

resposta ao estresse replicativo e a organização da cromatina (Mustafa & 

Krämer, 2021; Zhu et al., 2021). 

Embora a HU não modifique diretamente DNMTs, alterações no ciclo 

celular podem influenciar a dinâmica de SAM/SAH(Mentch et al., 2015; Zhang, 

2018). Foi observado que um aumento no nível de SAM é necessário para 

facilitar um aumento nos processos de consumo de SAM que são necessários 
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para o desenvolvimento de embriões somáticos, então a disponibilidade de SAM 

pode ser necessária para a aquisição do potencial embriogênico e, 

posteriormente, para o controle do desenvolvimento embrionário (Munksgaard 

et al., 1995).  

2.5 Efeitos dos Reguladores de Crescimento Vegetal (PGRs) na 

Metilação do DNA na Competência Embriogênica 

Compostos químicos suplementados ao meio de cultura, especialmente 

regulador de crescimento vegetal, são conhecidos por induzir modificações nos 

níveis globais de metilação do DNA (GDM), o que pode afetar o fenótipo e/ou 

potencial embriogênico (Baklouti et al., 2022; Martins et al., 2024). Mudanças 

específicas no GDM em plantas estão relacionados com a fase de 

desenvolvimento, bem como com a capacidade morfogênica in vitro (Martins et 

al., 2024). Na morfogênese in vitro, processos de diferenciação e 

desdiferenciação, bem como a divisão celular, são seguidos por metilação e 

eventos de desmetilação no DNA genômico tecido-específico (Montalvo et al. 

2018). 

As auxinas, principalmente o 2,4-D, é o regulador de crescimento vegetal 

mais utilizado para induzir a embriogênese somática, porém pode produzir 

alterações epigenéticas e genéticas nas células, como metilação e mutações no 

DNA, respectivamente (de Morais Oliveira et al., 2023; Grzybkowska et al., 2020; 

Wójcikowska et al., 2020). Diversos estudos mostram que auxinas, 

especialmente em concentrações elevadas, aumentam os níveis de metilação 

do DNA em culturas embriogênicas de diferentes espécies vegetais(De-la-Peña 

et al., 2015; Markulin et al., 2021; Wójcikowska et al., 2020). Por exemplo, em 

Arabidopsis thaliana, o tratamento com 2,4-D (5,0 μM) induz hipermetilação 

estável nas regiões promotoras de genes reguladores da embriogênese 

somática, sendo esse efeito dependente da concentração de 

auxina(Grzybkowska et al., 2020). Em Daucus carota, a metilação global do DNA 

pode variar de 15% a 70% conforme a concentração de auxina, sem afetar o 

crescimento celular, enquanto citocininas não apresentam esse 

efeito (Loschiavo et al., 1989). O tipo de auxina também influencia, 2,4-D 

promove maior metilação do que NAA ou IAA em concentrações 

equivalentes (De-la-Peña et al., 2015).  
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Estudos mostram que o 2,4-D, uma auxina sintética, altera a metilação 

global do DNA durante a embriogênese somática, influenciando os níveis de S-

adenosilmetionina (SAM) e S-adenosilcisteína (SAH). Em cenoura, o 

desenvolvimento de embriões somáticos está associado a um aumento 

significativo de SAM, SAH e do índice de metilação (razão SAM/SAH), sugerindo 

que o acúmulo desses metabólitos está ligado ao controle da metilação do DNA 

e à progressão embrionária (Fraga et al., 2012; Loschiavo et al., 1989; Nic-Can 

& Loyola-Vargas, 2016; Zluvova et al., 2001).  

Nesse sentido, para melhorar nossa compreensão desse mecanismo, 

nosso objetivo é descrever os níveis de metilação global do DNA na regulação 

do proteoma em culturas embriogênicas de C. papaya durante diferentes etapas 

da ES. Além disso, buscamos determinar se a alteração dos níveis de metilação 

do DNA pode causar mudanças em sua morfogênese in vitro e sua competência 

embriogênica. Para este fim, foram utilizados agentes hipometilante (5-

azacitidina; 5-AzaC) e hipermetilante (hidroxiureia, HU) associado ou não a 

suplementação de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4D). No caso do 5-AzaC, é 

uma substância que tem sido utilizada em vários protocolos de ES para 

diferentes espécies de plantas, indicando que a desmetilação do DNA promove 

a reprogramação da expressão gênica, aquisição de totipotência e início da 

embriogênese em micrósporos. Porém a diferenciação embrionária 

provavelmente requer níveis mais altos de metilação de DNA de novo para 

adquirir um padrão específico de expressão gênica (Osorio-Montalvo et al., 

2018).  

A HU atua inibindo a atividade da ribonucleotídeo difosfato redutase, 

privando as células recém-sintetizadas de dNTPs e, consequentemente, 

impedindo a replicação do DNA (Singh & Xu, 2016). Em espécies vegetais, ainda 

há informações limitadas sobre o uso da HU, no entanto, Teyssier et al., (2014) 

observaram alterações em culturas embriogênicas de larício híbrido (Larix 

eurolepis) submetidas a esse composto, sugerindo seu efeito como agente 

hipermetilante. 
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OBJETIVOS 

2.6 Objetivo Geral  

Investigar como a modulação epigenética induzida pela 5-AzaC e a HU 

influencia a manutenção e a expressão da competência embriogênica em Carica 

papaya L., integrando análises de metilação global do DNA, perfil hormonal e 

dados proteômicos para compreender os mecanismos celulares e moleculares 

que regulam a embriogênese somática na espécie. 

2.7 Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito da suplementação de 5-azacitidina e da hidroxiureia na 

indução e no desenvolvimento da embriogênese somática em Carica 

papaya; 

• Quantificar os níveis de metilação global do DNA durante a embriogênese 

somática sob influência de 5-AzaC e HU; 

• Investigar a correlação entre metilação global, perfis hormonais e 

competência embriogênica; 

• Analisar as alterações proteômicas associadas à reprogramação celular 

induzidas por 5-AzaC e HU. 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Material vegetal e indução de calos 

As culturas embriogênicas foram estabelecidas conforme descrito por 

Vale et al. (2018). Frutos maduros de C. papaya L. cv. Golden, foram inicialmente 

higienizados em água corrente com sabão neutro, seguidos de imersão em 

etanol a 70% (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por dois minutos e, 

posteriormente, em solução comercial de hipoclorito de sódio (2,5% de cloro 

ativo; Qboa®, Anhembi AS, Osasco, SP, Brasil) por 30 minutos. Após a 

desinfestação, os frutos foram enxaguados três vezes com água tipo II 

autoclavada (filtrada por osmose reversa e deionizada). 

Para a indução de calos, embriões zigóticos foram isolados de sementes 

maduras e inoculados em placas de Petri (90 × 15 mm) contendo meio de cultura 

composto por sais basais e vitaminas do MS (Murashige & Skoog, 1962) 
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(Phytotechnology Lab, Lenexa, KS, EUA), suplementado com 30 g·L⁻¹ de 

sacarose (Vetec, São Paulo, SP, Brasil), 20 µM de 2,4-D (Sigma-Aldrich) e 2,0 

g·L⁻¹ de Phytagel® (Sigma-Aldrich). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da 

autoclavagem a 121 °C por 15 minutos. As placas contendo os embriões 

inoculados foram mantidas em câmaras de crescimento a 25 ± 1 °C, no escuro, 

por 45 dias. 

Durante a fase de multiplicação, os calos induzidos foram subcultivados 

três vezes, sendo cada ciclo com duração de 21 dias. Os subcultivos foram 

mantidos em meio de cultura com composição idêntica à utilizada na fase de 

indução. No terceiro ciclo de multiplicação, dois suplementos foram incorporados 

ao meio. Os tratamentos consistiram na adição de 5 µM de 5-azacitidina (5-

AzaC) (Sigma-Aldrich), e 5 µM de hidroxiureia (HU) (Sigma-Aldrich). Ambos os 

compostos foram previamente dissolvidos em DMSO e submetidos à 

esterilização por filtração (0,22 µm), sendo adicionados ao meio de cultura após 

a autoclavagem e resfriamento (~40–50 °C), a fim de preservar sua estabilidade 

química. 

Os calos embriogênicos foram coletados em tempos definidos, visando à 

avaliação da progressão do desenvolvimento. A coleta no dia 0 (zero) 

correspondeu ao final da segunda fase de multiplicação, sendo considerada o 

ponto basal do experimento. Coletas subsequentes foram realizadas aos 7, 14 e 

21 dias durante a terceira fase de multiplicação, seguidas de uma coleta final aos 

35 dias, após 14 dias de cultivo em meio de maturação de embriões somáticos 

(Figura 4). 

Para a análise de metilação global do DNA (GDM), coletas adicionais 

foram realizadas nos dias 1, 3 e 5 após o início dos tratamentos, com o objetivo 

de capturar alterações epigenéticas precoces. 
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 Figura 4. Representação dos pontos de coleta ao longo dos estádios de 
desenvolvimento dos calos embriogênicos em Carica papaya L., incluindo os tempos e 
as análises realizadas. 
 

3.2 Maturação das culturas embriogênicas 

Após a fase de multiplicação, as culturas foram transferidas para o meio de 

maturação, conforme descrito por Vale et al., (2018). O meio MS foi 

suplementado com 30 g·L⁻¹ de sacarose, 100 mg·L⁻¹ de mio-inositol (Merck 

Millipore, Darmstadt, Alemanha), 6% de polietilenoglicol (PEG 3350, Sigma-

Aldrich) como agente osmótico e 2,0 g·L⁻¹ de Phytagel®. O pH foi ajustado para 

5,8 e o meio autoclavado a 121 °C por 15 minutos. 

As culturas foram mantidas em sala de crescimento a 25 ± 1 °C, no escuro, 

por sete dias. Em seguida, foram mantidas a 25 ± 1 °C sob fotoperíodo de 16 

horas, utilizando iluminação GreenPower TLED 20-W WmB (Koninklijke Philips 

Electronics NV, Amsterdã, Países Baixos) com intensidade luminosa de 55 μmol 

m⁻² s⁻¹ durante 28 dias, conforme descrito por Almeida et al. (2019). 

O número de embriões somáticos em cada estádio de desenvolvimento 

(globular/torpedo, coração e cotiledonar) foi determinado no 28º dia utilizando 

estereomicroscópio acoplado a uma câmera digital Axiocam ERc5s 0,5× (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As contagens foram realizadas em 10 repetições 

biológicas, sendo cada repetição composta por uma placa de Petri contendo 

quatro calos. 
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A análise estatística foi realizada por meio de análise de variância bifatorial 

(two-way ANOVA), considerando os fatores tratamento e tempo de cultivo, bem 

como a interação entre eles. Quando observadas diferenças significativas, as 

médias foram comparadas pelo teste de Tukey. Todas as análises foram 

conduzidas no software RStudio (R Core Team, 2025). 

3.3 Análise global da metilação do DNA (GDM) 

3.3.1 Extração de DNA 

A extração de DNA foi realizada de acordo com (Doyler & Doyler, 1987), com 

modificações. Para cada tratamento (controle, 5 µM 5-AzaC e 5 µM HU), as 

amostras foram preparadas utilizando cinco repetições biológicas em cada 

tempo de coleta (0, 1, 3, 5, 7 e 14 dias). Um total de 200 mg de material fresco 

foi macerado em nitrogênio líquido e transferido para microtubos de 2 mL. Em 

seguida, foram adicionados 700 µL de tampão de extração contendo 7% CTAB 

(Sigma–Aldrich), 5 M NaCl, 0,5 M EDTA (Amersham Biosciences, Uppsala, 

Suécia), 1 M Tris–HCl (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suécia), pH 8,0, 

2% polivinilpirrolidona (Sigma–Aldrich) e 3% β-mercaptoetanol (Sigma–Aldrich). 

Após a adição do tampão, as amostras foram incubadas por 30 minutos a 65 

°C em termomixer a 400 rpm. Posteriormente, foram adicionados 650 µL de 

clorofórmio–álcool isoamílico (24:1) (Merck Millipore), seguido de 

homogeneização suave por inversão durante 10 minutos e centrifugação a 

10.000 rpm por 9 minutos a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo 

tubo, sendo adicionados 200 µL de tampão de extração e 650 µL de clorofórmio–

álcool isoamílico, seguidos de agitação por inversão durante 5 minutos. Após 

centrifugação a 10.000 rpm por 9 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi transferido 

para um novo microtubo. 

O DNA foi precipitado com 500 µL de isopropanol (Merck Millipore) por 30 

minutos a −80 °C. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 9 minutos 

a 4 °C para formação do pellet, sendo o sobrenadante descartado. O pellet foi 

lavado três vezes com 250 µL de etanol 70% (Sigma–Aldrich), seguido de 

secagem a 37 °C por 1 hora para completa evaporação do álcool. 

Posteriormente, o pellet foi ressuspendido em 100 µL de tampão TE (10 mM 
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Tris–HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0) e a quantificação foi realizada em 

espectrofotômetro NanoDrop OneC (Thermo Fisher Scientific). 

3.3.2 Digestão de ácidos nucleicos 

A digestão dos ácidos nucleicos foi realizada conforme protocolo previamente 

estabelecido por da Paschoa et al., (2026), com modificações. As digestões com 

RNase foram realizadas utilizando 50.000 ng de ácidos nucleicos em tampão TE. 

As amostras foram aquecidas a 65 ºC por 5 minutos para desnaturação e 

incubadas a 4 ºC por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 5 µL de 

ribonuclease A (Sigma-Aldrich) (1 µg·µL⁻¹) e 5 µL de ribonuclease T1 (Sigma-

Aldrich) (20 U·µL⁻¹), seguido de vórtex e incubação a 37 ºC por 17 horas. 

Após a digestão, foram adicionados 10 µL de acetato de sódio (3 M, pH 5,4) 

(Sigma-Aldrich). O DNA e o RNA resistentes às ribonucleases foram precipitados 

com 68 µL de isopropanol gelado (Merck Millipore) por 30 minutos a −20 ºC. As 

amostras foram centrifugadas a 5.000 g por 10 minutos para formação do pellet, 

lavadas com etanol 70% (v/v) e novamente centrifugadas a 5.000 g por 5 

minutos. Os pellets foram secos à temperatura ambiente e ressuspendidos em 

50 µL de água grau MS (Fisher Chemical, Pittsburgh, PA, EUA). 

As digestões com nuclease P1 e fosfatase alcalina (Sigma-Aldrich) foram 

realizadas utilizando 50 ng de ácido nucleico em água grau MS. Os ácidos 

nucleicos foram desnaturados a 100 ºC por 2 minutos e incubados a 4 ºC por 5 

minutos. Em seguida, foram adicionados 2,5 µL de ZnSO₄ 10 mM (Sigma-

Aldrich) e 5 µL de nuclease P1 (FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation, 

Osaka, Japão) (1,0 U mL⁻¹ em 30 mM NaOAc, pH 5,4), seguidos de vórtex e 

incubação a 37 ºC por 17 horas. 

Após esse período, foram adicionados 5 µL de Tris–HCl 0,5 M (pH 8,3) e 5 

µL de fosfatase alcalina (10 U mL⁻¹ em 2,5 M (NH₄)₂SO₄), seguidos de incubação 

por 2 horas a 37 ºC. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 5 minutos, 

sendo o sobrenadante coletado para injeção nas análises posteriores. 

3.3.3 UPLC e espectrometria de massas 

Os dNTPs resultantes foram separados por cromatografia líquida e 

identificados por espectrometria de massas operando no modo MRM, conforme 
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descrito por da Paschoa et al. (2026). A separação dos dNTPs foi realizada em 

um sistema Acquity UPLC I-Class FTN (Waters), utilizando uma alíquota de 10 

μL injetada em coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7 μm (2,1 mm × 50 mm) 

(Waters), mantida a 40 °C, com fluxo de 300 μL min⁻¹. O gradiente binário 

consistiu em água grau LC-MS contendo 0,01% de ácido fórmico (Sigma-Aldrich) 

e metanol grau LC-MS (Merck) contendo 0,01% de ácido fórmico como fase 

móvel. O gradiente de eluição iniciou-se com 100% de água, reduzindo para 95% 

ao longo de cinco minutos, seguido de redução para 5% no minuto subsequente, 

permanecendo nessa condição por um minuto, retornando a 100% em um 

minuto e sendo mantido por dois minutos para reequilíbrio da coluna, totalizando 

10 minutos de corrida. 

A espectrometria de massas foi realizada por ionização por eletrospray (ESI) 

de alto desempenho com fonte Z-spray ortogonal dupla (Waters), acoplada a um 

espectrômetro de massas triplo quadrupolo Xevo TQ-XS (Waters). Foi utilizada 

nebulização pressurizada com gás nitrogênio a 2,8 bar, fluxo de dessolvatação 

de 550 L h⁻¹ e fluxo de cone de 150 L h⁻¹. A temperatura do gás de dessolvatação 

foi ajustada para 500 °C, a temperatura da fonte para 150 °C e a voltagem do 

capilar para 2,8 kV. O gás argônio foi empregado como gás de colisão, com 

pressão de 0,8 kgf cm⁻² e fluxo de 0,15 mL min⁻¹ na célula de colisão. 

O espectrômetro operou no modo multiple reaction monitoring (MRM), com 

voltagem de cone de 20 V e energia de colisão de 4 eV. A identificação de cada 

nucleosídeo foi realizada com base nas transições específicas dos íons 

fragmentos MH⁺ (5mdC: 242/126; 5hmdC: 258/142; dC: 228/112; dG: 268/152; 

dA: 252/136; dT: 243/127 m/z). 

3.3.4 Processamento de dados 

O software MassLynx versão 4.2 (Waters) foi utilizado para o processamento 

dos cromatogramas. Após a aquisição, os espectros foram integrados e as linhas 

suavizadas com duas médias a cada dois escaneamentos. A área sob o pico de 

cada nucleosídeo foi estimada utilizando o software TargetLynx XS (Waters). As 

áreas foram convertidas em massa absoluta e a porcentagem de metilação foi 

calculada com base nas massas estimadas dos nucleosídeos. A conversão de 

área em massa foi realizada por meio de equações lineares obtidas a partir de 
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curva padrão com concentrações conhecidas (concentrações: 0,6; 1,2; 2,3; 4,7; 

7,0; 9,4 e 11,7 ng para dC e 0,7; 1,5; 3,0; 5,9; 8,9; 11,9 e 14,8 ng para 5mdC), 

utilizando o kit 5-Methylcytosine & 5-Hydroxymethylcytosine DNA Standard Set 

(Zymo Research Corporation, Irvine, CA, EUA). 

A porcentagem de metilação foi determinada com base na razão entre as 

massas absolutas estimadas de 5-metilcitosina (5mdC) e citosina não 

modificada (dC). A metilação global do DNA (GDM, %) foi calculada utilizando a 

seguinte fórmula: 

𝐺𝐷𝑀 (%)  =
[𝑚𝑑𝐶]

[𝑑𝐶] + [𝑚𝑑𝐶]
 𝑥100 

Em que [mdC] representa a massa da citosina metilada e [dC] a massa da 

citosina não modificada. 

3.3.5 Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) bifatorial para 

avaliar os efeitos dos tratamentos, dos tempos experimentais e da interação 

entre esses fatores. Para comparações múltiplas entre as médias, foi aplicado o 

teste Student–Newman–Keuls (SNK) (p < 0,05). Adicionalmente, o coeficiente 

de variação (CV) foi calculado para avaliar a dispersão dos dados. 

Quando observada interação significativa entre os fatores, as comparações 

foram realizadas dentro de cada tempo experimental (comparação entre 

tratamentos em cada ponto de coleta: 0, 7 e 14 dias) e dentro de cada tratamento 

(comparação entre os tempos experimentais para cada tratamento: Controle, 5-

azacitidina e hidroxiureia). Todas as análises estatísticas foram realizadas 

utilizando o software R (R Core Team, 2025). 

3.4 Análise proteômica 

3.4.1 Extração de proteínas e digestão tríptica 

Foram utilizadas três amostras biológicas de aproximadamente 300 mg para 

cada tratamento (controle, 5 μM 5-AzaC e 5 μM HU) em cada tempo de coleta 

(7, 14, 21 e 35 dias). As amostras foram maceradas em nitrogênio líquido 

utilizando almofariz e pistilo, sendo posteriormente misturadas com 1 mL de 
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tampão de extração Ureia/Tiourea (composto por 7 M ureia (GE Healthcare, 

Freiburg, Alemanha), 2 M tioureia (GE Healthcare), 2% Triton X-100 (GE 

Healthcare), 1% ditiotreitol (DTT, GE Healthcare) e 1 mM fluoreto de 

fenilmetilsulfonila (PMSF, Sigma-Aldrich). As amostras foram agitadas em vórtex 

por 30 minutos a 8 °C sob refrigeração, seguidas de centrifugação a 16.000 × g 

por 20 minutos a 4 °C. Os sobrenadantes contendo as proteínas totais foram 

coletados, e a concentração proteica foi determinada utilizando o reagente de 

Bradford (Sigma-Aldrich). 

As proteínas foram precipitadas pelo método metanol/clorofórmio para 

remoção de compostos interferentes, conforme descrito por Nanjo et al., (2012). 

Em seguida, as amostras foram ressuspendidas em solução contendo 7 M ureia 

e 2 M tioureia, após o que foi realizada digestão tríptica das proteínas (1:100 

enzima:proteína, V5111, Promega, Madison, WI, EUA) utilizando o método filter-

aided sample preparation (FASP), conforme descrito por Wiśniewski et al., 

(2009), com modificações descritas em Botini et al., (2021). Os peptídeos foram 

secos a vácuo e solubilizados em 50 µL de solução contendo 5% (v/v) acetonitrila 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e 0,1% (v/v) ácido fórmico (Sigma-

Aldrich) em água grau espectrometria de massas (MS) (Sigma-Aldrich). A 

concentração dos peptídeos foi estimada pela absorbância a 205 nm utilizando 

espectrofotômetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific). Os peptídeos 

foram armazenados a −80 °C até as análises por espectrometria de massas. 

3.4.2 Análise por espectrometria de massas e processamento dos 

espectros 

Para a análise proteômica, foram utilizados 2 µg de peptídeos para aquisição 

dos espectros de massas, realizada em um sistema nanoAcquity UPLC M-Class 

(Waters, Manchester, Reino Unido) acoplado a um espectrômetro de massas 

SYNAPT G2-Si (Waters) para análise LC-ESI-MS/MS, conforme os parâmetros 

descritos por Xavier et al., (2023). 

Os espectros foram analisados utilizando o software ProteinLynx Global 

SERVER (PLGS) versão 3.0.2 (Waters), empregando como banco de dados o 

proteoma de C. papaya ASGPBv0.4 disponível na base Phytozome (versão 11.0) 
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(https://phytozome.jgi.doe.gov). A quantificação label-free foi realizada utilizando 

o software IsoQuant versão 1.7 (Distler et al., 2014). 

Apenas proteínas presentes nas três repetições biológicas ou ausentes (no 

caso de proteínas exclusivas) foram consideradas nas análises comparativas. 

As proteínas foram filtradas com base no teste t de Student (p < 0,05) e nos 

valores de fold change ≤ −0,585 ou ≥ 0,585, sendo classificadas, 

respectivamente, como proteínas com acúmulo reduzido ou aumentado (DAPs). 

3.4.3 Análise de dados proteômicos 

A anotação funcional das proteínas foi realizada por meio de uma 

combinação de abordagens automatizadas e manuais. A anotação funcional 

automatizada foi conduzida utilizando o software OmicsBox V3.0 

(https://www.biobam.com), que integra ferramentas como BLAST, InterProScan 

e análise de enriquecimento de Gene Ontology (GO) para atribuição de 

categorias funcionais, domínios proteicos e vias metabólicas. A anotação manual 

foi posteriormente realizada utilizando o banco de dados UniProtKB 

(https://www.uniprot.org) para validação e refinamento dos resultados obtidos 

automaticamente. 

Para as análises subsequentes, o conjunto de proteínas foi definido como o 

subconjunto de proteínas diferencialmente acumuladas (DAPs) identificadas 

como significativas em pelo menos uma das comparações pareadas entre 

tratamentos e/ou tempos experimentais. 

Os ortólogos de Arabidopsis thaliana foram identificados utilizando BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool). As sequências proteicas das DAPs 

selecionadas foram extraídas em formato FASTA utilizando o RStudio, e a busca 

BLASTp foi realizada contra o proteoma de Arabidopsis disponível na base 

STRING (https://string-db.org). Esse procedimento permitiu a identificação de 

domínios proteicos conservados e ortólogos funcionais, posteriormente 

utilizados nas análises downstream. 

Para a análise de enriquecimento de processos biológicos, os ortólogos de 

Arabidopsis das DAPs foram analisados utilizando a ferramenta ShinyGO (Ge et 

al., 2020). Processos com valor de p < 0,05 foram considerados 

significativamente enriquecidos. Adicionalmente, a análise de agrupamento das 

https://phytozome.jgi.doe.gov/
https://www.biobam.com/
https://www.uniprot.org/
https://string-db.org/
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DAPs foi realizada utilizando o pacote Mfuzz (Kumar & Futschik, 2007) no 

software R (R Core Team, 2025), agrupando proteínas com base em seus 

padrões de acúmulo ao longo dos diferentes tempos experimentais. 

Por fim, foram identificadas proteínas-alvo direta ou indiretamente 

associadas à embriogênese somática, à regulação epigenética e à biossíntese 

e sinalização de hormônios vegetais. 

3.5 Extração e purificação de hormônios endógenos 

A quantificação dos hormônios vegetas, ácido indol-3-acético (AIA), ácido 

jasmônico (JA) e ácido salicílico (SA) foi realizada conforme descrito por 

Durgbanshi et al., (2005), com modificações propostas por Vives-Peris et al., 

(2023). O conteúdo de fitormônios foi determinado em calos embriogênicos de 

C. papaya cultivados sob diferentes tratamentos (controle, 5-AzaC e HU) e em 

diferentes tempos de coleta (0, 7, 14, 21 e 35 dias). 

Para cada amostra, foram pesados entre 20 e 50 mg de tecido liofilizado. A 

extração dos fitormônios foi realizada em 2 mL de água ultrapura utilizando um 

homogeneizador tipo moinho de bolas (MillMix 20, Domel Železniki, Eslovênia). 

Cada tubo de amostra recebeu uma solução padrão interno contendo hormônios 

marcados isotopicamente, incluindo 25 ng de [²H₆]-ABA, [¹³C₆]-SA, ácido 

dehidrojasmônico (DHJA) e 2,5 ng de [²H₅]-AIA. Esses padrões internos foram 

utilizados para garantir a quantificação precisa dos hormônios nas amostras. 

Após a homogeneização, as amostras foram centrifugadas a 4000 × g e 4 °C 

por 10 minutos. O sobrenadante foi recuperado e o pH ajustado entre 2,8 e 3,2 

com ácido acético 80%. O extrato aquoso foi então particionado duas vezes com 

2 mL de éter dietílico (Fisher Scientific, Hampton, NH, EUA). A fase orgânica foi 

coletada e seca sob vácuo em concentrador centrífugo (Speed Vac, Jouan, Saint 

Herblain Cedex, França). Após a secagem, o pellet foi ressuspendido em 0,5 mL 

de solução metanol:água (10:90, v:v) e submetido a sonicação suave por 10 

minutos. 

A solução resultante foi filtrada através de membranas de PTFE de 0,22 µm 

(Albert S.A., Barcelona, Espanha), diluída na proporção 1:3 (v:v) e diretamente 

injetada em um sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência acoplado à 
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espectrometria de massas (Xevo TQ-S, Waters Corp., Milford, MA, EUA). As 

separações cromatográficas foram realizadas em coluna de fase reversa C18 

(Luna Omega, 50 × 2,1 mm, tamanho de partícula 1,8 µm; Phenomenex, 

Torrance, CA, EUA) utilizando gradiente de acetonitrila e água ultrapura (ambos 

suplementados com 0,1% de ácido fórmico) com fluxo de 300 µL min⁻¹. Os 

fitormônios foram quantificados em espectrômetro de massas triplo quadrupolo 

equipado com fonte de ionização por eletrospray ortogonal Z-spray. Curvas 

padrão foram preparadas por meio da injeção de padrões comerciais dos 

hormônios no sistema UPLC-MS e utilizadas para quantificar as concentrações 

hormonais nas amostras. Os resultados representam a média de quatro 

repetições biológicas para cada tratamento, sendo processados utilizando o 

software MassLynx versão 4.2. 

3.5.1 Análise estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) bifatorial para 

avaliar os efeitos dos tratamentos, dos tempos experimentais e da interação 

entre esses fatores. Quando observados efeitos significativos, as comparações 

múltiplas entre as médias foram realizadas utilizando o teste Student–Newman–

Keuls (SNK) (p < 0,05). Adicionalmente, o coeficiente de variação (CV) foi 

calculado para avaliar a dispersão dos dados. 

Quando houve interação significativa entre os fatores, as comparações foram 

realizadas dentro de cada tempo experimental (comparação entre tratamentos 

em cada ponto de coleta: 0, 7, 14, 21 e 35 dias; por exemplo, 7C, 7AZ, 7HU; 

14C, 14AZ, 14HU; 21C, 21AZ, 21HU; 35C, 35AZ, 35HU) e dentro de cada 

tratamento (comparação entre os tempos experimentais para cada tratamento; 

por exemplo, Controle – 0, 7C, 14C, 21C, 35C; 5-azacitidina – 0, 7AZ, 14AZ, 

21AZ, 35AZ; hidroxiureia – 0, 7HU, 14HU, 21HU, 35HU). Todas as análises 

estatísticas foram realizadas utilizando o software RStudio (R Core Team, 2025) 
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4. RESULTADOS 

4.1 Influência do agente hipometilante na formação de embriões em C. 

papaya 

O tratamento com 5-azaC aumentou o número de embriões no estágio 

globular em comparação aos tratamentos controle e HU. Em contraste, o 

tratamento controle apresentou maiores números de embriões nos estágios 

coração e cotiledonar. No entanto, não foram observadas diferenças 

significativas no número total de embriões entre os tratamentos (Tabela 1). 

Tabela 1. Valores médios do número de embriões globulares, em estádio de coração, 
cotiledonares e do total de embriões de Carica. Papaya L sob diferentes tratamentos, 
na centração de 5 μM. Os valores representam médias (n = 5). Médias seguidas pela 
mesma letra, dentro de cada coluna, não diferem significativamente entre si de acordo 
com o teste de Tukey, ao nível de 5% de significância. 

. 

 

Figura 5. Desenvolvimento de calos embriogênicos de Carica papaya L. ao final da 
segunda fase de multiplicação (dia 0), ao longo da terceira fase de multiplicação (dias 
7, 14 e 21) e durante o período de maturação dos embriões (dia 35), sob condições 
controle e na presença de hidroxiureia (HU) e 5-azacitidina (5-AzaC). Barra de escala = 
1 mm. 

Tratamentos Globular/ 
Torpedo 

Coração Cotiledonar Total de  
embriões 

Controle 33.88b 32.50a 21.19a 87.57a 

5-AzaC 84.69a 7.50b 4.56b 96.75a 

HU 47.88b 14.94b 5.19b 68a 
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4.2  Metilação global do DNA (GDM) 

A GDM apresentou variações associadas ao tempo de cultivo e aos 

tratamentos ao longo do experimento (Figura 6). O tempo 0 foi definido como 

condição basal, representando o período anterior à ação efetiva dos agentes 

moduladores da metilação, não sendo esperadas diferenças entre os 

tratamentos nesse ponto experimental. Após a exposição aos tratamentos, 

alterações nos níveis de GDM foram observadas durante o cultivo. Os tempos 

de 21 e 35 dias foram excluídos das análises subsequentes em decorrência da 

rápida degradação dos reagentes e da ausência de respostas consistentes aos 

tratamentos, permanecendo apenas os tempos de 0, 7 e 14 dias para as 

avaliações. 

Aos 7 dias, o tratamento controle apresentou redução significativa da GDM, 

enquanto os tratamentos com 5-AzaC e HU exibiram níveis significativamente 

mais elevados em relação ao controle. Aos 14 dias, observou-se diminuição da 

GDM no tratamento com 5-AzaC, enquanto o tratamento com HU manteve os 

maiores valores de metilação global, diferindo significativamente tanto do 

controle quanto do 5-AzaC. 

Em razão do aumento transitório da GDM observado no tratamento com 5-

AzaC aos 7 dias, foi conduzido um experimento adicional com maior resolução 

temporal (dias 0, 1, 3, 5, 7 e 14) para caracterizar a dinâmica inicial da metilação 

global (Figura 7). Nesse experimento, o tratamento controle apresentou valores 

elevados de GDM nos dias 0 e 1, seguidos por redução significativa entre os dias 

3 e 7, com recuperação parcial aos 14 dias. No tratamento com 5-AzaC, 

observou-se queda acentuada da GDM no dia 1, seguida por aumento gradual 

entre os dias 3 e 7 e posterior redução aos 14 dias.  
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Figura 6. Níveis de metilação global do DNA (GDM %) em calos embriogênicos de 
Carica papaya L. submetidos aos tratamentos controle, 5-azacitidina (5-AzaC) e 
hidroxiureia (HU) nos dias 0, 7 e 14 de cultivo in vitro. As barras representam a média ± 
erro padrão. Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo 
teste de Student–Newman–Keuls (SNK, p ≤ 0,05). Letras minúsculas indicam 
comparações entre os dias dentro de cada tratamento, enquanto letras maiúsculas 
indicam comparações entre os tratamentos dentro de cada dia. Coeficiente de variação 
(CV): Controle = 18.33%; 5-AzaC = 12.28%; HU = 10.87%. 

 

Figura 7. Dinâmica temporal da metilação global do DNA (GDM, %) em calos 
embriogênicos de Carica papaya L. submetidos aos tratamentos controle e 5-azacitidina 
(5-AzaC) nos dias 0, 1, 3, 5, 7 e 14 de cultivo in vitro. As barras representam a média ± 
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erro padrão (SE). Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente pelo 
teste de Student–Newman–Keuls (SNK, p ≤ 0,05). Letras minúsculas indicam 
comparações entre os dias dentro de cada tratamento, enquanto letras maiúsculas 
indicam comparações entre os tratamentos dentro de cada dia. Coeficiente de variação 
(CV): Controle = 26.36%; 5-AzaC = 17.76%. 
 

4.3 Quantificação de hormônios vegetais endógenos 

Os pontos experimentais correspondentes aos 21 e 35 dias foram excluídos 

das análises hormonais devido à rápida degradação do material e à ausência de 

resposta consistente aos tratamentos nesses períodos, sendo consideradas, 

portanto, apenas as avaliações dos dias 0, 7 e 14. 

O tempo 0 representou a condição basal do experimento, anterior à 

exposição efetiva aos tratamentos, não sendo esperadas diferenças nos níveis 

de IAA entre controle, 5-AzaC e HU nesse ponto experimental. Aos 7 dias, foi 

observado aumento significativo dos níveis de IAA em todos os tratamentos, 

mantendo-se elevados aos 14 dias. As comparações entre tratamentos dentro 

de cada tempo experimental não indicaram diferenças significativas, sugerindo 

um padrão temporal semelhante de acúmulo de auxina independentemente da 

condição aplicada (Figura 9a). 

Os níveis de JA apresentaram variação dependente do tempo e do 

tratamento após o início das exposições experimentais. No tratamento com 5-

AzaC, os valores observados aos 7 e 14 dias permaneceram semelhantes ao 

tempo basal, indicando relativa estabilidade ao longo do período avaliado. No 

controle, observou-se redução significativa aos 7 dias em relação ao tempo 0, 

seguida de recuperação aos 14 dias. No tratamento com HU, os níveis de JA aos 

7 e 14 dias foram significativamente inferiores aos observados no tempo basal. 

As comparações entre tratamentos dentro de cada ponto temporal revelaram 

diferenças significativas principalmente aos 7 e 14 dias (Figura 9b). 

Os níveis de SA apresentaram variação significativa ao longo do tempo 

dentro de cada tratamento, com aumento aos 7 dias em relação ao dia 0 e 

valores intermediários aos 14 dias. Em contraste, comparações entre 

tratamentos dentro de cada ponto temporal não revelaram diferenças 

significativas, indicando níveis semelhantes de SA entre controle, 5-AzaC e HU 

em todos os tempos avaliados (Figura 9c). 
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Figura 7. Teores de hormônios vegetais em calos embriogênicos de Carica papaya L. 
ao longo do tempo (0, 7, e 14 dias) sob os tratamentos controle (C), 5-azacitidina (5-
AzaC) e hidroxiureia (HU). (a) Ácido indol-3-acético (IAA); (b) ácido jasmônico (JA); (c) 
ácido salicílico (SA). As barras representam a média ± erro padrão (SE). Médias 
seguidas pela mesma letra não diferem significativamente de acordo com o teste de 
Student–Newman–Keuls (SNK, p ≤ 0,05). Letras minúsculas indicam comparações 
entre os dias dentro de cada tratamento, enquanto letras maiúsculas indicam 
comparações entre os tratamentos dentro de cada dia. Os teores hormonais estão 
expressos em ng g⁻¹ de massa seca (DW). Coeficiente de variação (CV): IAA – C = 
27,2%, 5-AzaC = 10,8%, HU = 4,7%; JA – C = 89,8%, 5-AzaC = 28,0%, HU = 21,0%; 
SA – C = 98,9%, 5-AzaC = 67,5%, HU = 14,8%. 
 

4.4  Análise proteômica 

Um total de 1.088 proteínas foi identificado (Anexo 1) na análise proteômica 

bottom-up de amostras coletadas aos 0, 7, 14, 21 e 35 dias durante a 

embriogênese somática. A influência do 5-AzaC e HU foi mais evidente nos 

estágios iniciais (7 e 14 dias), enquanto nos estágios posteriores (21 e 35 dias) 

não foram observadas diferenças consistentes entre os tratamentos. Em função 

disso, as análises subsequentes concentraram-se nos pontos temporais iniciais 

(0, 7 e 14 dias), que refletiram de forma mais clara os efeitos dos reagentes em 

estudo. 
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Nos tempos 0 e 7 dias, foram detectadas 1.060, 1.078, 1.063 e 1.073 

proteínas nos tratamentos 0 dia, 7 dias no tratamento controle (7C), 7 dias no 

tratamento com 5-AzaC (7AZ) e 7 dias no tratamento com hidroxiureia (7HU), 

respectivamente. Dentre essas, 1.041 proteínas foram compartilhadas entre os 

quatro tratamentos. Além disso, foram observadas proteínas exclusivas em cada 

condição: uma no tempo 0, duas no tratamento 7C, uma no 7AZ e duas no 7HU 

(Figura 10a). 

Aos 14 dias, foram identificadas 1.074, 1.063 e 1.068 proteínas nos 

tratamentos 14 dias no tratamento controle (14C), 14 dias no tratamento com 5-

AzaC (14AZ) e 14 dias no tratamento com hidroxiureia (14HU), respectivamente. 

Desse conjunto, 1.048 proteínas foram comuns aos três tratamentos, enquanto 

proteínas exclusivas foram detectadas em 14C (três), 14AZ (duas) e 14HU 

(quatro) (Figura 10b). 

As proteínas diferencialmente acumuladas (DAPs) foram agrupadas em sete 

clusters de expressão com base em seus z-scores, revelando padrões distintos 

de acumulação ao longo da embriogênese somática. O Cluster 1 compreendeu 

94 proteínas, o Cluster 2 incluiu 32, o Cluster 3 reuniu 40, o Cluster 4 apresentou 

15, o Cluster 5 agregou 38, o Cluster 6 continha 37 e o Cluster 7 incluiu 94 

proteínas, totalizando 350 proteínas agrupadas (Figura 10c). Dentro desses 

clusters, foram identificadas proteínas direta ou indiretamente associadas à 

embriogênese somática, à regulação hormonal e a vias epigenéticas em cada 

tratamento (Tabela 2). 
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Figura 8. Análise proteômica diferencial durante a embriogênese somática de Carica. 
Papaya L sob os tratamentos Controle (C), 5-azacitidina (5-AzaC; AZ) e hidroxiureia 
(HU) aos 0, 7 e 14 dias. (a) Diagrama de Venn mostrando a distribuição e o número de 
proteínas diferencialmente acumuladas (DAPs) únicas e compartilhadas entre os 
tratamentos no tempo inicial (0 e 7 dias). (b) Diagrama de Venn representando a 
sobreposição das DAPs entre os tratamentos aos 14 dias. (c) Mapa de calor exibindo o 
agrupamento hierárquico de 350 DAPs, organizadas em sete clusters (Clusters 1–7) 
com base nos perfis de abundância normalizados por z-score. Cores quentes (amarelo) 
indicam maior abundância relativa de proteínas, enquanto cores frias (azul) representam 
menor abundância nos diferentes tratamentos e tempos experimentais.
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4.5  Análise funcional dos dados proteômicos 

A análise de enriquecimento funcional revelou diferenças distintas entre as 

comparações experimentais. A condição 7AZ/7C apresentou o maior número de 

processos biológicos significativamente enriquecidos, especialmente aqueles 

relacionados ao metabolismo de compostos contendo enxofre, às vias de 

aminoácidos e às respostas ao estresse oxidativo. Em contraste, as 

comparações 14AZ/14C, 14HU/14C e 7HU/7C apresentaram menor número de 

processos enriquecidos e níveis mais baixos de significância estatística (Figura 

11). 

 

Figura 9. Análise de enriquecimento funcional (Gene Ontology – Processo Biológico) 
realizada utilizando o ShinyGO v0.82. Cada bolha representa um processo biológico 
significativamente enriquecido. O tamanho da bolha indica o fold enrichment, enquanto 
a intensidade da cor reflete o nível de significância estatística (−log₁₀ FDR). As 
comparações 14AZ/14C, 14HU/14C, 7AZ/7C e 7HU/7C estão dispostas no eixo x, e os 
processos biológicos enriquecidos estão listados no eixo y. A figura foi gerada em R com 
base nos resultados exportados do ShinyGO. 
 

A análise da rede de interação proteína–proteína (PPI) obtida a partir dos 

DAPs de todas as comparações entre tratamentos revelou um conjunto de 
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proteínas com alta centralidade, identificadas como proteínas hub. Entre as 

principais, destacam-se: RIBOSOMAL PROTEIN LARGE SUBUNIT 4A 

(evm.model.supercontig_10.82, ortóloga de RPL4A), RIBOSOMAL PROTEIN 

LARGE SUBUNIT 8A (evm.model.supercontig_25.175, ortóloga de RPL8A), 

RIBOSOMAL PROTEIN LARGE SUBUNIT 7B (evm.model.supercontig_21.235, 

ortóloga de RPL7B), RIBOSOMAL PROTEIN LARGE SUBUNIT 18AB 

(evm.model.supercontig_166.21, ortóloga de RPL18AB) e RIBOSOMAL 

PROTEIN LARGE SUBUNIT 23AB (evm.model.supercontig_1.344, ortóloga de 

RPL23AB), pertencentes ao grupo das proteínas ribossomais da subunidade 

maior (Figura 12). 

Além disso, ACTIN-RELATED PROTEIN 1 (evm.model.supercontig_49.101, 

ortóloga de ARP1), RIBOSOMAL PROTEIN SMALL SUBUNIT 6B 

(evm.model.supercontig_36.166, ortóloga de RPS6B), RECEPTOR FOR 

ACTIVATED C KINASE 1B (evm.model.supercontig_3.429, ortóloga de 

RACK1B) e RIBOSOMAL PROTEIN SMALL SUBUNIT 12C 

(evm.model.supercontig_462.2, ortóloga de RPS12C) também foram 

identificadas como proteínas com alto grau de conectividade dentro da rede 

(Figura 12). 
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Figura 10. Rede de interação proteína–proteína (PPI) de proteínas associadas à 
indução de calos embriogênicos mediada por 2,4-D em Carica papaya L. A rede foi 
gerada no Cytoscape utilizando o stringApp, com limite de confiança de 0,7. As arestas 
são exibidas no modo de confiança, com a espessura e a opacidade escalonadas de 
acordo com o escore combinado do STRING. As cores dos nós indicam a centralidade 
topológica na rede, sendo os nós em vermelho representativos de proteínas hub com 
alta conectividade, os nós em laranja e amarelo indicativos de conectividade 
intermediária e os nós em azul representativos de proteínas com baixa conectividade. 
Os nomes indicam proteínas de Arabidopsis ortólogas às identificadas em C. papaya L. 
pela análise no STRING. 
 

A análise da rede de interação proteína–proteína (PPI) evidenciou a 

formação de módulos funcionais organizados em clusters visualmente distintos 

(Figura 13). A listagem completa das proteínas diferencialmente acumuladas 

encontra-se no Quadro 4. Esses clusters apresentaram padrões específicos de 

aumento ou redução na acumulação proteica, associados tanto aos tratamentos 

com 5-AzaC e HU quanto aos diferentes tempos experimentais. 

No Cluster 1, proteínas associadas à regulação epigenética, sinalização 

e tráfego vesicular apresentaram aumento preferencial sob 5-AzaC, incluindo a 
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PROTEÍNA PUTATIVA ASSOCIADA À REGULAÇÃO EPIGENÉTICA E 

RESPOSTA AO ESTRESSE (evm.model.supercontig_51.147, ortóloga de 

F22D1.120), enquanto ACTINA 4 (evm.model.supercontig_81.159, ortóloga de 

ACT4) exibiu aumento inicial seguido de redução nas comparações envolvendo 

HU. Componentes relacionados à tradução e homeostase celular, como 

PROTEÍNA ASSOCIADA AO RECEPTOR PARA A QUINASE C 1B 

(evm.model.supercontig_3.429, ortóloga de RACK1B) e SUBUNIDADE G1 DA 

ATPASE VACUOLAR (evm.model.supercontig_666.2, ortóloga de VHA-G1), 

apresentaram redução predominante sob HU. 

O Cluster 2 concentrou proteínas envolvidas na regulação hormonal, 

tradução e modulação epigenética, com aumento consistente de acumulação em 

tratamentos com 5-AzaC e nos tempos tardios, incluindo PROTEÍNA 14-3-3 

GRUPO F 9-2 (evm.model.supercontig_97.102, ortóloga de GRF9-2), FATOR 

DE INICIAÇÃO DA TRADUÇÃO EUCARIÓTICA 2 SUBUNIDADE GAMA 

(evm.model.supercontig_16.190, ortóloga de EIF2_GAMMA) e PROTEÍNA 

GH3.6 LIGASE DE AMIDO DO ÁCIDO INDOL-3-ACÉTICO 

(evm.model.supercontig_1065.2, ortóloga de GH3.6). 

No Cluster 3, proteínas associadas ao metabolismo energético e ao 

tráfego celular apresentaram aumento predominante nas comparações com HU, 

como FOSFOENOLPIRUVATO CARBOXIQUINASE A 

(evm.model.supercontig_129.27, ortóloga de PCKA) e XILANASE A 

(evm.model.supercontig_75.2, ortóloga de XYLA), enquanto PROTEÍNA DE 

TRANSFERÊNCIA DE LIPÍDIOS 4 (evm.model.supercontig_157.28, ortóloga de 

LTP4) apresentou redução em comparações específicas. 

O Cluster 4 reuniu proteínas relacionadas à metilação, metabolismo 

energético e estresse oxidativo, com aumento preferencial em estágios iniciais e 

sob HU, incluindo S-ADENOSILMETIONINA SINTETASE 2 

(evm.model.supercontig_67.71, ortóloga de SAM2), SUPERÓXIDO 

DISMUTASE DE COBRE/ZINCO 1 (evm.model.supercontig_117.11, ortóloga de 

CSD1) e BETA-GLUCOSIDASE 40 (evm.model.supercontig_1.109, ortóloga de 

BGLU40). 
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No Cluster 5, observaram-se padrões mistos, com redução em proteínas 

associadas ao citoesqueleto e tráfego intracelular, como FATOR 

DESPOLIMERIZANTE DE ACTINA 4 (evm.model.supercontig_312.2, ortóloga 

de ADF4), e aumento em proteínas de remodelamento da parede celular, como 

XILANO ENDOTRANSGLUCOSILASE/HIDROLASE 23 

(evm.model.supercontig_233.26, ortóloga de XTH23). 

O Cluster 6 foi caracterizado por redução predominante nas comparações 

tardias, envolvendo proteínas de metabolismo de carbono, sinalização 

metabólica e resposta ao estresse, como HEXOKINASE 1 

(evm.model.supercontig_78.23, ortóloga de HXK1) e GLUTATIONA S-

TRANSFERASE TAU 17 (evm.model.supercontig_1.380, ortóloga de GSTU17), 

enquanto TRANSKETOLASE-LIKE 2 (evm.model.supercontig_3.290, ortóloga 

de TKL-2) apresentou detecção exclusiva sob 5-AzaC. 

No Cluster 7, predominou a redução de acumulação em proteínas 

associadas à detoxificação, metabolismo hormonal e proteostase, incluindo 

GLUTATIONA S-TRANSFERASE F 13 (evm.model.supercontig_9.200, ortóloga 

de GSTF13), UDP-GLICOSILTRANSFERASE 71B2 

(evm.model.supercontig_8.266, ortóloga de UGT71B2) e PROTEÍNA DE 

CHOQUE TÉRMICO 90-1 (evm.model.supercontig_29.53, ortóloga de HSP90-

1), especialmente nas comparações envolvendo HU e nos tempos finais. 
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Figura 11. Rede de interação proteína–proteína de proteínas associadas à indução de 
calos embriogênicos mediada por 2,4-D em Carica papaya L. A rede foi gerada no 
Cytoscape utilizando o stringApp, com limiar de confiança de 0,7. As arestas são 
apresentadas no modo de visualização por confiança, com espessura e opacidade 
proporcionais ao score combinado do STRING. Os nomes das proteínas correspondem 
aos ortólogos de Arabidopsis thaliana identificados para as respectivas proteínas de C. 
papaya L. por meio da análise no STRING. A codificação por cores dos nós representa 
as relações de ortologia: nós pretos indicam um único ortólogo de mamão 
correspondente a uma proteína de Arabidopsis, enquanto nós azuis indicam dois ou 
mais ortólogos de C. papaya L. mapeados para a mesma proteína de Arabidopsis 
thaliana. 
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Tabela 2. Proteínas-alvo potencialmente relacionadas à regulação epigenética, desenvolvimento embrionário e respostas ao estresse durante 
a embriogênese somática de Carica papaya L., identificadas por análise proteômica e agrupadas conforme padrões de acumulação nos 
diferentes tempos experimentais e tratamentos. A tabela apresenta ortólogos em Arabidopsis thaliana, categorias biológicas putativas, 
comparações experimentais relevantes e o perfil diferencial de acumulação (UP = aumento; DOWN = redução; Uniq. = exclusivo do 
tratamento). 
 

Protein ID (Carica Papaya L.) Ortholog 
(Arabidopsis) 

Categoria biológica Comparação relevante Diferencial de 
acumulação 

Cluster 1 

evm.model.supercontig_51.147 F22D1.120 Regulação epigenética / resposta ao estresse 
(putativa) 

7AZ/7C Uniq. 7AZ 

7HU/7C Uniq. 7HU 

14AZ/14C UP 

evm.model.supercontig_3.429 RACK1B Regulação traducional / sinalização hormonal 
(ABA/auxina) 

7HU/7C;14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_81.159 ACT4 Citoesqueleto / polarização celular 7AZ/C0; 7C/C0 UP 

7HU/7C DOWN 

evm.model.supercontig_666.2 VHA-G1 Homeostase celular / tráfego vesicular 7HU/7C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_130.66 PBB2 Processamento proteico / regulação de proteólise 7AZ/C0  UP 

14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_245.1 RABA4C Tráfego vesicular / sinalização celular 7AZ/C0 UP 

evm.model.supercontig_145.18 ARGAH1 Metabolismo de poliaminas / regulação hormonal 
indireta 

7AZ/C0 UP 

evm.model.supercontig_107.14 CYP76C2 Metabolismo de hormônios / compostos oxidados 7AZ/C0 UP 

Cluster 2 

evm.model.supercontig_97.102 GRF9-2 Regulação hormonal / crescimento celular 
7AZ/C0 Uniq. 7AZ 

7C/C0; 7HU/C0; 7AZ/7C; 14AZ/14C UP 

evm.model.supercontig_1539.1 SERPIN1 Regulação de proteólise / estresse 
7C/C0; 7AZ/C0 UP 

7HU/7C Uniq. 7HU 

evm.model.supercontig_25.210 GSTU25 Detoxificação / redox / estresse oxidativo 
7AZ/C0; 7AZ/7C; 14AZ/14C UP 

14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_50.116 GSTF9 Detoxificação / redox 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_887.2 MAH20.13 Metiltransferase / regulação epigenética (putativa) 7C/C0; 7HU/C0; 14AZ/14C UP 

evm.model.supercontig_3.18 PKP2 Metabolismo energético / glicólise 7C/C0; 7HU/C0; 14AZ/14C UP 

evm.model.supercontig_16.190 EIF2_GAMMA Regulação da tradução / resposta ao estresse 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0; 14AZ/14C UP 

evm.model.supercontig_46.175 EIF(ISO)4G1 Regulação da tradução 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_107.64 TPP2 Peptidase / controle proteico 7C/C0 UP 

evm.model.supercontig_6.295 SKP1A Regulação epigenética / ubiquitinação (SCF complex) 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_1.401 ACT12 Citoesqueleto / polarização celular 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_37.16 PSL5 Regulação mitocondrial / estresse 7AZ/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_728.2 AHP5 Sinalização hormonal (citocinina/HPt protein) 14AZ/14C UP 



 
 

54 
 

evm.TU.contig_32826.1 GH3.6 Metabolismo de auxina 14AZ/14C; 14HU/14C UP 

Cluster 3 

evm.model.supercontig_129.27 PCKA Metabolismo energético / integração metabólica 7HU/7C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_75.2 XYLA Remodelamento de parede celular 7HU/7C; 7AZ/7C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_157.28 LTP4 Transporte lipídico / sinalização de membrana 7AZ/7C DOWN 

evm.model.supercontig_81.140 CTIMC Metabolismo mitocondrial / respiração 7HU/7C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_55.94 ARFA1F Tráfego vesicular / sinalização celular 7HU/C0; 7HU/7C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_33.179 CAM7 Sinalização por Ca²⁺ / regulação transcricional 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_532.4 ASP5 Metabolismo de aminoácidos / integração metabólica 7HU/C0; 7HU/7C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_53.142 RD19D Resposta ao estresse / protease 7HU/C0; 7HU/7C UP 

evm.model.supercontig_17.152 TGG5 Defesa / estresse oxidativo 7HU/7C UP 

evm.model.supercontig_10.262 SSL10 Resposta ao estresse 7HU/7C UP 

Cluster 4 

evm.model.supercontig_67.71 SAM2 Metabolismo de S-adenosilmetionina / metilação 7AZ/7C Uniq. 7C 

evm.model.supercontig_19.200 RPN8A Proteassoma / regulação da proteólise 7AZ/C0 Uniq. 7AZ 

evm.model.supercontig_81.37 HSP17.6B Resposta ao estresse / chaperona 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_44.10 PXG1 Redox / peroxidase 7AZ/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_90.61 RABA5D Tráfego vesicular 7C/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_97.104 PPC3 Metabolismo energético 7C/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_117.11 CSD1 Superóxido dismutase / estresse oxidativo 7C/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_58.99 RAB28 Tráfego vesicular 7C/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_48.211 ACLA-3 Metabolismo de acetil-CoA / integração metabólica 7C/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_58.78 PBD1 Regulação da tradução / resposta ao estresse 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_292.1 GH3.1 Metabolismo de auxina (IAA-amido ligase) 7HU/C0; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_1.109 BGLU40 
Metabolismo de glicosídeos / parede celular / 

hormônios 
7HU/C0; 7HU/7C; 14AZ/14C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_271.5 F28P22.26 Resposta ao estresse / regulação celular 7AZ/7C DOWN 

evm.TU.contig_37837.1 PATL3 Transporte lipídico / sinalização de membrana 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0; 14AZ/14C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_53.40 A2 Regulação transcricional / resposta ao estresse 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0; 14AZ/14C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_135.6 GDH2 Metabolismo N / integração sinal-metabolismo 7C/C0; 7AZ/C0 UP 

evm.model.supercontig_1.115 GRF12 Regulação hormonal (14-3-3 protein) 7AZ/C0 UP 

evm.model.supercontig_17.191 AHA11 Transporte de prótons / homeostase de membrana 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_52.65 NAD-ME1 Metabolismo mitocondrial / energia 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_3.401 TUBB6 Citoesqueleto 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_27.48 GRXS17 Redox / resposta ao estresse 7HU/C0 UP 

evm.model.supercontig_25.176 ATPC ATP sintase / energia 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_44.141 PKP1 Glicólise / integração metabólica 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_200.16 RD21B Protease / resposta ao estresse 14HU/14C UP 

Cluster 5 

evm.model.supercontig_81.68 A2 Regulação transcricional / resposta ao estresse 
7HU/C0 UP 

7HU/7C Uniq. 7C 

evm.model.supercontig_37.14 UVR8 Sinalização por UV / resposta ao estresse 7AZ/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_48.146 SAR1B Tráfego vesicular (COPII) 7C/C0 DOWN 
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evm.model.supercontig_230.2 RABH1E Tráfego vesicular (Rab GTPase) 7AZ/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_312.2 ADF4 Citoesqueleto / dinâmica de actina 7AZ/C0; 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_233.26 XTH23 Remodelamento de parede celular 7HU/7C UP 

evm.model.supercontig_70.34 XTH5 Remodelamento de parede celular 7HU/7C UP 

evm.model.supercontig_84.113 TGG4 Defesa / estresse 7AZ/7C UP 

evm.model.supercontig_114.38 GSTL3 Redox / detoxificação 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_83.66 AAC3 Metabolismo mitocondrial / transporte 7AZ/C0; 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_19.93 PER52 Redox / parede celular 7C/C0; 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_34.179 PYD2 Metabolismo N / estresse 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_81.167 ACT4 Citoesqueleto / morfogênese 7AZ/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_81.167 ACT4 Citoesqueleto / morfogênese 7HU/7C; 14HU/14C UP 

evm.model.supercontig_49.101 ARP1 Complexo dinactina / tráfego intracelular 14AZ/14C DOWN 

evm.TU.contig_45133.1 GAMMACA1 Metabolismo energético / integração sinal-metabolismo 7AZ/C0; 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_37.29 BGAL6 Parede celular / modificação de carboidratos 14HU/14C UP 

Cluster 6 

evm.model.supercontig_3.290 TKL-2 Metabolismo de carbono / integração metabólica 
7AZ/C0; 7AZ/7C Uniq. 7AZ 

14AZ/14C UP 

evm.model.supercontig_106.27 PKP1 Glicólise / regulação metabólica 14AZ/14C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_83.83 SUR1 Metabolismo de auxina (via indol-3-acetaldoxima) 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_1.380 GSTU17 Detoxificação / redox 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_78.23 HXK1 Sensor de glicose / sinalização metabólica 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_81.43 HSP17.6B Resposta ao estresse / chaperona 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_81.164 HSP17.4A Resposta ao estresse / chaperona 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_883.2 AAC2 Transporte mitocondrial de ADP/ATP 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_166.24 UREG Homeostase de níquel / regulação metabólica 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_677.2 SSL10 Resposta ao estresse 14AZ/14C DOWN 

Cluster 7 

evm.model.supercontig_9.200 GSTF13 Detoxificação / redox 7HU/C0; 7HU/7C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_1476.2 HEL Helicase / regulação de RNA 7HU/C0; 7HU/7C; 14AZ/14C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_66.86 SAH7 Metabolismo de S-adenosilhomocisteína / metilação 7HU/C0; 7HU/7C; 14AZ/14C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_25.190 PAE2-2 Metabolismo de pectina / parede celular 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0; 14AZ/14C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_29.53 HSP90-1 Chaperona / proteostase 14AZ/14C; 14HU/14C DOWN 

evm.model.supercontig_8.201 CPN60 Chaperona mitocondrial 7HU/C0; 7HU/7C; 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_8.266 UGT71B2 Metabolismo hormonal (glicosilação) 7HU/C0; 7HU/7C; 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_153.17 CDC48D Remodelamento proteico / ubiquitinação 7HU/C0; 7HU/7C DOWN 

evm.model.supercontig_20.188 LYM2 Defesa / sinalização de parede celular 14AZ/14C DOWN 

evm.model.supercontig_27.257 RABA5A Tráfego vesicular 7C/C0; 7AZ/C0; 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_21.227 HSP22.0 Chaperona / estresse 7AZ/7C DOWN 

evm.model.supercontig_145.12 PME17 Modificação de pectina / parede celular 7HU/C0 DOWN 

evm.model.supercontig_57.55 CATHB2 Protease / resposta ao estresse 7HU/C0 DOWN 
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5. DISCUSSÃO 

A integração dos dados epigenéticos, hormonais e proteômicos forneceu uma 

visão abrangente dos mecanismos moleculares associados à embriogênese 

somática em C. papaya. Os resultados indicam que alterações transitórias na 

metilação do DNA, acompanhadas por ajustes coordenados nos perfis 

hormonais e proteômicos, estão intimamente relacionadas à aquisição da 

competência embriogênica e à transição entre os estágios iniciais do 

desenvolvimento, reforçando o caráter multifatorial desse processo (Fehér, 2015; 

Osorio-Montalvo et al., 2018). 

Embora o 5-AzaC seja reconhecido como um agente desmetilante, observou-

se uma redução inicial da metilação nos primeiros dias de incubação (até o 

terceiro dia), seguida por aumento subsequente da GDM, resultando em um pico 

transitório aos sete dias (Figs. 6–8). Esse padrão dinâmico sustenta a 

interpretação de que a indução da embriogênese somática não depende de um 

estado persistentemente hipometilado, mas sim de uma reconfiguração 

epigenética oscilatória, na qual fases sucessivas de hipometilação e remetilação 

conferem plasticidade celular sem comprometer a estabilidade genômica 

(Osorio-Montalvo et al., 2018; Santos et al., 2017). 

A plasticidade epigenética induzida pelo 5-AzaC refletiu-se também na 

morfologia embriogênica, uma vez que o tratamento promoveu aumento no 

número de embriões em estágios iniciais, sem alterar o número total de embriões 

formados (Tabela 1). Esse deslocamento na distribuição dos estádios sugere que 

o agente favoreceu eventos precoces de reprogramação celular e expansão 

inicial, em consonância com observações em diferentes espécies, nas quais 

exposições breves a moduladores epigenéticos reconfiguram estados de 

competência sem impactar a produtividade final (Sivanesan et al., 2022). 

A interação entre modulação epigenética e sinalização hormonal foi 

evidenciada pelas alterações nos níveis de JA e SA. O tratamento com 5-AzaC 

induziu um aumento precoce e transitório desses hormônios aos sete dias, 

seguido por redução consistente aos 14 dias (Figura 9c,d), sugerindo uma 

transição de um estado associado ao estresse para um programa de 
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desenvolvimento. O JA é amplamente associado a respostas de defesa e 

estresse, enquanto o SA atua como modulador de vias redox e processos 

epigenéticos, incluindo remodelamento da cromatina (Khan et al., 2022; Rehman 

et al., 2023). Em contraste, os níveis de AIA aumentaram progressivamente ao 

longo do experimento em todos os tratamentos (Figura 9a), indicando que a 

auxina acompanhou o curso natural da embriogênese somática, atuando como 

um eixo estabilizador do desenvolvimento, conforme descrito em outros sistemas 

vegetais (Fehér, 2015; Su et al., 2011). 

O aumento temporário de SA pode também estar relacionado à ativação de 

vias antioxidantes e à regulação de enzimas dependentes de SAM, que 

participam tanto dos processos de metilação quanto da biossíntese de 

hormônios vegetais (Chiang et al., 1996; Thomas et al., 1988). Essa associação 

é sustentada pela detecção de proteínas relacionadas ao metabolismo de SAM, 

como SAM1 e SAM2, durante as fases iniciais e intermediárias do processo. Em 

contraste, o tratamento com HU manteve níveis relativamente estáveis de JA e 

SA, em concordância com a resposta embriogênica limitada observada nesse 

tratamento. 

O HU, ao inibir a ribonucleotídeo redutase, induz estresse replicativo 

moderado (Wozniak & Simmons, 2021). Neste estudo, essa condição esteve 

associada a ajustes proteômicos compatíveis com uma resposta adaptativa 

transitória, seguida por estabilização celular e retomada da diferenciação. Esse 

comportamento também se refletiu nos níveis de GDM, que permaneceram 

elevados nos estágios iniciais, mas tenderam à normalização sugerindo a 

atuação de mecanismos compensatórios de ajuste epigenético. 

A análise proteômica revelou que a modulação epigenética não alterou 

apenas proteínas individuais, mas promoveu uma reorganização ampla das 

redes funcionais. A rede de interação proteína–proteína evidenciou a presença 

de proteínas hubs altamente conectados, predominantemente associadas à 

maquinaria traducional, ao citoesqueleto e ao tráfego vesicular (Figura 12). Esse 

padrão indica que a reprogramação celular atua sobre infraestruturas centrais da 

célula, reorganizando sistemas essenciais para a plasticidade celular e a 

aquisição da competência embriogênica, conforme proposto em modelos 
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recentes de reprogramação celular vegetal (S. Chen et al., 2024; Ramakrishnan 

et al., 2023). 

Os clusters proteômicos identificados nas fases iniciais (7–14 dias) refletiram 

essa reorganização sistêmica. Clusters enriquecidos em proteínas relacionadas 

à tradução, regulação hormonal e metabolismo redox apresentaram aumento de 

acumulação sob 5-AzaC, enquanto clusters associados à diferenciação tardia e 

ao metabolismo energético exibiram redução ou repressão temporária. Esse 

padrão sugere que a embriogênese somática envolve uma priorização funcional 

voltada à reprogramação celular, seguida por ajustes metabólicos compatíveis 

com a progressão do desenvolvimento (Awada et al., 2019; Frost et al., 2024). 

Adicionalmente, a comparação entre os tratamentos 5-AzaC e controle aos 

sete dias (7AZ/7C) concentrou o maior número de processos biologicamente 

significativos, especialmente aqueles relacionados ao metabolismo de 

compostos sulfurados, vias de aminoácidos e respostas ao estresse oxidativo 

(Figura 11). Esses processos antecedem a reorganização estrutural e funcional 

observada nos estágios subsequentes, sugerindo que a ativação metabólica 

inicial pode atuar como um gatilho para a reprogramação epigenética e 

hormonal, criando um ambiente permissivo para a ativação de genes 

embriogênicos (Martínez & Corredoira, 2024). 

Em conjunto, os resultados sustentam um modelo no qual a plasticidade 

epigenética atua como um eixo integrador capaz de coordenar múltiplas 

camadas regulatórias. Alterações transitórias na metilação do DNA 

desencadeiam ajustes hormonais, reorganizam redes proteômicas centrais e 

modulam o metabolismo redox, culminando na aquisição da competência 

embriogênica. Esse modelo está alinhado com evidências recentes de que a 

totipotência vegetal emerge da integração dinâmica entre estresse, metabolismo 

e diferenciação (S. Chen et al., 2024; Rudolf et al., 2024), fornecendo bases 

conceituais e aplicadas para o aprimoramento de protocolos de regeneração in 

vitro em C. papaya. 
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6. CONCLUSÕES 

Os resultados demonstram que a embriogênese somática em C. papaya é 

regulada por uma interação dinâmica entre a modulação epigenética, sinalização 

hormonal e reorganização proteômica. Alterações transitórias na metilação do 

DNA, induzidas pelo 5-AzaC, definem uma janela precoce de reprogramação 

celular que favorece a aquisição da competência embriogênica e a progressão 

dos estádios iniciais do desenvolvimento, sem comprometer a produtividade 

embrionária final. 

A integração das análises epigenéticas, hormonais e proteômicas revela que 

a modulação epigenética atua como um mecanismo-chave de ajuste fino do 

desenvolvimento embrionário, promovendo a reorganização de redes celulares 

centrais e a transição de respostas associadas ao estresse para processos 

relacionados ao desenvolvimento. Em contraste, o tratamento com hidroxiureia 

(HU) induz respostas mais restritas, associadas ao estresse replicativo e à 

interrupção do ciclo celular, o que limita a capacidade de reprogramação 

epigenética e, consequentemente, a plasticidade celular. 

Em conjunto, estes achados estabelecem uma base mecanística robusta 

para o uso direcionado de moduladores epigenéticos como ferramentas 

biotecnológicas na otimização de protocolos de regeneração in vitro e 

micropropagação de C. papaya, integrando abordagens epigenéticas, 

proteômicas e hormonais, e ampliando as perspectivas para sua aplicação em 

sistemas de clonagem vegetal e em estratégias avançadas de melhoramento 

biotecnológico. 

7. PERSPECTIVAS FUTURAS 

Os resultados deste estudo estabelecem a plasticidade epigenética como um 

eixo central na coordenação entre sinalização hormonal e reorganização 

proteômica durante a aquisição da competência embriogênica em C. papaya. 

Uma direção prioritária consiste na caracterização locus-específica da metilação 

do DNA por meio de abordagens como sequenciamento bissulfito ou tecnologias 

baseadas em leituras longas (ONT ou similares), integradas a análises 

transcriptômicas (RNA-seq), com o objetivo de identificar genes regulatórios e 
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redes moleculares diretamente associadas às transições epigenéticas 

transitórias observadas na metilação global. 

No nível hormonal e proteômico, estudos futuros podem incorporar análises 

espaciais e temporais de distribuição de hormônios vegetais, utilizando 

metabolômica espacial, imunolocalização ou sistemas repórteres, para elucidar 

como gradientes hormonais são estabelecidos em resposta às oscilações 

epigenéticas. Abordagens proteômicas quantitativas de maior resolução, como 

estratégias baseadas em fosfoproteômica, poderão revelar eventos pós-

traducionais envolvidos na transdução de sinais epigenéticos e hormonais. A 

validação funcional de proteínas candidatas por meio de edição gênica ou 

silenciamento gênico permitirá estabelecer relações causais com os fenótipos 

embriogênicos observados. 

Do ponto de vista aplicado, a definição de janelas epigenéticas e hormonais 

poderá orientar a otimização de protocolos in vitro, contribuindo para o aumento 

da eficiência, uniformidade e estabilidade genética de plantas regeneradas. A 

expansão desse modelo integrativo para diferentes genótipos de C. papaya e 

outras espécies tropicais, aliada à modelagem computacional e ao aprendizado 

para a integração multiômica, representa uma perspectiva promissora para a 

identificação de marcadores de competência embriogênica e o avanço de 

estratégias biotecnológicas no melhoramento vegetal. 
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