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RESUMO

Em Passiflora, a grande variabilidade das estruturas florais e cores permitiu
adaptacdo dessas espécies a diversos tipos de polinizadores. Em geral, espécies polinizadas
pelo mesmo grupo de animais exibem um conjunto de caracteres que determinam esses
sistemas de polinizacio. O presente estudo teve como objetivo caracterizar o
desenvolvimento de estruturas florais peculiares de espécies do género (androginéforo e
corona), bem como, 0s aspectos bioquimicos (cor, aroma e néctar) de espécies com
diferentes sistemas de polinizacdo (ornitofilia e quiropterofilia) e nos hibridos
interespecificos obtidos entre as mesmas. Nossas andlises evidenciaram que a espécie
ornitéfila (P. coccinea - flor vermelha) e a espécie quiropterdfila (P. setacea - flor branca)
apresentaram caracteres morfolégicos, bem como, a composicio quimica do néctar
contrastantes estando essas caracteristicas florais de acordo com os seus sistemas de
polinizacdo. Nos hibridos, nem todas as caracteristicas foram intermediarias, em relagcdo as
espécies parentais. O androgin6foro curvo, comumente, observado em espécies do género
polinizadas por morcegos foi atribuido como resposta a barreira fisica exercida pelo
perianto e a redistribuicdo de auxina nos tecidos dessa estrutura. Com relacdo a cor, 0s
hibridos apresentaram tonalidades de vermelho diferentes da coloragdo escarlate observada
em P. coccinea. Porém, a diversidade de pigmentacdo caracterizada nestes genotipos de
Passiflora pdde ser explicada pela combinacdo de moléculas especificas de antocianinas
acumuladas em suas pétalas. Quanto a composicdo quimica do aroma, os hibridos
apresentaram uma composicdo qualitativamente similar ao de P. coccinea, nao sendo
observados a herdabilidade de compostos caracteristicos do aroma de P. setacea
(benzenoides). Possivel correlagdao entre cor e aroma foi sugerida. Acredita-se que esses
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resultados possam contribuir para a compreensdao da evolucdo destes sistemas de

poliniza¢do dentro do género Passiflora.
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ABSTRACT

In Passiflora, the great variability of floral structures and colours allowed
adaptation of these species to different types of pollinators. In general, species pollinated by
the same group of animals exhibit a set of characters that determine these pollination
systems. This study aimed to characterize the development of unique floral structures of the
genus (androgynophore and corona), as well as the biochemical aspects (colour, scent and
nectar) of species with different pollination systems (ornithophily and chiropterophily) and
in interspecific hybrids obtained between of them. Our analyzes have shown that both,
morphology and nectar composition from ornithophilous (P. coccinea - red flower) and
chiropterophilous species (P. setacea - white flower) are contracting, and these resources
according to their pollination systems. In hybrids, not all features were intermediate in
relation to the parental species. The bend androgynophore, commonly observed in the
Passiflora species pollinated by bats was assigned in response to the physical barrier
exerted by the perianth and the redistribution of auxin in tissues of that structure. Regarding
colour, the hybrids showed different shades of red staining in comparison to the scarlet red
observed in P. coccinea. However, the diversity of pigmentation characterized in these
Passiflora genotypes could be explained by the combination of specific molecules
anthocyanins accumulated in their petals. Regarding scent composition, hybrids showed a
similar composition to the P. coccinea and, it was not observed heritability of characteristic
P. setacea compounds (benzenoids). Possible correlation between colour and scent has
been suggested. It is believed that these results may contribute to understanding the

evolution of these pollination systems within the genus Passiflora.
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INTRODUCAO GERAL

A impressionante diversidade de caracteristicas florais nas angiospermas ¢é
geralmente atribuida a um reflexo da coevolucdo entre flores e seus agentes polinizadores
(Grant 1994; Fenster et al. 2004; Johnson 2006). Ao longo da evolucdo dessas espécies,
diversas inovagdes reprodutivas foram incorporadas as estruturas florais otimizando o
processo reprodutivo e possibilitando a alta taxa de diversificacdo das angiospermas
(Hermann e Kuhlemeier 2011).

Os polinizadores apresentam diferentes requisitos energéticos, morfologias e
sistemas sensoriais que causam uma selecdo direcional no sentido de reconhecerem
fendtipos especificos, como determinada arquitetura floral (tamanho e simetria), cor e
aroma (Harbone 1994; Fenster et al. 2004; Kay e Sargent 2009). Esse conjunto de
caracteres adaptados a determinado grupo de polinizadores, no qual espécies vegetais que
ndo sao filogeneticamente relacionadas podem se convergir caracterizam os sistemas de
polinizacao (Proctor et al. 1996; Thomson e Wilson, 2008; Rausher, 2008; Kay e Sargent,
2009). As caracteristicas que constituem os sistemas de polinizacdo podem ser
catergorizadas em: (1) Caracteres que atraem os polinizadores, como a cor das pegas florais
e o aroma emitido; (2) Caracteres que recompensam o polinizador, como o néctar € em
alguns casos, grdaos de pélen e (3) caracteres de eficiéncia, como a morfologia e
posicionamentos dos 6rgaos reprodutivos (Bradshaw et al. 1995).

O sucesso da interacdo planta-polinizador depende da compatibilidade entre a
morfologia floral e de seu polinizador cognato. Um exemplo dessas adaptagdes sdo os

estiletes alongados com estigmas evidentes, livres e projetados para a periferia da flor,
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tipicos de flores ornitdfilas. Essas caracteristicas asseguram a deposicao de pdélen na cabeca
do beija-flor, enquanto se alimenta dos recursos disponibilizados pela planta (Cronk e
Ojeda 2008). Em alguns casos, as adaptacdes morfoldgicas podem ser extremas, como
observado em Tacsonia (Passifloraceae), no qual as espécies apresentam um tubo floral
longo e que s@o apenas polinizadas por uma espécie de beija-flor andino que também
apresentam um longo aparelho bucal (Abrahamczyk et al. 2014)

A coloragdo do perianto € outra caracteristica floral que exerce uma importante
funcdo na atragdo de polinizadores, uma vez que os pigmentos podem refletir diferentes
comprimentos de onda da luz propiciando sinais especificos aos animais (Bradshaw e
Schemske, 2003; Chittka e Kevan 2005; Lunau et al. 2006). Estes pigmentos sdo, em sua
grande maioria, compostos do metabolismo secundério, mais especificamente os
flavonoides, tendo as antocianinas como a principal classe de metabdlitos responsaveis pela
pigmentac¢do de tecidos vegetais (Fenster et al. 2004; Grotewold 2006; Miller et al. 2011).

As antocianinas acumulam-se nos vacuolos de células epidérmicas de pétalas, de
flores e de frutos (Martin e Gerarts 1993), podendo também ser encontradas em 6rgaos
vegetativos em resposta aos estresses abidticos e bidticos (Davies 2004; Castellarin et al.
2008; Vogt 2010; Katerova et al. 2012). O espectro de cor desses pigmentos vai do
vermelho ao azul, apresentando-se também como uma mistura de ambas as cores
resultando em tons de purpura (Grotewold 2006). As antocianinas sdo derivadas de trés
tipos basicos de antocianidinas: pelargonidina, cianidina e delfinidina, as quais apresentam
diferentes formas estruturais e conseqiientemente assumem diferentes coloracdes: a
pelargonidina reflete a cor laranja-avermelhada, cianidina produz cores vermelha e magenta

e delfinidina reflete cores entre o roxo e o azul (Rausher 2008). Em geral, flores polinizadas
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por abelhas apresentam pecas florais de cor azul ou amarelo, mas raramente vermelho, uma
vez que, essa cor € percebida como preto pelas abelhas. Em contrapartida, beija-flores, que
usam principalmente sinais visuais para encontrar as flores, tendem a visitar por flores com
coloragdes pronunciadas como o vermelho (Miller et al. 2011).

Assim como a coloragdo das pecas florais, a emissdo de compostos voldteis tem
mostrado exercer grande influéncia na atracdo de polinizadores (Raguso 2008; Delle-
Vedove et al. 2011; Bischoff et al. 2014; Dormont et al. 2014), embora sua importancia
tenha sido ignorada até recentemente (Raguso 2008). Estudos recentes tém demonstrado
experimentalmente que cor e aroma podem ser igualmente importantes para o polinizador
(Glover 2011; Klahre et al. 2011). Muitos visitantes florais orientam o seu comportamento
de voo explorando, concomitantemente, as sinalizacdes visuais e olfativas fornecidas pelas
flores (Burger et al. 2010; Milet-Pinheiro et al. 2012). A composicdo quimica do aroma
floral tem sido investigado e caracterizado em algumas espécies vegetais (Knudsen et al.
2006; Schiest]l 2010; Piechowski et al. 2009; Delle-Vedove et al. 2011; Bischoff et al. 2014;
Dormont et al. 2014) embora, o potencial desse caracter, na mediacdo das interagdes com
os polinizadores, ainda permanece pouco compreendida.

Cor e aroma parecem ndo estar somente associados como sinalizadores na atracdo
de visitantes florais. Estudos t€ém evidenciado o compartilhamento de vias biossintéticas
entre esses compostos. Isso sugere que combinacgdes especificas entre aroma e cores podem
ser resultados de processos bioquimicos relacionados ja que antocianinas € compostos
voléteis da classe dos arométicos sdo derivados da fenilalanina (Zuker et al. 2002; Majetic

et al. 2007; Sheehan et al. 2012).



O néctar € outra caracteristica bioquimica importante e que estabelece uma relagdo
direta com o tipo de polinizador, uma vez que é usado como a principal recompensa em
plantas com flores e é consumida por uma grande variedade de animais (Baker e Baker
1983). Composto principalmente por agicares, néctar também pode incluir aminodcidos,
proteinas, lipidios e outras substancias na sua composi¢do. Especialmente para a propor¢cao
de acucares (glicose, frutose e sacarose) no néctar, correlacdes tém sido estabelecidas para
os diferentes sistemas de polinizacdo. Em geral, flores visitadas principalmente por beija-
flores, por exemplo, tendem a apresentar néctares predominantemente compostos de
sacarose, enquanto aqueles visitados por morcegos e abelhas sdo predominantemente
constituidos por hexose (Baker e Baker 1983; Galetto e Bernardello 2003). Outras
caracteristicas do néctar, como o volume secretado, concentracdo e composi¢do de
aminodcidos também podem apresentar relacdes com os polinizadores (Baker e Baker
1983; Pacini et al. 2003; Galetto e Bernardello 2003; 2005; Nicolson 2007; Amela Garcia e
Gottsberger 2009).

As flores de Passiflora, principal género da familia Passifloraceae, sdo exemplos de
complexidade e diversidade entre as angiospermas, exibindo caracteristicas peculiares em
sua morfologia floral. Todas as espécies desse género, que compreende cerca de 600
espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais, apresentam um androginéforo que
eleva todos os 6rgaos reprodutivos da flor (Cervi 1997; Ulmer e MacDougal 2004). A
presenca de uma corona de filamentos, entre o androgindforo e o perianto, também
representa uma marcante caracteristica de Passiflora, sendo a estrutura mais derivada e
diferenciada de todos os géneros da familia (Janzen 1968; Ulmer e MacDougal 2004;

Hemingway et al. 2011). Dentre outras caracteristicas particulares da morfologia floral do
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género destaca-se a presenca do opérculo, situado no interior do tubo floral, a elaborada
camara nectarifera e o limen, que é uma estrutura em forma de anel ou uma membrana em
forma de taca que circunda a base do androginéforo (Ulmer e MacDougal 2004).

A grande variabilidade de cor, tamanho, forma e padrdes de fusdo das estruturas
florais de Passiflora spp., permitiram adaptacdo a diversos tipos de polinizadores como
beija-flores (Janzen 1968; Fischer e Leal 2006; Varassin et al. 2001), morcegos (Sazima e
Sazima 1978; Buzato e Franco 1992; Kay 2001) e diferentes espécies de abelhas e vespas
(Koschnitzke 1997), tornando o género excelente candidato para estudos comparativos de
sistemas de polinizacdo.

Dentre os sistemas de polinizacdo ja descritos para Passiflora, a ornitofilia € o
segundo maior sistema prevalecente no género (Pérez 2007). Geralmente, estd associado a
espécies que apresentam corola tubular vermelha, rosa ou laranja, corona com filamentos
curtos e eretos em torno do androginéforo longo e baixa emissdo de aromas, como descrito
em P. coccinea e P. speciosa, que possuem flores com corona de filamentos curtos, pouco
atrativos para insetos, flores vermelhas e rosas, respectivamente, com pétalas reflexas e
longa coluna do androginoforo, facilitando a visita do agente polinizador (beija-flor;
Fischer e Leal 2006; Longo e Fischer 2006).

A quiropterofilia foi descrita pela primeira vez no género em P. mucronata Lam
(Sazima e Sazima 1978). Desde entdo, diversos estudos tem reportado a ocorréncia dessa
sindrome em outras espécies como: P. ovalis Vell. ex Roemer (Buzato e Franco 1992) e P.
penduliflora Bert. (Kay 2001). Essas espécies polinizadas por morcegos compartilham
caracteristicas como antese noturna, flores brancas, androceu zigomérfico com as anteras

voltadas somente para um lado da flor e um androginéforo curvo. Essa disposi¢ao dos
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orgaos florais facilita o acesso dos morcegos a recompensa e permitem seu contato com as
partes reprodutivas da flor, aumentando a eficiéncia da polinizagdo (Sazima e Sazima
1978).

Destacado a ocorréncia de diferentes sistemas de poliniza¢do no género Passiflora e
como a variagdo dos caracteres florais pode estar associado aos diferentes grupos de
polinizadores, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o desenvolvimento de
estruturas florais peculiares de espécies do género (androginéforo e corona), bem como, os
aspectos bioquimicos (cor, aroma e néctar) de espécies com diferentes sistemas de

polinizacdo (ornitofilia e quiropterofilia).

Para facilitar a compreensio, o estudo foi subdivido em trés capitulos. No capitulo I
foi apresentada uma série de evidéncias dos possiveis mecanismos associados ao
desenvolvimento da curvatura do androginéforo de Passiflora mucronata, caracteristica
morfoldgica de grande importancia no estabelecimento das interacdes com morcegos. Nos
capitulos II e III foi apresentada uma andlise comparativa da composi¢ao dos principais
caracteres florais que determinam os sistemas de polinizacdo (morfologia, cor, aroma e
néctar) entre Passiflora coccinea (espécie ornitéfila), Passiflora setacea (espécie
quiropterdfila) e os hibridos interespecificos provenientes do cruzamento e
retrocruzamentro com as mesmas. Esses hibridos sdo gendtipos comerciais produzidos pela
Embrapa Cerrados / Transferéncia de Tecnologia, sendo eles: BRS Estrela do Cerrado (P.
coccinea X P. setacea), BRS Rubiflora: (P. coccinea x Estrela do Cerrado) e BRS Roseflora
(P. setacea x Estrela do Cerrado). Essas andlises poderdo auxiliar o entendimento da
segregacao desses caracteres florais bem como, colaborar para a melhor compreensao da

evolucao destes dois sistemas de polinizacdo dentro do género Passiflora.
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CAPITULO I: Auxinae a constricao fisica exercida pelo perianto promovem a

curvatura do androginéforo em Passiflora mucronata L. (Passifloraceae)

RESUMO
A coluna do androginéforo, caracteristica floral distintiva em flores de Passiflora, é curva
em muitas espécies quiropterdfilas do género. Esta é uma adaptacdo floral que facilita a
polinizacdo por morcegos. O entortamento ou flexdo de 6rgdos vegetais sdo geralmente
causados por estimulos ambientais (barreiras mecanicas, por exemplo) e pode envolver a
distribuicao diferencial de auxina. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia dos
orgdos do perianto e o efeito de auxina na curvatura do androginéforo ao longo do
desenvolvimento floral de P. mucronata, espécie polinizada por morcegos. O crescimento
assimétrico do androginéforo, levando a flexdo, ocorreu em um estidgio avancado de
desenvolvimento da flor. Removendo a restricdo fisica exercida por 6rgaos do perianto ou
tratamento com NPA, a flexdo do androginéforo foi significativamente reduzida. Além
disso, os androginéforos de plantas tratadas com 2,4-D foram mais curvos quando
comparados ao controle. Uma maior expansdo celular foi observada no lado dorsal dos
androgindforos das plantas tratadas com 2,4-D e em ambos os lados do androginéforo de
plantas tratadas com a NPA. Este estudo sugere que a restricao fisica exercida pelo perianto
e a redistribuicdo de auxina promovem a curvatura do androginéforo em P. mucronata e

pode estar relacionado com a evolug@o da quiropterofilia no género Passiflora.

Palavras-chave: Androgin6foro, auxina, desenvolvimento floral, crescimento diferencial,

Passiflora
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Auxin and physical constraint exerted by the perianth promote the androgynophore

bending in Passiflora mucronata L. (Passifloraceae)

ABSTRACT
The androgynophore column, a distinctive floral feature in passiflowers, is strongly
crooked or bent in many Passiflora species pollinated by bats. This is a floral feature that
facilitates the adaptation to bat-pollination. Bending of plant organs are generally caused by
environmental stimulus (e.g. mechanical barriers) and might involve the differential
distribution of auxin. Our aim was to study the role of the perianth organs and the effect of
auxin in the bending of the androgynophore of the bat-pollinated species P. mucronata.
Asymmetric growth of the androgynophore, leading to bending, occurs at a late stage of
flower development. Removing the physical constraint exerted by perianth organs or
treatment with NPA significantly reduced androgynophore bending. Additionally, the
androgynophores of plants treated with 2.4-D were more curved when compared to control.
A greater cellular expansion at the dorsal side of the androgynophores of plants treated with
2.4-D and in both sides of the androgynophores of plants treated with NPA. This study
suggests that the physical constraint exerted by perianth and auxin redistribution promote
the androgynophore bending in P. mucronata and might be related to the evolution of

chiropterophily in the genus Passiflora.

Keywords: Androgynophore, auxin, flower development, differential growth, Passiflora
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Introducao

As espécies do género Passiflora (Passifloraceae) exibem uma gama de complexidade e
diversidade floral. Acredita-se que a alta variabilidade da morfologia das flores de
Passiflora € resultado de interagdes com uma vasta gama de polinizadores (Ulmer e
MacDougal 2004; Aizza e Dornelas 2011). O androginéforo € uma estrutura floral presente
em todas as espécies do género e suporta os 6rgdos florais férteis (Cervi 1997). Ele é
composto por um ovario superior inserido numa longa coluna pelos quais os estames estao
ligados. Os filamentos estaminais formam um tubo que rodeia ou encontra-se adnato a
coluna (Ulmer e MacDougal 2004). O comprimento do androginéforo € varidvel entre as
espécies de Passiflora e reflete uma adaptacdo ao tamanho de seus respectivos
polinizadores (Aizza e Dornelas 2011). Nas espécies de Passiflora polinizadas por
morcegos (quiropterofilia), o androginéforo € extremamente curvado e este atributo
representa uma importante caracteristica adaptativa para este sistema de polinizagdo. As
evidéncias da quiropterofilia em Passifloraceae foram descritas pela primeira vez em
Passiflora mucronata (Sazima e Sazima 1978). Nesta espécie, o androginéforo curvo eleva
o grupo de anteras e estigmas que se orientam para o lado ventral da flor, para o exterior da
folhagem, facilitando o acesso dos morcegos ao nectario e, consequentemente, otimizando
o contato do polinizador com os 6rgdos reprodutivos (Sazima e Sazima 1978; Ulmer e
MacDougal 2004).

A flex@o unidirecional de 6rgdos vegetais em resposta a uma pressdo mecanica
(resisténcia mecanica) tem sido caracterizada em diversos trabalhos (Goss e Russell 1979;
Atwell 1993; Lucas et al. 2008a, b). O tegumento da semente, por exemplo, exerce uma

pressdo mecanica sobre a expansdo do embrido resultando no encurvamento dos
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cotilédones, especialmente nas dicotiledoneas (Mayer e Shain 1974; Welbaum et al. 1998).
O crescimento da raiz também pode ser reorientado ao entrar em contato com uma barreira
causando a flexdo da mesma (Atwell 1993; Ritchter et al. 2009; Monshausen e Gilroy
2009) e observagdes semelhantes foram relatados para o crescimento de caules axiais
(Mader 2005). Sazima e Sazima (1978) relataram que o célice das flores de P. mucronata é
composto por cinco sépalas e sua prefloracdo apresenta elevada resisténcia, uma vez que,
durante a antese as sépalas se abrem com um rdpido estouro (popping) causando
movimentos em todo o ramo. A partir desta observacdo, levantou-se a hipétese de que o
perianto pode estar agindo como uma restricdo mecanica durante o desenvolvimento do
androginoéforo de P. mucronata e promovendo, em parte, a flexdo deste 6rgao.

Evidéncias experimentais indicam que a curvatura de 6rgaos vegetais envolve a
sinalizacdo por auxina (Friml e Palme 2002; Blancaflor e Masson 2003; Lucas et al. 2008a;.
Laskowski et al. 2008;. Zacai et al. 2009; Kumar et al. 2011). Essa sinalizacdo desempenha
um papel importante no desenvolvimento das plantas e nas respostas de crescimento de
O0rgdos vegetais aos estimulos ambientais. Dentre os eventos controlados por auxina
incluem a divisdo, a expansdo e a diferenciacao celular, modulando o crescimento
diversificado em processos de desenvolvimento (Smith 2008;. Vieten et al. 2007). A
distribuicao de auxina em toda a planta ocorre principalmente por transporte polar (Muday
e DeLong 2001; Vanneste e Friml 2009). Assim, a auxina € diferencialmente distribuida
entre os tecidos, produzindo um gradiente de concentracdo que desencadeia respostas de
desenvolvimento em diferentes partes da planta. Dependendo da concentracdo desse

hormonio e a identidade do tecido, as auxinas podem estimular ou inibir o alongamento das
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células em um dos lados de um determinado 6rgdo, levando a um crescimento diferencial e,

consequentemente, resultando na flexao do mesmo (Vanneste e Friml 2009).

No presente estudo, caracterizou-se o desenvolvimento do androginéforo de P.
mucronata. Avaliou-se o possivel papel do perianto como uma barreira fisica para o seu
crescimento. N6s também averiguamos os efeitos da auxina e de inibidores do transporte
polar da auxina sobre a curvatura do androginéforo. Nossos resultados podem contribuir
para elucidar as vias de desenvolvimento sobre o qual mecanismos evolutivos, exercidos
pela pressdo seletiva de polinizadores, interferiram para fornecer a extraordindria

diversidade de morfologias florais em Passiflora.

Materiais e Métodos
Material vegetal e medidas do androginéforo

Ramos reprodutivos com botdes florais em diferentes estddios de desenvolvimento
de Passiflora mucronata foram selecionados em plantas cultivadas no campo experimental
do Departamento de Biologia Vegetal, IB/UNICAMP em Campinas SP, Brasil. Os botoes
florais, em vérios estddios de desenvolvimento (entre 5,0 e 40,0 mm de comprimento)
foram coletados e medidos com paquimetro digital eletronico (Worker Inc., USA). O
comprimento do androginéforo foi medido a partir da distancia de sua base até a base do
ovario. Uma vez que a curvatura do androginéforo dificultou sua medida com um
paquimetro, a medida foi realizada usando uma fita métrica flexivel (Singer, Brasil). Os
botdes florais foram classificados em estddios de desenvolvimento de acordo com a posi¢ao
do n6 que ocupavam, em relag@o ao dpice (Nave et al. 2010; Sobol et al. 2014). Em média,

a primeira folha, em P. mucronata, se desenrola no né quatorze, que também contém um
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botdo floral com 10 mm de comprimento. As flores alcancam a antese por volta dos nds 22-
24. De forma semelhante a P. edulis (Sobol et al. 2014), o plastocrono (taxa de formacao
de primérdios pelo meristema) em P. mucronata leva cerca de 2 dias, nessas condi¢des de
cultivo. Botdes florais foram fotografados usando uma camera SONY Cyber-shot DSC-

HX100V.

Experimento para remocao do Perianto

Para testar se a restricdo mecanica exercida pelo perianto afeta a curvatura
androgino6foro, botdes florais nos nés 15-16, medindo 12,0 - 17,0 mm de comprimento,
tiveram 2 mm do perianto, a partir do dpice, cuidadosamente removidos com um bisturi
estéril, evitando qualquer dano ao outras pecas florais. Entdo, esses botdes florais foram
cobertos com sacos de plastico a fim de protegé-los do ataque de insetos e/ou perda de
umidade. Flores controle foram deixadas intactas, mas também foram cobertas com sacos
plasticos. Os botdes florais permaneceram nas plantas até antese da flor. A curvatura do
androginéforo das flores em que o perianto foi cortado foi medida e comparada com as
flores controle. A curvatura do androginéforo foi definida pela medi¢ao do angulo (o)
formado entre o eixo apical / basal da base do androginoforo e o eixo longitudinal médio do
ovario. As andlises do angulo de curvatura foram feitas utilizando o software Screen

Protractor 4.0 (Iconico, Inc., www.iconico.com).

Tratamentos com auxina e com inibidor do transporte de auxina
Com base em experimentos preliminares, decidiu-se usar a auxina sintética dcido

2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), ao invés de 4cido indol-acético (IAA), uma vez que, a
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primeira mostrou-se mais estdvel e proporcionou resultados mais consistentes sob
condi¢des de campo. Foi utilizada a técnica de injecdo pelo pedicelo descrita por Lin et al.
(2011), em que se injeta 2,4-D, &cido naftil-p-talimico (NPA) ou &4gua (tratamento
controle) nos ramos de P. mucronata, com as seguintes modificacdoes: ramos de P.
mucronata com botdes florais que mediam cerca de 20 mm (nds 16-17) foram previamente
selecionados para receber tratamentos. A ponta de uma seringa de 5 ml, foi ligado a um
tubo de 50 milimetros de silicone flexivel (didmetro interno de 2,6 mm; didmetro exterior
de 4,8 mm), a qual foi, em seguida, ligado ao corte do pedinculo de um botdo floral em
pré-antese (em torno do n6 22). Para isso, o botdo floral foi removido e o seu pedinculo foi
cortado perpendicularmente usando uma lamina de bisturi estéril e foi inserida dentro do
tubo de silicone. Pelo menos 10 mm do pedinculo floral foi inserido e a juncdo foi selada
utilizando cola de silicone, resistente a dgua e ndo téxica (INTERFIX 180, Brasil). Trés mL
de solugdo dos tratamentos (5 uM 2,4-D, 10 uM NPA ou de dgua Milli-Q® (controle)
foram introduzidos na seringa, sendo as bolhas de ar presentes no tubo de silicone
removidas com uma agulha hipodérmica e uma seringa (0,30x70, BD, Brasil). Como
resultado, a solu¢do foi capaz de entrar no tubo de silicone imediatamente. A abertura
traseira das seringas foi selada com Parafilm ® para evitar a contaminacdo e as seringas
foram fixadas ao corpo da planta numa posi¢do vertical com fita plastica.

Ap6s uma semana de tratamento, os botdes florais que, no inicio do experimento
estavam nos nds 16-17, tinha progredido para pré-antese (né 20) e foram coletados para as
medi¢des. O comprimento maximo dos botdes florais e dos androginéforos, bem como o
angulo de curvatura dos androginéforos (a) das plantas tratadas e do controle foram

medidos e comparados como descrito acima.
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Microscopia

Para a caracterizacdo anatdmica, os androgin6foros de flores na antese, que foram
submetidas aos tratamentos com 2,4-D, NPA ou controle, como descrito acima, foram
coletados e fixados em paraformaldeido a 4% (m/v). Amostras fixadas foram desidratadas
em série crescente de etanol e embebidos em metacrilato (Historresina, Leica Instruments,
Alemanha). Secc¢des longitudinais (5 um de espessura) foram obtidas utilizando um
micrétomo rotativo de avango automatico (RM2125RT, Leica, Alemanha), coradas com
azul de tolouidina a 0,05% (O'Brien e McCully 1981) e montadas em Entellan (Fluka,
Alemanha). A captura de imagem foi realizada em um microscépio Zeiss Axioskop-40 com
camera digital acoplada (Zeiss, Alemanha).

Para as andlises micromorfométricas, o comprimento maximo de células
parenquimadticas  subepidérmicas, tanto do lado dorsal/convexo (CX) quanto
ventral/concavo (CE) das secdes longitudinais foram mensurados usando o software
Axioskop 1,0 (Zeiss, Alemanha). Pelo menos 10 células por sec¢do foram medidas a partir
de pelo menos 10 seccdes em torno da secgdo longitudinal média para cada repeti¢ao (n=3)

do tratamento.

Analises Estatiticas

Trinta botdes florais e seus androginéforos foram medidos por tratamento para se
obter valores médios. Foi realizada analise de variancia (ANOVA), utilizando o software
SAS/STAT para avaliar a significancia dos resultados. Os valores médios de todos os dados
experimentais foram comparados utilizando o teste de Tukey, com nivel de significancia de
5%.
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Resultados
Desenvolvimento do androginéforo de P. mucronata

A curvatura do androginéforo, caracteristica de flores P. mucronata, ¢ mostrada na
Figura 1A. O arranjo das anteras orientadas para o lado ventral da flor, virada para fora em
relacdo a planta, caracterizam as flores zigomorfas desta espécie.

A fim de caracterizar o desenvolvimento do androginéforo de P. mucronata,
estudamos botdes florais, longitudinalmente dissecados, em diferentes estddios de
desenvolvimento (Figura 1B). Nas fases 14-15, o androgin6foro ndo estava
morfologicamente visivel a olho nu, enquanto que nos estddios 16-17 encontrava-se reto e
curto, constituindo menos de um ter¢co do comprimento total do botdo floral (Figura 1B).
Nos estadios 14-15 as anteras e o pistilo ocupavam todo o comprimento dos botdes florais e
mais de dois tercos dos botdes nas fases 16-17. Nos estddios 16-18 o ovario ocupava uma
posicdo mais ou menos central de botdes florais. O androginéforo gradualmente aumentou
de tamanho em relacdo ao botdo floral, empurrando os 6rgios reprodutivos para cima.

Nos estddios 17-18 ele comecou a flexionar, sendo que os botdes florais
encontravam-se com cerca de 17-20 mm de comprimento (Figura 1B). Isto correspondeu a
botdes florais com cerca de uma semana antes da antese. No final das fases de pré-antese
(nds ~ 19-20), o ovdrio foi localizado no ter¢o superior dos botdes florais e o androginéforo

alongado era curvo (Figura 1B).
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Figura 1: Desenvolvimento floral de Passiflora mucronata. (A) Flor em antese para
mostrar a posicdo relativa dos O6rgios florais. (B) Estddios morfolgicos de
desenvolvimento do botdo floral. Fases estio numeradas de acordo com as diferentes
posi¢des do né (em relagdo ao dpice). (C) Botdes com o perianto cortado (lado direito),
mostrando o estigma que cresce fora do botdo (seta). (D) A maior ampliacdo dos botdes
florais exibidos em C. (E) Aspectos morfolégicos da curvatura do androginéforo no
controle ¢ em plantas com o 4pice cortada (seta) em fase de pré-antese (20). (F)
Comparagdo da flexdo do androginéforo a partir do angulo de curvatura entre as plantas
controle e corte dpice apds a antese. As diferentes letras mindsculas acima das barras
indicam resultados estatisticamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05). As linhas barrados
sobre as barras em F indicam o erro padrdo. Barras: A-C e E: 10 mm; D: 5 mm.
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A barreira exercida pelo perianto afeta a flexao do perianto

Os estigmas dos botdes florais que tiveram o perianto cortado, geralmente
emergiram a partir desses devido a remocao da barreira (Figura. 1C-E). Na antese, alguns
dos botdes florais com perianto cortado apresentavam sinais de injirias nos Orgaos
reprodutivos, possivelmente devido a dessecagdo. Todos eles apresentaram um
androginéforo quase reto (Figura 1E). O grau de flexdo do androginéforo foi quantificado
por medicao do angulo de curvatura (o, ver Materiais e Métodos). O valor médio de a em
flores com perianto cortado foi 168,9 + 3,0°, em contraste com os botdes do controle, com
um perianto intacto, que mostraram o = 158,1 £ 6,7° (Figura 1E) e esta diferenca foi
estatisticamente significativa (p <0,05). O comprimento do androgin6foro de flores com o
perianto cortado foi ligeiramente reduzido quando comparado ao grupo de flores controle
(Figura 1E), embora essa diferenca ndo tenha sido estatisticamente significativa. Isto pode
ser devido a uma resposta a lesdo causada por eliminacdo parcial do perianto ou devido
propriedades de inducdo do crescimento exercidas pelo perianto. Ndao foram observadas
diferencas no comprimento dos ovdrios, estiletes ou estigmas entre flores com perianto

cortado e flores controle.

Auxina e inibidores do transporte polar de auxina afetam a flexdo e crescimento do
androginoéforo

Um aumento significativo na curvatura foi observado em plantas tratadas com 2,4-
D, enquanto nas plantas tratadas com o NPA, o androginéforo foi quase completamente
linear (Figura. 2A), sugerindo que o transporte polar de auxina desempenha um papel

importante na flexdo do androginéforo de P. mucronata. Consistentemente, as diferencas
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entre os valores médios de a das plantas controle (tratados com dgua), e aquelas tratadas
com 2,4-D e NPA (158,1 = 6.7°; 111,6 = 10.7° e 177,0 £ 5.2°, respectivamente) foram

estatisticamente significativa (p <0,05; teste de Tukey, Figura 2B).

Angulo de curvatura (o)
a

Figura 2: Morfologia (A) e média do angulo de curvatura (B) do androginéforo de P.
mucronata de plantas controle (simulados / tratados com 4gua) e plantas tratadas com 5 uM
2,4-D ou 10 uM NPA. Todos os botdes florais foram analisados na fase 20. Barras em (A)
5 mm. As linhas barradas sobre as barras indicam o erro padrao. Diferentes letras acima das
barras indicam resultados estatisticamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

Nés levantamos a hipétese de que estas diferencas na curvatura podem ser devido
ao crescimento diferencial do androginéforo e/ou do botdo floral induzido por auxina.
Embora nao tenham sido detectadas diferencas no comprimento médio de botdes florais
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(Figura 3A), uma diferenca significativa foi detectada no comprimento do androgin6foro
das flores tratadas com 2,4-D e NPA, quando comparado ao grupo controle (plantas
tratadas com 4dgua). Os androginéforos dos botdes florais tratados com 2,4-D foram
significativamente mais longos e os de flores tratadas com NPA foram significativamente

mais curtos do que os do controle (Figura 3B).
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Figura 3: Comprimento dos botdes florais (A) e do androgin6foro (B) de plantas de P.

mucronata controle (tratadas com dgua) e tratados com 5 uM 2,4-D ou 10 uM NPA. Todos
os botdes florais foram analisados na fase 20. As linhas barrados sobre as barras indicam o
erro padrdo. Diferentes letras acima das barras indicam resultados estatisticamente
diferentes (teste de Tukey, p <0,05).
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Também foi avaliada a relacdo entre o comprimento do botdo floral (CB) e o
comprimento do androginéforo (CA) de botdes coletados em diferentes estddios de
desenvolvimento apds a aplicacdo dos tratamentos. Em plantas controle, as relacdes de
CB/CA ndo permaneceu constante ao longo do desenvolvimento floral. Nos estadios
iniciais (n6s 15 - 17) o androgin6foro ocupava em torno de 20% do comprimento total do
botdo, enquanto no estddio 20 ocupava 50% do comprimento total do mesmo (Figura 4). O
aumento do crescimento do androginéforo apds o estdgio 17 mudou a posi¢do relativa do

pistilo e anteras dentro do botao floral (Figuras 1B, 4).

11

+ H20
* 24D
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Relagéo CB/CA

15 16 17 18 19 20

Estadios
Figura 4: Relacdo entre o comprimento do botdao floral (CB) e do androginéforo (CA),
durante o desenvolvimento de botdes florais de P. mucronata do controle ou plantas

tratadas com 5 pM 2,4-D ou 10 uM NPA. A linha entre os estddios evidencia a tendéncia

(trajeto) da relagdo CB/CA ao longo do desenvolvimento.
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Botdes florais submetidos aos tratamentos com 2,4-D e NPA mostraram o mesmo
padrdo geral de desenvolvimento observado nas flores controle. No entanto, a aplicagdo de
2,4-D induziu uma curvatura precoce do androginéforo. Nestas plantas, a proporcao
CB/CA foi significativamente reduzida (p <0,05) a partir do estddio de desenvolvimento 16
em diante, quando a androgin6foro comecou a flexionar (Figura 4). Esta caracteristica foi
melhor percebida nas fases finais (apds a etapa 20), quando o androginéforo de plantas
tratadas com 2,4-D apresentou maior curvatura em relacdo ao controle (Figura 5).

Em alguns botdes florais, a forte curvatura foi acompanhada por um
desenvolvimento anormal dos orgdos reprodutivos que ndo mostram a distribuicao
unilateral, tipico da sindrome de quiropterofilia (por exemplo, compare as posicdes do
estigma e das anteras das plantas controle com aquelas com androginéforo tratado com 2,4-
D no estddio 21 da Figura 5). Os botdes florais, submetidos ao tratamento com NPA
apresentaram a maior razdo CB/CA ao longo do desenvolvimento floral, sugerindo uma
redug¢do no crescimento do androginéforo (Figuras 4 e 5). Além disso, a distribui¢do
zigomorfa das anteras e dos estigmas nado foi observada (por exemplo, compare as posi¢oes
do estigma e das anteras das plantas controle e tratadas com NPA no estddio 21 na Figura

3).

Expansao de células diferenciais contribui para curvatura androginéforo

Para investigar os efeitos da aplica¢do exdgena de 2,4-D ou NPA na curvatura do
androginéforo de P. mucronata a nivel celular, comparamos o comprimento médio de
células parenquimdticas do lado dorsal/convexo e ventral/concavo do androginéforo

coletadas de flores em antese de plantas controle e também tratadas.
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Estadios

19

Figura 5: Efeitos morfolégicos da aplicacio de auxina exdgena (2,4-D), inibidor do
transporte de auxina (NPA) e dgua (controle) sobre os 6rgaos reprodutivos de botdes florais
em diferentes estddios de desenvolvimento de P. mucronata. Barra: 10 mm.
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Cortes longitudinais do androginéforo de P. mucronata mostraram uma organizagao
anatomica bdsica consistindo de uma epiderme uniestratificada, cerca de 10 fileiras de
células parenquimaticas, feixes vasculares relacionados com estames e carpelos e um tecido
medular composto por cerca de 8 fileiras de celulas (Figura 6). Nas flores controle, a curva
do androgin6foro poderia ser explicada pela expansdo diferencial das células
parenquimaticas, que eram significativamente maiores do lado dorsal/convexo, quando
comparados com aquelas no lado ventral/cdncavo (p <0,05; Figuras 6A-C;. Tab. 1).

Os androginéforos das flores tratadas com 2,4-D mostraram um crescimento
diferencial exacerbado (Figuras 6D-F). Embora as células parenquimaticas dos
androginoéforos tratados com 2,4-D em seu lado ventral/concavo mostraram um aumento
significativo no comprimento de cerca de 80% quando comparado com o controle, as
células parenquimaticas no lado convexo/dorsal foram 160% maiores do que aqueles do
controle na mesma posi¢do (Tabela 1). Assim, a razdo significativamente maior (p <0,005)
entre o comprimento celular do parenquima dos lados dorsal/convexo (CX) e
ventral/concavo (CE) (Figura 7) é a base celular das flores de androginéforos tratados com
2,4-D- aparecendo exageradamente curvos, quando comparados com o controle (Figuras 2,
5, 6D-F). No entanto, ndo podemos excluir que a divisdo celular diferencial também esta
ocorrendo no presente caso.

Androginéforos das flores tratadas com NPA também mostraram células
parenquimaticas mais longas quando comparado ao grupo controle (Figuras 6G-I; Tabela
1). No entanto, o androgin6foro de flores tratadas com NPA apresentaram mais curtos que
o controle (Figura 3B), sugerindo, assim, uma redu¢ao na divisao celular ou a influéncia de

outro mecanismo compensatorio. As células do parénquima localizados na parte proximal
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(basal) dos androginéforo tratados com NPA foram ligeiramente mais longas do que
aquelas localizados na parte distal (apical) (ndo estatisticamente significativo, dados nao
mostrados), provavelmente devido a acumulacdo de auxina na regido da base do
androginéforo prejudicando assim o transporte de auxina polar. No entanto, a expansio
difenrencial das células parenquiméticas entre os lados dorsal/convexas e concavas/ventral
do androginéforo foi observado no controle e nas flores tratadas com 2,4-D e ndo nos
androgindforos tratados com NPA. Portanto, os androginéforos tratados com NPA
apresentaram-se mais reto e com menor curvatura do que os observados nas flores controle
e/ou aquelas tratadas com 2,4-D (Fig. 2, 5 e 6). Assim, a relacdo comprimento celular
parenquimatico CX/CE nos androginéforos tratados com NPA apresentou-se proximo de 1

(Figura 7).
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H20

2,4-D

NPA

Figura 6: Efeitos da aplicacdo exdgena auxina e inibidor do transporte de auxina em P.
mucronata na anatomia do androginéforo. Todas as se¢des sdo longitudinais e medianas.
(A-C) plantas controle (plantas tratadas com 4gua - Mock). (A) Vista geral. As dreas
marcadas em A sdo as faces dorsal/convexo (B) e ventral/concavo (C) do androginéforo,
respectivamente. (D-F) Plantas tratadas com 5 uM 2.4-D. (G-I) Plantas tratadas com 10
uM NPA. Note a diferenca no comprimento das células parenquiméticas entre as faces
dorsal e ventral de cada tratamento (*). Barras: A, D e G: 400 um; B, C, E, F, He I
100 pm.
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Tablela 1: Efeitos da aplicacdo de dgua (controle), 5 uM 2.4-D ou 10 uM NPA sobre o
compreimento celular (um).

Comprimento celular (um)*

Tratamentos” Dorsal/convexo (CX) Ventral/concavo (CE)
H,O 101,7 £4,0 Ca 85,9 +3,0Cb
2.4-D 164,8 +4,0 Aa 105,4 + 6,3 Bb
NPA 132,5+ 13,9 Ba 130,0 £ 13,3 Aa
Discussao

A barreira exercida pelo perianto afeta a curvatura do androginéforo

A flexao de 6rgaos vegetais devido a limitagcdes mecanicas exercidas pelo ambiente
¢ bem conhecida, tanto como crescimento aéreo quanto radicular, e podem ser reorientados
ao entrar em contato com uma barreira fisica (Atwell 1993;. Ritchter et al. 2009;
Monshausen e Gilroy 2009). No entanto, nestes casos, a flexdo do 6rgao é dependente ou
ndo de uma barreira fisica a ser encontrada. Os casos de resisténcia mecanica que levam a
curvatura do 6rgao como parte do programa de desenvolvimento normal de uma planta sao
menos frequentes. A curvatura de cotilédones durante a expansiao do embrido, causada pela
barreira mecanica exercida pela lignificacdo do tegumento da semente pode ser o exemplo
mais conhecido (Mayer e Shain 1974;. Welbaum et al. 1998). Nossos resultados indicaram
que o perianto age como um obsticulo fisico ao desenvolvimento do anginéforo de P.
mucronata afetando a sua curvatura, uma vez que nos botdes florais com o perianto

parcialmente removido houve o endireitamento do androginéforo. Entretanto, a curvatura
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de 6rgdos de plantas também pode ser devido ao crescimento diferencial que geralmente é

mediado pela sinalizagdo de auxina (Edelmann 2001; Friml e Palme 2002; Friml et al.

2002).
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Figura 7: Relacio do comprimento celular entre os lados dorsal/convexo (CX) e
ventral/concavo (CE) do androginéforo de P. mucronata de plantas controle (plantas
tratadas com 4gua) e plantas tratadas com 5 uM 2,4-D ou 10 uM NPA. As linhas barradas
indicam o erro padrao da média (quadrado preto). As letras diferentes indicam resultados
estatisticamente diferentes (teste de Tukey, p <0,05).

Auxina e inibidores do transporte polar de auxina afetam a curvatura e crescimento
do androginéforo

O papel da sinalizag¢do por auxina na curvatura de érgios vegetativos, especialmente
devido a distribui¢do ndao uniforme de auxina em um dado tecido/6rgao € bem conhecido
(Friml e Palme 2002; Blancaflor e Masson 2003 ; Smith 2008; Vieten et al. 2007; Zacai et
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al. 2009; Kumar et al. 2011). O papel da sinalizacdo de auxina na curvatura de 6rgios
florais ¢ menos documentado. Em espécies de Alpinia (Zingiberaceae), o transporte polar
de auxina parece modular o estilete de curvatura em diferentes morfotipos (Luo et al.
2012). A aplicagdo de auxina exdgena nas plantas de P. mucronata induziu um aumento da
curvatura do androginéforo, indicando que a sinalizacdo de auxina pode desempenhar um
papel importante na morfologia floral, em espécies de Passiflora polinizadas por morcegos.
Por outro lado, a aplicagdo de NPA, um inibidor do transporte polar de auxina produziu
androgindforos mais curtos e retos, o que sugere que sua curvatura ¢ dependente do
transporte polar de auxina. No entanto, como demonstramos que a barreira fisica gerada
pelo perianto causou a flexdo do androginéforo, ndo podemos excluir a possibilidade de
que outro componente quimico, além de auxina, que alongue o androginéforo influenciard a
curvatura ou, qualquer outro produto quimico que encurte o androginéforo poderd conduzir
a perda da mesma. Tendo dito isso, outro problema nao resolvido permanece: a curvatura
do androginéforo de P. mucronata sempre resulta em um lado dorsal/convexo e um lado
concavo/ventral. Nem a exagerada curvatura pela aplicacdio de auxina exdgena ou a
redu¢cdo da mesma, ao alterar o transporte polar de auxina altera a dire¢do da curvatura. Por
conseguinte, seja qual for o mecanismo que determina o sentido do flexionamento do
androginoéforo, é aparentemente independente da auxina.

Outra caracteristica importante das flores de Passiflora polinizadas por morcegos é
o posicionamento assimétrico das anteras e os estigmas na antese. Eles sdo orientados para
o lado ventral da flor, otimizando o contato do polinizador com os 6rgaos reprodutivos
(Sazima e Sazima 1978; Ulmer e MacDougal 2004). A reorientacdo das anteras e os

estigmas para alcancar um posicionamento assimétrico ocorre tardiamente no
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desenvolvimento da flor e, de acordo com nossos resultados, também sdo dependentes do

transporte polar de auxina.

Expansao celular diferencial contribui para a curvatura do androginéforo

Auxina promove a curvatura do androginéforo de P. mucronata aparentemente
devido a expansdo diferencial de células parenquimaticas do lado dorsal/convexo do
androgin6foro em relacdo as células do lado concavo/ventral. Embora prejudicando o
transporte polar de auxina reduziu-se drasticamente a curvatura do androginéforo, células
parenquimaticas de androginéforo tratados com NPA foram mais longas do que o controle,
sugerindo que um mecanismo compensatorio estd no lugar do que deveria levar a reducao
do tamanho final do 6rgdo. Tais mecanismos compensatorios tém sido descritos em outros
sistemas (Danisman et al. 2012). Taxas de divisao celular e diferencas na proliferacao
celular sdo de dificil acesso a nivel do 6rgdo. Por conseguinte, ndo se pode excluir que,
além de expansdo celular, divisdo celular estd também envolvido no mecanismo curvatura

do androginéforo de P. mucronata.

Curvatura do androginéforo e a evolucao da quiropterofilia em Passiflora

As flores de Passiflora mucronata mostram diferentes caracteristicas associadas
com a polinizacdo por morcegos. Além das caracteristicas cldssicas de flores polinizadas
por esses animais, como antese noturna, perianto branco e cheiro pungente, esta espécie
tem um androginéforo fortemente curvado (Sazima e Sazima 1978). Estas parecem ser

caracteristicas adaptativas a quiropterofilia. Acredita-se que a presenca de um

androginéforo curvado facilita o acesso dos morcegos aos nectarios permitindo também, o
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contato entre do polinizador com as anteras e estigmas da flor otimizando o processo de
polinizacdo (Sazima e Sazima 1978). Consequentemente, a compreensdo do
desenvolvimento do androginéforo e os mecanismos bdsicos envolvidos em sua curvatura
sdo essenciais para a compreensdo da evolucao das flores polinizadas por morcegos em
Passiflora. Androgin6foro com curvaturas tem sido relatados em flores de diversas outras
espécies de Passiflora polinizadas por morcegos distantemente relacionadas (Muschner et
al. 2003), incluindo P. ovalis (Buzato e Franco, 1992), P. galbana (Varassin et al. 2001), P.
contracta (Vitta e Bernacci 2004), P. discophora, P. lobata, P. setacea, P. macropoda
(Ulmer e MacDougal 2004), P. trisecta (Hansen et al. 2006) e P. recurva (Fleming et al.
2009). Isto pode sugerir, pelo menos, dois cendrios de evolucdo: 1) a curvatura do
androgindforo de espécies filogeneticamente distantes (Muschner et al. 2003) € controlada
por diferentes mecanismos, ndo relacionados (implicando assim a convergéncia
morfoldgica); ou 2) a curvatura do androginéforo € o resultado de um mecanismo simples,
universal que a mesma solugdo a esta pressio adaptativa foi recrutado vdrias vezes durante
a evolucao.

Considerando a importancia dessa caracteristica floral, os resultados obtidos no
presente estudo contribuem para a compreensio dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento dessa adaptacdo peculiar das flores de Passiflora a polinizacdo por
morcegos. Novas investigacdes em outras espécies de Passiflora quiropterdfilas sdo de
grande interesse a fim de determinar se os outros mecanismos estdo envolvidos na

curvatura do androginéforo.
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CAPITULO II: Caracterizacdo da morfologia floral e composicio do néctar em
espécies de Passiflora com diferentes sistemas de polinizacdo e seus hibridos

interespecificos

RESUMO

A morfologia floral, bem como, a coloragdo do perianto e composi¢cdo do néctar
possivelmente explicam as diferencas de polinizadores entre Passiflora coccinea (perianto
vermelho, filamentos da corona curto, polinizadas por beija flores) e Passiflora setacea
(perianto branco, antese noturna, polinizadas por morcegos). Nesse estudo, a morfologia
floral e a composicdo quimica do néctar (acticares e aminodcidos) foram analisadas de
forma comparativa nessas duas espécies e nos hibridos provenientes do cruzamento e
retrocruzamento com cada uma das espécies parentais. Em geral, P. coccinea e P. setacea
apresentaram caracteres morfoldgicos e quimicos do néctar consideralvelmente diferentes e
foram correlacionados com as preferéncias dos seus respectivos agentes polinizadores. Os
hibridos ndo apresentaram caracteristicas intermedidrias entre as espécies parentais,
exibindo um mosaico complexo de caracteres parentais e transgressivos. Nossos resultados
também indicam maior similaridade entre os hibridos do que em relacdo as espécies P.
coccinea e P. setacea e sugerem que os carcateres florais estudados apresentam um padrao

complexo de herdabilidade, possivelmente controlado por mais de um loco.

Palavras-chave: Morfometria floral, néctar, Passiflora, hibridos, herdabilidade, sistemas de

polinizacdo
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Characterization of floral morphology and nectar composition in Passiflora species

with different pollination systems and their interspecific hybrids

ABSTRACT

The floral morphology, as well as, perianth colour and nectar composition account for
differences between pollinators of Passiflora coccinea (red perianth, short corona
filaments, hummingbird pollinated) and Passiflora setacea (perianth white, nocturne
anthesis, bat pollinated). In this study, the floral morphology and chemical nectar
composition (sugars and amino acids) were analyzed comparatively in these two species
and hybrids from crosses and backcross to each of the parental species. In general, P.
coccinea and P. setacea presented both morgological and nectar characters significantly
differed to each other and were correlated with the preferences of their pollinators. The
hybrids showed no intermediate characteristics between the parental species, showing a
complex mosaic of parental and transgressive characters. Our results also indicate greater
similarity among the hybrids than for P. coccinea and P. setacea species and suggest that
the floral carcateres have a complex pattern of heritability, possibly controlled by more than

one locus.

Keywords: floral morphometry, nectar, Passiflora, hybrids, heritability, pollination systems
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Introducao

A diversidade floral é um reflexo das interacdes especializadas-generalistas entre as
espécies de plantas e seus polinizadores (Johnson 2006). Ao longo da histéria evolutiva das
angiospermas, as interacdes planta-polinizador foram selecionadas, constituindo uma
importante estratégia reprodutiva que atua de forma a otimizar as taxas de reprodugdo e
fluxo de genes.

O sucesso da polinizacdo bidtica depende da compatibilidade entre a morfologia da
flor e do seu polinizador cognato, permitindo uma eficiente transferéncia de pélen durante a
visita do animal (Hermann e Kuhlemeier 2011). Além da morfologia floral, uma ampla
gama de caracteristicas florais parece estar sob uma sele¢cdo mediada por polinizadores em
plantas (Harder e Johnson 2009). Dentre eles, estudos tém evidenciado a evolugdo dirigida
por polinizador na coloragdo das flores (Bradshaw e Schemske 2003), aroma e néctar. O
conjunto desses caracteres, associados com a atracio de um grupo especifico de
polinizadores, aos quais flores de diferentes origens evolutivas podem convergir, definem
os sistemas de polinizag@o (Proctor et al. 1996, Hermann e Kuhlemeier 2011).

O néctar € uma solucdo que contém concentracdes elevadas de mono- e
dissacarideos, principalmente frutose, glucose e sacarose, podendo apresentar, também,
outros compostos como aminodcidos, lipideos e minerais, em menores concentracdes
(Koptur 1994; Heil et al. 2000). Os agucares constituem a principal fonte de energia para a
maioria dos polinizadores e a variagdo da propor¢cdo de glicose, frutose e sacarose tem
apresentado uma forte correlacdo com o tipo de polinizagdo (Baker e Baker 1983; Galetto e
Bernardello 2005). Além dos acticares, a concentragdo de solutos, o volume secretado € a

composi¢do de aminodcidos também tém sido correlacionados aos diferentes tipos de
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polinizacdo, embora a associacdo com esse Ultimo cardcter ainda seja pouco compreendida
(Amela Garcia e Gottsberger 2009; Nepi et al. 2012; Rodriguez-Pena et al. 2013).

As espécies do género Passiflora (Passifloraceae) sdo exemplos de complexidade e
diversidade floral, exibindo caracteristicas peculiares em sua morfologia (Aizza e Dornelas
2011). A grande variabilidade de cor, tamanho, forma e padrdes de fusdo das estruturas
florais permitiram adaptacdo a diversos tipos de polinizadores como beija-flores (Janzen
1968; Longo e Fischer 2006), morcegos (Sazima e Sazima 1978) e diferentes espécies de
abelhas e vespas (Koschnitzke e Sazima 1997), tornando o género excelente candidato para
estudos comparativos de sistemas de polinizagdo.

Recentemente, o desenvolvimento de hibridos interespecificos de Passiflora,
obtidos a partir do cruzamento e retrocruzamento entre Passiflora coccinea Aubl e
Fassiflora setacea D.C. representaram um interessante caso de hibridac¢do entre espécies
com diferentes sistemas de polinizagdo. P. coccinea é uma espécie ornitéfila. E constituida
por um perianto vermelho, corona curta, tubular e se distribui, principalmente, na regiao
amazonica (Fischer e Leal 2006). P. setacea € uma espécie quiropterdfila. Apresenta antese
noturna, perianto branco, filamentos da corona longos e estd distribuida pela regido sudeste
do Brasil (Cervi 1997). A partir dessas espécies, trés hibridos foram produzidos (Figura 1).
O hibrido F1, denominado BRS Estrela do Cerrado e os hibridos provenientes do
retrocruzamento de F1 com P. coccinea e P. setacea, denominados BRS Rubiflora e BRS
Roseflora, respectivamente (Figura 1). Esse sistema tornou-se uma ferramenta importante
para avaliar a segregacdo de caracteres florais que definem os diferentes sistemas de

polinizacdo (Figura 1).
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As expectativas sobre diversidade fenotipica dentro de uma populagdo de hibridos
prevé uma gama complexa de fen6tipos que podem ter uma base genética em alelos de um
efeito aditivo ou em alelos que t€ém uma expressdo mais complicada, por exemplo, em
alelos dominantes ou em loci, interagindo entre si (Wilson e Jordan 2009).

Quando os hibridos apresentam um fendtipo intermedidrio, em relacdo as espécies
parentais, dizemos que a divergéncia ocorreu através de alelos que apresentam efeito
aditivo. Porém, os hibridos também podem se assemelhar a populacdo parental ou

apresentarem uma segregacio transgressiva, demonstrando fenétipos extremos que estdao

fora da faixa de variacdo parental (Bell e Travis 2005; Ackermann 2010).

Passiflora coccinea Y 2 Passiflora setacea

e

BRS Estrela do Cerrado
élﬁg "
L
s "\“:>
A

BRS Rubiflora BRS Roseflora

Figura 1: Cruzamento interespecifico entre P. coccinea e P. setacea e as relagdes com os hibridos
BRS Estrela do Cerrado, BRS Rubiflora, BRS Roseflora.
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Destacado a ocorréncia de diferentes sistemas de polinizacao no género Passiflora,
nosso grupo de pesquisa tem-se dedicado em caracterizar os aspectos celulares e
moleculares envolvidos no desenvolvimento floral dessas espécies, bem como,
compreender os mecanismos envolvidos na interagdo com os agentes polinizadores
(Dornelas et al. 2006; Scorza e Dornelas 2011, 2014; Aizza e Dornelas 2011; Cutri et al.
2013; Rocha et al. 2015). No presente estudo, avaliou-se de forma comparativa a
morfologia floral e composi¢do do néctar de P. coccinea (espécie ornitéfila), P. setacea
(espécie quiropterofila) e dos hibridos BRS Estrela do Cerrado (P. coccinea X P. setacea),
BRS Rubiflora (P. coccinea X BRS Estrela do Cerrado) e BRS Roseflora (P. setacea X
BRS Estrela do Cerrado). Foi hipotetizado se o hibrido F1 apresenta um fenétipo
intermedidrio entre as espécies parentais € se 0 mesmo comportamento €, também,
observado nos hibridos provenientes do retrocruzamento. Esses resultados podem
contribuir para a compreensdo da evolucdo destes dois tipos de sistemas de polinizagdao

dentro do género Passiflora.

Materiais e métodos

Material Vegetal

Foram utilizadas amostras florais de populacdes de Passiflora coccinea Aubl e
Passiflora setacea D.C., e dos hibridos BRS Estrela do Cerrado, BRS Rubiflora e BRS
Roseflora localizadas nos campos experimentais da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), da Universidade Estadual Paulista (UNESP) e no banco de germoplasma da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa Cerrados), conforme descrito na

tabela 1.
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Tabela 1: Amostras coletadas de populagdes dos gendtipos estudados, com suas respectivas
localizagdes geograficas.

Genotipo Municipio Localizacao

Passiflora coccinea Campinas — SP (UNICAMP) 22°48’S, 47° 03°W
Planaltina — DF (Embrapa Cerrados)  15°36°S, 47°42°W
Passiflora setacea Jaboticabal — SP (UNESP) 21°15°S,48° 15°W
BRS Estrela do Cerrado  Campinas — SP (UNICAMP) 22°48°S, 47° 03°W
Planaltina — DF (Embrapa Cerrados)  15°36°S, 47°42°W
BRS Rubiflora Planaltina — DF (Embrapa Cerrados)  15°36°S, 47°42°W

BRS Roseflora Planaltina — DF (Embrapa Cerrados)  15°36°S, 47°42°W

Analises Morfométricas

As flores utilizadas nas anélises morfométricas foram coletadas durante o periodo
de antese, no intervalo de até trés horas apds a sua abertura. Para a realizacdo das medidas,
as amostras foram seccionadas longitudinalmente e fotografadas com o auxilio de uma
camera digital (Samsung ES60). Foram analisadas 12 flores de cada genotipo. Para a
determina¢do dos marcos e tomada de medidas vetoriais, as imagens foram analisadas com
o programa tpsDIG (versdo 2.16; Rohlf e Marcus, 1993). Foram determinados 20 pontos,
usados como marcos e semi-marcos, que delimitavam as estruturas florais de interesse a
serem analisadas e comparadas entre os genétipos, sendo eles: regido de insercdo do
peduinculo floral; extremidades basais do tubo floral; regido de insercdo, curvatura e apice
do opérculo; base e dpice dos filamentos das séries interna e externa da corona; base, meio
e apice do androgin6foro; base e dpice do ovario (Figura suplementar 1). As medidas
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vetoriais obtidas foram tratadas, como proposto por Klingerberg (2010). Posteriormente,
todas as andlises de composicdo vetorial, uniformizacdo dos dados e andlises dos
componentes principais (e suas covariancias) foram realizadas de acordo com Blackith e
Reyment (1971), com as modificagdes sugeridas por Rohlf e Marcus (1993) utilizando-se o

programa MorphoJ (Klingenberg, 2010).

Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Botdes florais de P. coccinea, P. setacea, € dos hibridos BRS Estrela do Cerrado,
BRS Rubiflora e BRS Roseflora em diferentes estddios de desenvolvimento, foram
coletados e fixados em paraformaldeido a 4% (p/v) em tampdo fosfato sob vécuo
(aproximadamente 600 mmHg) por 20 minutos e conservados em geladeira (4°C). As
amostras fixadas foram desidratadas em série de concentracdo crescente de acetona, secas
ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha), dissecadas sob lupa binocular,
montadas em suporte metalico com fita dupla-face e metalizadas com ouro coloidal (SCD
050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha). As anélises foram realizadas em microscopio eletronico

de varredura com camera digital (LEO 435-VP, Cambridge, Inglaterra).

Composicao de acicares no néctar

As amostras de néctar foram obtidas a partir de plantas adultas dos genodtipos
estudados situados no Banco de germoplasma de Passiflora da Embrapa Cerrados,
Planaltina-DF, com excecdo de P. setacea, no qual as amostras foram coletadas em

Jaboticabal — SP (Tabela 1). A composi¢ao de agticares no néctar foi verificada em nove
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flores presentes em trés individuos diferentes (trés flores/individuo) de cada um dos
gendtipos. As amostras foram coletadas em flores ndo visitadas e, num periodo de até duas
horas apds a antese. Com o auxilio de capilares, 100 pl de néctar de cada flor foram
colocados sobre papel cromatografico Whatman #1 (Maidstone, England) e armazenados
em freezer -20°C. Posteriormente, o néctar foi redissolvido em 1 mL de dgua destilada e a
detec¢do dos acucares foi realizada a partir da utilizacdo de kits de quantificacdo de glicose,
frutose e sacarose (Sigma-aldrich, USA). Esses kits se baseiam em métodos enziméticos
com elevada especificidade e sensibilidade. Apds as reacOes serem realizadas, as
concentracdes de cada acticar foram determinadas a partir de leituras em espectrofotdmetro

(Shimadzu, USA) no comprimento de absorbancia de 340 nm.

Analise do perfil de aminoacidos

A separacdo e andlise de aminodcidos foi conduzida com base no sistema OPA (o-
ftaldialdeideo; Benson e Hare 1975; Jarrett et al., 1986) modificado por (Marur et al.,
1994). Para cada amostra, uma aliquota de 20 pL. de néctar foi misturada com 60 puL do
reagente OPA (50 mg de OPA dissolvidos inicialmente em 1 mL de metanol, depois
acrescidos de 6,5 mL de tampao borato-NaOH, pH 9,5 e, no dia de uso, mais 10 uL de 2-
mercaptoetanol para cada 1,25 mL de OPA-Borato). Apds 2 minutos de reagdo com OPA,
10 pL da mistura foram injetados na coluna do HPLC (ODS-2 Superpac, tipo C18, 250 x
4,6 mm) eluida, com fluxo de 0,8 mL/min. por um gradiente formado por quantidades
crescentes de metanol a 65% em relacdo ao tampao fosfato, pH 7,25 (Na,HPO,4 - 50 mM,
C,H3Na0O; - 50 mM, 1,5 mL de 4cido acético glacial, 20 mL de tetrahidrofurano e 20 mL

de metanol em 1 L de solu¢do). O gradiente foi programado para aumentar a proporcao de
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20 a 58% de metanol nos primeiros 35 minutos, seguidos por 58 a 95% durante o periodo
de 35 a 60 min. e de 95 a 100% entre 60 e 61 min. A saida da coluna foi monitorada por um
detector de fluorescéncia (Shimadzu RF10AxL) ajustado em 265 nm (luz de excitacdo) e
450 nm (emissao de fluorescéncia).

A concentrag@o de cada aminoécido nas amostras foi determinada pela relacio entre
a drea dos picos integrados das amostras, aos picos integrados de um padrdo comercial
AAS-18 (Sigma®, USA) com os aminoécidos Aspartato, Glutamato, Serina, Histidina,
Glicina, Treonina, Arginina, Alanina, Tirosina, Metionina, Valina, Fenilalanina, Leucina,
Isoleucina, e Lisina, aos quais também foram adicionados os aminodcidos Asparagina,

Glutamina e Acido gamma-aminobutirico, todos a concentragdo de 50 nmol.mL".

Resultados
Caracterizacio morfolégica dos genétipos de Passiflora

As flores de P. coccinea apresentaram perianto com sépalas e pétalas vermelhas,
estiletes e filetes avermelhados, androginéforo longo € uma corona curta constituida por
duas séries de filamentos. As flores de P. setacea eram constituidas por sépalas e pétalas
brancas, estiletes e filetes esverdeados, androgin6foro longo e curvo e uma corona formada
por uma Unica série de filamentos brancos (Figura 2).

As flores do hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado (P. coccinea x P. setacea),
apresentaram caracteristicas de ambas as espécies genitoras, assim como, caracteristicas
intermedidrias a esses gendtipos. Esse hibrido possuia sépalas e pétalas vermelhas, porém
com tonalidade menos intensa que em P. cocinea; filetes e estiletes esverdeados, como em

P. setacea, androginéforo longo e corona com duas séries de filamentos, como descrito em
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P. coccinea, porém brancos, como em P. setacea (Figura 2). O hibrido BRS Rubiflora (P.
coccinea X BRS Estrela do Cerrado) possuia flores com bricteas roxo-avermelhadas, como
em P. coccinea. As sépalas e pétalas eram vermelho-escuro, coloragdo mais intensa que a
dos seus gendtipos progenitores. A corona tinha duas séries de filamentos brancos e filetes
esverdeados, como BRS Estrela do Cerrado, e estilete e estigma com a parte dorsal
vermelha, heranca de P. coccinea.

Em BRS Roseflora (P. setacea X BRS Estrela do Cerrado), as flores apresentaram
pétalas e sépalas vermelho-alaranjado, intermedidria a dos progenitores. Os filetes e
estiletes eram verdes, como em P. sefacea. O androginéforo era longo e reto e a corona
possuia duas séries de filamentos brancos, como observado em BRS Estrela do Cerrado
(Figura 2).

A partir da andlise multivariada dos caracteres morfoldgicos florais, as amostras dos
cinco gendtipos de Passiflora constituiram grupos distintos ao longo dos eixos CV1 e CV2,
que explicaram 57,53% e 35,22% da variagdo morfoldgica observada, respectivamente
(Figura 3). O eixo CV1 refletiu a variacdo observada na estrutura do opérculo e no didmetro
da corona, uma vez que a maioria dos marcos relacionado a esses caracteres contribuiram
negativamente para o CV1. A variacdo no eixo CV2 foi menor e refletiu, principalmente, a
largura do tubo floral e a curvatura do androginéforo. Em geral, os gendtipos de Passiflora
apresentaram uma morfologia floral significativamente diferente (p<0.0001). Embora, os
grupos de cada um dos hibridos apresentaram-se mais proximos entre si (Figura 3),
evidenciando maior similaridade morfolégica entre os mesmos, em relacdo as espécies

parentais, P. coccinea e P. setacea.
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Figura 2: Morfologia floral de P. coccinea e P. setacea e dos hibridos interespecificos BRS Estrela
do Cerrado, BRS Rubiflora, BRS Roseflora em vista frontal e em sec¢@o longitudinal. Barra = 20
mm.
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Figura 3: Andlise de varidveis candnicas com as projecdes dos individuos das espécies parentais P.
coccinea e P. setacea e dos hibridos BRS Estrela do Cerrado (P. coccinea x P. setacea), BRS
Rubiflora (P. coccinea x BRS Estrela do Cerrado) e BRS Roseflora (P. setacea x BRS Estrela do
Cerrado). Cada um dos pontos no grafico representa uma flor analisada; cada genétipo estd
representada por pontos de cores diferentes. As varidveis candnicas CV1 x CV2 explicam 92,75%
da variacdo encontrada entre os materiais analisados. (ver também anexo 1).

Desenvolvimento da corona

Considerando que a estrutura do sistema de membranas, constituido pelos
filamentos da corona e opérculo, contribuiram significativamente para a separacdo dos
genotipos (Figura 3), realizou-se uma analise micromorfolégica comparativa do
desenvolvimento dessas estruturas. P. coccinea, apresenta uma corona tubular ereta,
constituida por duas séries distintas de filamentos, sendo os filamentos internos mais unidos
ao androginéforo (Figura 4A). O desenvolvimento da corona iniciou-se como uma

emergéncia na base do tubo floral (Figura 4B). Na por¢do superior da emergéncia, deu
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inicio a formacgdo dos filamentos externos, enquanto na por¢ao inferior o opérculo como um
crescimento anular (Figura 4C). O opérculo expandiu-se em direcdo a base do
androginéforo e simultaneamente iniciaram-se a formacdo dos primérdios da segunda série
de filamentos da corona, logo acima do dessa estrutura (Figura 4D). Num estdgio posterior,
o opérculo elevou-se em direcdo ao androginéforo (Figura 4E). Os filamentos das duas
séries da corona apresentam um crescimento gradual, sendo que os filamentos filiformes da
série externa apresentam-se mais alongados e unidos na base, enquanto os filamentos da
série interna sdo menores (Figura 4E-G). No final do desenvolvimento, o opérculo mostrou-
se recurvado, unido na base e denticulado na extremidade (Figura 4G).

Em P. setacea, a corona é constituida por somente uma série de filamentos e uma
grande separagdo espacial é observada entre os filamentos da corona e o opérculo, nas
flores completamente desenvolvidas (Figura 4H). Contudo, o desenvolvimento inicial
desses Orgdos foi similar ao processo descrito anteriormente, a partir de uma pequena
emergéncia do tubo floral (Figura 4I). Na por¢do superior, iniciou-se a formagdo da tnica
série de filamentos (Figura 4I-J) e na porcdo inferior deu inicio a formagdao do opérculo
(Figura 4J). Os filamentos da corona apresentaram um crescimento gradual, a partir do
mesmo nivel de inserc@o e totalmente livres. O opérculo tornou-se plicado verticalmente,
mas unido na base (Figura 4K-M). Durante esses estddios foi possivel observar o
desenvolvimento do hipanto e o afastamento desses 6rgaos (Figura 4K-M). Em estdgio
tardio de desenvolvimento verificou-se os filamentos livres e alongados da corona, o
opérculo unido na base e denticulado na extremidade e o inicio do desenvolvimento do

limen abaixo do opérculo (Figura 4M-N).
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Passiflora setacea Passiflora coccinea

BRS Estrela do Cerrado

Figura 4: Desenvolvimento da corona em Passiflora coccinea, Passiflora setacea e do hibrido F1,
BRS Estrela do Cerrado. (B-G, I-N, P-U) Micografias em microscopia eletronica de varredura; (A-
G) P. coccinea. (A) Morfologia da flor; (B) Inicio da formagdo da série externa de filamentos
(seta); (C) Primeiros filamentos na por¢do superior (seta) e opérculo na por¢ado inferior (cabeca de
seta); (D) Inicio do desenvolvimento da segunda série de filamentos (seta branca); (E-G) Expansio
dos filamentos da corona; (H-N) P. setacea; (H) Morfologia da flor; (I) Inicio da formagéo da série
externa de filamentos (seta); (J) Formag@o do opérculo na porgdo inferior (cabeca de seta); (K-N)
Expansao dos filamentos da corona e do opérculo. Note em (M) o inicio do desenvolvimento do
limen e a base unida do opérculo (cabeca de seta branca); (O-U) BRS Estrela do Cerrado. (P)
Emergéncia do tubo floral no inicio do desenvolvimento; (Q-R) Primeiros filamentos na porc¢do
superior (seta) e opérculo na porgdo inferior e o inicio do desenvolvimento da segunda série de
filamentos (seta branca); (S-U) Expansdo dos filamentos da corona. Abreviaturas: f, filamentos; fe,
filamentos externos; fi filamentos internos; 1, limen; op, opérculo; p, pétala. Barras (A, H, O= 0,5
mm; B-D, [-K, P-T= 100 pum; E= 50 um; F, G, L, M= 200 um; N, U = 500 pum).
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Nos hibridos BRS Estrela do Cerrado (Figura. 40-U), BRS Rubiflora e BRS Estrela
do Cerrado (Figura suplementar 2), o inicio do desenvolvimento da corona foi similar a P.
coccinea, como uma pequena emergéncia do tubo floral e em seguida os filamentos
externos comegaram a surgir na porcdo superior da emergéncia como pequenas
protuberancias (Figura 4P, Q), evidenciando os filamentos externos filiformes eretos. A
formacdo do opérculo ocorreu na por¢ao inferior da emergéncia (Figura 4Q, R). A segunda
série de filamentos da corona teve inicio logo acima do opérculo (Figura 4R, S). No estdgio
tardio de desenvolvimento € possivel observar o opérculo plicado e os filamentos filiformes

da série externa e interna alongando-se (Figura 4T,U).

Periodo de antese e secrecao do néctar

O periodo de antese das flores dos genétipos de Passiflora estudados variou de 06 a
11h de duracdo. As flores de P. coccinea apresentaram o menor periodo de vida util. As
flores abriram por volta de 05:00-05:30 h, comecando a se fecharem as 11:00 h. Em P.
setacea, a antese era noturna. A abertura das flores ocorreu as 20:00 h e permaneceram
abertas até as 07:00 h do dia seguinte. Nos trés hibridos, a antese era diurna, como
observado em P. coccinea. No hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado, as flores abriram em
torno de 10:00-10:30 h enquanto, em BRS Rubiflora e BRS Roseflora as flores abriram
entre 09:00-09:30 h. Nesses trés hibridos as flores se fechavam as 18:00 h.

O néctar estava presente, em pequenas quantidades, desde a abertura das flores. O
volume total médio secretado durante a vida 1util das flores de P. coccinea, BRS Rubiflora,

BRS Estrela do Cerrado e BRS Roseflora foi similar (45 — 60 pL), ndo apresentando
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diferengas significativas (P > 0.05) entre esses genétipos. Em P. setacea, as flores

secretaram volume seis vezes superior aos demais genotipos (Figura SA).

Composicao do néctar - Acicares e Aminoacidos

O néctar de P. coccinea, do hibrido F1 e do hibrido proveniente do retrocruzamento
com P. coccinea, BRS Rubiflora, apresentaram concentra¢des superiores a 30% de solutos
totais. Em P. setacea e BRS Roseflora a concentracdo do néctar era de 22% e 28%,
respectivamente (Tabela 2). A quantidade total de agicares também foi menor nesses dois
ultimos gendtipos. A maior quantidade total de aguicares foi observada no genétipo que
apresentou o néctar mais concentrado, BRS Rubiflora, seguido de BRS Estrela do Cerrado
e P. coccinea, ambos nao significativamente distintos (P > 0.05; Figura 5B).

Frutose, glicose e sacarose estiveram presentes no néctar floral, em diferentes
propor¢des, de todas as espécies / hibridos (Figura 5C; Tabela 2). A percentagem de cada
acucar foi relativamente constante dentro de cada genétipo, conforme os baixos valores de
desvio padriao exibidos (Tabela 2). A percentagem média de sacarose foi superior a 50%
em todos os gendtipos, representando cerca de 90% total de acguicares do néctar de P.
coccinea (Figura 5C; Tabela 2). Em P. setacea, a percentagem desse dissacarideo foi de
51%, embora o néctar ainda fosse caracterizado sacarose dominante. Os hibridos
apresentaram percentagens intermedidrias de sacarose, em relagdo as espécies parentais (P.
coccinea e P. setacea), sendo notada uma percentagem maior de hexose nos hibridos que
apresentam herancga direta de P. setacea (Figura 5C), o que acarretou numa diminui¢ao
gradativa da razdo sacarose / hexose entre gendtipos, sendo a menor razao observada em P.
setacea (Figura 5D; Tabela 2).
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Figura 5: Volume de néctar secretado (A), quantidade total de agiicar (B), quantidade relativa de
actucares (C) e relacdo sacarose / hexose (D) no néctar floral de Passiflora coccinea, Passiflora
setacea e dos hibridos BRS Estrela do cerado, BRS Rubiflora e BRS Roseflora.

A quantidade total de aminodcidos apresentou grande variacdo intragenotipica.
Entretanto, a composi¢ao e a proporcao dos aminoacidos foram conservadas entre amostras
de um mesmo gendtipo (Material suplementar 3). Dos aminodcidos analisados, histidina e
metionina ndo foram detectados em P. coccinea e no hibrido BRS Rubiflora (Figura 6).
Nos demais genétipos, a metionina foi observada em baixas propor¢des nao sendo,

detectada em uma das amostras do hibrido F1, BRS Estela do Cerrado. A lisina também
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ndo esteve presente em uma das amostras de P. coccinea e P. setacea (Material

suplementar 3).

Tabela 2: Quantidade total e composicdo de agicares do néctar floral de Passiflora coccinea,
Passiflora setacea e dos hibridos BRS Estrela do cerado, BRS Rubiflora e BRS Roseflora.

Genotipos P. coccinea BRS BRS Estrela BRS P. setacea
Rubiflora do Cerrado Roseflora

Concentragao (%) 31,67+0,29 3550+0,87 32,83+£0,76 28,05+0,50 22,17+0,76

Quantidade 316,60 £2,93 355,03 £8,71 328,69+798 284,87 +£5,07 221,68 +7,65

acucares (ug/pl)

Quantidade 16,66 £423  21,38+6,19 16,50+£3,30 12,37+2,85 68,35+ 14,85

actcares (mg/flor)

Glicose (%) 3,36 £ 0,64 1042+142 10,53+0,83 9,14+0,83 28,89 + 4,17

Frutose (%) 7,58 £4,30 6,85 +0,34 1498 +2.21 1523 +2,58 19,34 +1,93

Sacarose (%) 88,98 +494 82,73+1,53 7446+278  75,59+329 51,76 +6,08

Sacarose / Hexose 9,8 4,82 2,95 3,15 1,05
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Gendtipos

Aminoacidos coc rub ec ros set
Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartato
Fenilalanina
Gaba
Glicina
Glutamato
Glutamina
Histidina
Isoleucina %nmol
>
Leucina 32
. 16-32
Lisina
8-16
Metionina
4-8
Serina
2-4
Tirosina
irosin 1-2
Treonina 0,5-1
Valina 0-0,5

Figura 6: Mapa de calor representando as diferencas nas concentracdes relativas (%nmol) de
aminoacidos presentes no néctar floral de Passiflora coccinea (coc), Passiflora setacea (set) e dos
hibridos interespecificos: BRS Estrela do cerado (ec), BRS Rubiflora (rub) e BRS Roseflora (ros).
Letras diferentes em cada linha representam médias (n = 3) significativamente diferentes pelo teste
de Tukey (P < 0.05).
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A glutamina foi o aminodcido mais abundante, em quatro dos cinco gendtipos
estudados (Material suplementar 3). Em P. coccinea e em P. setacea, esse composto
representou cerca de 50% e 26% dos aminodcidos presentes no néctar floral,
respectivamente. Nos demais hibridos a sua proporc¢do variou de 30 a 15% (Figura 6;
Material suplementar 3) . Em BRS Rubiflora, o glutamato e o aspartato foram os
aminodcidos que apresentaram-se em maiores propor¢des no néctar (Figura 6). O glutamato
também foi detectado em elevada concentracdo no néctar floral de BRS Roseflora (Figura
6). A espécie P. setacea e o hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado, foram os genétipos que
apresentaram grande similaridade, quanto a composi¢cdo de aminodcidos. Além da
glutamina, esses gendtipos também apresentaram elevadas concentracdoes de GABA (Figura
6). Apesar da grande variabilidade intraespecifica, a quantidade total de aminodcidos

(nmol/flor) ndo diferiu significativamente entre os genétipos (P > 0,05; Tabela 3).

Tabela 3: Quantidade total e nimero de aminoécidos identificados no néctar floral de Passiflora
coccinea, Passiflora setacea e dos hibridos BRS Estrela do cerado, BRS Rubiflora e BRS
Roseflora.

Genétipos P. coccinea BRS Rubiflora BRS Estrela BRS Roseflora P. setacea
do Cerrado
Nuimero de 15-16 16 17-18 18 17-18

aminoacidos

Quantidade total 36.23 +18.05 33.11 +£13.38 48.52 +26.98 60.64 +27.05 57.25 +15.11
de aminodcidos

(nmol/flor)

Plantas 3 3 3 3 3
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A andlise de componentes principais mostrou que os eixos da componente um
(PC1) e dois (PC2) forneceram separacdes das 15 amostras para a composi¢ao de agicares
e aminodcidos identificados no néctar floral de cada genétipo. PC1 x PC2 representaram
86,7% da variagdo. As amostras (n=3) dos cinco gendtipos foram separadas em trés grupos.
As espécies parentais, P. coccinea e P. setacea apresentaram uma composi¢cdo claramente
distinta, sendo as amostras de cada uma dessas espécies agrupadas em diferentes grupos
localizados em lados extremos do eixo PC1. As amostras dos hibridos BRS Estrela do
Cerrado, BRS Rubiflora e BRS Roseflora ndo apresentaram uma separacdo evidente,
constituindo o terceiro grupo, localizado na regido central do eixo PC1, entre os grupos de
P. coccinea e P. setacea (Figura 7). As varidveis: sacarose, glicina e glicose foram as mais

importantes para a separacao das amostras (Figura 7).
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o cocl C|) —
o set2 e
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Figura 7: Andlise de componentes principais para amostras (n=3) de Passiflora coccinea (coc),
Passiflora setacea (set) e dos hibridos BRS Estrela do cerado (ec), BRS Rubiflora (rub) e BRS
Roseflora (ros). Separacdo dos genétipos a partir dos dois primeiros componentes principais (PC1 x
PC2) da composi¢do de acticares e aminodcidos do néctar floral (A) e os vetores correspondentes
das varidveis utilizadas para andlise do PCA (B). O tamanho dos nomes das varidveis evidencia a
importancia do caracter para a andlise.
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Discussao
A morfologia floral de P. coccinea e P. setcaea estao associadas aos respectivos
sistemas de polinizaciao

Os gendtipos de Passiflora apresentaram uma morfologia floral distinta entre si,
como evidenciado pela andlise multivariada. A variacio interespecifica contrastante entre
as amostras de P. coccinea e P. setacea, que foram agrupadas em regides opostas dos eixos
CV1 e CV2, podem ser reflexo de suas adaptacdes em relacdo aos seus respectivos agentes
polinizadores. Passiflora coccinea e P. setacea apresentaram atributos florais tipicos
descritos para ornitofilia e quiropterofilia, respectivamente. A presenga de sépalas e pétalas
fletidas para baixo durante a antese, androginéforo reto e longo, corona tubular com
filamentos filiformes que possuem a base unida e, consequentemente, auséncia de uma
plataforma de pouso sdo alguns dos caracteres que definem P. coccinea como espécie
ornitéfila (Longo e Fischer 2006; Fischer e Leal 2006; Aizza e Dornelas 2011). Acredita-se
que o longo androgin6foro e a corona tubular, constituida por filamentos curtos indicam
uma especializacdo desta espécie a beija-flores. Esses agentes polinizadores teriam maior
eficiéncia na transferéncia de pdlen ao acessar a camara nectarifera que estd protegida pela
corona tubular, dificultando o acesso de outros visitantes florais (Fischer e Leal 2006).

Em P. setacea, os caracteres florais relacionam-se com os agentes polinizadores de
maneira diferente. Além das caracteristicas classicas de flores polinizadas por morcegos,
como a antese noturna e perianto branco (Fleming et al. 2009), esta espécie apresentou o
androginoéforo curvo. Esse atributo tem sido reportado em diversas espécies quiropterofilas
do género e parece ser uma caracteristica adaptativa a morcegos, facilitando o seu acesso a
camara nectarifera e, consequentemente, o contato do polinizador nas anteras e estigma
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(Sazima e Sazima 1978). Ao contrdrio de P. coccinea, a presenca de apenas uma série
filamentos da corona e a disposi¢do com esses filamentos estdo arranjados nas flores de P.
setacea, parecem facilitar o acesso dos visitantes florais ao néctar. Essas variacdes
morfolégicas do androginéforo e da corona foram os principais caracteres responsiveis
pela distin¢cdo dos genétipos, nas andlises morfométricas, corroborando a ideia de que
adaptacdes em relacdo aos diferentes agentes polinizadores refletem a variagdo

interespecifica observada entre P. coccinea e P. setacea.

Os hibridos exibem um mosaico complexo de caracteres parentais e transgressivos

Os resultados da anélise de covariancia da morfologia floral indicaram que o hibrido
F1, BRS Estrela do Cerrado, e os hibridos BRS Rubiflora e BRS Roseflora, provenientes
do retrocruzamento com P. coccinea e P. setacea, respectivamente, exibiram um mosaico
de caracteres diferentes em relacdo a P. coccinea e P. setacea. Essa observacdo foi baseada
no posicionamento das amostras dos hibridos que foram agrupados em espacos que nao
eram intermedidrios aos grupos de P. coccinea e P. setacea e, consequentemente, nao
cobriram a variacdo morfoldgica existente entre as mesmas. Este fato indica que os hibridos
possivelmente expressavam alta percentagem de caracteres transgressivos. A
transgressividade € uma consequéncia frequente em processos de hibridagao,
principalmente nos processos de retrocruzamento, em que se reestabelece a variacdo
fenotipica (Lopez-Caamal et al. 2013), podendo representar elevadas percentagens de
caracteres dos hibridos (Rieseberg et al. 1999). Estudando a variagdo morfoldgica dos
hibridos derivados de duas espécies progenitoras de girassol, Helianthus annuus e H.

petiolaris, Schwarzbach et al. (2001) encontraram diferentes tipos de expressdao dos
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caracteres. Apenas um atributo dos hibridos era estritamente intermedidrio, em relagdo as
espécies progenitoras. A maioria dos caracteres era transgressiva ou similar a uma das
espécies progenitoras. Resultados similares também foram reportados por Lopez-Caamal et
al. (2013) ao compararem os caracteres fenotipicos de Tithonia tubaeformis, T. rotundifolia
(Asteraceae) e os hibridos naturais provenientes do cruzamento dessas espécies em
diferentes regioes.

A proximidade das amostras provenientes do retrocruzamento, em relacdo ao
hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado, na andlise de covariincia, também revelou a
similaridade morfolégica entre os trés hibridos. Essa semelhanca pode ser, em parte,
explicada pela genealogia dos trés hibridos que foram obtidas a partir de uma mesma base
genética e sugere que mais de um loco seja responsavel pelas caracteristicas morfoldgicas

que determinam os sistemas de poliniza¢do em Passiflora.

Desenvolvimento da corona

A composicdo e o arranjo dos filamentos da corona foi um dos principais caracteres
responsdveis pela distingdo morfolégica dos gendtipos estudados. Contudo, o
desenvolvimento dessa estrutura foi similar em todas as espécies/hibridos. O
desenvolvimento da corona apresentou uma formacao tardia e posterior aos demais 6rgaos
florais. Estas observagdes estdo de acordo com Kunze (1990), Endress (1994) e Bernhard
(1999), de que a corona se desenvolve apds a corola e o androceu terem alcangado um
estdgio avancado de desenvolvimento. Na porc¢do superior da emergéncia, pequenas
protuberancias adjacentes a base das sépalas e pétalas originaram a série de filamentos mais

externa. Em seguida, na porcdo inferior formou-se o opérculo. Esses resultados
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evidenciaram também que os filamentos da corona e o opérculo derivam de um mesmo
tecido. Observacdo semelhante foi obtida por Bernhard (1999) em estudos com P.
racemosa. Os filamentos da corona e o opérculo sdo estruturas altamente conservadas em
todo o género. Porém, devem ser consideradas distintas funcionalmente, independente da
ontogenia (Krosnick e Freudenstein 2005). A corona aparentemente atua na interagdo com
polinizadores (Aizza e Dornelas 2011). O opérculo tem grande importincia em proteger a
camara nectarifera: exclui pequenos insetos e previne a perda do néctar em espécies com

flores pendentes ou em dias chuvosos (Ulmer e MacDougal, 2004).

As caracteristicas do néctar de P. coccinea e de P. setacea estao relacionadas aos seus
respectivos sistemas de polinizacao

A caracterizagdo do padrdo de secrecdao e composicdo de néctar floral tem sido
documentada em algumas espécies de Passiflora (Amela Garcia e Hoc 1997, 1998; Amela
Garcia e Gottsberger 2009; Torres et al. 2012). No entanto, poucos estudos tém abordado
os aspectos do néctar de espécies ornitéfilas e quiropterdfilas do género. As caracteristicas
observadas no néctar floral de P. coccinea e de P. setacea podem estar relacionadas aos
seus respectivos agentes polinizadores.

O periodo de antese, volume e a concentracdo de agicar do néctar floral de P.
coccinea estdo de acordo com tragos descritos para espécies polinizadas por beija-flores,
como anteriormente reportado por Fischer e Leal (2006). Em P. setacea, o grande volume
de néctar secretado e sua concentracdo foram similares ao de vdérias espécies
quiropterdfilas, como registrado para 33 espécies polinizadas por morcegos da regiao
Neotropical (von Helversen 1993). Essas caracteristicas também foram reportadas em
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outras espécies quiropterdfilas de Passiflora (Varassin et al. 2001). Morcegos nectarivoros,
geralmente, apresentam maior massa corporal que os demais agentes polinizadores logo,
grandes quantidades de néctar sdo requeridas para abastecerem, metabolicamente, suas
atividades noturnas (Voigt e Speakman 2007). A concentracdo de acicar observada no
néctar de P. setacea (22%) foi outra caracteristica adequada a quiropterofilia uma vez que,
essa concentragdo associada a um grande volume de néctar, forneceria uma quantidade de
dgua suficiente para os polinizadores (von Helversen e Reyer 1984). Em geral, néctares
com elevadas quantidades de hexoses, como observado em P. setacea, podem ser usados
pelos polinizadores para extrair mais dgua devido ao aumento da osmolaridade, em relagdo
ao néctar rico em sacarose (Nicolson 2007).

A composicao de aguicares no néctar de P. coccinea e P. setacea corroborou com as
inferéncias realizadas quanto aos diferentes sistemas de polinizacdo dessas espécies. As
amostras do néctar de P. coccinea apresentaram elevada propor¢do de sacarose,
representando cerca de 90% do total de aguicares. Em geral, beija-flores sdo reconhecidos
como polinizadores principais de espécies vegetais que produzem néctares compostos
predominantemente por sacarose (Galetto e Bernardello 2003) uma vez que, esses animais
sdo capazes de hidrolisar grandes quantidades desse dissacarideo (Schondube e Martinez
del Rio, 2003; Lotz e Schondube 2006). Essas caracteristicas, bem como, a secrecdo de um
néctar rico em aguicar em curto periodo de antese somam-se aos caracteres morfoldgicos, ja
discutidos, caracterizando uma especializacido dessa espécie a poliniza¢do por beija-flores,
como proposto por Johnson e Nicolson (2008) ao estabelecerem caracteres distintivos entre

sistemas de polinizacdo por passaros especialistas e generalistas.
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As amostras de P. setacea apresentaram um néctar balanceado quanto a proporcao
de sacarose e hexose (proporcdes similares), ndo estando de acordo com a classificagao
sugerida por Baker e Baker (1983) e Baker et al (1998) de que espécies quiropterdfilas
apresentam néctares com predominancia de hexose. Resultados similares também foram
reportados em Mucuna urens (Agostini et al. 2011). Apesar da quantidade considerdvel de
sacarose, esse néctar ainda poderia ser consumido por determinadas espécies de morcegos,
uma vez que, esses animais também apresentam sucrease, enzima que converte
dissacarideo em monossacarideo, em abundancia no trato digestivo (Voigt e Speakman

2007).

Aminoacidos

O nosso estudo foi o primeiro a analisar a composi¢do de aminodcidos presentes no
néctar floral de espécies ornitéfilas e quiropterdfilas de Passiflora. O nimero total de 15-18
aminodcidos encontrados foi similar ao reportado no néctar de outras espécies do género,
polinizadas por insetos (Amela Garcia e Gottsberger 2009). A quantidade total de
aminodcidos observada foi inferior aos valores conhecidos para espécies polinizadas por
abelhas e vespas, mas se assemelharam aos valores descritos para espécies polinizadas por
morcegos e beija-flores (Baker e Baker 1983; Petanidou et al. 2006). Em geral, a
quantidade de aminodcidos encontrados no néctar de espécies polinizadas por vertebrados é
baixa e ndo supre o requerimento minimo de nitrogénio (N) necessario por estes animais,
sendo preciso suplementar sua dieta com outras fontes de N como: pdlen, insetos e frutos
(Howell 1974; Herrera et al. 2001; Petanidou et al. 2006). Acredita-se, que essa seria uma

das razdes pela qual nao houve uma selecio quanto ao aumento do contetido de
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aminodcidos no néctar destas espécies (Baker e Baker 1983; Heil 2011). Mas, apesar das
pequenas quantidades de aminodcidos, esses compostos podem apresentar um efeito
potencial sobre a ecologia de beija-flores e morcegos, uma vez que, a presenca, quantidade
e composi¢do dos aminodcidos podem alterar o sabor e a preferéncia do agente polinizador
a determinado néctar floral (Gardener e Gillman 2002; Nepi et al. 2012; Rodriguez-Pena et
al. 2013).

A composi¢cdo dos aminodcidos identificados, em todas as amostras, foi claramente
dominada por aminodcidos ndo essenciais. A glutamina e a alanina foram responsdveis por,
pelo menos, 30% do total de aminodcidos em todas as amostras avaliadas. Estes
aminodcidos estdo entre os mais ocorrentes em amostras de néctar floral (Baker e Baker,
1975, 1983; Piechowski et al. 2009), sendo a abundancia de alanina, também, reportada em
espécies de Passiflora polinizadas por insetos (Amela Garcia e Gottsberger 2009). A
glutamina é um intermedidrio importante como fonte de nitrogénio e esqueletos de carbono
bem como, para a constru¢do de outros aminodcidos e compostos nitrogenados. O
glutamato também esteve presente em elevada concentracdo nos hibridos BRS Rubiflora e
BRS Roseflora e estd diretamente relacionado a glutamina por reacdes de transaminacao.

Em muitas espécies de plantas, o GABA foi encontrado em abundéncia no néctar
floral (Petanidou et al. 2006; Nepi et al. 2012) como também observado em P. setacea e
no hibrido BRS Estrela do Cerrado. O GABA ¢ um aminoécido ndo-proteico e que no
néctar, parece estar relacionado a um mecanismo de protecdo contra a invasdo de
organismos patogénicos (Park e Thornburg 2009; Nepi et al. 2012). Outros estudos
sugeriram que o GABA também possa estar relacionada a estimulacdo de

quimiorreceptores gustativos, sensiveis aos acucares, aumentando o comportamento
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alimentar de insetos (Mitchell e Harrison, 1984; Shoonhoven et al. 2005). Contudo, nio ha
evidéncias se 0 mesmo ocorre em vertebrados. A funcdo que cada aminodcido desempenha
no néctar floral bem como, esses compostos intermediam as relagcdes planta-polinizador

ainda ndo é evidente e precisa ser melhor compreendida.

Herdabilidade dos caracteres do nectar

Poucos estudos tém abordado os mecanismos genéticos envolvidos na producio e
herdabilidade dos caracteres do néctar floral (Mitchell 2004; Kaczorowski et al. 2008;
Wilson e Jordan 2009). Uma das principais razdes, apontadas por Mitchell (2004 - ver
revisdo), € a grande variacdo intraespecifica comumente observada no volume secretado,
concentracdo e composi¢do do néctar, mesmo em condicdes de cultivo controladas. Para os
caracteres avaliados no presente trabalho, a composi¢do de agicares (relacdo sacarose /
hexose) demonstrou uma tendéncia a linearidade, uma vez que, os hibridos apresentaram
valores aproximadamente intermedidrios, em relacdo, aos seus respectivos genotipos
parentais (Figura 5D; Tabela 2). Embora, a percentagem de sacarose observada em BRS
Roseflora tenha sido maior que o valor esperado. Esses resultados sugerem que a
composi¢do de acucares no néctar floral de Passiflora nao seja, em parte, controlada por
epistasia, apresentando um padrdo aditivo de herdabilidade. Resultados similares foram
reportados em outras espécies (Kaczorowski et al. 2008; Wilson e Jordan 2009) na qual, o
mesmo padrio de herdabilidade foi detectado ndo apenas na composi¢do de agticares, como
também no volume de néctar secretado, evidenciando que a herdabilidade dos caracteres do
néctar podem ser observadas apesar de considerdveis variagdes ambientais e
intraespecificas (Kaczorowski et al. 2008).
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A composicdo dos aminodcidos presentes no néctar das espécies parentais foi
distinta. Contudo, a propor¢do dos diferentes aminodcidos, presentes no néctar dos
hibridos, apresentaram valores intermedidrios, similares e transgressivos, em relagdo aos
gendtipos parentais, ndo apresentando uma tendéncia quanto a herdabilidade desses
caracteres, como observada nos acgucares. Quando a composicdo do néctar (aglicar e
aminodcidos) foi analisada de forma conjunta, por PCA, ficou evidente a distinta
composi¢do do néctar de P. coccinea e P. setacea e a similaridade entre a composicao do
néctar dos tré€s hibridos, constituindo um mosaico de fenétipos parentais, com uma parte
considerdvel de caracteres transgressivos. Esses resultados corroboram a anélise
morfométrica da morfologia floral desses gendétipos que apresentaram padrio de

herdabilidade complexo.

Consideracoes finais

As espécies genitoras, P. coccinea e P. setacea apresentaram caracteristicas
contrastantes, tanto na morfologia floral quanto na composi¢do quimica do néctar o que
pode ser interpretado como estratégias divergentes que foram selecionadas em funcdo de
seus agentes polinizadores, beija-flores e morcegos, respectivamente. Por sua vez, os
hibridos interespecificos provenientes dessas espécies exibiram um padrdo de herdabilidade
complexo desses mesmos caracteres que determinam os sistemas de polinizagdo sugerindo
que tais caracteres sdo controlados por epistasia. Esses resultados fornecem subsidios
importantes para se compreender a evolugdo da ornitofilia e quiropetrofilia em Passiflora,
bem como, conhecer como as caracteristicas florais associadas a esses sistemas de

polinizacdo, podem ser herdadas. A partir desse panorama geral, sugere-se que cada
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aspecto floral seja avaliado de forma individualizada permitindo determinar os aspectos

bioquimicos e moleculares envolvidos na variacdo desses caracteres.
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Material suplementar

1 - Base do tubo floral (ponto de inser¢éo do pedunculo)
2 - Base do tubo floral (curvatura lateral)

3 - Base do tubo floral (curvatura lateral)
4 /7 - Opérculo - base

« Marcos 5/ 8 - Opérculo - regido mediana
Semi-marcos

6 /9 - Opérculo - apice

10/ 14 - Filamentos da série interna da corona - base

11/ 15 - Filamentos da série externa da corona - base
12/ 16 - Filamentos da série interna da corona - apice
13/ 17 - Filamentos da série externa da corona - apice
18 - ovario - apice

19 - ovario - base

| 20- androginéforo - Regido na altura dos filamentos da
série interna

Material suplementar 1: Imagem digital da flor do hibrido F1, BRs Estrela do Cerrado,
em seccdo longitudinal.Os pontos amarelos e vermelhos enumerados indicam o
posicionamento dos marcos e semi-marcos, respectivamente.

82



BRS Rubiflora

BRS Roseflora

Material suplementar 2: Desenvolvimento da corona em BRS Rubiflora (A-G) e BRS
Roseflora (H-N). (A, H) Morfologia da flor; (B, I) Emergéncia do tubo floral no inicio do
desenvolvimento; (C, J) Inicio da formacdo da série externa de filamentos (seta) e do
opérculo na porcdo inferior (cabeca de seta); (D, K) Formacdo da segunda série de
filamentos da corona (seta branca) (E-G, L-N) Expansao dos filamentos da corona e do
opérculo. Abreviaturas: fe, filamentos externos; fi filamentos internos; op, opérculo; Barras
(A,H=0,5mm; B, D, I, K= 100 um; C, E-G, J, L-N = 200 pum).
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Material suplementar 3: Perfil de aminoacidos do néctar floral de Passiflora coccinea, P. setacea e dos hibridos BRS Estrela do
Cerrado, BRS Rubiflora e BRS Roseflora

Genotipos

P. coccinea (coc)
coc 1

coc 2

coc 3

Rubiflora (rub)
rubl

rub2

rub3

Estrela do Cerrado (ec)
ecl

ec2

ec3

Roseflora (ros)
rosl

ros2

ros3

P. setacea (set)
setl

set2

set3

% nmol

Asp Glu Asn Ser GIn His Gli Tre Arg Ala Gaba Tir Met Val Fen Ile Leu Lis Outros
51 87 23 54 455 — 15 1,5 30 70 18 1,3 -— 32 34 19 22 -—-—-— 64
52 84 30 38 608 -— 1,1 1,1 1,5 27 12 06 --— 23 19 1,1 1,0 08 3.8
52 88 2,8 38 532 -— 09 09 1,8 43 20 10 --— 26 33 16 1,7 1,1 50
18,3 17,1 2,1 6,0 28,6 — 14 14 09 6,0 1,1 08 -—-— 43 1,8 33 1,7 1,8 33
17,2 20,5 22 5,8 10,2 — 19 19 17 114 0,5 1,3 -—-— 57 23 47 32 36 60
174 204 1.8 3,6 16,2 -— 14 13 1,1 13,9 26 05 --— 43 1,5 39 18 22 6,1
42 78 24 19 104 55 82 82 373 10,0 10,8 14 1,1 24 20 1,5 31 83 175
29 62 23 24 21,1 29 62 62 27 8,6 129 1,2 08 27 21 14 30 6,1 82
30 62 24 21 18,4 25 53 53 27 10,2 16,9 1,1 - 35 20 15 3,1 6,4 75
5,8 194 33 6,2 21,6 1,7 1,6 16 19 96 1,6 1,9 09 47 29 28 47 37 40
5,1 16,6 3,3 5.8 18,3 23 22 22 24 10,1 3,6 1,9 12 44 29 27 47 45 58
6,8 144 34 44 31,0 20 10 08 12 63 25 20 07 53 30 31 38 1,7 6,6
54 37 1,5 11,1 24,7 35 24 24 1,7 11,0 13,2 1,3 06 28 26 23 39 --— 58
57 34 24 99 273 3,7 1,8 18 1,3 7,3 14,0 1,2 06 30 28 20 30 23 66
56 45 1,9 98 287 26 22 22 13 64 15,1 1,1 07 36 26 29 37 26 26

Total
(nmol.mL'l)

318,18
994,41
749,75

779,48
524,17
339,01

380,31
1438,16
1089,82

1235,03
2089.41
873,79

153,59
242,41
161,86
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CAPITULO III: Desvendando a relacio entre cor e aroma em espécies de Passiflora

com diferentes sistemas de polinizacio e seus respectivos hibridos interespecificos
RESUMO

Cor e aroma sao as principais caracteristicas florais associadas a atra¢do de polinizadores e
a sintese desses compostos pode ser ligada por vias biossintéticas compartilhadas. No
presente estudo foi caracterizada a pigmentacdo das pétalas e a composi¢do dos volateis
que constituem o aroma de Passiflora coccinea (flor vermelha, polinizada por beija-flor),
Fassiflora setacea (flor branca, polinizada por morcego) e dos hibridos provenientes do
cruzamento e retrocruzamento com cada uma das espécies parentais a fim de verificar as
alteracdes bioquimicas envolvidas na mudanca entre diferentes sistemas de polinizacido. A
diversidade de pigmentacdo observada nestes genotipos de Passiflora pdde ser explicada
pela combinacdo de pelargonidina e cianidina acumuladas nas pétalas. Quanto a
composi¢do dos compostos voldteis, diferecas significaticas foram observadas no perfil das
espécies parentais. Apesar da grande percentagem relativa de monoterpenos, em ambas as
espécies, compostos aromaticos foram observados apenas em P. sefacea. O aroma dos
hibridos apresentou composi¢do qualitativamente similar ao aroma de P. coccinea. Estes
resultados sdo consistentes com a hipdtese de que antocianinas € compostos benzoicos
aromdticos possam interagir por vias biossintéticas comuns estabelecendo a ligacdo entre

cor e aroma floral.

Palavras-Chave: Antocianinas, compostos voldteis, coloracdo floral, associa¢do entre cor-

aroma, Passiflora, sistemas de polinizacao
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Unraveling the relationship between color and scent in Passiflora species with

different pollination systems and their interspecific hybrids

ABSTRACT
Colour and scent are the major pollinator attractants to flowers, and their production may
be linked by shared biosynthetic pathways. The present study characterized the
pigmentation of the petals and the scent composition of Passiflora coccinea (red flower,
hummingbird pollinated), Passiflora setacea (white flower, bat pollinated) and hybrids
from crosses and backcross with each of the parental species in order to determine the
biochemical changes involved the shift between different pollination systems. The diversity
of pigmentation observed in these Passiflora genotypes could be explained by the
combination of pelargonidin and cyanidin accumulated in the petals. Regarding scent
composition, significant differences have been observed in the scent pattern of parental
species. Despite the large relative percentage of monoterpenes, in both species, aromatics
compounds (benzenoid) have been observed only in P. setacea. The scent of hybrids
showed qualitatively similar to P. coccinea scent composition. These results are consistent
with the current hypothesis that anthocyanins and aromatic compounds may interacting
with common biosynthetic pathways establishing the connection between floral color and

scent.

Keywords: Anthocyanins, volatile compounds, floral colour, colour-scent associations,

Passiflora, hybrids, pollination systems
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Introducao

A diversidade de caracteres florais é geralmente atribuida a polinizagdo bidtica
(Fenster et al. 2004; Johnson et al. 2006). Através da selecdo evolutiva, as plantas tornam-
se adaptadas a morfologia e fisiologia sensorial dos seus polinizadores (Fenster et al. 2004).
Esse processo produz padrdes florais convergentes, no qual espécies nio relacionadas
filogeneticamente adquirem caracteres florais similares tornando-as adaptadas a um mesmo
grupo funcional de polinizadores. Esses padroes sdo chamados sistemas de polinizacao
(Proctor et al. 1996)

Sistemas de polinizagdo sdo descritos para os diversos grupos de polinizadores e
tém sido usados para predizer os possiveis agentes de uma espécie vegetal em especifico,
bem como, gerar hipéteses a fim de compreender a diversificacdo floral e transicoes
evolutivas entre os diferentes grupos de polinizadores (Kingston e Mc Quillan 2000;
Fenster et al. 2004; Thomson e Wilson 2008; Ollerton et al. 2009; Smith e Rausher 2011;
Steenhuisen et al. 2012). Por exemplo, considerando que flores polinizadas por beija flores
normalmente refletem comprimentos de onda mais longos (especialmente vermelho) e ndo
apresentam aroma aparente (Vogel, 1990; Knudsen et al. 2004) enquanto, flores polinizadas
por morcegos sao brancas e geralmente apresentam odores caracteristicos (Knudsen et al.
1993; Fleming et al. 2009) € possivel sugerir que alteracOes marcantes na coloracdo e
composi¢do do aroma estariam associadas a possiveis mudancas entre estes dois sistemas
de polinizacdo.

A coloragdo do perianto e o aroma floral emitido s@o os principais estimulos
envolvidos na atracdo de visitantes florais (Dobson 1994, 2006; Chittka e Raine 2006). Em

alguns casos, esses caracteres atuam de forma sinérgica, o que permite uma sinaliza¢do
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mais eficiente, aos polinizadores, na distin¢ao entre as espécies vegetais (Kunze e Gumbert
2001; Galizia et al. 2004). Além disso, estudos t€ém demonstrado que a combinacdo entre
esses carcateres, cor € aroma, aumentou o nimero de visitas e o grau de atividade de
forrageamento de muitos polinizadores (Kunze e Gumbert 2001; Raguso e Willis 2002,
2005; Andersson e Dobson 2003), maximizando a atividade desses animais e
possivelmente, melhorando o sucesso reprodutivo da planta (Majetic et al. 2007). A relacdo
entre cor e aroma é complexa, uma vez que, pigmentos (antocianinas) € compostos
benzoicos arométicos podem compartilhar vias biossintéticas comuns (Armbruster 2002;
Majetic et al. 2007). Muitos dos precursores, produtos e/ou subprodutos destas vias
biossintéticas podem ser volatilizados e reconhecidos como estimulos olfativos (van Schie
et al. 2006). Isto sugere que as associagdes especificas entre cor e aroma floral poderiam ser
uma consequéncia das vias bioquimicas conservadas (Armbruster 2002).

Cruzamentos interespecificos entre espécies polinizadas por diferentes animais
constituem modelos interessantes para se estudar a evoluc@o conjunta dos caracteres florais,
bem como, as alteracdes relacionadas a transicdo entre os diferentes sistemas de
polinizacdo (Kaczorowski et al. 2008; Smith e Rausher 2011). Recentemente, o
desenvolvimento de hibridos interespecificos de Passiflora, obtidos a partir do cruzamento
e retrocruzamento entre Passiflora coccinea Aubl e Passiflora setacea D.C. representaram
um interessante caso de hibridacdo entre espécies com diferentes sistemas de polinizacdo.
As espécies do género Passiflora (Passifloraceae) constituem modelos pertinentes para
estudos de interacdo planta-polinizador dado a complexidade e diversidade de sua estrutura
floral o que permitiu adaptacdo a diversos tipos de polinizadores (Ulmer e MacDougal

2004; Aizza e Dornelas 2011). P. coccinea é uma espécie ornitéfila. E constituida por um
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perianto vermelho, corona curta, tubular (Fischer e Leal 2006). P. setacea é uma espécie
quiropterdfila. Apresenta antese noturna, perianto branco e filamentos da corona longos
(Cervi 1997). A partir dessas espécies, trés hibridos foram produzidos. O hibrido F1,
denominado BRS Estrela do Cerrado e os hibridos provenientes do retrocruzamento de F1
com P. coccinea e P. setacea, denominados BRS Rubiflora e BRS Roseflora,
respectivamente.

No presente estudo objetivou-se analisar a existéncia de uma possivel associacdo
entre a coloracdo e o aroma dessas duas espécies de Passiflora: P. coccinea (flor vermelha)
e P. setacea (flor branca) e os hibridos provenientes do cruzamento, BRS Estrela do
Cerrado e retrocruzamento, BRS Rubifora e BRS Roseflora, com as espécies parentais,
respectivamente. Para elucidar essa hipétese, classificou-se a coloragdo das pétalas de cada
um dos gendtipos e caracterizou-se a composi¢do de antocianinas e compostos volateis

presentes nas pétalas e no aroma, respectivamente, de cada um dos genétipos

Materiais e métodos

Material Vegetal

Foram utilizadas amostras florais de individuos de Passiflora coccinea Aubl e dos
hibridos: BRS Estrela do Cerrado, BRS Rubiflora e BRS Roseflora localizados no banco de
germoplasma da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Cerrados -
15°36°S, 47°42°W). Para Passiflora setacea D.C. foram usados amostras de flores de
individuos situados no campo experimental da Universidade Estadual Paulista (UNESP —

Jaboticabal - 21°15°S, 48° 15°W).
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Coloracao das flores
A coloragdo das flores de cada um dos gendétipos foi classificadasa de acordo com a
Royal Horticultural Society Colour Chart [(RHSCCO);

http://www.azaleas.org/index.pl/rhsmacfan3.html] e a Inter-Society Color Council (ISCC)

ambas consideradas referéncias na padronizagdo de cores. Para a classificacdo, foram feitos
fotografias digitais de pétalas de 10 flores de cada gendtipo. A partir desses registros,
utilizando o software Corel Draw X6, estabeleceu-se o valor dos canais de cor RGB a partir
de trés avaliacOes da regido mediana de cada pétala, totalizando 150 avaliacdes. A partir

dessas medidas, os valores RGB médio de cada genétipo foram estabelecidos.

Identificacdo de antocianinas

Para a caracterizacdo bioquimica dos pigmentos foram coletadas pétalas de cinco
flores de cada um dos genétipos estudados. Todas as amostras foram liofilizadas,
maceradas e armazenadas até o momento das andlises. Para a extracdo dos pigmentos
utilizou-se 10 mg de pétalas liofilizadas e 1 mL de uma solucdo extratora (4gua com 1%
[v/v] é&cido férmico) por 30 minutos no banho de ultra-som. Em seguida o material foi
centrifugado, o sobrenadante retirado e novamente 1mL da solucdo aquosa acidificada foi
adicionado ao restante, retornando ao banho de ultra-som. Repetiu-se duas vezes este
procedimento para garantir a extracdo dos pigmentos, juntando os extratos aquosos. Este
extrato passou por um processo de purificacdo para obtenc¢do de antocianinas totais, com
este intuito utilizou-se cartucho C18 (Merck, LiChrolut RP-18) e uma lavagem inicial com
3 mL de dgua deionizada. Antocianinas e outros compostos fendlicos foram adsorvidos a

mini-coluna; enquanto acucares, dcidos e outros compostos foram removidos. Os fendlicos
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ndo-antocianinas, isto €, os demais flavonoides foram lavados da coluna com 3 mL de
acetato de etila e subsequentemente as antocianinas foram eluidas com metanol contendo
0,1% de 4cido formico. O extrato metandlico foi concentrado até eliminacdo do solvente
sob atmosfera de nitrogénio (por se tratar de pequena quantidade de extrato) e os pigmentos
foram dissolvidos em 1 mL de dgua deionizada. Padrdes de cianidina-3-O-glicosideo e
pelagornidina-3-O-glicosideo (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) foram dissolvidos em
metanol, para se obter as concentragdes iniciais de 1 mg / mL. Estes foram diluidos em
dgua Milli-Q purificada e concentracdes compreendidas entre 0,1 e 100 ug / mL foram
utilizados para construir as curvas de calibragdo.

A cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UHPLC — ultra high-performance
liquid chromatography) foi usada para analisar os pigmentos extraidos. A cromatografia foi
realizada em um sistema ACQUITY UPLC (Waters) acoplado a espectrometria de massas
com ionizagdo por electrospray (ESI-MS). As separacdes foram desenvolvidas em colunas
préprias para UPLC: BEH C18 (2,1 mm x 50 mm, 1.7 um de tamanho da particula). Os
solventes usados na fase moével foram: (A) dgua com 0,1% de acido férmico e (B)
acetonitrila. O gradiente iniciou com 95% de A e 5% de B, mudando para 50% de A e 50%
de B em 5 min, e até 5% de A e 95% de B em 9 min, mantendo esta propor¢do até 10 min e
retornando as condicdes iniciais até 12 min. O fluxo foi 0,250 mL/min, a temperatura de
30°C e o volume de injecao foi SuL dos extratos obtidos e dos padroes.

As amostras foram submetidas a ionizacdo por eletrospray em modo positivo
realizando uma varredura entre massa/carga (m/z) 190 e 1000. A ionizag¢do ocorreu somente
no modo positivo por ter apresentado melhores condi¢des para andlise das antocianinas em

avaliacdoes prévias. As voltagens do capilar e do cone foram de 3KV e 30 V,
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respectivamente. As temperaturas da fonte e de dessolvatacdo foram 150 °C e 300 °C,
respectivamente. As andlises foram realizadas em um espectrometro de massas triplo
quadrupolo (Waters) com nitrogénio como gas de dessolvatacao.

Coleta de compostos volateis florais por microextracao em fase sélida (MEFS)

Para a coleta dos compostos volateis que compdem o aroma, foram utilizadas fibras
Supelco encapadas com polidimetilsiloxano (PDMS, 100 pum). As fibras foram pré-
acondicionadas de acordo com as instrucdes do fabricante. Previamente, flores dos
genotipos estudados foram ensacadas logo apds a antese por um saco de poliéster (14 x 20
cm), permanecendo nessa condi¢do por 60 minutos para o equilibrio dos volateis dentro
deste sistema fechado. Apds o periodo para o equilibrio do sistema, efetuou-se a exposi¢ao
da fibra ao headspace por um orificio feito no saco com a prépria agulha do aparato de
microextracdo, por 15 minutos. Foram coletadas amostras de pelo menos cinco flores de
cada gendtipo.

As fibras expostas ao aroma foram transportadas para o laboratério e injetadas
diretamente na porta de inje¢cao de um cromatdgrafo a gds CGMS-QP2010 Plus equipado
com uma coluna DB-5 capilar (30 m x 0,25 milimetros, de espessura com revestimento de
25 pum) e acoplado a um espectdometro de massa Varian Saturno 2000. As condi¢des de
andlise foram: temperatura do injetor e linha de transmissdao em 250° C; temperatura do
forno programado para ir de 60° C a 240° C a 3° C min™'; gés hélio como gés de arraste em
1 ml.min™. A identificacio dos componentes foi baseada na andlise dos espectros obtidos
comparando-os com 0s espectros compativeis em uma biblioteca digitalizada (NIST 2005)
e também, dados encontrados na literatura. Para verificar o desempenho do sistema CG/MS
permitindo uma identificacio mais precisa dos componentes, foi obtido o indice de
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retencdo (IR) a partir da injecao do padrao analitico de n-alcanos (C8—C20; Sigma-Aldrich,

USA; material suplementar 1).

Resultados

Variacao e classificacao da coloracao das flores

A coloragdo das pétalas das espécies parentais, do hibrido F1 e dos hibridos
provenientes do retrocruzamento foram categorizadas de acordo RHSCC, com valores
variando de 40C a 157D. P. coccinea apresentou pétalas com coloracdo escarlate (Figura
1A) que foram classificadas como vermelho-alaranjado vivo (SCC 43B). P. setacea foi

classificada como branco-amareladas (RHS 157D; Figura 1B).

A

V-
0. ﬂw
J

P. coccinea P. setacea

BRS Rubiflora BRS Roseflora

Figura 1: Flores dos gendtipos de Passiflora usados no estudo. (A) P. coccinea, (B) P. setacea, (C)
BRS Rubiflora (P. coccinea x BRS Estrela do Cerrado), (D) BRS Estrela do Cerrado (P. coccinea x
P. setacea), (E) BRS Roseflora (P. setacea x BRS Estrela do Cerrado).
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O hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado, que apresentava flores com coloragdo rosa-
amarelada (Figura 1D), foi classificado como SCC 46D. As flores do hibrido BRS
Rubiflora possuiam uma tonalidade de vermelho mais escuro que P. coccinea (Figura 1C) e
foram classificadas como vermelho vivo (SCC 45B), enquanto BRS Roseflora possuia
flores rosa-alaranjadas (SCC 40C, Figura 1E).

A distribuicdo de cada um dos gendtipos no gréfico terndrio, obtido a partir dos
valores médios das coordenadas RGB da coloragdo das pétalas, foi distinta, evidenciando a
variacdo fenotipica e um gradiente de coloracdo entre os mesmos (Figura 2). As amostras
analisadas de P. setacea e do hibrido BRS Rubiflora apresentaram-se distribuidos em
opostos extremos do grifico, uma vez que esses gendtipos possuiam as colora¢des mais
contrastantes (Figura 2). As amostras de P. setacea apresentaram-se concentradas na regiao
central do grifico ternirio enquanto os demais genétipos, P. coccinea, BRS Estrela do
Cerrado, BRS Rubiflora ¢ BRS Roseflora, estavam concentrados em um dos vértices.
Contudo, os genétipos que foram resultados de cruzamentos com P. setacea como BRS
Estrela do cerrado e BRS Roseflora, apresentaram-se deslocados para a regido central,
estando distribuidos em posi¢des intermedidrias entre os seus respectivos genotipos

genitores, evidenciando um gradiente de coloragdo (Figura 2).
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Valor médio RGB
Gendtipos RHSCC R G B
B P coccinea 43B 222 23 8

I BRS Rubiflora 45B 184 8 26

BRS Estrela
-doCerrado 46D 218 43 48

. BRS Roseflora 40C 225 84 56
&‘gﬂ B P setacea 157D 228 229 213
o 0.00

P ” v 7 4 v 7 7
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Vermelho

Figura 2: Classificacdo e distribui¢do dos genétipos de Passiflora na piramide terndria a partir das
coordenadas média RGB (Vermelho, Verde e Azul, respectivamente) da coloracdo das pétalas.
Identificacio e quantificacao das antocianinas presente nas pétalas

Diferentes antocianinas foram isoladas e identificadas nas pétalas dos gendtipos de
Passiflora. Em geral, as antocianinas identificadas apresentaram tempos de retengao
relativamente curtos indicando a auséncia de antocianinas com derivados acilados. Os
resultados das andlises cromatogréficas e espectrométricas bem como informagdes quanto
ao tempo de reten¢do, razdo massa/carga (m/z) do ion principal e dos fons produtos de
fragmentacdo MS/MS foram sumarizados nas figuras 3 e 4 e tabela 1.

Quatro antocianinas foram identificadas nas pétalas de P. coccinea (Figura 3). A
primeira antocianina apresentou um ion de m/z 449 e fragmento principal de m/z 287,
correspondendo a cianidina3-O-glicosideo (Figura 3A-C). O segundo pico com o fon de
m/z 433 e um fragmento de m/z 271 indicou ser pelargonidina 3-O-glicosideo (Figura 3D-
F). A identidade de ambas, cianidina3-O-glicosideo e pelargonidina 3-O-glicosideo foram
confirmadas a partir de comparagdes com os dados espectrais de amostras de padrdes

auténticos (Figura 3A, D) e foram resultados da perda de uma molécula de hexose ([M-
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162]). Trés picos mostraram fons de m/z 595 com tempos de retencdo e padrdes de
fragmentacdo MS/MS diferentes (Figura 3G). O primeiro ion, com um tempo de retengcdao
de 2,65 min. ndo foi identificado. O segundo ion, com tempo de 3,20 min. apresentou uma
fragmentacdo em dois fons de m/z 433 e m/z 271, indicando ser a presenga de
pelargonidina 3,5-diglicosideo (Figura 3H). O outro fon de m/z 595, com um tempo de
retencdo de 3,77 minutos mostrou um fragmento principal de m/z 287 devido a perda de
308 Da que corresponde a uma molécula de rutinosideo (composta por dois aguicares:
ramnose e glicose), sendo caracterizada como cianidina 3-O-rutinosideo (Figura 31I).
Embora Passiflora setacea apresentasse flores brancas, os dados espectrais
sugeriram a presenca de pelargonidina 3,5-diglicosideo (Figura suplementar 2A) como
também, reportado em P. coccinea. No hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado e em BRS
Roseflora foram identificados apenas pelargonidina 3-O-glicosideo e pelargonidina 3,5-O-
diglicosideo (Figura 4G-H; Figura suplementar 2B, D). Embora tenha sido observados
apenas tracos (< 0,05 ng/mL) da forma monoglicosilada desse pigmento em BRS Estrela do
Cerrado. No hibrido BRS Rubiflora, além de cianidina 3-O-glicosideo, pelargonidina 3-O-
glicosideo e pelargonidina 3,5-O-diglicosideo (Figura 4A-D), também identificados nos
demais genoétipos, observou-se a presenca de um ion de m/z 463 e um unico fragmento de
m/z 301 que sugere ser a aglicona-peonidina com a perda de uma molécula de hexose [M-

162], correspondendo a peonidina 3-O-glicosideo (Figura 4E-F).
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Figura 3: Identificacdo das antocianinas presentes em Passiflora coccinea. (A, B) Cromatogramas
UHPLC-MS selecionados do {on (m/z 449) do padrao comercial de cianidina 3-O-glicosideo (A) e
do extrato de P. coccinea (B). (C) fragmentacdo ESI(-)-MS/MS do ion selecionado em A e B
(retingulo). (D, E) Cromatogramas selecionados do fon (m/z 433) do padrio comercial de
pelargonidina 3-O-glicosideo (D) e do extrato de P. coccinea (E). (F) fragmentacido ESI(-)-MS/MS
do fon selecionado em D e E (retdngulo). (G) Cromatograma extraido do fon m/z 595 no extrato de

P. coccinea (H) evidenciando dois picos (setas) que foram identificados, a partir dos espectros de
fragmentacdo ESI(-)-MS/MS como cianidina-3-O-rutosideo (I) e pelagornidina-3,5-O-diglicosideo

.
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Figura 4: Identificagdo das antocianinas presentes nos hibridos BRS Rubiflora e BRS Roseflora.
Cromatogramas (A, C, E, G) e fragmentacdes ESI(-)-MS/MS (B, D, F, H) de cianidina 3-O-
glicosideo (A, B), pelagornidina 3-Oglicosideo (C, D) e peonidina 3-O-glicosideo (E, F) em
amostras de BRS Rubiflora e pelagornidina 3-Oglicosideo (G, H) em amostras de BRS Roseflora.
Nos cromatogramas, as setas indicam o pico e o tempo de retengdo correspondente as antocianinas
identificadas.

Considerando que a presenga de cianidina 3-O-glicosideo e pelargonidina 3-O-
glicosideo foi confirmadas a partir de comparagdes com dados espectrais de padrdes
auténticos, a concentracdo dessas antocianinas foi calculada a partir de curvas de calibracao
estabelecidas para as mesmas. Cianidina-3-O-glicosideo esteve presente apenas em
amostras de P. coccinea e BRS Rubiflora apresentando-se em maiores concentracdes nas

pétalas do hibrido. Pelargonidina-3-O-glicosideo foi o pigmento mais abundante presente
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no extrato de pétalas de P. coccinea, seguido de BRS Rubiflora, BRS Roseflora e BRS

Estrela do Cerrado (Tabela 1).

Tabela 1: Concentragdo de cianidina-3-O-glicosideo e pelargonidina-3-O-glicosideo das pétalas
dos gendétipos estudados.

Antocianinas [M+] . BBS BRS Estrela BRS P. setacea
(m/z) P.coccinea  Rubiflora Roseflora
do Cerrado
pelargonidina- 53 g5, 045 651018 (<0,01) 0,08 +001 0,03 =001
3-O-glicosideo
canidina-3-0- 44 0624017 1964029 £00)

glicosideo

Emissao de odores - Caracterizacao micromorfologica da epiderme dos filamentos da
corona

A emissdo de odores em flores de Passiflora tem sido atribuida aos filamentos da
corona (MacDougal 1994; Amela Garcia et al. 2007). Baseado nessa informacao
investigou-se a micromorfologia da corona nos genoétipos estudados (Figura 5A-E).
Imagens de microscopia eletronica de varredura da regido apical dessa estrutura
evidenciaram que a epiderme dos filamentos externos da corona de P. coccinea eram
espessos e compostos por papilas alongadas (Figura SA). Em. P. setacea, os filamentos da
corona eram finos e constituidos por células planas, ao longo de toda estrutura (Figura SE).
Os filamentos da corona do hibrido F1, BRS Estrela do Cerrado, também apresentaram
papilas. Contudo, os filamentos eram finos e a papilas pouco pronunciadas (Figuras 5C) e

de maneira similar foi observado em BRS BRS Roseflora (Figuras 5D). Em BRS Rubiflora,
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os filamentos da corona eram espessos € apresentavam papilas mais alongadas, como

observado em P.coccinea (Figuras5B).

Composiciao do aroma floral

Um total de 21 compostos foi detectado sob as condicdes analiticas utilizadas
(Figura 6). Os compostos voldateis identificados pertenceram a quatro classes de compostos.
A classe de compostos volateis mais abundante (percentagem relativa) do aroma de todos
os gendtipos foi dos terpenos. Os picos enumerados nos cromatogramas obtidos (Figura
5G-K) e identificados na Figura 6 foram comuns as amostras avaliadas de cada genétipo e
ndo estiveram presentes no cromatograma da condi¢@o controle (saco de poliéster vazio;
Figura 5F).

As espécies parentais, P. coccinea e P. setacea apresentaram diferencas na
quantidade e composi¢do dos volateis emitidos no aroma floral. Em P. coccinea, foram
identificados 15 compostos sendo que, trés quartos pertenciam a classe dos terpenos.
Mono- e sesquiterpenos estiveram presentes em ndmeros quase iguais de compostos
individuais (Figura 6). Os compostos (E)-B-Ocimeno, o—Farneseno, Farnesil cianeto e
Cariofileno foram os compostos majoritirios do headspace floral de P. coccinea (Figuras
5@, 6) representando juntos em torno de 75% dos volateis (Material suplementar 3). Em P.
setacea, foram identificados 6 compostos (Figuras 6, 7A). O (E)-B-Ocimeno também foi o
composto majoritdrio, representando sozinho cerca de 60% do headspace floral. Contudo, a
maior parte dos compostos identificados pertencia a classe dos aromadticos benzénicos,

ausente no headspace de P.coccinea (Figura 6).
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Figura 5: Aroma floral. (A-E) Micromorfologia da regifio apical dos filamentos da série externa da
corona de P. coccinea (A), BRS Rubiflora (B), BRS Estrela do cerrado (C), BRS Roseflora (D), P.
setacea (E). Barras = 100um. (F-K) Perfis cromatograficos obtidos por GC-MS do saco vazio de
poliéster (condicdo controle) (F) e do bouquet floral de P. coccinea (G), BRS Rubiflora (H), BRS
Estrela do cerrado (I), BRS Roseflora (J), P. setacea (K). Os nimeros correspondem aos compostos
identificados e descritos na figura 6.
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A composicdo do aroma de P. coccinea foi herdada pelo hibrido F1, BRS Estrela do
Cerrado e também, pelos hibridos BRS Rubiflora e BRS Roseflora provenientes do
retrocruzamento com P. coccinea e P. setacea, respectivamente. Como relatado em P.
coccinea, mono- € sesquiterpenos representaram em torno de 80% dos compostos
identificados e abundancia do headspace de cada um dos hibridos. Nos hibridos BRS
Estrela do Cerrado, BRS Rubiflora ¢ BRS Roseflora foram identificados 15, 14 e 9
compostos, respectivamente (Figuras 6, 7A). O (E)-B-Ocimeno e a—Farneseno foram os
compostos majoritarios do aroma floral de BRS Rubiflora e BRS Roseflora. No hibrido F1,
além desses dois compostos, Cariofileno e Germacreno D também apresentavam uma
percentagem relativa significativa do aroma floral (Figura 6).

O (E)-B-Ocimeno foi o unico composto volatil presente em todas as amostras
avaliadas (Figura 7A), sendo também, o composto majoritario do aroma floral de todos os
genotipos estudados. Compostos voléteis especificos de P.setacea (benzenoides) ndao foram

observados em nenhuma das amostras dos hibridos (Figuras 6, 7A).
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BRS BRS Estrela BRS

Compostos TR P. coccinea Rubiflora do Cerrado _ Roseflora P. setacea
Monoterpenos )
01} (Z)-B-Ocimeno 6.99
02| (E)-B-Ocimeno 7.35
03| Linalol 9.00
04| o-Borboneno 20.05
05| a-Cubeno 20.30
06| Geranioleno 27.10
07] Metil Jasmonato 30.37
Sesquiterpenos
08| Copaneno 19.70
09| Cariofileno 21.46
10 | Germacreno D 2391

11 | (Z)-o-Bergamoteno 24.61

12 | a@-Farneseno 25.11

13| 3-Cardieno 25.60

14| Farnesil cianeto 27.80

Benzoicos Aromaticos

15 | Butanoato de benzilo | 18.63 b b b b

16 | Hexanoato de benzilo| 26.48 b b b b

17 | Benzil-fenil-éter 26.75 b b b b

18 | Benilato 34.39 b b b b
Hidrocarbonetos

19| Tridecano 16.70 a b b b
20| Tretradecano 20.76 a a b b b
21| Pentadecano 24.76 be a be ao bc
Nimero de compostos 15 14 15 9 6
Monoterpenos 41,15 48,48 46,07 51,21 68,77
Sesquiterpenos 54,21 41,26 47,35 3868 -
Benzobicos Aromaticos 0 - e 25,71
Hidrocarbonetos 2,68 5,58 1,00 3,98 —
Total (%) 98,04 95,32 94,42 93,87 94,48

Percentagem Relativa (%)

0-0,5 05-1 1,1-2 2,14 4,18 81-16 16,1-32 >32

Figura 6: Mapa de calor dos compostos voldateis identificados no aroma de P. coccinea, P. setacea,
BRS Estrela do Cerrado, BRS Rubiflora e BRS Roseflora. Os genétipos seguidos por letras
diferentes, em cada linha, sdo significativamente diferentes pelo teste de Tukey (P < 0.05). Abv. TR,
tempo de retengdo.
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Os valores e abundéncia dos fons (m/z) detectados no fingerprint dos extratos de
antocianinas e os compostos volateis dos aromas florais dos genétipos estudados foram
comparados utilizando Anélise de Componentes Principais (Figura 7B). PC1 X PC3 foram
capazes de representar 55% da variacdo. As amostras de P.setacea apresentaram-se
completamente separadas das amostras dos demais genétipos, pelo eixo PC1, uma vez que,
a composi¢do de pigmentos (ions m/z) e compostos voldteis dessas amostras eram
claramente diferente dos demais genétipos (Material suplementar 4). Interessantemente, a
maior parte dos fons (m/z) detectados nos extratos de antocianinas dos genétipos avaliados
apresentou correlacdo negativa com os compostos arométicos benzénicos, grupo de volateis

caracteristico do aroma de P. setacea (Figura 7C).

Discussao

Caracterizacao do perfil de pigmentacio das pétalas de Passiflora

As andlises fenotipicas de P. coccinea (flor vermelha), P. setacea (flor branca) e dos
hibridos obtidos pelo cruzamento e retrocruzamento com cada uma das espécies parentais
demonstraram uma clara diferenca na tonalidade da coloracdo de cada um dos genétipos.
Em Passiflora, a diversidade de cores observada nas flores tém sida atribuida aos diferentes
tipos e combinac¢des de antocianinas observados nessas espécies (Halim e Collins 1970,
Aizza e Dornelas 2011), tornando esses pigmentos hidrossoluveis, um importante caracter

para o estudo da evolucdo das cores florais (He et al. 2011).
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Figura 7: Comparacdo dos pardmetros de cor e aroma de Passiflora coccinea, P. setacea e dos
hibridos BRS Estrela do Cerrado, BRS Rubiflora ¢ BRS Roseflora. (A) Diagrama de Venn
ilustrando o nimero de compostos volateis compartilhados e tinicos entre os cinco gendétipos. (B)
Andlise de componentes principais baseado no fingerprinting dos extratos de pétalas e na
composi¢do e abundancia relativa dos compostos volateis e identificados no aroma floral de trés
amostras avaliadas de cada genétipo. (C) Matriz de correlacio de Pearson com base em coeficientes
de correlagdo entre os fons (m/z) detectados no extrato de antocianinas (1) e os compostos volateis
identificados no aroma floral dos cinco gendtipos (2-5). As relagdes que sao significativas (p <
0,05) estdo indicadas pelo gradiente de intensidade de colorag@o sendo as correlagdes positivas e
negativas sdo distinguidas pelas cores azul e vermelho, respectivamente. Os dados foram
organizados em cinco classes: (1) antocianinas (ions - m/z); (2) monoterpenos; (3) sesquiterpenos;
(4) hidrocarbonetos; (5) compostos aromdticos benzénicos.
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A partir das comparacgdes entre os dados de separacdo dos compostos por UPLC e
do padrdo de fragmentacdo por ESI-MS/MS, que disponibilizaram informagdes estruturais
importantes dos compostos, foi observado que as antocianinas identificadas nos cinco
genotipos estudados derivaram-se de diferentes ramos da via biossintese de antocianina. P.
coccinea apresentou antocianidinas provenientes de duas das trés vias de sintese; cianidina
e pelargonidina, ndo sendo observado delfinidina. A presenca das formas monoglicosiladas
de cianidina e pelargonidina, confirmadas pela comparagdo com os seus respectivos
padrdes auténticos (Figura 3A-G), foi previamente relatada como responsiveis pela
coloragdo dos filamentos da corona dessa mesma espécie (Aizza 2013). Este fato evidencia
que a coloracdo de diferentes estruturas florais de P. coccinea foi obtida a partir dos
mesmos tipos de antocianinas. A pelargonidina 3-O-glicosideo foi a antocianina mais
abundante tanto nas pétalas quanto nos filamentos da corona, nessa espécie. O actimulo
desse pigmento estd de acordo com a coloragdo escarlate de P. coccinea, uma vez que,
pigmentos derivados da pelargonidina geralmente produzem coloragdes avermelhadas,
como observados nas pétalas e na corona dessa espécie.

O ramo de delfinidina pode ter sido perdido no decorrer da evolugdao como resultado
de alguma mutac@o ao longo da via metabdlica perdendo assim, a capacidade de produzir
flores azuladas e/ou violetas (Aizza 2013). Considerando a posi¢do derivada de P. coccinea
em um clado que inclui diversas espécies polinizadas por insetos e que apresentam pecas
florais de coloracdo azulada (Muschner et al. 2003), a supress@ao do ramo de delfinidina
parece ter conferido uma vantagem adaptativa a essa espécie, que € polinizada por beija-
flores. Transi¢des evolutivas de um estado ancestral de flores azuladas para um estado

derivado de flores vermelhas tém sido reportadas repetidamente em angiospermas a partir
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das alteracdes das vias biossintéticas principais de delfinidina para pelargonidina (Whittall
e Hodges 2007; Wilson et al. 2007; Streisfeld e Rausher 2009). Além disso, flores
vermelhas, como observado nessa espécie, ndo apenas tém sido associadas a ornitofilia
como, também, sdo consideradas uma barreira para a polinizacdo por abelhas (Castellanos
et al. 2004, Cronk e Ojeda 2008), evidenciando uma possivel mudanga evolutiva em
relacdo a preferéncia do agente polinizador.

Em P. setacea, a presenca de tracos de pelargonidina foi provavelmente devido a
hidrélise de leucoantocianidinas durante a extragdo. Esses compostos sdo altamente
instaveis e podem ser convertidas nas suas respectivas antocianidinas quando extraidas em
solugdo alcodlica ebuli¢do com cloreto de hidrogénio alcodlico (Harborne 1984, Shimada et
al. 2004). Este resultado sugere que as pétalas brancas de P. setacea possam sintetizar
leucopelargonidina ou seus derivados em baixas concentragdes. Além dos pequenos tracos
de pelargonidina, os cromatogramas e espectros de massas obtidos por UPLC das pétalas
brancas de P. setacea indicaram a presenca de demais compostos (dados ndo mostrados).
Embora tenha sido utilizado um método eficiente e usual para a extragdo de antocianinas
existe a possibilidade de outros flavonoides terem, também, extraidos. O teor de
flavonoides em flores brancas € superior em relacdo as flores coloridas (Saito et al.1994,
Yamamizo et al. 2012) e podem influenciar na coloragdo final exibida pelas flores (Mizuta
et al. 2009). A relacdo do contetido de antocianinas e flavonoides ndao foi analisada no
presente estudo e exige uma caracteriza¢do mais aprofundada em trabalhos futuros.

Acredita-se que a composi¢do de antocianinas dos hibridos interespecificos, que
apresentaram fenétipos especificos e distintos entre si, foi basicamente herdada de P.

coccinea, dada a auséncia desses pigmentos em P. setacea. Os fenétipos ligeiramente
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rosados dos hibridos que variavam de vermelho-pirpura a vermelho-alaranjado foi,
possivelmente, devido a menor producdo de pelargonidina. O conteido dessa antocianina
diferiu significativamente entre os gendtipos, apresentando-se em maior concentragdo nas
flores escarlates de P. coccinea. Resultados similares também foram reportados em
cultivares de Disa (Orchidaceae) e Rhododendron (Ericaceae), no qual os genétipos
classificados como vermelho intenso apresentaram quantidades significativamente maiores
de pelargonidina, em relacdo aos demais gendtipos com coloragdes résea / purpura (Mizuta
et al. 2009, Tatsuzawa et al. 2010). Poderiamos, portanto, postular que antocianinas
associadas ao ramo de pelargonidina pode ser um dos principais fatores que determinaram a
coloracdo das pétalas nos genétipos de Passiflora avaliados neste estudo, mesmo que o
retrocruzamento com P. coccinea (flor vermelha) tenha propiciado o aumento da atividade

do ramo de cianidina, conferindo uma tonalidade mais escura para BRS Rubiflora.

Micromorfologia dos filamentos da corona

A corona € uma estrutura floral complexa comum em espécies de Passiflora e que,
aparentemente, intermedia a relagdo planta-polinizador sobre diversos aspectos (Amela-
Garcia et al. 2007; Aizza e Dornelas 2011; Hemingway et al. 2011). Essa estrutura é
reconhecida como o principal 6érgao emissor de aroma em flores de Passiflora, embora essa
funcdo também tenha sido sugerida, em menores propor¢des, em pecas do perianto
(MacDougal 1994). Os filamentos da corona, em geral, sdo constituidos por células
coOnicas, especialmente na regido apical dessa estrutura, como observado neste estudo. A
presenca desse tipo celular com elevado grau de especializa¢do é comum em pétalas (Miller

et al. 2011). Considerando que em Passiflora, tanto pétalas como a corona atuam de
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maneira a atrair visitantes florais sugere-se que as células cOnicas exercam funcdes
similares em ambos 0s 6rgdos. As células coOnicas proporcionam um aumento na saturacao
de cor, facilitando a sinalizag¢do para possiveis visitantes, bem como aumentam a superficie
de producdo de aroma, temperatura e, consequentemente, a emissao de volateis. Possiveis
correlagdes entre os aspectos morfométricos e tipos celulares da corona e a taxa de emissao
de compostos volateis florais poderdo ser realizados a fim de compreender melhor a funcao

dessas células especializadas nos filamentos da corona.

Composicao do aroma floral de P. coccinea e P. setcaea e a relacio com os seus
sistemas de polinizacio

As espécies parentais, P. coccinea e P. setacea, apresentaram aromas com
composi¢des quimicas distintas e que podem representar estratégias que evoluiram em
resposta a diferentes pressdes de selecdo. Em geral, diferencas nas caracteristicas florais
entre espécies relacionadas sdo explicadas como adaptacdes aos diferentes grupos de
polinizadores (Schemske e Bradshaw 1999; Whittall et al. 2006; Streisfeld and Kohn, 2007;
Chen et al. 2012). Contudo, P. coccinea e P. setacea ndo apresentaram as caracteristicas
tipicas relacionadas ao odor, descritas para espécies ornitofilas e quiropterdfilas,
respectivamente.

Na descricdo cldssica de sistemas de polinizacdo, flores polinizadas por beija-flores
refletem comprimentos de onda mais longos (especialmente vermelho), e geralmente nio
apresentam odores aparente (Vogel 1990; Altshuler 2003; Knudsen et al. 2004). Os dados
apresentados no presente estudo sobre o aroma das flores vermelhas de P. coccinea, nao

suportam esse conceito. Nossas andlises evidenciaram que essa espécie apresenta aroma e
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esse, ¢ majoritariamente constituido por componentes de natureza terpénica (95%). A
deteccdo e caracterizacdo de aromas em espécies polinizadas por beija-flores, mas nao
apresentavam perfume aparente ao nariz humano foram anteriormente reportadas por
Knudsen et al. 2004, no qual também identificou-se a presenca de terpenos na constitui¢ao
do aroma dessas espécies. Os terpenos sao compostos volateis comuns no aroma floral de
espécies vegetais (Knudsen et al. 2006) e suas emissdes tém sido associadas tanto na
atracdo de visitantes quanto a funcdo de defesa quimica (Dobson 2006; Dudareva e
Pichersky 2006; Junker e Bliithgen 2010). O trans-B-Ocimeno, o-Farneseno e f-
Cariofileno, componentes majoritdrios do aroma de P. coccinea, t€ém sido frequentemente
identificados como possiveis sinalizadores para a atracio de insetos polinizadores (Dobson
2006; Chen et al. 2012; Hao et al. 2014). Apesar dessas evidéncias, a presenca desses
compostos no aroma de P. coccinea nao necessariamente implica que esses compostos
exercam a mesma funcdo, nessa espécie. Considerando a atividade forrageira dos beija-
flores, que tendem a usar pistas visuais ao invés de olfativos para encontrar recompensas
florais, acredita-se que a presenca desses compostos, em P. coccinea, possa ser
remanescente de uma espécie ancestral.

O aroma floral de P. setacea também apresentou trans-B-Ocimeno sendo esse, o
Unico composto comum entre P. coccinea e P. setacea, correspondendo a 25% e 60% da
composi¢ao quimica total dos aromas dessas espécies, respectivamente. Esse monoterpeno,
que contribui para a formagao de odores frutados e adocicados, € um composto onipresente
em aromas florais (Knudsen et al. 2006) sendo, inclusive, descrito no aroma de outras
espécies do género (Christensen et al. 1998). Compostos aromdticos benzénicos também

ocorreram em abundancia no aroma de P. setacea. Essa € uma das principais classes de
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voliteis e € frequentemente relatada em espécies que apresentam antese noturna,
especialmente, polinizadas por mariposas (Raguso et al. 2003). Assim, podemos afirmar
que o aroma de P. setacea é constituido por uma gama de compostos comumente
reportados em aromas florais. Esses resultados contradizem a hip6tese de que compostos de
enxofre, cuja ocorréncia ¢ incomum em aromas florais (Knudsen et al. 1993), sdo
substancias fundamentais na co-evolucao entre plantas e morcegos (Kaiser e Tollsten 1995;
Pettersson et al. 2004). A auséncia de compostos de enxofre, como o dimetil disulfeto, tem
sido reportada em diversas espécies quiropteréfilas (Tschapka et al. 1999; Piechowski et al.
2009; Aguilar-Rodriguez et al. 2014), inclusive em outra espécie de Passiflora, P. galbana
(Varassin et al. 2011). Em contrapartida, a maior parte dos compostos identificados no
aroma de P. setacea foi descrita em outras espécies polinizadas por morcegos (Bestmann et
al. 1997; Tschapka et al. 1999; Piechowski et al. 2009; Aguilar-Rodriguez et al. 2014). A
falta de compostos de enxofre no aroma floral de plantas polinizadas por morcegos pode ser

devido a restri¢des filogenéticas (von Helversen et al. 2000).

Comparaciao da composicio do aroma floral entre os hibridos interespecificos e as
possiveis relacoes entre cor e aroma

Como reportado acima, dois perfis quimicos foram observados a partir da
caracterizacdo da composicdo de volateis dos aromas das espécies parentais. O primeiro
perfil, observado nas flores vermelhas de P. coccinea, envolvia a via de mono- e
sesquiterpernos que juntos constituiam 95% do aroma floral. O segundo envolvia uma
mistura de compostos comuns da via dos benzenoides € um monoterpeno majoritario,

descrito nas flores brancas de P. setacea. Ao analisar o aroma dos hibridos interespecificos
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evidenciou-se que tanto o hibrido F1, como os hibridos provenientes dos retrocruzamentos
possuiam aromas com composi¢cdo quimica qualitativamente similar ao de P. coccinea.
Esse resultado indica que o perfil de compostos voléteis apresentou uma heranga dominante
nos cruzamentos genéticos de Passiflora.

A andlise multivariada evidenciou uma clara separacdo dos genétipos coloridos em
relacdo as amostras brancas de P. sefacea indicando um possivel efeito da cor no perfil de
compostos volateis. A composi¢do quimica do aroma floral pode variar consistentemente
com a composi¢do de antocianinas dado ao compartilhamento de rotas biossintéticas entre
essas duas caracteristicas florais (Odell et al 1999; Flamini et al. 2002; Majetic et al. 2007;
Dormont et al. 2014). Isso implica que qualquer mutacdo em um gene que codifica uma
enzima ou um fator de transcricdo regulador pode ter um impacto tanto na cor quanto no
aroma emitido. Zucker et al. (2002) mostraram, por exemplo, que a supressdo de uma dnica
enzima chave levou a formacdo de mutantes com flores brancas com maiores quantidades
de compostos aromaticos.

A presenca de compostos benzénicos em P. setacea € uma caracteristica comum em
flores brancas, ocorrendo em grandes quantidades nesses morfotipos (Zuker et al. 2002;
Majetic et al. 2007). Foi demonstrado que tais compostos interagem com a via de producao
de pigmentos derivados de antocianinas devido a uma regulacdo pleiotropica ou a
concorréncia por um precursor metabdlico comum, a fenilalanina (Sheehan et al. 2012,
Figura 8). Interessantemente, foi observado no presente estudo que a maior parte dos ions
(m/z) detectados nos extratos de antocianinas dos gendtipos avaliados apresentou correlacao
negativa com os compostos voldteis aromaticos benzénicos. Em flores brancas, em que as

vias biossintéticas de antocianinas estdo inativas, precursores de antocianinas podem ser
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redirecionados do fluxo metabdlico e convertidos em compostos voldteis benzénicos,
levando a uma ligacao biossintética entre cor e odor (Zuker et al. 2002; Sheehan et al. 2012;
Figura 8). Essas evidéncias sugerem uma correlacio inversa entre benzenoides e
antocianinas em que a presenca de pigmentacdo vermelha (pelargonidina) resultaria em
uma redugdo, ou mesmo, supressdo de compostos benzénicos no aroma floral. Isso
explicaria, em parte, a auséncia de compostos benzénicos no aroma floral de BRS Estrela

do Cerrado e BRS Roseflora, hibridos que possuem heranca direta com P. setacea.

Compostos aromaticos benzénicos

Metil Benzoato <= Acido Benzoico == Benzil Co-A
* }Benzoato de Benzilo
lico

Benzaldeido =% Alcool Benzi
Acetato de Benzilo

Fenilalanina == Acido Cinamico

\

Acido p-Coumarico = p-Coumaroil-Co-A
j—> Narigenina Chalcona
Fenipropanoides (ntcleo) 3x Malonil-Co-A ‘

Narigenina

\

Dihidroquercetina <= Dihidrocaempferol == Dihidromiricetina

\ v '

Leucocianidina Leucopelargonidina Leucodelfinidina
Cianidina Pelargonidina Delfinidina

I oH
HO o ~
= OH HO _O: O
N I |
oH 9
o

OH

OH

Antocianinas

Figura 8: Vias biossintéticas de antocianinas e de compostos voldteis aromaticos benzénicos. Note
que o aminodacido fenilalanina € um percursor comum de ambas as vias de biossintese.
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A interacdo entre as vias biossintéticas de compostos aromdticos e flavonoides
sugere que diferencas nas fragrancias florais podem ser resultantes de regulacdes
transcricionais produzindo combinagdes especificas de cor-aroma. Como relatado no tépico
anterior, esses dados questionam se a selecdo de cor e aroma, ao longo do processo
evolutivo, pode ser somente atribuida a co-evolugdo com os agentes polinizadores. Apesar
dos poucos exemplos reportados na literatura, é possivel que para cor e aroma, as interagoes
entre genes regulatorios e estruturais tenham contribuido significativamente na formacao de

parte da diversidade fenotipica desses caracteres florais (Sheehan et al. 2012).

Consideracoes finais

No presente estudo, caracterizou-se as diferencas na composi¢do das antocianinas
presentes nas pétalas e dos compostos volateis emitidos no aroma de P. cocinea (flor
vermelha), P. setcaea (flor branca) e dos seus hibridos interespecificos. A andlise
multivariada apresentou uma distin¢gdo evidente do genétipo branco, em relagdo aos
demais, evidenciando uma possivel relacdo entre esses caracteres. As flores vermelhas de
P. coccinea, bem como, os hibridos interespecificos, que também apresentavam flores com
diferentes tonalidades de vermelho, apresentaram aromas com uma composicdo quimica
similar. Porém, essa composicdao foi completamente diferente das flores brancas de P.
setacea que apresentaram intimamente associadas a determinada classes de compostos
voléateis (benzenoides). Futuros estudos a nivel molecular sdo necessdrios para compreender
o grau de associacdo entre esses dois importantes caracteres associados na atracdo de

polinizadores.
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Material suplementar 1. Cromatograma de {ons totais, obtido por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (GC-MS) a partir da injecdo do padrao analitico de n-

alcanos (concentracdo de 40 ug.g”' para cada componente, diluido em hexano).
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Material suplementar 2. Fragmentacdes ESI(-)-MS/MS extraidas do fon m/z 595 (tempo
de retencdo = 3.18 min) dos extratos de pétalas dos diferentes genétipos de Passiflora. (A-
D) Identificacdo de pelagornidina-3,5-O-diglicosideo em Passiflora setacea (A), BRS
Estrela do Cerrado (B), BRS Rubiflora (C) e BRS Roseflora (D).
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P. BRS BRS BRS P.
coccinea Rubiflora Estrela do Roseflora setacea

Cerrado

Numero total de compostos 15 14 15 9 6
Compostos TR (%) Percentagem relativa
Monoterpenos
01 trans-beta-Ocimene 6.992 1,90 2.07 2.08 2.53 ——
02 cis-beta-Ocimene 7.349 26,59 31.09 25.95 47.27 64.29
03 Linalool 9.024 1,34 1.13 2.07 0.42 -
04 o—Bourbonene 20.056 0,60 9.72 8.35 -—--
05 o—Cubebene 20.305 0,72 4.47 6.60 -—--
06 Geraniolene 27.101 9,94 ——- 1.02 0.99 ——--
07 Methyl jasmonate 30370 ---- -—-- -—-- -—-- 4.48
Sesquiterpenos
08 Copaene 19.708 0.58 2.76 3.80 -
09 Caryophyllene 21461 4.63 3.41 12.14 7.47 -
10 Germacrene D 23912 0.1 6.13 14.07 - -
11  trans- 24.611 6.06 6.63 4.76 6.89 -—--

a—Bergamotene
12 o—Farnesene 25.115 19.82 21.71 9.27 20.56 -
13 A-Cadinene 25.593 043 0.62 0.92 -—--
14 Farnesyl cyanide 27.806 22.61 -—-- 2.39 3.76 -—--
Hidrocarbonetos
15 Tridecane 16.705 ---- 0.61 -—-- -—-- -—--
16 Tetradecane 20.767 0.85 0.81 0.15 -—-- -—-
17 Pentadecane 24764 1.83 4.16 0.85 3.98 -—--
Benzenoides
18 Benzyl butanoate 18.633 ---- -—-- -—-- -—-- 6.70
19 Benzyl hexanoate 2648  ---- - -—-- -—-- 2.59
20  Phenyl benzyl ether 26.751 ---- -—-- -—-- -—-- 2.16
21 Benylate 34389 ---- - -—-- -—-- 14.26

Material suplementar 3: Quantidade média relativa (%) dos componentes do aroma floral

de P. coccinea, BRS Rubiflora, BRS Estrela do Cerrado e P. setacea, utilizando GC-MS.
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Material Suplementar 04: Andlise de componentes principais baseado na composicdo e

abundancia relativa dos compostos voldteis do aroma floral e fons (m\z) identificados no

fingerprinting do extrato de pétalas dos gendtipos de Passiflora.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, constatou-se que o crescimento assimétrico do androgindforo,
levando a flexdo, ocorreu em um estddio avancado de desenvolvimento da flor. A
curvaturara do androgin6foro, comumente observada em espécies de Passiflora polinizadas
por morcegos, foi significativamente reduzida quando os 6rgdos do perianto foram
parcialmente removidos ou quando os ramos florais foram tratados com um inibidor do
transporte polar de auxina (NPA). Além disso, os androgin6foros de plantas tratadas com
auxina (2,4-D) foram mais curvos quando comparados ao controle. Estes resultados
sugerem que a restricdo fisica exercida pelo perianto e a redistribuicio de auxina
promovem a curvatura do androginéforo em P. mucronata e pode estar relacionado com a
evolucdo da quiropterofilia no género Passiflora (ver capitulo I).

Quanto aos aspectos estruturais e bioquimicos (cor, aroma e néctar) caracterizados
em duas espécies com diferentes sistemas de polinizacdo (ornitofilia e quiropterofilia) e nos
hibridos interespecificos obtidos entre as mesmas (Capitulos II e III), nossas andlises
evidenciaram que a espécie ornitfila (P. coccinea - flor vermelha) e a espécie
quiropterdfila (P. setacea - flor branca) apresentaram caracteres morfolégicos, bem como, a
composi¢do quimica do néctar e coloracdo contrastantes, estando essas caracteristicas
florais de acordo com os seus sistemas de polinizacdo. Nos hibridos, nem todas as
caracteristicas foram intermedidrias, em relagdo as espécies parentais, apresentando um

padrdo de herdabilidade complexo.
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A diversidade de pigmentagdo caracterizada nestes genétipos de Passiflora pdode ser
explicada pela combinacdo de moléculas especificas de antocianinas acumuladas em suas
pétalas.

Quanto a composi¢ao quimica do aroma, os hibridos apresentaram uma composi¢ao
qualitativamente similar ao de P. coccinea, ndo sendo observados a herdabilidade de
compostos caracteristicos do aroma de P. setacea (compostos aromaticos benzénicos). Foi
sugerida que a auséncia de compostos benzénicos no aroma de hibridos que possuem
heranca direta de P. setacea possa estar associada, em parte, com a via de produgdo de
pigmentos derivados de antocianinas devido a uma regulacdo pleiotrépica comum entre
essas vias biossintéticas.

Os resultados relatados no presente trabalho constituem informacdes importantes
para a caracterizacdo e entendimento dos sistemas de polinizacdo em Passiflora,
subsidiando investigacdes que visam a compreensdo da evolucdo da ornitofilia e

quiropterofilia dentro desse género.

128



