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1. INTRODUÇÃO 
 

Metilação do DNA comumente discutida em eucariotos, é um processo 
bioquímico que envolve a adição de um grupo metil no 5º carbono das citosinas 
(Phillips, 2008) e possui como característica, a alteração da expressão gênica de 
forma estável ao longo de divisões celulares. 

Em plantas, esse processo é diferente de mamíferos, onde ocorre 
principalmente no nucleotídeo citosina em sítios CpG, em plantas a citosina pode 
ser metilada em sítios CpG, CpHpG, e CpNpN (N = qualquer nucleotídeo, exceto 
guanina). As principais metiltransferases de DNA de Arabidopsis, que promovem 
a ligação covalente de os grupos metil no DNA, são DRM2, MET1 e CMT3 (SAZE 
et al., 2012). 

O Methyl-CpG-binding domain (MBD) é um domínio de ligação a DNA 
metilado. Proteínas com MBDs podem se ligar ao DNA e recrutar modificadores 
da cromatina, sendo comumente relacionadas a repressão da transcrição gênica. 

O gene Decrease in DNA Methylation 1 (DDM1) de Arabdopsis é um dos 
reguladores epigenéticos que são necessários para manutenção da metilação de 
citosinas no DNA genômico. 

A expressão transiente de DDM1 fundido a GFP mostrou que sítios DDM1 
partilham de sítios comuns com proteínas AtMBD. ZEMACH et al. (2005) sugerem 
que a localização subnuclear de AtMBD não é dependente apenas da metilação 
CpG; DDM1 pode facilitar a localização de AtMBDs em domínios nucleares 
específicos. Juntamente com o processo de small-RNA-directed DNA methylation 
(RdDM), a DDM1 medeia praticamente toda a metilação de transposons e auxilia 
na regulação da expressão gênica (ZEMACH et al., 2013). 

Embora a metilação da citosina possa afetar vários aspectos do 
crescimento e desenvolvimento das plantas, incluindo aqueles com importância 
agrícola, poucos ortólogos de DDM1 em outras plantas, além de Arabidopsis. 
foram estudados. HIGO et al. (2012) identificaram dois genes DDM-like em arroz 
(LOC_Os09g27060 e LOC_Os03g51230), os quais possuem alta similaridade 
com DDM1. 

Ambos homólogos de DDM1 de arroz descritos por HIGO et al. (2012) são 
transcritos ao longo do desenvolvimento vegetal. Linhagens transgênicas de arroz 
com o gene OsDDM1a (LOC_Os09g27060) silenciado apresentaram 
hipometilação do DNA genômico. Nessas linhas, sequências repetidas foram mais 
severamente afetadas do que sequências de cópia única, como ocorrem nos 
mutantes ddm1 de Arabidopsis, assim, aumentando a atividade de transposons. 

Considerando a importância dos genes DDM1 e homólogos, este trabalho 
tem como objetivo identificar genes codificadores de proteínas DDM1-like em soja 



 

(Glycine max L. Merrill.), arroz (Oryza sativa L.) e Physcomitrella patens (Hedw.) 
Bruch & Schimp. (briófita). Dados de expressão transcricional e a similaridade 
entre os promotores também foram analisados, buscando fornecer informações 
iniciais para estudo mais detalhado destes genes. 
 

2. METODOLOGIA 
 

Utilizou-se a ferramenta BLASTp + (Altschul et al., 1990) para encontrar 
sequências similares (> 50% de identidade) a DDM1 de Arabidopsis (Query: 
AT5G66750) nos bancos de proteínas preditas de soja, arroz e P. patens. As 
identificações obtidas para os genes de soja e arroz foram utilizadas no 
Genevestigator (HRUZ et al., 2008) com a finalidade de encontrar dados de 
expressão transcricional destes genes ao longo do desenvolvimento e em 
diferentes órgãos da planta. As sequências de aminoácidos e as regiões 
promotoras dos genes (-1000pbs) foram alinhadas (ClustalW2 - LARKIN et al., 
2007), utilizando a matriz PAM (Dayhoff) para proteínas e IUB para nucleotídeos. 
As topologias das árvores filogenéticas foram definidas com o uso do programa 
Mr.Bayes v.3.2.2 (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001), utilizando a sequência de 
P. patens (briófita) como outgroup, e as figuras foram geradas com o programa 
FigTree v.1.3.1 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/). A busca por motivos 
conservados nas regiões promotoras foi feita através do MEME suíte (TIMOTHY 
et al., 2009), utilizando as condições padrão. Buscou-se ainda encontrar ilhas 
CpG nos promotores destes genes através do PlantPAN (CHANG et al., 2008). 
 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Os genes identificados nas bases de proteínas preditas de soja, arroz e P. 
patens são mostrados na Tabela 1, juntamente com o nome genérico utilizado 
neste estudo. 
 

Tabela 1 Genes identificados nos bancos de proteínas preditas de P. patens, soja e arroz, a partir 
do BLAST utilizando a DDM1 de Arabdopsis como query. 

Nome Genérico Número de Acesso (%) de identidade com DDM 1 

Gm_DDM1 Glyma01g38150.1 69 

Gm_DDM2 Glyma11g07220.1 68 

Os_DDM1 LOC_Os09g27060.1 65 

Os_DDM2 LOC_Os03g51230.1 54 

Os_DDM3 LOC_Os04g59624.1 53 

Pp_DDM1 XP_001763998.1 56 
 

Dois destes homólogos (LOC_Os09g27060 e LOC_Os03g51230) já 
haviam sido identificados também em trabalho anterior (HIGO et al., 2012). A 
árvore filogenética obtida a partir do alinhamento das proteínas preditas, e 
possivelmente homólogas a DDM1 é apresentada na Figura 1. 
 

 
Figura 1 Árvore filogenética obtida a partir do alinhamento de aminoácidos dos genes em estudo. 

A figura demonstra maior similaridade entre as Os_DDM1 e Os_DDM2 com 
as Gm_DDM1 e Gm_DDM2. Com base na utilização de P. patens como ancestral 



 

(VICTORIA et al., 2012), tais genes devem ter possuído um ancestral comum 
antes da divergência entre mono e dicotiledôneas, tendo sofrido duplicação 
posterior. 

O perfil de expressão transcricional dos genes de soja e do Os_DDM1 
(demais genes de arroz não foram encontrados no banco de dados do 
Genevestigator) de arroz ao longo do desenvolvimento da cultura são exibidos na 
Figura 2. 
 

 
Figura 2 Expressão transcricional dos genes em estudos, em diferentes estádios de 

desenvolvimento da soja e do arroz. 
 

Todos os genes demonstram aumento de expressão nas fases iniciais e na 
transição para a floração, denotando uma provável importância destes genes 
nestas fases de desenvolvimento. 

Para estudar a relação de similaridade entre os perfis de expressão desses 
genes, as suas sequências promotoras também foram alinhadas, formando outra 
árvore filogenética (dados não exibidos). Esses dados também demonstram maior 
similaridade entre os genes Os_DDM1, Os_DDM2, Gm_DDM1 e GmDDM2; 
separando o Os_DDM3 dos demais. 

A similaridade de expressão entre os genes mais parecidos entre si pode ser 
um indicativo de que estes ainda estão em processo de neofuncionalização, 
possivelmente ainda tendo funções redundantes ou sendo pseudogenes. 
Entretanto maiores estudos ainda são necessários. 

Análises da presença de motivos conservados nas regiões promotoras 
destes genes também foram feitas (dados não exibidos), demonstrando regiões 
bem conservadas principalmente na região proximal dos dois genes de soja, os 
quais têm expressão bem similar. 

A procura por ilhas CpG/CpNpG em genes DDM1-like aqui estudados, 
(dados não exibidos) resultaram na detecção de somente uma ilha na Pp_DDM1, 
demonstrando uma possível perda de regulação por metilação nestes genes ao 
longo da evolução. 
 

4. CONCLUSÕES 
 

Putativos homólogos de DDM1 foram encontrados em número semelhante 
nos bancos de dados de proteínas preditas de arroz e soja. 

Análise em bancos de dados públicos de microarranjo demonstram aumento 
da expressão transcricional de três dos genes em estudo, nas fases iniciais de 
desenvolvimento, bem como na transição para a floração. 

Os genes Os_DDM1/Os_DDM2 e Gm_DDM1/Gm_DDM2 se agrupam, 
indicando que provavelmente um único ancestral existia antes da divergência 
entre mono e dicotiledôneas, mas ambos devem ter sofrido duplicação posterior. 

A similaridade encontrada nas sequências de aminoácidos dos genes em 
estudo foi parecida quando se analisando a região promotora dos genes. 

A análise de ilhas CpG/CpNpG nas regiões promotoras dos genes em 
estudo, demonstra a perda destas ao longo da evolução vegetal para genes 
DDM1-like. 
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