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1. INTRODUÇÃO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma importante cultura alimentar pertencente à família 

Asteraceae, cultivada em todo o mundo e amplamente utilizada em hortas domésticas 

(ROLNIK & OLAS, 2021; QAMBRANI et al., 2025). É consumida principalmente em saladas, 

sanduíches e outros pratos devido ao seu sabor suave e alto teor de fibras (ROLNIK & OLAS, 

2021; QAMBRANI et al., 2025). Nos últimos anos, os avanços em ferramentas genômicas e a 

disponibilização do genoma de L. sativa permitiram ampliar a compreensão dos mecanismos 

moleculares relacionados ao desenvolvimento e adaptação da espécie (REYES-CHIN-WO et 

al., 2017). Além disso, estudos transcriptômicos têm contribuído para o entendimento da 

evolução genômica e da regulação gênica em variedades de alface (ZHANG et al., 2017). 

Entretanto, os estudos envolvendo a via de processamento de miRNAs e a caracterização de 

miRNAs conservados em alface ainda permanecem limitados quando comparados a outras 

espécies vegetais modelo, evidenciando a necessidade de ampliar o conhecimento sobre os 

componentes envolvidos no silenciamento gênico mediado por pequenos RNAs.

Os microRNAs (miRNAs) constituem uma classe de pequenos RNAs não codificantes, 

geralmente compostos por 20 a 24 nucleotídeos, que desempenham papel fundamental na 

regulação pós-transcricional da expressão gênica em plantas e animais (BARTEL, 2004). Em 

plantas, esses pequenos RNAs atuam principalmente por meio da clivagem ou repressão 

translacional de RNAs mensageiros-alvo, participando de diversos processos biológicos 

relacionados ao desenvolvimento, diferenciação celular, metabolismo, floração, homeostase 

nutricional e respostas a estresses bióticos e abióticos (JONES-RHOADES et al., 2006; 

VOINNET, 2009).

A biogênese dos miRNAs em plantas envolve uma via molecular altamente conservada 

composta por diferentes proteínas responsáveis pelo processamento, estabilização, transporte e 

incorporação dos pequenos RNAs ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC). 

Inicialmente, os genes MIR são transcritos pela RNA polimerase II, originando transcritos 

primários denominados pri-miRNAs, que posteriormente são processados em estruturas 

precursoras do tipo hairpin conhecidas como pré-miRNAs (XIE et al., 2005). Esse 

processamento é realizado principalmente pelas proteínas DICER-LIKE (DCL), especialmente 

DCL1, em associação com proteínas acessórias como HYPONASTIC LEAVES1 (HYL1) e 

SERRATE (SE) (KURIHARA & WATANABE, 2004; YANG et al., 2006).

Após o processamento, os duplex de miRNAs são metilados pela proteína HEN1, 

garantindo estabilidade molecular e proteção contra degradação (YU et al., 2005). Em seguida, 
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os miRNAs maduros são exportados para o citoplasma pela proteína HASTY e incorporados 

às proteínas ARGONAUTA (AGO), componentes centrais do complexo RISC responsáveis 

pelo reconhecimento e silenciamento dos RNAs-alvo (MALLORY & VAUCHERET, 2010). 

Outras proteínas, como DAWDLE (DDL), CYP40, HSP90 e RICE2, também participam da 

regulação da estabilidade e funcionalidade da via de processamento de miRNAs (IKI et al., 

2012; IKI et al., 2010; XIE et al., 2015; IKI et al., 2011; ZHANG et al., 2017; REN & YU, 

2012; YU et al., 2008).

Além de sua importância biológica, os miRNAs também apresentam grande potencial 

biotecnológico, podendo ser utilizados em estratégias de melhoramento genético vegetal 

visando características agronômicas de interesse, como resistência a patógenos, tolerância a 

estresses ambientais e aumento da produtividade (SUNKAR et al., 2007). Dessa forma, a 

identificação e caracterização de miRNAs e de proteínas associadas à via de silenciamento 

gênico em L. sativa representam etapas importantes para futuras aplicações em biotecnologia e 

engenharia genética.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar proteínas 

envolvidas na via de processamento de miRNAs em L. sativa cv. Salinas e L. sativa var. 

angustana, bem como predizer, caracterizar e analisar filogeneticamente famílias conservadas 

de miRNAs presentes na espécie.

2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Características da espécie (L. sativa)
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2.3 L. sativa cv. Salinas 

A alface é uma hortaliça de grande relevância econômica, figurando entre as dez culturas 

agrícolas mais valiosas dos Estados Unidos, com valor anual superior a US$ 2,4 bilhões 

(REYES et al., 2017). Essa espécie possui genoma diplóide (2n = 2x = 18) e um tamanho 

genômico estimado em aproximadamente 2,5 gigabases (REYES et al., 2017). A cultivar 

Salinas, pertencente ao tipo conhecido no Brasil como alface americana, ou na maioria dos 

outros países, inclusive os USA, como do tipo Crisphead, caracteriza-se pela formação de uma 

cabeça compacta e esférica (SIMKO et al., 2013; FERTET et al., 2021) Recentemente, a 

sequência genômica completa da cultivar Salinas foi disponibilizada, fornecendo uma base 

importante para estudos genéticos e genômicos (MARIYAM et al., 2023; REYES et al., 2017).

2.4 MicroRNAs

Embora o papel das proteínas na regulação da expressão gênica seja bem estabelecido, tem-

se reconhecido que os RNAs também atuam como importantes reguladores genéticos. Dentre 

eles, destacam-se os pequenos RNAs, como os microRNAs (miRNAs) e os RNAs interferentes 

pequenos (siRNAs), que compõem um mecanismo conservado de regulação gênica mediado 

por RNA nos organismos eucariotos (CARTHEW, 2006). Um princípio central recorrente 

nesses sistemas é a utilização de pequenos RNAs como guias que direcionam proteínas efetoras 

a alvos específicos por meio da complementaridade de sequência em sentido antissenso. Em 
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sua forma mais fundamental, os sistemas de interferência por RNA (RNAi) são compostos por 

dois elementos principais: um ácido nucleico, responsável pelo reconhecimento específico do 

alvo, e uma proteína efetora que executa respostas celulares diversas em consequência dessa 

interação (DEXHEIMER, 2020).

Os microRNAs (miRNAs) são pequenas moléculas de RNA não codificante, com cerca de 

22 nucleotídeos de comprimento, que atuam negativamente na regulação da expressão gênica 

em nível pós-transcricional. Esses miRNAs são codificados no genoma e, em sua maioria, 

transcritos pela RNA polimerase II. Nas plantas, a maturação dos microRNAs (miRNAs) ocorre 

por meio de um processo em duas etapas, conduzido pela enzima DICER-LIKE 1 (DCL1), 

funcionalmente análoga à Dicer e a Drosha animal. Inicialmente, o transcrito primário do 

miRNA (pri-miRNA) é processado por DCL1, originando um precursor com estrutura de alça 

e haste (pré-miRNA), no qual a sequência madura do miRNA se localiza em um dos braços da 

estrutura em grampo (YU et al., 2005). Em seguida, o mesmo complexo DCL1 realiza uma 

segunda clivagem, gerando um duplex miRNA:miRNA*, que é então estabilizado por 

metilação na extremidade 3’ pela enzima HEN1 (YU et al., 2005). Após essa etapa, a fita guia 

do miRNA maduro é incorporada ao complexo RISC (Complexo de Silenciamento Induzido 

por RNA), que direciona a interação com o RNA mensageiro alvo. Diferentemente do 

observado em animais, os miRNAs vegetais apresentam alta complementaridade com seus 

alvos, geralmente quase perfeita, o que facilita tanto sua identificação quanto a eficácia no 

silenciamento gênico (BARTEL, 2004; HAN et al., 2010). Apesar do avanço no 

reconhecimento de sua relevância na fisiologia celular, ainda são escassas as informações sobre 

os mecanismos que controlam sua própria expressão (CHUANG et al., 2007).

Na biogênese de miRNAs, a enzima Drosha é responsável por processar os pri-miRNAs em 

pré-miRNAs, os quais são posteriormente convertidos em miRNAs maduros pela enzima Dicer. 

Em plantas, essa função é desempenhada pelas proteínas da família DICER-LIKE (DCLs), que 

acumulam os papéis tanto de Drosha quanto de Dicer. Estudos filogenéticos demonstram que 

os DCLs de plantas e animais compartilham uma origem comum, embora tenham seguido 

caminhos evolutivos distintos, com indícios de que a pressão seletiva exercida por vírus tenha 

impulsionado a diversificação dos DCLs em plantas (CUI et al., 2017; HA et al., 2014). As 

proteínas HYL1, SERRATE e DAWDLE podem aumentar a precisão e a eficiência do 

processamento do pri-miRNA (DONG et al.,2008; XIE et al., 2015; MASHIDA & YUAN, 

2013). Análises de estrutura cristalina revelam que HYL1 provavelmente se liga à região duplex 

miRNA/miRNA* como um dímero para permitir o processamento preciso do pri-miRNA 

(YANG et al., 2010; XIE et al., 2015). O domínio de dedo de zinco de SE interage com DCL1 
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e é necessário para a atividade ideal de DCL1 (IWATA et al.,2013). A proteína SERRATE (SE) 

é um componente essencial para o processamento de miRNA, auxiliando a DCL1 na clivagem 

precisa (MASHIDA et al., 2011). A proteína SE funciona como uma proteína de suporte capaz 

de se ligar tanto a proteínas quanto a RNA para guiar o posicionamento do precursor de miRNA 

em direção ao sítio catalítico de DCL1 dentro da maquinaria de processamento de miRNA em 

plantas (MASHIDA et al., 2011). DDL participa do complexo DCL1 por meio do 

reconhecimento de resíduos carregados negativamente pela fenda de ligação à fosfotreonina do 

domínio FHA (MASHIDA & YUAN, 2013). 

A metilação dos nucleotídeos da extremidade 3′ de miRNAs/miRNAs* por HEN1 faz parte 

da biogênese de miRNAs em plantas, mas não ocorre em animais, que envolve a ligação da 

metiltransferase HEN1 ao complexo DCL1-HYL1-miRNA, excluindo a proteína SERRATE 

(BARANAUSKĖ et al., 2015). A maioria dos miRNAs sai do núcleo e entra no citoplasma com 

o auxílio da proteína hasty (HST), um homólogo da exportina 5 (PARK et al., 2005; XIE et al., 

2015).

As proteínas da família ARGONAUTE (AGO), por sua vez, associam-se aos pequenos 

RNAs e executam sua função regulatória. Em plantas, essa família pode ser agrupada em três 

grandes linhagens: AGO1/5/10, AGO2/3/7 e AGO4/6/8/9, além de uma linhagem específica de 

algas (CUI et al., 2017; SINGH et al., 2015). O fato de miRNAs como miR165/166, miR168 e 

miR390 terem se originado antes das AGOs às quais hoje estão funcionalmente associados, 

indica que os miRNAs desempenharam funções regulatórias essenciais desde os estágios 

iniciais da evolução vegetal, e que a diversificação das AGOs possibilitou a especialização e 

expansão das redes regulatórias desses pequenos RNAs (CUI et al., 2017; SINGH et al., 2015).

O silenciamento gênico pós-transcricional é mediado por complexos de silenciamento 

induzido por RNA (RISCs) que contêm proteínas AGO e pequenos RNAs de fita simples (IKI 

et al., 2012; CZECH & HANNON, 2010). A montagem de RISCs contendo AGO1 em plantas 

depende da chaperona molecular HSP90, da proteína ciclofilina 40 (CYP40) e da proteína 

RICE1 e RICE2 (IKI et al., 2012; ZHANG et al., 2017). A Hsp90 opera como um dímero em 

um ciclo conformacional impulsionado pela ligação e hidrólise de ATP na extremidade N-

terminal (PEARL et al., 2008). Para a CYP40 interagir com HSP90 e AGO1, essa interação é 

dependente da HSP90, que permite a associação da CYP40 à AGO1, formando um complexo 

transitório com HSP90 e AGO1, no qual facilita a ligação de pequenos RNAs duplex à AGO1, 

promovendo a formação de RISCs maduros. Após a hidrólise de ATP pela HSP90, o complexo 

HSP90-CYP40 e o miRNA* são removidos do complexo AGO1-miRNA, o que pode ser 

devido à alteração conformacional de AGO1 causada pela atividade chaperona da HSP90 (IKI 
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et al., 2012; IKI et al., 2010; XIE et al., 2015). Além disso, a interrupção dessa compromete a 

montagem do RISC, mostrando que essa interação é essencial e regulada (IKI et al., 2011). 

RICE1 possui um paralogo próximo RICE2, Zhang e colaboradores (2017) em estudo 

concluíram que as RICEs atuam degradando os produtos 5' uridilados da clivagem da AGO 

para manter o RISC funcional. 

Estudos demonstram que a abundância de miRNAs muda significativamente sob condições 

de estresse ambiental, sugerindo sua atuação na resposta adaptativa das plantas. Por exemplo, 

em Arabidopsis thaliana, diferentes miRNAs foram diferencialmente expressos em resposta ao 

calor, à seca e ao estresse salino, conforme evidenciado por análises de RNA-seq (PEGLER et 

al., 2019). Em Tripogon loliiformis, uma planta capaz de tolerar dessecação extrema, miRNAs 

conservados se acumularam de maneira distinta em raízes e brotos durante a desidratação, 

refletindo alterações metabólicas profundas (NJACI et al., 2018). Já em tomateiro, foi 

observado que o miR159 teve sua expressão reduzida durante a seca, apontando um papel 

funcional direto na resposta ao estresse hídrico (LÓPEZ et al., 2019). Os miRNAs também são 

sensíveis às variações na disponibilidade de nutrientes essenciais. Esses trabalhos revelam o 

potencial dos miRNAs como alvos para o desenvolvimento de cultivares mais tolerantes ao 

estresse, embora muitos de seus papéis ainda necessitem de validação funcional (MILLAR, 

2020; MILLAR et al., 2019).

Devido à sua importância na regulação do desenvolvimento e na resposta a estresses, 

miRNAs vêm sendo explorados como ferramentas para modificação de características 

agronômicas. Em culturas como o milho, eles influenciam desde a arquitetura da planta até a 

fertilidade e a resistência a estresses abióticos. A aplicação de conhecimento gerado em espécies 

modelo poderá beneficiar o melhoramento de culturas menos estudadas, como a alface, 

especialmente por meio da engenharia de miRNAs ou da seleção assistida por marcadores 

(MILLAR, 2020; CAPELARI et al., 2019). 
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Figura 1. Biogênese e mecanismo de ação do miRNA em plantas. 

Fonte: Jose Edson Fontes Figueiredo (2020, p. 13)

3. Métodos

3.1 Predição de genes e caracterização de proteínas

Os genomas e proteomas preditos de L. sativa cv. Salinas (SALINAS L. sativa) e L. 

sativa var. angustana (STEM L. sativa) foram obtidos do banco de dados Lettuce GDB 

(https://lettucegdb.com/genome).  As prováveis proteínas envolvidas na via de processamento 

de miRNAs foram identificadas e selecionadas por meio da mineração de sequências de alface 

utilizando a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Para obter um conjunto 

completo de proteínas ortólogas a serem comparadas com as proteínas da alface, proteínas de 

https://lettucegdb.com/genome
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referência da espécie A. thaliana foram pesquisadas no NCBI utilizando o BLASTp e o banco 

de dados de proteínas não redundantes. 

3.1.1 Análise filogenética, alinhamentos múltiplos e análise de sítios ativos das proteínas 

da via dos miRNAs

As análises de famílias de proteínas, domínios e sítios ativos foram realizadas usando a 

ferramenta online PFAM (versão 31.0) (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) e o banco de dados de 

domínios conservados CDD (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/cdd). As sequências proteicas da 

alface e da espécie A. thaliana foram utilizadas para alinhamentos múltiplos de sequências 

utilizando o ClustalX (v. 2.1) com configurações padrão (http://www.clustal.org/clustal2) 

(LARKIN et al., 2007).

As árvores filogenéticas foram inferidas pelo método Neighbor-Joining, e a divergência 

de sequência foi estimada usando o modelo Jones–Taylor–Thornton (SAITOU & NEI, 1987). 

A confiabilidade estatística dos ramos internos foi avaliada utilizando 2.000 réplicas bootstrap. 

As análises moleculares filogenéticas foram conduzidas utilizando o software MEGA 12 

(KUMAR et al., 2024). Logotipos de sequência foram gerados usando o WebLogo 3 

(https://weblogo.threeplusone.com/create.cgi) (CROOKS et al., 2004).

3.2 Predição e caracterização de miRNAs precursores e maduros

Um algoritmo robusto estabelecido por de Souza Gomes et al (2011) foi aplicado para 

predizer precursores e miRNAs maduros. Essa ferramenta considera as condições ideais 

esperadas em uma sequência para formação de estruturas tipo grampo (hairpin) ou semelhança 

com miRNAs precursores conhecidos. O banco de dados miRBase (versão 22 - 

http://www.mirbase.org/) (KOZOMARA et al., 2019; GRIFFITHS et al., 2006) foi utilizado 

para comparações com as sequências prováveis de pré-miRNAs, aceitando um máximo de 4 

incompatibilidades na sequência madura final.

As sequências aprovadas por esse algoritmo foram para análises de propriedades 

termodinâmicas e estrutura secundária, utilizando o RNAFold (Vienna RNA Package) 

(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi). Essas ferramentas foram 

aplicadas tanto aos agrupamentos quanto aos miRNAs individuais. 

https://weblogo.threeplusone.com/create.cgi
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
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3.2.1 Alinhamento e análise filogenética de miRNAs

As sequências de pré-miRNAs de alface e espécies ortólogas foram submetidas a 

alinhamento múltiplo utilizando o software MEGA 12 (KUMAR et al., 2024), na aba 

Alignment (Aling by clustal) com os seguintes parâmetros: abertura de gap de 22,50 e extensão 

de gap de 0,83. Paralelamente, essas mesmas sequências foram usadas para análises 

filogenéticas também com o MEGA 12 (KUMAR et al., 2024), usando o método Neighbor-

Joining, com as seguintes configurações: método de bootstrap, árvore consenso com 5.000 

repetições, modelo de substituição Kimura 2 parâmetros para o cálculo de distância evolutiva 

(SAITOU & NEI, 1987).

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 A via de processamento de RNAs em L. sativa cv. Salinas (SALINAS L. sativa) e L. 

sativa var. angustana (STEM L. sativa)

Para entender os papéis potenciais de pequenos RNAs na regulação da expressão gênica 

em alface, procurou-se inicialmente identificar componentes de pequenas máquinas de 

processamento de RNA em L. sativa cv. Salinas e L. sativa var. angustana. Usando um 

alinhamento local, bem como a presença e arranjo de domínios conservados, 82 proteínas foram 

preditas tais como: ARGONAUTA (AGO), DICER-LIKE (DCL), HYPONASTIC LEAVES1 

(HYL1), DAWDLE (DDL), SERRATE (SE), HUA ENHANCER 1 (HEN1), HASTY (HST), 

CICLOFILINA 40 (CYP40), HEAT-SHOCK PROTEIN 90 (HSP90), RISC-INTERACTING 

CLEARING 3'-5' EXORIBONUCLEASE 2 (RICE2) (Tabela Suplementar S1). 

Sendo 19 proteínas ARGONAUTA na cultivar Salinas e 11 na variedade Stem, 

respectivamente: (AGO1.1 SALINAS L. sativa, AGO1.2 SALINAS L. sativa, AGO1.3 SALINAS 

L. sativa,  AGO2.1 SALINAS L. sativa,  AGO2.2 SALINAS L. sativa,  AGO4.1 SALINAS L. 

sativa,  AGO4.2 SALINAS L. sativa,  AGO4.3 SALINAS L. sativa,  AGO4.4 SALINAS L. sativa,  

AGO4.5 SALINAS L. sativa,  AGO4.6 SALINAS L. sativa,  AGO4.7 SALINAS L. sativa,  AGO4.8 

SALINAS L. sativa,  AGO4.9 SALINAS L. sativa, AGO16 SALINAS L. sativa,  AGO7 SALINAS 

L. sativa, AGO10.1 SALINAS L. sativa, AGO10.2 SALINAS L. sativa, AGO10.3 SALINAS L. 

sativa, AGO1.1 STEM L. sativa, AGO1.2 STEM L. sativa, AGO2.1 STEM L. sativa, AGO2.2 

STEM L. sativa, AGO4.1 STEM L. sativa, AGO4.2 STEM L. sativa, AGO4.3 STEM L. sativa, 

AGO4.4 STEM L. sativa, AGO4.5 STEM L. sativa, AGO7 STEM L. sativa,  AGO10 STEM L. 

sativa).  Resultados semelhantes aos encontrados em outras espécies. CARDOSO et al. 
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encontrou 15 proteínas pertencem à família AGO de Solanum lycopersicum e 16 em Solanum. 

pennellii. 19 proteínas foram identificadas em Oriza Sativa, treze em M. indica (LÓPEZ et al., 

2024) e 10 proteínas em A. thaliana. Entre as proteínas AGO identificadas somente AGO1 e 

AGO10 possuem atividade na biogênese de miRNA em plantas (MALLORY & VAUCHERET, 

2010; BOLOGNA & VOINNET, 2014; KAPOOR et al., 2008; CARDOSO et al., 2018).

Sete proteínas da família DICER foram encontradas na cultivar Salinas e oito na 

variedade Stem, respectivamente (DCL1 SALINAS L. sativa, DCL2 SALINAS L. sativa, DCL3.1 

SALINAS L. sativa, DCL3.2 SALINAS L. sativa, DCL3.3 SALINAS L. sativa, DCL3.4 SALINAS 

L. sativa, DCL4 SALINAS L. sativa, DCL1 STEM L. sativa, DCL2.1 STEM L. sativa, DCL2.2 

STEM L. sativa, DCL2.3 STEM L. sativa, DCL2.4 STEM L. sativa, DCL3.1 STEM L. sativa, 

DCL3.2 STEM L. sativa, DCL4 STEM L. sativa). Estes resultados condizem com os achados 

em S. lycopersicum onde foram achadas oito proteínas DCL, 11 em S. pennellii (CARDOSO et 

al., 2018), 4 DCLs foram encontradas no Genoma de A.  Thaliana (BOLOGNA & VOINNET, 

2014; LIU et al., 2009), em O. sativa, pelo menos cinco proteínas DCL foram identificadas 

(BOLOGNA & VOINNET, 2014; LIU & ZHU, 2009; MARGIS et al., 2006) e cinco em M. 

indica (LÓPEZ et al., 2024).

Uma proteína HYL1 foi identificada na cultivar Salinas e uma na variedade Stem, 

respectivamente (HYL1 SALINAS L. sativa e HYL1 STEM L. sativa). Em M. indica foram 

achadas seis proteínas HYL1 (LÓPEZ et al., 2024) e um em A. thaliana (HAN et al.,2004).

Uma proteína SERRATE foi identificada na cultivar Salinas e uma na variedade Stem, 

respectivamente (SERRATE SALINAS L. sativa e SERRATE STEM L. sativa). Em A. thaliana, 

assim como no tomate (S. lycopersicum), identificaram uma única cópia funcional (Yang et al., 

2006; Mueller et al., 2005). O pimentão (Capsicum annuum) possui três cópias, enquanto a 

laranja (Citrus sinensis) apresenta cinco cópias (Wu et al., 2014) e a manga apresenta duas 

cópias catalogadas (LÓPEZ et al., 2024).

Uma proteína DDL foi identificada na cultivar Salinas e uma na variedade Stem, 

respectivamente (DDL SALINAS L. sativa e DDL STEM L. sativa). Em M. indica L. foram 

achadas duas proteínas (LÓPEZ et al., 2024), cinco em laranja (WU et al., 2014) e uma em A. 

thaliana (YANG et al., 2006).

Quatro proteínas HEN1 foram identificadas na cultivar Salinas e uma na variedade 

Stem, (SALINAS L. sativa, HEN1.4 SALINAS L. sativa e HEN1 STEM L. sativa). Em M. indica 

L. e A. thaliana foi achada uma proteína (LÓPEZ et al., 2024; TSAI et al., 2014)

Duas proteínas CYP40 foram identificadas na cultivar Salinas e duas na variedade Stem, 

respectivamente (CYP40.1 SALINAS L. sativa, CYP40.2 SALINAS L. sativa, e CYP40.1 STEM 
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L. sativa, CYP40.2 STEM L. sativa). Em A. thaliana foi achada uma proteína (PRASAD et al., 

2010). 

Oito proteínas HSP90 foram identificadas na cultivar Salinas e quatro na variedade 

Stem, respectivamente (HSP90.1 SALINAS L. sativa, HSP90.2 SALINAS L. sativa, HSP90.3 

SALINAS L. sativa, HSP90.4 SALINAS L. sativa, HSP90.5 SALINAS L. sativa, HSP90.6 

SALINAS L. sativa, HSP90.7 SALINAS L. sativa, HSP90.8 SALINAS L. sativa, HSP90.1 STEM 

L. sativa, HSP90.2 STEM L. sativa, HSP90.3 STEM L. sativa, HSP90.4 STEM L. sativa, 

HSP90.5 STEM L. sativa). Em M. indica foram achadas cinco proteínas (LÓPEZ et al., 2024) 

e sete foram identificadas em A. thaliana (KRISHN & GLOOR, 2001).

Quatro proteínas RICE2 foram identificadas na cultivar Salinas e uma na variedade 

Stem, respectivamente (RICE2.1 SALINAS L. sativa, RICE2.2 SALINAS L. sativa, RICE2.3 

SALINAS L. sativa, RICE2.4 SALINAS L. sativa, e RICE2 STEM L. sativa).  A. thaliana possui 

duas proteínas sendo RICE1 e seu parálogo genético, RICE2 (ZHANG et al., 2017). 

Três proteínas HASTY foram identificadas na cultivar Salinas e cinco na variedade 

Stem, respectivamente (HASTY.1 SALINAS L. sativa, HASTY.2 SALINAS L. sativa, HASTY.3 

SALINAS L. sativa, HASTY.4 e HASTY STEM L. sativa). Em A. thaliana e M. indica L. foi 

achada uma (LÓPEZ et al., 2024; PARK et al., 2005).

4.1.1 Análise de Domínios Catalíticos nas Proteínas da via de L. sativa

A caracterização dos domínios conservados das proteínas centrais da via de 

silenciamento gênico em L. sativa foi realizada com base na predição via dados do Pfam 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/),para as variedades Salinas e Stem. As imagens geradas 

apresentam a organização linear dos domínios, permitindo comparar a arquitetura das proteínas 

entre as variedades e com ortólogos de A. thaliana.

As proteínas AGO de ambas as variedades exibiram a organização estrutural típica, 

composta pelos seguintes domínios conservados: ArgoN (PF16486), ArgoL1/ArgoL2 

(PF08699 / PF16488). Domínio PAZ (PF02170). Domínio Mid (PF16487). Domínio Piwi 

(PF02171).

Nas sequências analisadas, o domínio Piwi estava presente em todos os membros com 

função catalítica prevista, com a tríade DDH conservada tanto nas isoformas de Salinas quanto 

nas de Stem. A imagem (Figura 2) indica consistência no arranjo dos domínios entre as 

variedades, sem perdas estruturais relevantes.   
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As DCL1 de ambas as variedades apresentaram os domínios típicos da família: Helicase 

DEAD-like / Helicase C (PF00270 / PF00271). Domínio de dimerização de Dicer (PF03368). 

Domínio PAZ (PF02170). Domínios Ribonuclease III (RNase IIIa e RNase IIIb) (PF00636): 

cada um contendo o motivo Glu-Asp-Asp-Glu (EDDE), essencial para a clivagem precisa de 

dsRNAs. Domínio de ligação a dsRNA (dsRBD) (PF00035/PF14709) (Figura 2). Pequenas 

variações de tamanho proteico (número de aminoácidos) e rearranjos marginais na ordem de 

alguns domínios foram observadas, mas não houve perda dos elementos catalíticos. A 

comparação com as sequências ortólogas de A. thaliana confirma a alta conservação estrutural. 

Estudos recentes, especialmente em proteínas DCL, sugere-se que a distância entre os domínios 

conservados de RNase III e PAZ seja o maior determinante do comprimento resultante dos 

miRNAs processados (BUDAK & AKPINAR, 2015; LIU & ZHU, 2009; ROGERS & CHEN, 

2013; CARDOSO et al., 2018). Isso demonstra a importância da distribuição e conservação do 

domínio no desempenho dessas proteínas no nível celular. Os dois domínios da RNase III 

(RNase IIIa e RNase IIIb) encontrados nas proteínas DCL1 STEM e SALINAS se mostraram 

com o distanciamento entre os domínios RNase III/ PAZ semelhante aos observados em A. 

thaliana. Esses domínios de RNase III são necessários para a função de clivagem e 

processamento de dsRNAs (RNA de fita dupla) na via do miRNA em plantas (LIU & ZHU, 

2009; MARGIS et al., 2006).
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Figura 2. Domínios conservados das proteínas Argonauta (AGO) identificadas em L. sativa cv. Salinas e L. sativa 

vr. Stem. A predição foi realizada utilizando o banco de dados Pfam (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

As proteínas HYL1 (Figura 2) apresentaram presença de dois domínios repetidos de 

ligação ao RNA de fita dupla (DSRM, PF00035) em sua porção N-terminal, motivo putativo 

compartilhado por proteínas que se ligam a RNA de fita dupla (dsRNA) (CHRISTOPHER & 

GIDEON, 1994). De acordo com o fenótipo observado em mutantes nulos de HYL1 em A. 

thaliana, ambos os dsRBDs localizados na extremidade N-terminal são indispensáveis e 

suficientes para o processamento de pri-miRNA (WU et al., 2007). 

As SERRATE exibiram o domínio do tipo dedo de zinco C2H2 (IPR013087), e somente 

a proteína da STEM não apresentou o domínio N-terminal SERRATE (PF12066) (Figura 2). 

Porém estudos mostram que a ausência da sequência N-terminal não impede a SE de se ligar 

ao complexo DCL1-RNA e promover o processamento, funcionalidade que é perdida sem o 

domínio ZnF (IWATA et al.,2013). Portanto, embora o N-terminal seja essencial para a 
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ancoragem ao RNA, a estimulação da atividade da DCL1 pela SE ocorre de forma direta, 

independentemente da sua capacidade de ligação ao ácido nucleico (IWATA et al.,2013).  

Todas as proteínas DAWDLE (DDL) apresentam o domínio FHA (PF00498) (Figura 2). 

Entretanto, a proteína DDL Stem apresentou tamanho reduzido em comparação à ortóloga de 

A. thaliana, sugerindo possível encurtamento estrutural sem perda do domínio funcional 

conservado. O domínio associado a forkhead (FHA) relatado em A. thaliana, interage com a 

parte N-terminal de DCL1 e regula positivamente a biogênese de miRNAs (REN & YU, 2012; 

YU et al., 2008).

As proteínas HEN1 apresentam o domínio DSRM 2 (PF24995), o motivo La-like 

(HEN1_LCD, PF21224), o domínio C-terminal HEN1_LAM_C (PF18441), o domínio de 

ligação de cadeia dupla dsRBD2 (PF17842) e o domínio catalítico metiltransferase (MTHY, 

PF13847), somente a sequência LSA1487 apresenta comprimento significativamente reduzido 

(~600 aa) (Figura 2) em comparação às demais e não contém o domínio catalítico MTHY, 

essencial para a atividade metiltransferase de HEN1. Essa ausência sugere que a proteína pode 

estar truncada devido a erro de anotação ou representar um pseudogene/proteína não funcional. 

Além disso, algumas isoformas de HEN1 identificadas em L. sativa apresentaram inserção 

adicional do domínio FKBP_C, ausente na proteína ortóloga de A. thaliana. As sequências 

HEN1.2 e HEN1.2 da variedade Salinas exibiram essa arquitetura expandida, sugerindo 

diversificação estrutural entre as isoformas presentes na espécie. Em um estudo realizado por 

Baranauskė e colaboradores em 2015 revelou que a caracterização funcional dos dsRBDs 

forneceu evidências de sua contribuição significativa, porém desigual, para as interações da 

HEN1 com o duplex de miRNA. Descobriram também que a HEN1 interage fisicamente com 

a proteína de ligação a RNA de fita dupla HYL1 e com a proteína DCL1, mas não apresenta 

interação com a proteína SERRATE. Tanto HEN1 quanto SERRATE se ligam fisicamente a 

regiões idênticas de DCL1 e HYL1. Outro estudo sugere um papel importante para os domínios 

N-terminais na estabilização do complexo catalítico e indicam que os principais determinantes 

estruturais necessários para o reconhecimento seletivo e a metilação de duplexes de RNA 

residem no domínio C-terminal (VILKAITIS et al., 2010).

As CYP40 exibem domínios voltados à estabilidade conformacional; o domínio 

Pro_isomerase (PF00160) e tetratricopeptídeo (TPR, PF07719/PF00515), somente a CYP40.1 

Stem não apresentou o domínio tetratricopeptídeo (Figura 2). Embora a proteína CYP40.1 Stem 

não apresente o domínio TPR clássico identificado especificamente como TPR_2 ou TPR_1, a 

sequência mantém um domínio pertencente à superfamília Tetratricopeptide-like helical 

domain superfamily, o que representa um forte indicativo de preservação estrutural parcial da 
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região responsável por interações proteína-proteína. A CYP40 interage com HSP90 e AGO1 

pela ligação do domínio TPR (OWENS et al., 1996) sendo esse sozinho insuficiente para a 

associação estável de CYP40 com hsp90 (RATAJCZAK & CARRELLO, 1996). Essa interação 

é dependente da HSP90, que permite a associação da CYP40 à AGO1, formando um complexo 

transitório com HSP90 e AGO1, no qual facilita a ligação de pequenos RNAs duplex à AGO1, 

promovendo a formação de RISCs maduros. Após essa etapa, a CYP40 se dissocia, não estando 

presente no complexo final. Além disso, a interrupção dessa compromete a montagem do RISC, 

mostrando que essa interação é essencial e regulada (IKI et al., 2011).

Enquanto todas as isoformas de HSP90 apresentam domínio funcional HATPase_c 

(PF13589) (Figura 2). As proteínas HSP90 apresentaram alta conservação estrutural entre A. 

thaliana e L. sativa. A maioria das isoformas identificadas manteve o domínio característico da 

família HSP90. Entretanto, algumas proteínas apresentaram diferenças no comprimento total 

da sequência, particularmente nas isoformas HSP90.5 e HSP90.6 da cultivar Salinas, sugerindo 

variações estruturais periféricas sem perda do domínio funcional central.  A Hsp90 opera como 

um dímero em um ciclo conformacional impulsionado pela ligação e hidrólise de ATP na 

extremidade N-terminal (PEARL et al., 2008). A HSP90 e CYP40 formam um complexo com 

AGO1 para auxiliar o carregamento de miRNA em um sistema livre de células (IKI et al., 2012; 

EARLEY & POETHIG, 2011; XIE et al., 2015). Após a hidrólise de ATP pela HSP90, o 

complexo HSP90-CYP40 e o miRNA* são removidos do complexo AGO1-miRNA, o que pode 

ser devido à alteração conformacional de AGO1 causada pela atividade chaperona da HSP90 

(IKI et al., 2012; IKI et al., 2010; XIE et al., 2015).

 As proteínas RICE2 apresentam de forma única o domínio 3'-5' Exonuclease (EXO, 

PF01612) (Figura 2). RICE1 possui um paralogo próximo (RICE2), proteína contendo domínio 

exonuclease 3'-5' semelhante a DnaQ de A. thaliana (PERRY et al., 2006; SMITH et al., 2013; 

ZHANG et al., 2017). Zhang e colaboradores (2017) em estudo concluíram que as RICEs atuam 

degradando os produtos 5' uridilados da clivagem da AGO para manter o RISC funcional. 

Sugerindo também uma possível ligação entre a degradação dos mRNAs-alvo clivados e a 

estabilidade do miRNA no RISC.  

As proteínas HASTY exibem uma estrutura composta pelos domínios Exportin-1-like 

protein (Xpo1(PF08389)) e Exportin-5 (PF19273) (Figura 2). A estrutura proteica de HST já 

foi relatada em M. indica contendo os mesmos domínios achados tanto na cv. Salinas quanto 

na vr. Stem, o domínio de proteína quinase P, Xpo1, que está envolvido na translocação de 

proteínas para fora do núcleo, e Exportina-5 (LÓPEZ et al., 2024). Onde a HST interage 
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diretamente com o componente central do microprocessador DCL1 por meio de seu domínio 

N-terminal (CAMBIAGNO et al., 2021).
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Figura 3. Representação esquemática da arquitetura de domínios das demais proteínas do complexo de 

processamento de pequenos RNAs em L. sativa. A análise foi realizada utilizando a ferramenta InterProScan,
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4.1.2 Análise de domínios conservados em proteínas da via

A caracterização de domínios conservados nas proteínas da via de miRNA foram 

realizadas com foco nos resíduos catalíticos presentes nos sítios ativos, os quais são 

determinantes para a atividade endonucleolítica no processamento e ação de pequenos RNAs. 

Das proteínas estudadas somente as proteínas AGO, DCL1, HYL1, DDL, CYP40, HSP90e 

RICE2 tinham informações de seus resíduos depositados no banco de dados do CDD.

4.1.2.1 Resíduos conservados domínio Piwi nas proteínas AGO

A análise revelou que todas as sequências de AGO cataliticamente ativas apresentaram 

o domínio Piwi completo, contendo a tríade de resíduos Asp-Asp-His (DDH).

Esses resíduos estavam localizados em posições conservadas, com variações mínimas 

no número de aminoácidos entre eles, preservando o arranjo estrutural necessário para a 

coordenação de íons metálicos no sítio catalítico.

A conservação da tríade DDH foi observada tanto em ortólogos de outras espécies, 

quanto nas sequências analisadas, sugerindo manutenção da função de clivagem direcionada 

por RNA em todos os membros ativos da família AGO1 e 10.

Os domínios conservados de Piwi das proteínas AGO tinham um sítio ativo contendo 

uma tríade catalítica DDH (Figura 2), presente na família de proteínas AGO e proteínas com 

função RNase H (MALLORY & VAUCHERET, 2010; KAPOOR et al., 2008; CARDOSO et 

al., 2018). Esses resultados estão em conformidade com as proteínas AGO1 e AGO10 

encontradas em A. thaliana, S. lycopersicum e S. pennellii, (MALLORY & VAUCHERET, 

2010; KAPOOR et al., 2008; CARDOSO et al., 2018). Os domínios conservados e sítios ativos 

encontrados na AGO1 e 10 em Salina e Stem apresentaram alta conservação em comparação 

com as proteínas ortologias de outras espécies.
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Figura 4. Domínio conservado do domínio catalítico Piwi identificado nas proteínas Argonauta (AGO) de L. sativa 

cv. Salinas e L. sativa vr. Angustana (Stem). A análise foi conduzida no Conserved Domain Database (CDD) do 

NCBI.

4.1.2.2 Resíduos conservados domínio Ribonuclease III nas proteínas DCL

Nas proteínas DCL, foram identificados dois domínios Ribonuclease III (RNase IIIa e 

RNase IIIb) por sequência, ambos contendo o motivo catalítico Glu-Asp-Asp-Glu (EDDE), 

altamente conservado entre angiospermas.

Os domínios conservados encontrados em Stem e Salinas (Figura 3) exibiram um sítio 

ativo com os resíduos catalíticos EDDE, também identificada em proteínas DCL1 de outras 

espécies vegetais (JI, 2008; CARDOSO et al., 2018), sugerindo uma função conservada das 

proteínas DCL1 em espécies de alface.  
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Figura 5. Domínios catalíticos Ribonuclease IIIa e Ribonuclease IIIb identificados nas proteínas Dicer-like-1 

(DCL1) de L. sativa cv. L. sativa vr. Angustana (Stem). A detecção foi realizada por meio do Conserved Domain 

Database (CDD) do NCBI.

4.1.2.3 Resíduos conservados proteínas HYL1, DDL, SERRATE, HEN1, HASTY, CYP40, 

HSP90 e RICE2

Na proteína HYL1, o alinhamento (Figura 5) revelou a conservação de resíduos 

fundamentais nos domínios de ligação ao RNA de fita dupla (dsRBD). A análise comparativa 

entre as variedades Salinas e Stem de L. sativa e o ortólogo de A. thaliana demonstrou um 

padrão de identidade quase absoluto, evidenciado pelo gráfico de barras de conservação e pelos 

asteriscos no alinhamento. Resultados semelhantes a esse foram encontrados em A thaliana em 

dois estudos (RASIA et al., 2010; LU & FEDOROFF, 2000).

As sequências da proteína DDL (Figura 5) apresentam resíduos do sítio catalítico FHA 

(Forkhead-associated) altamente conservados, marcados pela seta. Incluindo os aminoácidos 

GR S H N, que já foram apontados como resíduos críticos para o reconhecimento da 

fosfotreonina. Onde uma mutação pontual nesses resíduos causa uma mitigação significativa 

da propensão à ligação ao fosfato e é conservada em arranjos tridimensionais (MACHIDA & 

YUAN, 2013).

A análise revelou que todas as sequências de HSP90 identificadas nas variedades 

Salinas e Stem de L. sativa apresentaram o domínio conservado característico desta família de 

chaperonas. Foram identificados motivos de aminoácidos altamente preservados (Figura 5), que 
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são essenciais para a atividade de ATPase e para a interação com proteínas clientes e co-

chaperonas. Os resíduos destacados pelas setas vermelhas são residuos marcados no CDD do 

sitio de ligação de ATP conservados, com variações mínimas na composição de aminoácidos. 

Sendo os tres primeiros motivos, motivos conservados entre topoisomerases do tipo II e 

proteínas  das famílias Hsp90, encontradas em tanto em eucariotos quanto em procariotos 

(BERGERAT et al., 1997; PRODROMOU et al., 1997).

A análise revelou que todas as sequências de CYP40 identificadas na Salinas e Stem 

(Figura 5) apresentaram os resíduos do domínio de ciclofilina, contendo os motivos estruturais 

conservados necessários para a atividade de peptidil-prolil isomerase (PPIase) (HUAI et al., 

2002; GAMBLE et al., 1996). Esses resíduos já foram identificados também em A thaliana 

(EARLEY et al., 2011). 

As sequências de RICE2 identificadas nas variedades Salinas e Stem de L. sativa (Figura 

5) possuindo domínios altamente conservados entre elas, e apresentando os quatro resíduos 

ácidos conservados (DEDD) em seus sítios ativos, que os membros da superfamília de 

exonucleases do tipo DnaQ possuem (PERRY et al., 2006). porém não apresentam tanta 

similaridade com seus ortólogos que comparados a outras enzimas da superfamília DEDD, 

exibem resíduos não canônicos em seus sítios ativos, em vez do motivo DEDD canônico 

observado na superfamília (ZHANG et al., 2017).
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Figura 6. Resíduos conservados das demais proteínas do metabolismo de miRNAs. A detecção foi realizada por 

meio do Conserved Domain Database (CDD) do NCBI.
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4.1.3 Análise Filogenética das Proteínas da via de miRNA de L. sativa

A análise filogenética foi conduzida para compreender a relação evolutiva das proteínas 

Argonauta AGO, DCL, HYL1, DDL, SERRATE, HEN1, HASTY, CYP40, HSP90 e RICE2 de 

L. sativa na cultivar Salinas e variante Stem, utilizando proteínas ortólogas de outras espécies 

como referência. As árvores foram construídas a partir de alinhamentos múltiplos das 

sequências completas, empregando o método Neighbor-Joining com suporte estatístico obtido 

por 2000 réplicas de bootstrap.

4.1.3.1 Proteínas Argonauta (AGO)

A árvore filogenética das proteínas AGO (Figura6) mostrou a formação de clados bem 

definidos, agrupando os membros de L. sativa com seus respectivos ortólogos de A. thaliana. 

Foram observados seis clados principais correspondentes a AGO1, AGO2, AGO4, AGO6, 

AGO7 e AGO10. Dentro de cada grupo, as sequências das cultivares Salinas e Stem agruparam-

se juntas, indicando alta conservação intraespécie e ausência de divergência significativa entre 

as cultivares. Em geral, a distribuição filogenética identificada das proteínas AGO é consistente 

com as filogenias proteicas de outras espécies (STEVENS, 2001; CARDOSO et al., 2018; 

LÓPEZ et al., 2024), o que sugere que o nível de conservação para os membros da família AGO 

em Angiospermas é alto. A árvore filogenética das proteínas AGO mostrou uma forte 

correlação entre as proteínas AGO1 e AGO10 que são as proteínas AGO que participam da via 

do miRNA nas plantas (MALLORY & VAUCHERET, 2010; BOLOGNA & VOINNET, 2014; 

CARDOSO et al., 2018).
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Figura 7. Árvore filogenética de proteínas Argonauta (AGO) obtida pelo método Neighbor-Joining, e a divergência 

de sequência foi estimada usando o modelo Jones–Taylor–Thornton (SAITOU & NEI, 1987). A confiabilidade 

estatística dos ramos internos foi avaliada utilizando 2.000 réplicas bootstrap. Os agrupamentos filogenéticos 

correspondem às subfamílias AGO4, AGO6, AGO1, AGO10, AGO7 e AGO2.
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4.1.3.2 Proteínas Dicer-like (DCL)

A árvore filogenética das proteínas DCL (Figura 7) revelou a separação clara das quatro 

classes conhecidas (DCL1, DCL2, DCL3 e DCL4), cada uma agrupando as sequências de L. 

sativa com seus ortólogos de A. thaliana. Assim como observado para AGO, as sequências de 

Salinas e Stem aparecem lado a lado dentro de cada grupo, evidenciando alta conservação 

estrutural e funcional entre as cultivares. A análise das proteínas DCL na Salinas e Stem 

mostrou uma grande semelhança com a árvore filogenética evolutiva dessas espécies dentro de 

cada clado (STEVENS, 2001;). A distribuição entre os parálogos da família DCL mostrou uma 

forte correlação entre as proteínas DCL2 e DCL1, que também estavam próximas de DCL4, 

mas mais distantes de DCL3, consistente com a distribuição em famílias DCL em S. 

lycopersicum, S. pennellii e outras espécies de plantas (LIU & ZHU, 2009; KAPOOR et al., 

2008; CARDOSO et al., 2018; LÓPEZ et al., 2024).
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Figura 8. Árvore filogenética de proteínas Dicer-like (DCL) construída pelo método Neighbor-Joining, e a 

divergência de sequência foi estimada usando o modelo Jones–Taylor–Thornton (SAITOU & NEI, 1987). A 

confiabilidade estatística dos ramos internos foi avaliada utilizando 2.000 réplicas bootstrap. As sequências 

compreendem membros das subfamílias DCL2, DCL1, DCL4 e DCL3 de L. sativa e seus ortólogos de outras 

espécies.
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4.1.3.3 Proteínas HYL1, DDL, SERRATE, HEN1, HASTY, CYP40, HSP90 e RICE2

As análises filogenéticas das proteínas relacionadas à via de biogênese de pequenos 

RNAs demonstraram elevado grau de conservação evolutiva entre as sequências de L. sativa e 

proteínas ortólogas de diferentes espécies vegetais, resultado semelhante ao observado por 

López e colaboradores (2024) em maçã. De maneira geral, as proteínas identificadas em L. 

sativa agruparam-se preferencialmente com representantes da família Asteraceae, apresentando 

altos valores de bootstrap, indicando forte suporte estatístico para os agrupamentos observados. 

Para HYL1, as sequências XP_023746586.1 e LSA27775 de L. sativa agruparam-se 

diretamente com HYL1 de A. thaliana e Hibiscus trionum, formando um clado bem suportado. 

Esse agrupamento demonstrou elevada conservação evolutiva da proteína entre espécies 

eucarióticas vegetais. 

Na árvore filogenética de SERRATE, as sequências de L. sativa agruparam-se próximas 

às proteínas de outras espécies da família Asteraceae, como Rutidosis leptorrhynchoides e 

Artemisia annua, apresentando suporte estatístico máximo em alguns agrupamentos (bootstrap 

100%). A proteína de A. thaliana permaneceu inserida no mesmo grande clado evolutivo, 

embora em ramo separado das espécies da família Asteraceae. 

As proteínas HEN1 de L. sativa formam um clado distinto, indicando alta conservação 

evolutiva dentro da espécie. As sequências HEN1.3, HEN1.4 e HEN1 Stem apresentaram forte 

relação filogenética, com suporte bootstrap de 100. As sequências de outras espécies, como A. 

thaliana, Pinus tabuliformis e Pinus taeda, agruparam-se separadamente, mostrando relações 

evolutivas entre diferentes familias. Os altos valores de bootstrap observados em vários nós 

demonstram boa confiabilidade da árvore filogenética. De forma geral, os resultados sugerem 

que as proteínas HEN1 de L. sativa são conservadas e evolutivamente relacionadas às HEN1 

de outras plantas.

Na análise filogenética de DDL, as sequências L. sativa Salinas e Stem agruparam-se 

com elevado suporte estatístico junto às proteínas de A. thaliana e Acorus calamus. Apesar da 

divergência taxonômica entre os grupos, as proteínas permaneceram inseridas em um clado 

altamente conservado, indicando preservação evolutiva da família DDL. 

Para HSP90, observou-se forte conservação evolutiva entre as isoformas de L. sativa e 

proteínas de outras espécies vegetais. As proteínas de L. sativa Salinas e Stem, agruparam-se 

principalmente com proteínas de outras espécies da família Asteraceae, como A. annua, 
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Matricaria chamomilla e Agerartina adenophora. Os agrupamentos apresentaram elevados 

valores de bootstrap, variando em diversos ramos. 

A análise filogenética de CYP40 demonstrou agrupamento consistente das proteínas de 

L. sativa com ortólogas vegetais. As proteínas CYP40 de L. sativa apresentaram distribuição 

em subclados distintos dentro do agrupamento geral das CYP40 vegetais. A sequência CYP40.2 

Salinas e Stem agrupou-se em um ramo separado juntamente com proteínas de espécies 

taxonomicamente mais distantes, incluindo A. thaliana, O. sativa, Nicotiana tabacum, Populus 

tomentosa e Theobroma cacao, indicando conservação evolutiva ampla da família CYP40 entre 

diferentes linhagens vegetais.

As proteínas RICE2 de L. sativa apresentaram agrupamento fortemente conservado 

entre si, formando um clado específico juntamente com proteínas de Fabaceae, Brassicaceae, 

Malvaceae e Salicaceae. As sequências Salinas e Stem apresentaram altos valores de bootstrap, 

indicando elevada conservação funcional dentro da família RICE2. 

Na análise de HASTY, as proteínas de L. sativa agruparam-se predominantemente com 

representantes da família Asteraceae, incluindo Cynara cardunculus, Bidens hawaiensis e H. 

annuus. As sequências da Salinas e Stem formaram clados com elevados valores de bootstrap, 

indicando forte conservação evolutiva entre as proteínas HASTY das espécies relacionadas. A 

proteína de A. thaliana permaneceu em um ramo relacionado, porém separado das espécies da 

família Asteraceae. 

De maneira geral, as análises filogenéticas demonstraram que as proteínas identificadas 

em L. sativa apresentam elevada proximidade evolutiva com ortólogas de outras espécies 

vegetais, principalmente representantes da família Asteraceae. Os altos valores de bootstrap 

observados sustentam a conservação dessas proteínas ao longo da evolução vegetal e reforçam 

a identidade funcional das sequências analisadas.
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Figura 9. Árvore filogenética das demais proteínas do metabolismo de miRNAs.
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4.2 miRNAs maduros e seus precursores em L. sativa cv Salinas 

Para demonstrar que a maquinaria de processamento de miRNAs é bem conservada em L. 

sativa cv. Salinas e L. sativa var. angustana, buscou-se identificar sequências de miRNAs 

maduros e precursores, além de predizer e definir a natureza de seus possíveis genes-alvo 

utilizando bancos de dados públicos disponíveis Lettuce GDB 

(https://lettucegdb.com/genome). Aplicando um algoritmo otimizado e específico (ver 

Materiais e Métodos), foram identificadas 193 sequências (3p e 5p) de miRNAs maduros e 137 

miRNAs precursores, distribuídos em 36 famílias distintas de miRNAs no genoma de L. sativa 

cv. Salinas (Tabela Suplementar S2). Em L. sativa var. angustana, não rodaram no algoritmo 

até a presente data. Em outros estudos de miRNA em L. sativa Yousheng e colaboradores (2010) 

identificaram 21 microRNAs (miRNAs) pertencentes a 12 famílias, Qambrani e colaboradores 

(2025) identificaram 27 miRNAs conservados pertencentes a 27 famílias, Deng e colaboradores 

 identificaram 157 miRNAs. Dessas foram destacadas 10 famílias para uma 

caracterização mais aprofundada, visto que as famílias MIR156, MIR159, MIR164, MIR167, 

MIR171, MIR172, MIR398, MIR399, MIR408 e MIR477 são miRNAs conservados em plantas 

já encontrados em outros estudos em L. sativa (YOUSHENG et al., 2010; DENG et al., 2021; 

QAMBRANI et al., 2025). 

Com relação à localização e distribuição dos genes precursores de miRNA no genoma de 

Salinas, 137 foram encontrados em regiões intergênicas (Tabela Suplementar S3). Todos os 

miRNAs identificados foram analisados quanto às suas características estruturais e 

termodinâmicas. Os precursores de miRNA de Salinas apresentaram um MFE com média de 

−55,08 kcal/mol, variando entre −96,9 e −23,5 kcal/mol. Parâmetros como AMFE e MFEI 

apresentaram médias de −39,68 kcal/mol e −0,97 respectivamente (Tabela Suplementar S4). 

Resultados esses bem próximos dos encontrados em outros estudos em L. sativa (QAMBRANI 

et al., 2025) e S. lycopersicum e S. pennellii (CARDOSO et al., 2018). A estabilidade 

termodinâmica dos precursores de miRNAs vegetais é tipicamente representada por valores de 

Energia Livre Mínima (MFE) inferiores a −18 kcal/mol (NAGESHBABU et al., 2012). Além 

disso, pesquisas demonstraram que sequências de RNA com AMFE médio de −45,93 ± 9,43 

kcal/mol podem ser classificadas como miRNAs autênticos, considerando que os precursores 

de miRNA exibem valores negativos de AMFE mais elevados em comparação com outras 

classes de RNAs não codificantes, como tRNAs e rRNAs. Também foi proposto que valores 

médios de MFEI superiores a 0,85, com média de 0,97, são característicos de potenciais 

https://lettucegdb.com/genome
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precursores de miRNAs em plantas, permitindo diferenciá-los de outros tipos de RNA, em 

concordância com os resultados obtidos (ZHANG et al., 2006; CARDOSO et al., 2018).

4.2.1 Caracterização de miRNAs em L. sativa cv Salinas 

Foram identificados 10 miRNAs precursores na família MIR156 em L. sativa cv Salinas 

(Tabela Suplementar S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, três foram encontrados 

em alcachofra (DE PAOLA et al., 2012), três em H. annuus, dois em Helianthus argophyllus, 

Helianthus ciliaris, um em Helianthus paradoxos e em Helianthus tuberosus (BAROZAI et al., 

2012), dois em L. sativa (YOUSHENG et al., 2010), 10 em L. sativa (DENG et al., 2021) e seis 

foram achados em A. thaliana (REINHART et al., 2002).

Um precursor foi encontrado pertencentes a família MIR159 em L. sativa cv Salinas (Tabela 

Suplementar S2), condizente com o encontrado em outros estudos, um também foi encontrado 

em H. tuberosus (BAROZAI et al., 2012), um foi encontrado em A. thaliana (REINHART et 

al., 2002), um em L. saligna, um em L. sativa (YOUSHENG et al., 2010) e dois em L. sativa 

(DENG et al., 2021).

Seis precursores foram achados em L. sativa cv Salinas da família MIR164 (Tabela 

Suplementar S2), condizente com os resultados observados em outras espécies, um foi 

encontrado em L. virosa e Lactuca perennis (YOUSHENG et al., 2010), três em L. sativa 

(DENG et al., 2021), um em H. ciliaris (BAROZAI et al., 2012), um em C. cardunculus (DE 

PAOLA et al., 2012) e dois em A. thaliana (REINHART et al., 2002).

Quatro precursores foram encontrados em L. sativa cv Salinas pertencentes a família 

MIR167 (Tabela Suplementar S2), já em outros estudos foram encontrados dois em A. thaliana 

(REINHART et al., 2002), um em C. cardunculus (DE PAOLA et al., 2012), um em L. sativa 

(QAMBRANI et al., 2025), e cinco em L. sativa (DENG et al., 2021)

10 precursores foram achados em L. sativa cv Salinas da família MIR171 (Tabela 

Suplementar S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, seis em L. sativa (DENG et al., 

2021), um em L. virosa (YOUSHENG et al., 2010), um em C. cardunculus (DE PAOLA et al., 

2012), um em H. paradoxus, três em H. tuberosus (BAROZAI et al., 2012), um em A. thaliana 

e um em O. sativa (REINHART et al., 2002). 

Oito precursores foram achados em L. sativa cv Salinas da família MIR172 (Tabela 

Suplementar S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, Deng e colaboradores  

acharam em L. sativa três dessa mesma familia, já Yousheng e colaboradores (2010) acharam 
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dois em L. sativa, um foi encontrado em C. cardunculus (DE PAOLA et al., 2012), dois em A. 

thaliana (ZHIXIN et al., 2005)

Dois precursores foram achados em L. sativa cv Salinas da família MIR398 (Tabela 

Suplementar S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, em L. sativa   

         Yousheng e colaboradores (2010) sendo um 

em L. sativa, um em Lactuca serriola e um em Lactuca saligna, já em A. thaliana foi encontrado 

dois (ZHIXIN et al., 2005) e um em C. cardunculus (DE PAOLA et al., 2012).

Três precursores foram achados em L. sativa cv Salinas da família MIR399 (Tabela 

Suplementar S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, como em L. sativa foram 

encontrados três por Yousheng e colaboradores (2010) e dois por     

um em C. cardunculus (DE PAOLA et al., 2012) e dois em A. thaliana (ZHIXIN et al., 2005)

Um precursor foi achado em L. sativa cv Salinas da família MIR408 (Tabela Suplementar 

S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, já em outros estudos foram encontrados um 

em A. thaliana (LU et al., 2006), um em C. cardunculus (DE PAOLA et al., 2012), um em L. 

sativa (DENG et al., 2021) e um foi encontrado em L. sativa por Qambrani e colaboradores 

(2025).

Quatro precursores foram achados em L. sativa cv Salinas na família MIR477 de L. sativa 

(Tabela Suplementar S2). Semelhante ao encontrado em outros estudos, Deng e colaboradores 

 encontraram em L. sativa três precursores da família MIR477, já em outras espécies foi 

encontrado três em A. thaliana (LU et al., 2006), dois em Populus trichocarpa (LU et al., 2005) 

e cinco em C. sinensis (TAYLOR et al., 2017).

Os miRNAs precursores e maduros identificados nesse trabalho apresentaram grande 

conservação em suas sequências e estruturas secundárias em relação aos seus ortólogos, 

especialmente na região madura do miRNA. Este foi o caso das famílias MIR156 (Figura 9), 

MIR159 (Figura 10), MIR164 (Figura 11), MIR167 (Figura 12), MIR171 (Figura 13), MIR172 

(Figura 14), MIR398 (Figura 15), MIR399 (Figura 16), MIR408 (Figura 17) e MIR477 (Figura 

18).
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Figura 10. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR156. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 11. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR159. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 12. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR164. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 13. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR167. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 14. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR171. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 15. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR172. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 16. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR398 Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 17. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR399. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 18. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR408. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.
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Figura 19. Alinhamento múltiplo e predição estrutural de precursores de miRNAs da família MIR477. Os miRNAs 

de L. sativa estão em negrito.

4.2.2 Análise Filogenética de miRNAs em L. sativa cv Salinas 

A análise filogenética das famílias de miRNAs revelou padrões consistentes de conservação 

evolutiva e agrupamento taxonômico entre diferentes famílias botânicas, os representantes da 

família Asteraceae frequentemente formaram clados bem definidos e sustentados por valores 

moderados a altos de bootstrap.

A análise filogenética da família lsa-MIR156 (Figura 19) revelou uma árvore distribuída 

em seis clados principais. As sequências de L. sativa distribuíram-se em diferentes subclados 

dentro das Eudicotiledôneas, indicando elevada diversificação evolutiva dessa família de 

miRNA. Alguns precursores, como lsa-MIR156c e lsa-MIR156e, agruparam-se próximos a 

representantes de Euphorbiaceae, enquanto lsa-MIR156d, lsa-MIR156f e lsa-miR156i 

formaram agrupamentos mais específicos dentro do clado das Asteraceae.
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A árvore filogenética da família lsa-MIR159 (Figura 19) apresentou quatro clados 

principais. A sequência identificada em L. sativa foi posicionada no clado das Eudicotiledôneas, 

agrupando-se próxima a membros de Brassicaceae e Solanaceae, porém mantendo separação 

filogenética compatível com a linhagem Asteraceae. Esse padrão sugere elevada conservação 

evolutiva da família MIR159 entre espécies vegetais.

Na análise da família lsa-MIR399 (Figura 19), observou-se a formação de dois clados 

principais, correspondentes às Monocotiledôneas e Eudicotiledôneas. As sequências de L. 

sativa (lsa-MIR399a, lsa-MIR399b e lsa-MIR399c) foram distribuídas no clado das 

Eudicotiledôneas, agrupando-se próximas a espécies de Rosaceae, Brassicaceae e Rutaceae. 

Além disso, lsa-MIR399b e lsa-MIR399c apresentaram maior proximidade filogenética entre 

si.

A árvore filogenética da família lsa-MIR164 (Figura 19) exibiu cinco clados distintos. O 

precursor lsa-MIR164a agrupou-se dentro do clado das Asteraceae, com e lsa-MIR164d 

próximo a ele enquanto lsa-MIR164e e lsa-MIR164f apresentaram proximidade filogenética 

entre si. Já lsa-MIR164b e lsa-MIR164c mostraram posicionamentos distintos dentro das 

Eudicotiledôneas.

A análise da família lsa-MIR167 (Figura 19) revelou uma árvore filogenética composta por 

sete clados principais. As sequências de L. sativa foram distribuídas mais próximas das 

Eudicotiledôneas, formando agrupamentos específicos dentro das Asteraceae. Os precursores 

lsa-MIR167a e lsa-MIR167c agruparam-se em um mesmo subclado, enquanto lsa-MIR167b e 

lsa-MIR167f formaram outro agrupamento fortemente sustentado. Já lsa-MIR167d e lsa-

MIR167e apresentaram posicionamentos mais divergentes.

A análise filogenética da família lsa-MIR398 (Figura 20) revelou uma árvore distribuída 

em três clados principais. As sequências de L. sativa foram distribuídas exclusivamente no 

clado das Eudicotiledôneas. O precursor lsa-MIR398c agrupou-se próximo a representantes de 

Rosaceae e Vitaceae, enquanto lsa-MIR398a agrupou-se próximo a representantes da família 

Solanaceae e lsa-MIR398b formou agrupamento com cca-MIR398 também da família 

Asteraceae. 

A árvore filogenética da família lsa-MIR408 (Figura 20) apresentou quatro clados 

principais, contendo espécies. O precursor lsa-MIR408 agrupou-se dentro de um clado 

específico das Asteraceae, apresentando elevada proximidade filogenética com sequências de 

Solanaceae. Observou-se ainda clara separação entre monocotiledôneas e eudicotiledôneas em 

alguns agrupamentos internos da árvore.
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A análise da família lsa-MIR477 (Figura 20) revelou uma árvore composta por cinco clados 

distintos. As sequências de L. sativa (lsa-MIR477a, lsa-MIR477b, lsa-MIR477c e lsa-

MIR477d) foram distribuídas dentro do clado das Eudicotiledôneas, formando agrupamentos 

específicos relacionados à família Asteraceae. Os precursores lsa-MIR477a e lsa-MIR477b 

apresentaram maior proximidade filogenética entre si, enquanto lsa-MIR477c e lsa-MIR477d 

agruparam-se em outro subclado.

A árvore filogenética da família lsa-MIR171 (Figura 20) exibiu seis clados principais. As 

sequências de L. sativa foram distribuídas predominantemente em agrupamentos específicos 

das Asteraceae. Os precursores lsa-MIR171c e lsa-MIR171g e agruparam próximos entre si, 

enquanto lsa-MIR171a, lsa-MIR171h e lsa-MIR171d formaram outro subclado relacionado às 

Eudicotiledôneas. Já lsa-MIR171b apresentou maior semelhança com lsa-MIR171i e o lsa-

MIR171e com lsa-MIR171f, enquanto lsa-MIR171c e lsa-MIR171j apresentaram 

posicionamentos distintos ao longo da árvore.

A análise filogenética da família lsa-MIR172 (Figura 20) revelou uma árvore distribuída 

em sete clados distintos. As sequências de L. sativa foram agrupadas exclusivamente dentro das 

Eudicotiledôneas. Os precursores lsa-MIR172b, lsa-MIR172d, lsa-MIR172h e lsa-MIR172i 

formaram um agrupamento específico da Asteraceae, enquanto lsa-MIR172a ficou no mesmo 

subclado que cca-MIR172, lsa-MIR172f e lsa-MIR172g formaram outro subclado 

característico de Asteraceae, enquanto lsa-MIR172c e lsa-MIR172e agruparam-se em um clado 

separado próximo a Solanaceae e Rutaceae. 

De forma geral, as árvores filogenéticas demonstraram que os miRNAs identificados em L. 

sativa foram predominantemente agrupados dentro dos clados das Eudicotiledôneas, 

frequentemente formando subclados específicos da família Asteraceae. Destacando uma 

distribuição evolutiva que está altamente de acordo com a árvore da vida aceita para espécies 

de plantas (LETUNIC & BORK, 2016).
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Figura 20.Árvores filogenéticas das famílias de miRNAs lsa-MIR156, lsa-MIR159, lsa-MIR399, lsa-MIR164 e 

lsa-MIR167 identificadas em L. sativa.
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Figura 21. Árvores filogenéticas das famílias de miRNAs lsa-MIR398, lsa-MIR408, lsa-MIR477, lsa-MIR171 e 
lsa-MIR172 identificadas em L. sativa. 
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5. Conclusão
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