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INTRODUCAO

A familia Orchidaceae, uma das maiores e mais complexas entre as angiospermas,
apresenta mais de 25.000 espécies descritas (Atwood, 1986), sendo amplamente
reconhecida por suas flores vistosas e pela importancia ecologica e econdmica (Suzuki,
2014; Van den Berg, 2023). O género Cattleya, que reune cerca de 120 espécies —
aproximadamente 100 delas nativas do Brasil (Flora e Funga do Brasil, 2024) —
destaca-se pela intensa diversidade de cores nas inflorescéncias (Govaerts et al., 2018).
Essa variacdo ¢ atribuida principalmente a presenca de antocianinas, pigmentos
hidrossoluveis da classe dos flavonoides que atuam na fotoprotecdo e na atragao de
polinizadores (Hughes et al., 2021; Barrera-Rojas, 2024). A biossintese das antocianinas
ocorre por uma via metabdlica conservada em plantas terrestres, € a enzima
Dihidroflavonol-4-Redutase (DFR) desempenha papel central nesse processo,
convertendo dihidroflavonoides em leucoantocianidinas (Grotewold, 2006; Li et al.,
2020). Em Cattleya, o gene DFR ainda nao foi caracterizado molecularmente; assim,
sua amplificacdo e sequenciamento podem ajudar a entender a producdo dos pigmentos
florais.

MATERIAL E METODOS OU METODOLOGIA (ou equivalente)
Foram utilizadas amostras de folhas e flores de espécies de Cattleya do banco de
germoplasma do LAMOL/UEFS. O RNA total foi extraido de tecidos florais
pigmentados utilizando o reagente Quick-Zol (Trizol, Ludwig Biotec), seguindo o
protocolo do fabricante, com adaptacdes para minimizar a interferéncia de metabolitos
secundarios caracteristicos de orquideas, incluindo duas lavagens adicionais do pellet
com isopropanol. Apos a extracdo, o RNA foi ressuspenso em 20 pL. de agua livre de
nucleases (RNase-free) e armazenado a -80°C até o uso. A integridade do material foi
avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao TAE 1X, utilizando o
corante intercalante Diamond, sob tensdo de 100V por 35 minutos.O DNA foi extraido
pelo método CTAB. A integridade foi avaliada em gel de agarose 1% com GelRed®,
enquanto pureza e concentracdo foram determinadas por espectrofotometria.



A PCR para amplificagdo do gene DFR utilizou primers baseados na sequéncia do gene
DFR de um hibrido de Cattleya (GenBank KP171694.1). O protocolo inicial consistiu
em pré-aquecimento a 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos com desnaturagdo a 95 °C
por 30 s, anelamento a 50°C por 30 s e extensdo a 72 °C por 1 min, finalizando com
extensdo a 72 °C por 5 min. Para otimizar, o tempo de extensdo foi prolongado para 3
min. em 40 ciclos e posteriormente reduzido para 2 min. As rea¢des foram preparadas
com 1x Green GoTaq Master mix, 0,1 uM de cada primer e 50 ng de DNA. Os produtos
foram visualizados em gel de agarose 1%, purificados com PEG 20% e enviados para
sequenciamento Sanger.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO (ou Analise e discussio dos resultados)

A extracdo de RNA de tecidos florais pigmentados das espécies de Cattleya apresentou
limitagdes devido a presenca de metabolitos secundarios, como polifendis e
polissacarideos, que aumentaram a viscosidade das amostras e formaram agregados
gelatinosos, dificultando a solubilizagdo e manipulacdo do material. As analises
espectrofotométricas indicaram concentracdes entre 41,5 e 83,3 ng/ul, com razdes
A260/280 adequadas, mas A260/230 inferiores a 2,0, sugerindo contaminacao residual.
No gel de agarose, foram visualizadas bandas correspondentes ao RNA ribossomico
28S e 18S, embora a banda 28S apresentasse menor intensidade em algumas amostras,
indicando degradacdo parcial. Essas interferéncias inviabilizaram etapas subsequentes
como sintese de cDNA e RT-PCR, destacando a necessidade de protocolos especificos
para tecidos florais pigmentados de orquideas.

A caracterizacdo estrutural preliminar do gene DFR por meio de DNA gendmico
revelou diferencas na ORF(Open Reading Frame) e na posicdo e tamanho dos introns
entre as espécies analisadas. Em C. labiata e C. aclandiae, a ORF apresentou 1050 pb,
com um intron préximo ao final da sequéncia codificante (113 pb e 121 pb,
respectivamente), evidenciando conservacdo estrutural e possivel pressdo seletiva
purificadora. Em contraste, C. tenuis ¢ C. warneri apresentaram ORFs menores (436 pb
e 429 pb) com introns localizados em regides mais iniciais (114 pb e 113 pb), indicando
maior diversidade estrutural do gene DFR dentro do género. As variagdes observadas
podem influenciar o processamento do RNA, incluindo splicing, estabilidade do
transcrito e eficiéncia da traducao, refletindo adaptacdes evolutivas especificas de cada
espécie.

No geral, os resultados sugerem que, apesar das diferengas na arquitetura génica, a
regido codificante do gene DFR ¢ relativamente conservada em Cattleya, preservando
fungdes essenciais na biossintese de antocianinas. Esses dados fornecem uma base para
estudos futuros voltados a caracterizacdo funcional do gene e a compreensao da
variacao genética de pigmentos florais neste género.

CONSIDERACOES FINAIS (ou Conclusio)
Neste trabalho, ficou evidenciada a dificuldade de obtencdo de RNA integro a partir de
tecidos florais pigmentados de espécies de Cattleya, devido a presenca de polifenois e



polissacarideos que comprometeram a solubilidade e integridade das amostras. Apesar
dessas limitagdes, a extracdo de DNA gendmico foi bem-sucedida, permitindo a
caracterizacdo estrutural do gene DFR. Observou-se conservacdo estrutural em C.
labiata e C. aclandiae, enquanto C. tenuis e C. warneri apresentaram maior diversidade
de ORFs e introns, sugerindo adaptacdes evolutivas especificas. De modo geral, o gene
DFR apresenta arranjo relativamente estavel no género, indicando preservag¢do de sua
funcdo na biossintese de antocianinas, mas reforcando a necessidade de protocolos
otimizados de extracdo de RNA para futuras analises funcionais.
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