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RESUMO

Algumas estruturas relacionadas a atracdo de agentes polinizadores foram
incorporadas aos Orgaos reprodutivos, resultando em inovagbes florais que
aperfeicoaram a reproducao durante a evolugdo das angiospermas. Passiflora € um
exemplo de diversidade e complexidade floral. A caracteristica mais marcante do
género é a presenga de uma corona de filamentos entre o perianto e o androginéforo,
cuja principal fungao parece ser a atragao de polinizadores. Neste estudo, a ontogenia
da corona foi investigada em quatro espécies e um hibrido interespecifico artificial,
representando os dois maiores subgéneros: P. edulis var flavicarpa Deg, P. coccinea
Aubl., P. ‘Lady Margaret’ (hibrido P. edulis x P. coccinea) pertencentes ao subgénero
Passiflora, P. tulae Urban e P. suberosa L. do subgénero Decaloba. A descricdo morfo-
anatdmica comparativa do desenvolvimento da corona foi obtida com a utilizagao de
microscopia de luz e eletrbnica de varredura. Fragmentos correspondentes a
homdlogos dos genes MADS-box foram clonados de P. edulis e usados em analises
filogenéticas. Estes fragmentos compartilharam similaridade com as sequéncias dos
fatores de transcricito MADS-box em Arabidopsis: APETALA1, PISTILLATA e
AGAMOUS. Estas sequéncias foram nomeados PeAPETALA1, PePISTILLATA e
PeAGAMOUS, respectivamente. Os padrdées de expressdo destes genes foram
investigados em diferentes tecidos vegetais por RT-PCR e em botbes florais em

diferentes estagios de desenvolvimento por hibridizagao in situ.
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SUMMARY

Some structures related to the attraction of pollinators were incorporated into the
reproductive organs, resulting in floral innovations that have improved plant reproduction
during the evolution of angiosperms. Passiflora is an example of floral diversity and
complexity. The most striking feature of the genus is the presence of corona filaments
between the perianth and androgynophore, whose main function seems to be the
attraction of pollinators. In this study, the ontogeny of the corona was investigated in four
Passiflora species representing the two major subgenera. Belonging to the subgenus
Passiflora are P. edulis var flavicarpa, P. coccinea Aubl. and the artificial interspecific
hybrid P. 'Lady Margaret' (P. edulis x P. coccinea). P. tulae Urban and P. suberosa L.
belong to subgenus Decaloba. The comparative morpho-anatomical description of the
corona development was obtained with the use of light microscopy and scanning
electron microscopy. Fragments corresponding to homologs of the MADS-box genes
were cloned from P. edulis and used in filogenetic analyzes. These fragments showed
similarity with the sequences of the Arabidopsis MADS-box transcription factors:
APETALA1, PISTILLATA and AGAMOUS. Thus, these Passiflora sequences were
named PeAPETALAT1, PePISTILLATA and PeAGAMOUS, respectively. The expression
patterns of these genes were investigated in different plant tissues by RT-PCR and in

flower buds with different stages of corona development by in situ hybridization.
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I. INTRODUCAO

1.1. Desenvolvimento reprodutivo em Passiflora

Passiflora, o maior género da familia Passifloraceae, compreendendo cerca de
600 espécies amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais, exibe uma
ampla variabilidade morfolégica tanto vegetativa como reprodutiva. As flores desse
género sao actinomorfas, bissexuais e pentadmeras (Killip, 1938) com dois distintos
verticilos de perianto. Os estames e o ovario encontram-se localizados sobre um
cilindrico central, o androginéforo (Figura 1). O androceu apresenta cinco estames
unidos na base, formando uma membrana que adere ao androginéforo junto com a
insercao do ovario; o gineceu é composto de trés carpelos fundidos e o ovario é
unilocular com placentagdo parietal (Cervi, 1997; Ulmer & MacDougal,

2004).
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Figura 1: Detalhes da estrutura floral do género Passiflora. Barra=0,5cm.
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As flores de Passiflora sao exemplos de complexidade e diversidade entre as
angiospermas, exibindo caracteristicas peculiares em sua morfologia floral. A presenca
de uma corona de filamentos, seguindo a terminologia de Harms (1925) e Killip (1938),
entre o androginéforo e o perianto representa uma marcante caracteristica do género
Passiflora; € a estrutura mais altamente desenvolvida e diferenciada de todos os
géneros da familia Passifloraceae (Ulmer & MacDougal, 2004). A complexidade desta
estrutura pode variar desde uma fina membrana até uma a algumas séries de simples
filamentos, habitualmente bandeados horizontalmente com diversas cores (Cervi,
1997). Entre esses dois extremos podem-se encontrar diversos graus de diversificagao
em tamanho, cor e fusao.

Diferentes hipoteses sobre a origem evolutiva da corona em Passifloraceae tém
sido propostas. Puri (1948) do ponto de vista anatdmico-comparativo e Wilde (1974)
sob uma visao sistematica consideram os filamentos externos como emergéncias do
perianto e as internas como estaminodiais. Segundo Endress (1994) numa
interpretacéo evolutiva, todos os filamentos da corona podem representar estaminodios
de um androceu originalmente poliandro com desenvolvimento centrifugo. Porém, o
aparecimento dos estaminddios € correspondente a sequéncia do desenvolvimento do
androceu, assim como o surgimento dos estames férteis. Bernhard (1999) estudou o
desenvolvimento floral de algumas espécies da familia Passifloraceae e ndo concorda
com a origem estaminodal da corona, porque o desenvolvimento da corona é posterior
ao dos estames férteis. Uma hipotese alternativa sugerida por Masters (1871) é que a
corona seja um orgao sui generis, desenvolvido para promover uma adaptagéo especial

na flor associada a polinizacao.



Na morfologia floral destacam-se outras caracteristicas: a presenga do opérculo,
situado no interior do tubo floral e acima da camara nectarifera, utilizado para a
identificacdo de subgéneros; o anel nectarifero, situado abaixo do opérculo e o limen,
que é uma estrutura em forma de anel ou uma membrana em forma de taga que

circunda a base do androginéforo (Figura 1; Cervi, 1997; Ulmer & MacDougal, 2004).

1.2. Controle genético do desenvolvimento floral

As flores sdo, sem duvida, um dos mais bem sucedidos produtos da evolucio
das angiospermas. O primeiro passo no desenvolvimento floral € a transigdo do
meristema vegetativo em meristema da inflorescéncia, que por sua vez converte-se em
meristema floral. Na maioria das angiospermas, cada meristema floral finalmente
produz quatro tipos de 6rgaos definidos espacialmente em verticilos especificos com
desenvolvimento centripeto: sépalas, pétalas, estames e carpelos.

O atual conhecimento das bases genéticas do desenvolvimento floral é resultado
de estudos baseados em mutagbes homeodticas em Arabidopsis thaliana que
geralmente alteram a identidade de dois verticilos adjacentes. A partir dessas
observagdes, o modelo molecular ABC foi proposto por Coen e Meyerowitz (1991) para
a especificagdo da identidade dos érgéos florais (Figura 2). De acordo com este
modelo, o desenvolvimento dos quatro tipos de o6rgaos florais é controlado pela
atividade de trés classes de genes regulatérios: A, B e C, agindo sozinha ou em
combinacdo. Em Arabidopsis, APETALAT (AP1) e APETALAZ (AP2) representam os
genes da classe A, APETALA3 (AP3) e PISTILLATA (PIl) sao os genes da classe B e
AGAMOUS (AQG) representa o gene da classe C. Os genes da classe A sozinhos levam
a formacgao das sépalas no primeiro verticilo, enquanto a combinacdo dos genes das

classes A e B especificam a identidade de pétalas no segundo verticilo. Os genes das
3



classes B e C juntos sao responsaveis pelo desenvolvimento de estames no terceiro
verticilo, enquanto somente o gene da classe C especifica a identidade do carpelo no
quarto verticilo. Os genes da classe B s&o restritos aos segundo e terceiros verticilos,
independentemente das classes A e C, enquanto os genes destas classes sao
mutuamente exclusivos, por exemplo, a expressao do gene AP1 é restrita aos verticilos
florais externos como resultado da regulagdo negativa pelo gene AG (Theissen et al.,
2000).

Devido a complexidade do desenvolvimento floral e da variabilidade morfoldgica
das angiospermas, estudos em diversas plantas determinaram a adicado de duas novas
classes no modelo original ABC: as classes D e E, renomeando o modelo em ABCDE
(Figura 2; Theissen & Saedler, 2001; Theissen, 2001). A classe de genes D foi
adicionada como resultado de estudos relacionados ao desenvolvimento dos évulos em
Petunia (Angenent & Colombo, 1996). A classe referida como E, surgiu apds a
descoberta dos genes SEPALLATA, também necessarios para especificar a identidade
de pétalas, estames e carpelos (Pelaz et al., 2000).

Todos os genes envolvidos no modelo ABCDE, exceto AP2, pertencem a familia
génica MADS-box, que atuam como fatores de transcricdo. Os genes MADS séao
conservados entre as angiospermas e tém importante papel na origem e evolugédo do
desenvolvimento floral (Baum, 1998; Theissen et al., 2000).

Baseado em andlises filogenéticas, Alvarez-Buylla et al., (2000) demonstraram a
existéncia de uma duplicagdo dos genes MADS-box anterior a divergéncia de plantas,

animais e fungos, originando duas linhagens caracterizadas como tipo | e tipo Il.



sepalas petalas estames || carpelos | ovulos
A+E A+B+E B+C+E C+E

Figura 2: Modelo “ABCDE” de identidade dos drgaos florais (adaptacdo de Soltis et al., 2007).

As proteinas MADS-box de plantas mais estudadas fazem parte da linhagem I,
também denominada de MIKC devido aos quatro dominios identificados na proteina
desde a regido N-terminal a C-terminal: MADS (M), intermediario (1), queratina-like (K),
e carboxi terminal (C) (Parenicova et al., 2003). Entre os dominios, MADS é
considerado o mais conservado entre as espécies e codifica um dominio de ligagdo ao

DNA, importante na regulagdo de diferentes proteinas (Riechmann & Meyerowitz,
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1997). A regido mais variavel € o dominio C-terminal, considerado o mais divergente
entre 0os genes, apresentando inUmeras alteragdes na sequéncia protéica (Purugganan

et al., 1995).

1.3. Coevolucao entre plantas e animais

As angiospermas exibem espetacular diversidade na arquitetura floral e muito
desta variabilidade morfologica esta associada a evolugado dos sistemas de polinizagéao,
um exemplo notavel de coevolugao entre as flores e seus polinizadores (Lindberg &
Olesen, 2001). Com a evolugdo das angiospermas, diversos caracteres reprodutivos
relacionados a atragdo dos polinizadores foram incorporados as estruturas florais,
aperfeicoando a reproducao e possibilitando a diversificacdo das espécies. As varias
relagdes mutualisticas entre animais e plantas atrairam a atencdo de naturalistas,
especialmente pelo grande numero de ajustamentos entre plantas e polinizadores
(Faegri & Pijl, 1971; Crepet, 1983). Os detalhes morfolégicos como a variagado na cor,
tamanho, forma e padrdes de fusdo das partes florais com o tubo floral séo
extremamente variaveis, bem como a quantidade e composi¢ao do néctar, permitindo
diferentes tipos de polinizadores. Esse conjunto de caracteres florais para atrair
polinizadores adequados é conhecido como sindrome de polinizagdo (Faegri & Pijl,
1971; Thomson & Wilson, 2008).

De acordo com a definigdo de Faegri & Pijl (1971), as flores de Passiflora
apresentam morfologias desde o tipo aberto até o tubular e esta diversidade
morfolégica é atribuida principalmente a estrutura da corona, atraindo diferentes
polinizadores. A maioria das espécies de Passiflora é adaptada a sindrome de

polinizacdo melitdfila (insetos), no entanto ha registro de outras sindromes, como



ornitéfilas (beija-flores) e quiropterdfilas (morcegos; Knuth, 1904; Janzen, 1968; Semir &
Brown, 1975; Benson et al., 1975; Sazima & Sazima, 1978, 1989; Ulmer & MacDougal,
2004).

As espécies de Passiflora polinizadas por insetos como as mamangavas
possuem corona com longos filamentos bandeados de cor purpura ao violeta que
contrasta com as demais partes florais, funcionando como uma plataforma de pouso,
um atrativo visual e/ou olfativo, exalando um odor adocicado (Janzen, 1968; Cobert &
Wilmer, 1980; Sazima & Sazima, 1989; Ulmer & MacDougal, 1994; Koschnitzke &
Sazima, 1997; Varassin et al., 2001), direcionando o polinizador a cadmara nectarifera,
protegida por um opérculo anelar justaposto ao androginéforo (Koschnitzke & Sazima,
1997). O posicionamento das anteras relativamente proximas a corona (devido a altura
do androginoéforo) permite que o inseto explore a flor em busca do néctar. Desta forma,
graos de pdélen aderem as suas costas e sao transportados para as flores proximas
(Koschnitzke & Sazima, 1997).

Outro grupo de polinizadores importantes sdo os beija-flores que sdo atraidos
por cores vistosas do perianto, abundancia de néctar, auséncia de odor e corolas
tubulares nas diferentes espécies de angiospermas (Faegri & Pijl, 1971; Endress,
1994). Em espécies de Passiflora adaptadas a polinizacdo ornitofila, as flores
apresentam uma corona de filamentos curtos como nas espécies P. coccinea, P. vitifolia
(Janzen, 1968; Snow, 1982) e P. speciosa (Longo & Fischer, 2006), uma vez que as
aves nao precisam de apoio de pouso e nem de superficie geradora de odor (Ulmer &
MacDougal, 1994). Nas espécies P. tulae e P. murucuja, o perianto de coloragao rosada
ou avermelhada contrasta com a corona tubular alaranjada que circunda o

androginoforo (Krosnick & Freudenstein, 2005). A unica recompensa floral oferecida a



estes polinizadores € o néctar com alta concentragdo de agucares (Varassin et al.,
2001). Em todas essas espécies o tubo floral e o androginéforo longo distanciam o
nectario das anteras e estigmas, permitindo somente o acesso de aves de bico longo
como os beija-flores. Algumas espécies de plantas tém coevoluido com os
polinizadores, tendo grande importancia na manutencao dos ecossistemas (Lindberg &
Olesen, 2001). Um exemplo de coevolugdo € P. mixta e seu polinizador Ensifera
ensifera: o tubo floral longo de aproximadamente 15cm e a Unica espécie com o
comprimento de bico adequado a morfologia floral desta espécie (Lindberg & Olesen,
2001). Desse modo, certas flores estao especializadas em menor ou maior grau para a
polinizacdo por estas aves, assim como espécies diferentes de beija-flores também
estdo adaptadas a determinados tipos de flores (Snow & Snow, 1980).

O primeiro relato de polinizagdo por morcegos em Passiflora foi na espécie P.
mucronata que apresenta flores com perianto de cor branca, antese noturna, emissao
de odor caracteristico as preferéncias do mamifero e androginéforo curvado (Sazima &
Sazima, 1978). A morfologia da corona ndo constitui obstaculo, apresentando curtos
filamentos adaptados ao comprimento e anatomia do focinho e lingua dos morcegos.

Portanto, caracteres florais como morfologia, cor, odor e a oferta de
recompensas delimitam as sindromes de polinizagdo, pois podem restringir ou orientar
a acessibilidade do visitante aos recursos florais. lgualmente, as diferengas no tamanho
do corpo e comportamento de visita sdo fatores determinantes para a eficiéncia das
diferentes espécies de polinizadores (Faegri & Pijl, 1979; Endress, 1994).

Segundo Koschnitzke & Sazima (1997), as espécies de Passiflora polinizadas

por abelhas provavelmente representam o grupo ancestral, enquanto as espécies



ornitéfilas, isto €, polinizadas por beija-flores e morcegos podem ser consideradas
condicbes derivadas de espécies melitdfilas.

Na literatura sdo encontrados alguns estudos envolvendo a biologia floral e
polinizacao das espécies de Passiflora, porém ha poucas informag¢des sobre a origem e
o desenvolvimento da corona diante da grande diversidade morfolégica relacionada as

diferentes sindromes de polinizacao.



Il. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi elucidar a ontogenia da corona diante da
diversidade morfoldgica associada aos sistemas de polinizagcdo em espécies do género
Passiflora. Tomamos como premissas as diferentes combinagdes dos genes MADS-box
propostas no modelo molecular ABC para determinar a identidade dos 6rgaos florais em
plantas-modelo como Arabidopsis e as diferentes hipéteses encontradas na literatura
sobre a origem da corona em Passiflora, supondo ser pétala modificada ou estame
modificado. Para isto, os objetivos especificos estabelecidos foram:

1. Caracterizar morfo-anatomicamente o desenvolvimento da corona e uma
anadlise comparativa em quatro espécies e um hibrido interespecifico artificial,
representativos dos diferentes tipos morfolégicos de corona e dos diferentes clados
filogenéticos do género Passiflora: P. edulis var flavicarpa Deg., P. coccinea Aubl. e P.
‘Lady Margaret’ (hibrido P. edulis x P. coccinea) pertencentes ao subgénero Passiflora,
P. tulae Urban e P. suberosa L. do subgénero Decaloba.

2. Analisar o padrao de expressao de genes homodlogos aos fatores de
transcricdo da familia MADS-box, potencialmente envolvidos no desenvolvimento da

corona em P. edulis, com o emprego de RT-PCR e hibridizagao in situ.
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lll. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Para a realizacdo deste trabalho foram coletados botdes florais em diferentes
estagios de desenvolvimento de quatro espécies naturais e de um hibrido
interespecifico artificial, representativas dos diferentes tipos morfolégicos de corona e
dos diferentes clados filogenéticos do género Passiflora: P. edulis var flavicarpa Deg.,
P. coccinea Aubl. e P. ‘Lady Margaret’ (hibrido P. edulis x P. coccinea) pertencentes ao
subgénero Passiflora, P. tulae Urban e P. suberosa L. do subgénero Decaloba. Estas
plantas foram cultivadas em casa de vegetagdo e nos campos experimentais do
Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de

Campinas (UNICAMP) em Campinas, SP.
3.2. Metodologia
3.2.1. Microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura

Tanto para microscopia de luz como para microscopia eletrénica de varredura
(MEV), os botdes florais foram coletados e fixados em paraformaldeido a 4% (p/v) em
tampao fosfato sob vacuo (aproximadamente 600mmHg) por 20 minutos € mantidos em
geladeira (4 a 10°C) “overnight”. Em seguida, o material foi desidratado em série etilica,
conservado em alcool absoluto na geladeira.

Para estudo anatdbmico, as amostras foram incluidas em concentracbes
crescentes de resina plastica (Historesin, Leica) seguindo as instrugdes do fabricante.
Os botdes florais emblocados foram seccionados (5 pm) no micrétomo rotativo 820

Spencer e corados com azul de toluidina a 0,05% (p/v) em tamp&o de tetraborato de
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sédio em pH 4,7 (O’Brien & McCully, 1964). A seguir, procedeu-se a secagem € a
montagem permanente das laminas em resina sintética Entellan. As observagoes e
documentacgéao fotografica das laminas permanentes foram realizadas em microscopio
ZEISS modelo AxioCam HRc.

O material a ser submetido a MEV ja desidratado em série etilica foi seco ao
ponto critico, dissecado sob lupa binocular com auxilio de pingas e agulhas; montado
em suporte metalico com fita dupla-face e metalizado com ouro coloidal (Blazers
Sputter: camada de 30nm). A observacéao foi feita em microscopio de varredura LEO

435 VP pertencente ao NAP/MEPA (ESALQ/USP, Piracicaba, SP).

3.2.2. Clonagem, sequenciamento e analise de genes MADS-box

homoélogos em Passiflora envolvidos no desenvolvimento floral

As sequéncias de P. edulis homodlogas as proteinas regulatérias do
desenvolvimento floral em Arabidopsis e em outras plantas-modelo foram selecionadas
e identificadas a partir do banco de dados do Projeto PASSIOMA (Dornelas et al., 2006)
com o emprego do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990) e/ou com o uso da palavra-
chave “MADS” diretamente na pagina de interface do usuario do banco de dados do
Projeto PASSIOMA (Dornelas et al., 2006).

Os clones correspondentes aos homodlogos MADS-box APETALAT1 (APT),
PISTILLATA (Pl) e AGAMOUS (AG) em P. edulis foram obtidos da biblioteca de cDNAs
do projeto PASSIOMA. Os fragmentos obtidos encontram-se clonados em diferentes
vetores: AG e Pl no vetor pSPORT1 (Invitrogen) e AP1 no vetor pGem®T-easy
(Promega). Uma vez que as bibliotecas do PASSIOMA sao conservadas na forma de
DNA plasmidial, houve a necessidade de obtencéo de clones bacterianos contendo os

plasmideos em questdo, para os experimentos posteriores. Para tal, células
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quimiocompetentes de Escherichia coli On Shot® Top 10 (Invitrogen) foram
transformadas com os plasmideos resultantes por choque térmico a 42°C por 1 minuto
e colocadas imediatamente no gelo. Em seguida, adicionou-se 250 yL de meio SOC
liquido (2% Triptona, 0,5% Extrato de Levedura; 10mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10mM
MgCl2; 10mM MgSO4; 20mM glucose) a suspensao de bactérias e foram mantidas sob
agitacdo a 37°C por 1 hora. Posteriormente, os possiveis transformantes foram
espalhados em placas contendo meio LB (Luria-Bertani: triptona 10g/L, extrato de
levedura 5g/L e NaCl 5¢g/L) suplementado com ampicilina (100 mg/L).

Para o isolamento de DNA plasmidial utilizou-se o kit Purelink Quick Plasmid
Miniprep (Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. Para a confirmagao da
identidade dos clones obtidos, os mesmos foram analisados em um sequenciador 3100
Genetic Analyser (Applied Biosystems) no Laboratério de Génomica do CENA/USP, em
Piracicaba, SP.

Para investigar se as sequéncias dos trés clones de cDNA correspondiam a
possiveis genes MADS-box homodlogos em Passiflora, buscas de similaridade de
sequéncias entre os clones obtidos e as sequéncias dos bancos de dados publicos
foram realizadas com o emprego do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990). Para a
analise filogenética, as sequéncias de aminoacidos correspondentes a subfamilia MIKC

de Arabidopsis foram obtidas do banco de dados publicos (NCBI: www.ncbi.gov) e

alinhadas com as sequéncias de Passiflora com a utilizagdo do software ClustalX
(Thompson et al., 1994). O alinhamento final foi corrigido manualmente e utilizado para
a construcdo da arvore filogenética pelo método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987).

Matrizes de similaridade por parsiménia e calculos de Bootstrap com 1000 repeticoes
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foram obtidos com o uso do software The Molecular Genetics Analysis (MEGA) versao

4.0 (Kumar et al., 2000).

3.2.3. RT-PCR dos genes MADS-box homoélogos em P. edulis

Para a realizacdo da RT-PCR, RNAs totais dos diferentes tecidos de P. edulis
foram isolados pelo método do Trizol® (Invitrogen), com posterior tratamento com
DNAse® (AMBION) e a sintese do cDNA utilizando-se o kit “Super Script First Strand
Synthase” (Invitrogen). As fitas de cDNA foram utilizadas como molde nas reagdes de
PCR. Como controle da qualidade dos cDNAs sintetizados foram utilizados os primers
5-GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3 e 5-ATCGGGAGGGGCGATACCGTA-3" que
amplificaram um fragmento de aproximadamente 750pb do gene constitutivo ACTINA
em espécies de Passiflora sob as seguintes condi¢des: desnaturacgéo inicial a 94°C por
3 min, seguida de 33 ciclos a 94°C de 1 min, a 55°C por 1 min, a 72°C por 1 min e uma
extensao final a 72°C por 5 min.

Para as analises de RT-PCR dos homodlogos MADS-box em Passiflora foram
utilizados os cDNAs obtidos anteriormente e iniciadores especificos (primers) para cada
gene selecionado segundo descrito no item anterior. O programa utilizado para a

construgcdo dos primers foi o Primer 3 Input Program (http://frodo.wi.mit.edu/primer3)

(Rozen & Skaletsky, 1998). Os primers 5 GGCTGAAGGCAAAAGTTGAG3 e
3 GCGTTAGGTCAAGCTCGTTCS geraram um fragmento do gene homodlogo
APETALA1T com 399pb; com os primers 5TACGCTGGTCGATCTGTTG3 e 3
AGATTTGGCTGAATGGGTTGS’ foi obtido um fragmento do gene homodlogo
PISTILLATA com 435pb e um fragmento do homoélogo AGAMOUS com 398pb resultou

com os primers 5ACCATATGGCCCTTCAGTTG3’ e 3CAGGGTTGCATTCCCTGTATS.
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Antes de proceder as reacdes de RT-PCR, os primers foram testados utilizando-
se como molde a sequéncia de cDNA clonada nos respectivos vetores plasmidiais, com
as reagodes de PCR realizadas no termociclador Mastercycler Personal Eppendorf®.

Em geral, as condi¢gdes de amplificagdo foram: desnaturagao inicial a 94°C por 3
min, seguida de 30 ciclos a 94°C de 1 min, a temperatura de anelamento foi especifica
para o gene, sendo 1 min a 55°C, 53°C e 55°C para os homodlogos de AP1, Pl e AG,
respectivamente; seguindo a 72°C por 1 min e uma extensao final a 72°C por 5 min.

Os produtos de amplificagcdo foram separados em gel de agarose 1%, com
tampao TAE utilizando-se brometo de etideo na concentragdo de 1 pg/ 50mL de gel. As
bandas foram visualizadas em trans-iluminador de UV e fotodocumentada pelo Gel Doc

2000 BioRad®, com o software Quantity One.

3.2.4. Expressao dos genes MADS-box homdlogos em Passiflora por

hibridizacao in situ

As hibridizagbes in situ foram realizadas utilizando-se sondas n&o-radioativas,
segundo as técnicas descritas na literatura (Dornelas et al., 1999; 2000). Como molde
para as sondas de mRNA foram utilizados fragmentos de cDNAs de PeAP1, PePl e
PeAG conforme descrito no item 3.2.2. Os fragmentos clonados foram mantidos em
bactérias Escherichia coli estocadas em glicerol 50% a -80°C. Para a confecgao das
sondas, as culturas de bactérias contendo os respectivos insertos de cDNA clonados no
vetor foram reativadas em meio LB liquido suplementado com ampicilina (100 mg/L). Os
plasmideos pSPORT1 e pGem-T contendo os clones de cDNAs foram linearizados com
as enzimas EcoR1 (PeAG e PePl) e Pst1 (AP1), respectivamente, ambas com atividade

a 37°C por 2 horas.

15



Em seguida, houve a precipitacdo (10% de acetato de sédio 3M e duas vezes e
meia o volume de etanol absoluto) por 20 min a 12.000 rpm. Os plasmideos
linearizados foram ressuspendidos em 13 pl de agua tratada com dietil pirocarbonato
(DEPC) e submetidos a sintese de RNA in vitro. As sondas antisense foram sintetizadas
por transcrigao in vitro pela enzima SP6 em reagdo contendo uracila marcada com
digoxigenina (DIG-UTP), utilizando o kit DIG RNA Labeling (Roche) de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Os botdes florais fixados e desidratados conforme descrito no item 3.2.1 foram
embebidos em série crescente de alcool: xilol (3:1, 1:1, 1:3 e xilol puro), substituido por
parafina derretida e posteriormente emblocados em parafina, seccionados em série (8
Mm) e montados em laminas de vidro pré-tratadas com solugdo 2% de 3-
Aminopropiltrietoxisilana (Pierce) em acetona. Os cortes de material emblocado foram
desparafinados com dois banhos de xilol puro por 15 minutos cada, seguidos por
banhos com séries de xilol: etanol nas proporgcées 3:1; 1:1 e 1:3, também por 15
minutos cada banho, finalizando com duas imersdes em etanol absoluto de 10 minutos
cada e as laminas secas ao ar. As amostras foram submetidas ao tratamento de pré-
hibridizagdo com proteinase-K (1 pg/mL em Tris-HCI 0,05M pH7,5) por 12 minutos a
37°C e lavadas a seguir com agua tratada com dietil pirocarbonato (DEPC). Foram
adicionados 300 pL de solugéo de hibridizagdo em cada Iamina (10mM Tris-HCI pH7,5;
300mM NaCl; 50% formamida deionizada; 1mM EDTA; 1 x Denharts; 10% Dextran
Sulfato 50% e 600 ng de sonda marcada), cobertas com filme plastico e incubadas em
camara umida a 42°C “overnight”. Apos a hibridizagcdo, o excesso de sonda nao-
hibridizada foi retirado com duas lavagens em solugdo salina SSC quatro vezes

concentrada (0,15M NaCl e 0,015 citrato de sodio) por trinta minutos cada e duas
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lavagens em solugéo salina SSC duas vezes concentrada, também por trinta minutos
cada. Todas as lavagens foram realizadas a temperatura de 42°C. A seguir, as laminas
foram lavadas em agua Milli-Q autoclavada. Para o processo de imuno-deteccgéo, as
laminas foram inicialmente mantidas em cubetas em tampao de detecg¢ao | (DB1: 1M
Tris-HCI e 5M NaCl pH7,5) por 5 minutos. Em seguida, foram submetidas por 30
minutos ao tratamento em tampao de bloqueio DB2 (1% Blocking reagent Roche
dissolvido em DB1). As laminas foram incubadas com anticorpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatase alcalina (Fab-Fragments, Roche) diluido 1:1000 em tampao DB2
a 37°C por uma hora em cadmara umida. Apds esse periodo, foram realizadas duas
lavagens seguidas em DB1 de 15 minutos cada e um banho em DB3 (0,1M Tris-HCI;
0,1M NaCl; 0,05m MgCl2. 6H20; pH9,5) por 5 minutos. Para finalizar, aplicou-se 300 uL
da solugdo comercial de NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) / BCIP( 5-Bromo-4-
Chloro-3’-Indolyphosphatase p-Toluidine) contendo o supressor (Levamissole 1mM)
como substrato (Pierce). A reagédo de detec¢ao aconteceu em temperatura ambiente em
camara umida e no escuro “overnight”. O material hibridizado foi observado e

fotodocumentado em microscépio ZEISS modelo AXIOCAM HRc para posterior analise.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies selecionadas para este estudo estdo ilustradas na Figura 3, que
mostra a variabilidade morfolégica encontrada na corona: desde uma unica membrana
tubular e de cor contrastante em relagao as pétalas, como encontrada em P. tulae (I-J),
duas séries de filamentos, sendo os externos mais unidos na base e com extremidades
filamentosas em P. coccinea (C-D), duas séries de corona morfologicamente distintas

em P. suberosa (G-H), até varios filamentos filiformes dispostos radialmente em séries

concéntricas como em P. edulis (A-B) e em P. ‘Lady Margaret’ (E-F).

Figura 3: Flores das espécies de Passiflora. Aspecto geral da flor e corte longitudinal mostrando a
morfologia da corona, respectivamente. (A, B) P. edulis, (C, D) P. coccinea, (E, F) P. ‘Lady Margaret’
pertencentes ao subgénero Passiflora, (G, H) P. suberosa e (I, J) P. tulae do subgénero Decaloba.

Barra= 0,5cm.
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4.1. Analises morfo-anatomicas do desenvolvimento da corona em espécies

de Passiflora

4.1.1. P. edulis

As figuras 4A e 5A mostram um botédo floral de P. edulis com a localizagéo da
corona e dos o¢rgaos florais. O desenvolvimento da corona iniciou-se como uma
emergéncia do tubo floral (Figuras 4B e 5B). Na porgcado superior da emergéncia,
pequenas protuberancias adjacentes a base das sépalas e pétalas deram origem aos
filamentos da série mais externa (Figuras 4B e 5C) e na porgéo inferior desenvolveu-se
uma protuberancia anular, o opérculo (Figuras 4C e 5C). A segunda série de filamentos
da corona formou-se imediatamente abaixo da série mais terminal (Figura 4C). Nas
figuras 4D e 5D é possivel visualizar a formagao da terceira série de filamentos. As
diversas séries de filamentos emergiram entre a primeira série de filamentos da corona
e 0 opérculo, observando os primérdios dos filamentos dispostos intercalados entre as
distintas séries e progressivamente menores para o interior do tubo floral (Figuras 4E,
5E).

A figura 4E ilustra o bot&o floral num estagio avangado de desenvolvimento com
a corona multisseriada, sendo as séries externas com filamentos filiformes e mais
alongados do que as séries internas, que s&o reduzidas a pequenos pProcessos
dentiformes. Para a analise do desenvolvimento da corona em Microscopia Eletronica
de Varredura, foi preciso remover o androgindforo, possibilitando observar o atraso no
desenvolvimento das séries intermediarias de filamentos devido a compresséao pela

antera.
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Figura 4: Microscopia eletrénica de varredura de botdes florais seccionados longitudinalmente, gineceu e
estames removidos, mostrando diferentes estagios de desenvolvimento da corona em P. edulis. (A) Visao
geral do botéo floral. (B) Emergéncia do tubo floral e inicio do desenvolvimento dos primeiros filamentos
na porgao superior (seta). (C) Inicio do desenvolvimento do opérculo na porgéo inferior da emergéncia do
tubo floral (seta branca) e a segunda série de filamentos logo abaixo da série terminal (seta preta). (D)
Terceira série de filamentos (seta). Notar os filamentos intercalados entre uma série e outra. (E) Estagio
tardio de desenvolvimento com duas séries externas de filamentos filiformes e varias séries com
filamentos reduzidos (dentiformes: seta) e opérculo anelar. s: sépala, p: pétala, co: corona, op: opérculo,
fi: filamentos filiformes. Barras= 50 ym.
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Figura 5: Microscopia de luz de botdes florais seccionados longitudinalmente mostrando diferentes
estagios de desenvolvimento da corona em P. edulis. (A) Viséo geral do bot&o floral com localizagdo da
corona. (B) Emergéncia da corona no tubo floral (seta). (C) Inicio da formag&o dos filamentos da corona
na porgao superior e do opérculo na porgao inferior. (D) Formacgao da terceira série de filamentos (seta).
(E) Estagio tardio de desenvolvimento com duas séries de filamentos filiformes mais externos, a formagéo
de novas séries intermediarias (dentiformes; setas brancas) e o opérculo protegendo a camara
nectarifera (seta preta). s: sépala, p: pétala, a: antera, c: carpelo, an: androginoéforo, co: corona, op:
opérculo, n: nectario, fi: filamentos filiformes. Barras= 50 uym.
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O opérculo em P. edulis € em forma de anel, curto e justaposto a base do
androginéforo (ndo podendo ser visualizado devido a sua remocgao, Figura 4E),
protegendo a camara nectarifera. Aparentemente é capaz de impedir 0 acesso de beija-
flores e morcegos ao néctar (Sazima & Sazima, 1978), no entanto adequado ao
aparelho bucal flexivel das abelhas (Koschnitzke & Sazima, 1997).

As flores de P. edulis necessitam de polinizadores para a formacgao de frutos. Os
principais polinizadores sdo as abelhas do género Xylocopa (Varassin et al., 2001),
devido ao tamanho do corpo e o comportamento durante a coleta de néctar,
contactando os 6rgaos reprodutivos florais (Sazima & Sazima, 1989), além da
morfologia floral que favorece a atragao: flores de 8 a 10 cm com odor adocicado, os
filamentos externos da corona funcionando como uma plataforma de pouso, de modo
que o inseto explore toda a flor e com auxilio das mandibulas consegue afastar o
opérculo aderido ao androgindforo e com a glossa alcangar o néctar. Adicionalmente,
os filamentos externos da corona desta espécie exibem uma cor que contrasta com as
demais partes florais, funcionando como um atrativo visual para os polinizadores
conhecido como guia de néctar, direcionando-os a camara nectarifera (Masters, 1871;

Lindman, 1906, Endress, 1994).

4.1.2. P. coccinea

As figuras 6A e 7A indicam o posicionamento da corona e dos orgéos florais no
botao floral em P. coccinea. Por meio de comparagdes morfo-anatdmicas pode-se
observar que o desenvolvimento da corona iniciou-se como uma emergéncia do tubo
floral (Figuras 6B e 7B). Na porcao superior da emergéncia, deu inicio a formagao dos

filamentos externos, enquanto na porcéo inferior o opérculo como um crescimento
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anular (Figuras 6C e 7C). Em seguida, o opérculo expandiu-se em direcdo ao
androginéforo e simultaneamente iniciaram-se os primérdios da segunda série de
filamentos da corona, logo acima do opérculo (Figuras 6D, 7D-E). Mais tardiamente, o
opérculo tornou-se inicialmente depresso, mas apds elevou-se em diregdo ao
androginéforo. Nas Figuras 6E-F e 7F-G observa-se as duas séries de filamentos
filiformes da corona, onde os filamentos da série externa sdo mais alongados e unidos
na base, enquanto os filamentos da série interna sdo menores e o opérculo recurvado,

unido na base e denticulado na extremidade.

As flores de P. coccinea sao adequadas a polinizagao por beija-flores. Apresenta
sépalas e pétalas avermelhadas e fletidas para baixo durante a antese, androgin6foro
longo e uma corona reduzida em numero de séries de filamentos, aparentando uma
corona tubular devido a série externa de filamentos filiformes que possuem a base
unida, consequentemente auséncia de plataforma de pouso, de modo que a ave paire
durante a visita as flores. A morfologia floral descrita anteriormente foi igualmente
observada na espécie P. vitifolia por Janzen (1968). Adicionalmente, as flores de
espécies ornitdfilas exibem um opérculo com filamentos curtos na margem superior
(Benson et al.,, 1975), o que foi confirmado durante as analises morfo-anatémicas

realizadas na espécie.
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Figura 6: Microscopia eletrénica de varredura de botdes florais seccionados longitudinalmente, gineceu e
estames removidos, mostrando diferentes estagios de desenvolvimento da corona em P. coccinea. (A)
Visdo geral do botao floral. (B) Inicio da corona como pequena emergéncia do tubo floral (seta). (C)
Primeiros filamentos na porgéo superior (seta branca) e opérculo como um crescimento anular na porgao
inferior (seta preta). (D) Segunda série de filamentos proxima ao opérculo (seta). (E, F) Filamentos
externos com a base unida e as extremidades filiformes, a série de filamentos filiformes menores e o
opérculo recurvado e denticulado na extremidade. s: sépala, p: pétala, co: corona, op: opérculo, fi:
filamentos filiformes, fm: filamentos menores. Barras= 50 um.
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Figura 7: Microscopia de luz de botdes florais seccionados longitudinalmente mostrando diferentes
estagios de desenvolvimento da corona em P. coccinea. (A) Viséo geral do botéo floral com localizagéo
da corona. (B) Emergéncia da corona no tubo floral (seta). (C) Formagao da primeira série de filamentos
na porgao superior desta emergéncia e do opérculo na porgéo inferior. (D, E) Segunda série da corona
mais proxima ao opérculo (seta). (F, G) Duas séries de corona com filamentos filiformes, os filamentos da
série externa com uma base unida e a série interna com filamentos filiformes menores e o opérculo
recurvado protegendo a cadmara nectarifera (seta). s: sépalas, p: pétalas, a: antera, c: carpelo, an:
androginéforo, co: corona, op: opérculo, n: nectario. Barras= 50 pm.

25



4.1.3. P. ‘Lady Margaret’

Este material foi adicionado ao estudo por se tratar de um hibrido interespecifico
artificial entre P. edulis e P. coccinea, espécies com coronas morfologicamente distintas
e polinizadas por diferentes animais. Na Figura 8A é possivel observar as varias séries
de corona e o opérculo no estagio tardio de desenvolvimento do botao floral. Enquanto
na Figura 9A, a localizagdo da corona em relagdo aos demais 6rgaos no botao floral. O
desenvolvimento da corona em P. ‘Lady Margaret’ teve seu inicio a partir de uma
emergéncia do tubo floral (Figura 9B). Os primeiros filamentos da corona apareceram
na porgao superior da emergéncia (figura 8B) e o opérculo na porg¢ao inferior como um
anel (Figuras 8C e 9C). Observou-se o0 opérculo em estagio avangado de
desenvolvimento em relagdo a série externa de filamentos (Figuras 9C-D). A segunda
série de filamentos desenvolveu-se mais proxima ao opérculo (Figuras 8C, 9E). Entre a
primeira e a segunda série de filamentos da corona, a terceira série iniciou-se na porgao
inferior acima da segunda série, em seguida a quarta série abaixo da série externa
(Figuras 8D e 9F) e entre estas, as duas ultimas séries, onde a quinta série
desenvolveu-se acima da terceira série (Figura 8E) e a ultima série de filamentos abaixo
da quarta série (Figura 8F). Na figura 9G nao foi possivel observar a ultima série de
filamentos, no entanto, a Figura 8F ilustra as seis séries de filamentos filiformes e um
distinto opérculo, que no inicio parece plicado, porém em estagio tardio de
desenvolvimento tornou-se unido na base com pequenos filamentos filiformes na
extremidade (Figura 8G).

As flores deste hibrido apresentam uma corona com seis séries de filamentos
filiformes, enquanto seus parentais exibem uma corona multisseriada (P. edulis) e uma
corona bisseriada (P. coccinea). Por meio de comparagdes morfo-anatébmicas entre o
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hibrido e as espécies parentais, observou-se que o desenvolvimento das séries da
corona em P. ‘Lady Margaret’ ocorreu da extremidade superior e inferior para o centro
da emergéncia no tubo floral de maneira individualizada, como em P. edulis.

A relagao entre a morfologia floral e o polinizador pode ser exemplificada e
elucidada por meio da observacéao de abelhas e beija-flores visitando flores de P. ‘Lady
Margaret’ (Dornelas et al., dados nao publicados). Uma vez que as flores desta espécie
permitem a atragcdo dos dois tipos de visitantes: flor grande e a corona com varias
séries de filamentos filiformes servindo de apoio para pouso representam adaptacdes
as abelhas, como no caso de P. edulis, enquanto a cor escarlate e o opérculo unido na
base com pequenos filamentos filiformes na extremidade sao caracteristicas
relacionadas a atragdo de beija-flores, possivelmente herdados de P. coccinea. Em
algumas espécies de angiospermas, transi¢des entre as sindromes de polinizagao
aconteceram ao longo da evolugao, direcionando muitos caracteres florais adaptados a
polinizagdo por abelhas para a polinizagdo por beija-flores ou outros agentes. Por
exemplo, em Ipomoea aparentemente ha espécies adaptadas as duas sindromes de

polinizagao: melitofilia e ornitofilia (Thomson & Wilson, 2008).
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Figura 8: Microscopia eletrénica de varredura de botdes florais seccionados longitudinalmente, gineceu e
estames removidos, mostrando diferentes estagios de desenvolvimento da corona em P. ‘Lady Margaret'.
(A) Visédo geral do botéo floral. (B) Emergéncia da corona no tubo floral e inicio de formagao dos
filamentos na porgao superior da emergéncia (seta). (C) Opérculo na porgéo inferior (seta preta) e inicio
de formagao da segunda série de filamentos préxima ao opérculo (seta branca). (D, E) Séries de corona
entre a série mais externa e a série proxima ao opérculo. (F) Seis séries de corona e o opérculo. (G)
Opérculo em estagio tardio de desenvolvimento, mostrando pequenos filamentos filiformes na
extremidade (seta). s: sépala, p: pétala, co: corona, op: opérculo, fi: flamentos filiformes. Numeros
indicam a sequéncia de desenvolvimento das séries de filamentos filiformes. Barras= 50 uym.
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Figura 9: Microscopia de luz de botdes florais seccionados longitudinalmente mostrando diferentes
estagios de desenvolvimento da corona em P. ‘Lady Margaret’. (A) Visdo geral do botao floral com
localizagdo da corona. (B) Emergéncia do tubo floral (seta). (C, D) Observar opérculo em estagio mais
avangado de desenvolvimento do que a primeira série da corona. (E) Segunda série de corona préxima
ao opérculo (seta). (F) Sequéncia de desenvolvimento com duas séries de corona entre a primeira
formada e a segunda. (G) Corona em estagio tardio de desenvolvimento com apenas cinco séries de
filamentos e o opérculo sobre a cAmara nectarifera (seta). s: sépalas, p: pétalas, a: antera, ¢: carpelo, an:
androginéforo, €o: corona, op: opérculo, n: nectario. Barras= 50 ym.
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4.1.4. P. suberosa

As flores desta espécie do subgénero Decaloba apresentam um perianto com um
unico verticilo de tépalas (Figuras 3G-H). No entanto, o posicionamento da corona no
botdo floral observado nas Figuras 10A e 11A e o padrdo de desenvolvimento da
corona em P. suberosa foram similares as espécies estudadas do subgénero Passiflora,
iniciando-se como uma pequena emergéncia do tubo floral, em seguida os filamentos
externos comegaram a surgir na porgao superior da emergéncia como pequenas
protuberancias (Figuras 10B, 11B), evidenciando os filamentos externos filiformes,
eretos da sua base até a metade e na parte superior encurvados para o exterior da flor.
A formagdo do opérculo na porcao inferior (Figura 10C), com destaque da divisdo
celular periclinal (Figura 11C). A segunda série de filamentos da corona teve inicio entre
a série externa e o opérculo, com os filamentos organizados de forma intercalar entre
os filamentos da primeira série (Figuras 10D, 11D-E). Na Figura 10E é possivel
observar o opérculo plicado e os filamentos filiformes da série externa alongando-se.
Em estagio tardio de desenvolvimento, observaram-se as duas séries de filamentos
filiformes da corona, onde a série externa apresenta filamentos maiores e a série
interna de filamentos menores com o apice capitado, o opérculo caracterizou-se como

plicado verticalmente com extremidade fimbriada (Figuras 10F, 11F).
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Figura 10: Microscopia eletrénica de varredura de botdes florais seccionados longitudinalmente, gineceu
e estames removidos, mostrando diferentes estagios de desenvolvimento da corona em P. suberosa. (A)
Visao geral do botao floral. (B) Filamentos filiformes externos na porgéo superior da emergéncia do tubo
floral (seta). (C) Opérculo na porgéo inferior (seta). (D) Segunda série de corona entre a série externa e o
opérculo (seta). (E) Série externa de filamentos filiformes (seta branca) e opérculo plicado (seta preta).
(F) Botao floral em estagio tardio de desenvolvimento com duas séries de corona morfologicamente
diferentes (fi e fm) e opérculo plicado verticalmente com a extremidade fimbriada. t: tépalas, co: corona,
op: opérculo, fi: filamentos filiformes, fm: flamentos menores com apice capitado. Barras= 50 um.
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Figura 11: Microscopia de luz de botbes florais seccionados longitudinalmente mostrando diferentes
estagios de desenvolvimento da corona em P. suberosa. (A) Viséo geral do bot&o floral com localizagdo
da corona, destaque para o perianto com um verticilo de tépalas. (B) Inicio de formagéo dos filamentos
externos da corona na porgao superior da emergéncia do tubo floral. (C) Destaque para a divisdo celular
periclinal (seta) evidenciando o inicio da formagédo do opérculo na porgéo inferior. (D) Segunda série de
corona formada entre a primeira e o opérculo (seta). (E, F) Duas distintas séries de corona: filamentos
filiformes externos e os filamentos filiformes menores com apice capitado e o opérculo plicado sobre a
camara nectarifera (seta). t: tépalas, a: antera, c: carpelo, an: androginéforo, ¢o: corona, op: opérculo, fi:
filamentos filiformes, fm: filamentos menores, n: nectario. Barras= 50 uym.
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Na espécie P. suberosa, as flores sao inconspicuas, sem emissdo de odor
perceptivel ao olfato humano (Amela-Garcia et al., 2007). Os principais polinizadores
sao abelhas de pequeno porte e vespas dos géneros Mischocyttarus e Eumenideae
(Faegri & Pijl, 1971; Koschnitzke & Sazima, 1997), que utilizam os filamentos da corona
como plataforma de pouso. De acordo com as observacdes de Koschnitzke & Sazima
(1997), a presenga do tubo floral plano e do opérculo plicado com extremidade
fimbriada permite a exposi¢cdo da camara nectarifera a visitantes ndo especializados,
que conseguem afastar facilmente as dobras do opérculo, introduzindo o curto aparelho

bucal e obtendo o néctar.

4.1.5. P. tulae

Uma visdo geral do botado floral com localizagdo da unica série de corona e dos
orgaos florais pode ser observada nas Figuras 12A e 13A. O inicio do desenvolvimento
da corona em P. tulae ocorreu como nas demais espécies estudadas, como uma
pequena emergéncia do tubo floral (Figuras 12B, 13B). Na porg&o superior, iniciou-se a
formagado da unica série de filamentos (Figuras 12C e 13C) e na porcao inferior deu
inicio a formacao do opérculo (Figuras 12C, 13D) que se tornou plicado verticalmente
(Figura 12D). Em estagio tardio de desenvolvimento verificou-se a corona tubular e a
presenca do opérculo plicado verticalmente na base da corona, que cobre a camara

nectarifera (Figuras 12E, 13E-F).

33



Figura 12: Microscopia eletrénica de varredura de botdes florais seccionados longitudinalmente, gineceu
e estames removidos, mostrando diferentes estagios de desenvolvimento da corona em P. tulae. (A)
Vis&o geral do botao floral. (B) Pequena emergéncia do tubo floral (seta). (C) Série de filamentos unidos
na porgado superior (seta branca) e opérculo na porgéo inferior (seta preta). (D, E) Série Unica de
filamentos unidos formando a corona tubular e opérculo plicado. s: sépala, p: pétala, co: corona, op:
opérculo. Barras= 50 um.
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Figura 13: Microscopia de luz de botbes florais seccionados longitudinalmente mostrando diferentes
estagios de desenvolvimento da corona em P. tulae. (A) Visdo geral do bot&o floral com localizagdo da
corona. (B) Emergéncia do tubo floral (seta). (C) Inicio do desenvolvimento da corona na porg¢éo superior
da emergéncia. (D) Opérculo na porgéo inferior. (E, F) Série unica de corona tubular e opérculo plicado,
protegendo a camara nectarifera (seta). s: sépalas, p: pétalas, a: antera, c¢: carpelo, an: androginéforo,
co: corona, op: opérculo, n: nectario. Barras= 50 ym.
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As flores de P. tulae diferenciam-se das demais espécies analisadas devido a
presenca de uma corona tubular de cor alaranjada que contrasta com a cor das sépalas
e pétalas. Analises morfo-anatbmicas permitiram observar que desde o inicio do
desenvolvimento da corona, os primérdios dos filamentos sao soldados, descartando-
se, portanto a hipotese de fusao pds-genital. Também se verificou que o opérculo desta
espécie € plicado. As caracteristicas comentadas anteriormente evidenciam uma
adaptacao a polinizagao por beija-flores, em especial o tubo floral tubular e as cores do
perianto e da corona. Estas observagées concordam com o relatado por Kay (2003) a
respeito das espécies P. murucuja, P. orbiculata e P. maestrensis, igualmente
pertencentes ao subgénero Decaloba, que possuem flores vermelhas ou rosas e os
filamentos conados, resultando em uma corona tubular.

A diversidade morfolégica do opérculo observada nas espécies estudadas
parece estar relacionada a morfologia e ao comportamento de determinados
polinizadores (Varassin, 1992). Estruturas florais que ocultam o néctar, tornando-o
inacessivel a determinados visitantes sao interpretados como adaptag¢des para prevenir
desperdicio ou podem ser consideradas como especializacbes a determinados
polinizadores para garantir o sucesso reprodutivo da espécie (Faegri & Pijl, 1971).
Geralmente, opérculos aderidos a camara nectarifera permitem o acesso a
determinados polinizadores, enquanto opérculos plicados permitem o acesso ao néctar
por visitantes menos especializados (Koschnitzke & Sazima, 1997).

Os resultados morfo-anatémicos apresentados anteriormente das espécies em

estudo sao mostrados resumidamente na Tabela1:
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Espécies Corona Filamentos Opérculo Origem

multisseriada fil |fo!'mes e anelar emergéncia do
dentiformes tubo floral
filifoormes maiores .
i de base alargada unldq nabase & emergéncia do
bisseriada e filiformes denticulado na tubo floral
menores extremidade
unido na base e emeraéneia do
seis séries filiformes filamentoso na g
) tubo floral
extremidade
filifoormes maiores licado e
bisseriada e filiformes exF’zremi dade emergéncia do
menores com X tubo floral
.- . fimbriada
apice capitado
. ) . emergéncia do
unisseriada tubular plicado g

tubo floral

Os orgaos florais em Passiflora surgem inicialmente como nas demais
angiospermas, de forma centripeta. No entanto, o desenvolvimento da corona
independentemente da espécie observada tem formacéo tardia e posterior aos demais
orgaos florais. Estas observagdes concordam com as de Kunze (1990), Endress (1994)
e Bernhard (1999), de que a corona se desenvolve apds a corola e o androceu terem
alcancado um estagio avangado de desenvolvimento.

O desenvolvimento inicial da corona foi similar entre as espécies em estudo,
iniciando-se como uma emergéncia do tubo floral. Na por¢ado superior da emergéncia,
pequenas protuberancias adjacentes a base das sépalas e pétalas originaram a série
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de filamentos mais externa. Em seguida, na por¢ao inferior formou-se o opérculo, que
mais tarde apresentara morfologias diversas, sendo considerada uma estrutura de
grande importancia para a definigdo taxonédmica no género (Tilett, 1988). A presenca de
um opérculo plicado é caracteristica em flores do subgénero Decaloba (Krosnick &
Freudenstein, 2005), o que foi igualmente observado nas duas espécies de Decaloba
estudadas: P. suberosa e P. tulae. Diante dos resultados obtidos com as diferentes
espécies analisadas e independentemente da morfologia observada, os filamentos da
corona € o opérculo derivam de um mesmo tecido. Observacao semelhante foi obtida
por Bernhard (1999) em estudos com P. racemosa Brot.. Krosnick & Freudenstein
(2005) afirmaram que os filamentos da corona e o opérculo sdo estruturas altamente
conservadas em todo o género, porém devem ser consideradas distintas
morfologicamente e funcionalmente, independente da ontogenia. O opérculo tem
grande importancia em proteger a camara nectarifera: exclui pequenos insetos e
previne a perda do néctar em espécies com flores pendentes ou em dias chuvosos
(MacDougal, 1994).

De acordo com os resultados morfo-anatomicos apresentados neste estudo, a
corona nao é um o6rgao sexual especial ou um verticilo sui generis, como sugerido
anteriormente por Masters (1871), assim como n&o se pode sustentar a origem
estaminal defendida por Endress (1994). A corona pode ser considerada como uma
emergéncia, sendo um produto tardio das pétalas e sépalas, uma vez que compartilham
a mesma origem no tubo floral (MacDougal, 1994) e aparentemente possuem a mesma
funcdo em Passiflora: atua na interagdo com polinizadores. Segundo Puri (1947, 1948),
a corona pode ser considerada um apéndice do tubo floral, representada

estruturalmente em varias séries de filamentos, membranas e anéis. Ulmer &
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MacDougal (2004) e Bernhard (1994, 1999) consideram os filamentos da corona como
um crescimento na base das sépalas e pétalas, com algumas espécies exibindo os
filamentos maiores que as pétalas. Payer (1857) ao analisar o desenvolvimento floral do
hibrido P. loudonii concluiu que os filamentos da corona e o opérculo sao estruturas
derivadas de pétalas.

Os resultados apresentados confirmam a separacdo taxon6mica em dois
subgéneros de acordo com a morfologia floral. A presenga de uma corona conspicua e
com varias séries de filamentos filiformes, um longo tubo floral e a camara nectarifera
bem protegida pelo opérculo correspondem as espécies do subgénero Passiflora,
enquanto as espécies do subgénero Decaloba apresentam flores menores, a corona
com séries reduzidas de filamentos, o opérculo plicado, a cAmara nectarifera exposta
devido ao tipo floral aberto em P. suberosa, com exceg¢ao de P. tulae que apresenta

corona tubular abrigando a camara nectarifera.

4.2. Analise filogenética das sequéncias dos genes MADS-box homélogos

em P. edulis

Apoés a clonagem e re-sequenciamento dos provaveis fragmentos
correspondentes aos homdlogos MADS-box em Passiflora, as sequéncias de
nucleotideos de cada clone foram comparadas com sequéncias de outras espécies
depositadas nos bancos de dados publicos usando a ferramenta BLASTx. Os cDNAs
clonados correspondentes aos genes PeAPETALA1 (PeAP1), PePISTILLATA (PePl) e
PeAGAMOUS (PeAG) apresentaram similaridades significativas de 76, 80 e 62%,
respectivamente com as sequéncias dos genes MADS-box APETALA1 (AP1),

PISTILLATA (Pl) e AGAMOUS (AG) de Arabidopsis, envolvidos no desenvolvimento
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floral. Além da similaridade, a porcentagem de identidade (61, 63 e 43%,
respectivamente) entre as sequéncias apresentou valores moderados que, aliados aos
valores de e-value (3e-55, 2e-63 e 3e-05, respectivamente) permitiram a confiabilidade
nos resultados do BLASTX para as sequéncias estudadas.

O clone contendo o gene PeAP1 mostrou possuir 632 pares de bases,
codificando uma proteina com 256 aminoacidos. O clone de PePl mostrou 946 pares de
bases e codificou uma proteina com 211 aminoacidos. Ja PeAG constituiu 1050 pares
de bases, mesmo sendo uma sequéncia incompleta a 5’, porém completa e longa a 3’
possuindo inclusive uma cauda poli-A, mostrou um quadro aberto de leitura codificador
de 57 aminoacidos.

Somente as sequéncias protéicas codificadas pelos genes PePl e PeAP1
apresentaram os tipicos dominios encontrados nas proteinas MIKC, enquanto a
sequéncia codificada pelo gene PeAG apresentou somente o dominio C-terminal, ideal
para investigar seu padrao de expressao, por se tratar de uma regido divergente entre
os membros da familia de fatores de transcrigdo do tipo MADS-box.

Inicialmente, as sequéncias de aminoacidos deduzidas de P. edulis foram
alinhadas com as sequéncias correspondentes a subfamilia MIKC das proteinas MADS-
box de Arabidopsis com utilizagdo do programa CLUSTALX (Thompson et al., 1994).
Para a construgéo da arvore filogenética, somente os fragmentos referentes ao dominio
C-terminal de PeAP1, PePl e PeAG foram comparados com a mesma regido nas
diferentes proteinas MIKC de Arabidopsis. Embora o dominio carboxi terminal (C-
terminal) das proteinas MADS-box € muito varidvel em tamanho e sequéncia, este
apresenta uma regido que permite distinguir as subfamilias das proteinas MADS-box,

sendo considerado determinante na formacdo de complexos protéicos especificos que
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garantem a especificidade funcional. Analises detalhadas deste dominio nos genes
PISTILLATA e APETALA3 (AP3) em Arabidopsis revelaram uma importante fungéo
desta regido em especificar a fungdo das correspondentes proteinas: o dominio C-
terminal de AP3 é suficiente para conferir a fungao do gene sobre a proteina P/ no que
diz respeito em especificar a identidade de pétalas e estames (Lamb & Irish, 2003).
Adicionalmente, as proteinas do grupo MIKC tém importancia funcional na regulagéo da
determinagao do meristema floral e na especificagdo da identidade dos 6rgaos florais,
visto que os fatores de transcricdo envolvidos no modelo ABC (exceto APETALA2)
pertencem a este grupo.

A arvore filogenética construida neste trabalho confirma as informacgbes das
analises no banco de dados NCBI e demonstra as relagdes de similaridade entre as
sequéncias de aminoacidos de Passiflora e Arabidopsis (Figura 14). A sequéncia do
homologo AP7 foi incluida no clado referente a classe de genes A; enquanto a
sequéncia do homologo Pl foi fortemente suportado no clado da classe B e a sequéncia
do gene homodlogo AG foi agrupada no clado da classe C. Todas as sequéncias de
Passiflora analisadas foram agrupadas com Arabidopsis com um alto valor de Bootstrap
de 98, 100 e 99%, respectivamente.

Devido ao grau de similaridade e a relacdo filogenética com os genes de
APETALAT1, PISTILLATA e AGAMOUS de Arabidopsis foi sugerido que os fragmentos
clonados em Passiflora representam homologos aos genes MADS-box. Por esta razdo,
as sequéncias génicas identificadas em P. edulis foram nomeadas em PeAPETALAT

(PeAP1), PePISTILLATA (PePl) e PeAGAMOUS (PeAG).
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Figura 14: Arvore filogenética com sequéncias protéicas de MADS-box do tipo MIKC de Arabidopsis e
com sequéncias protéicas deduzidas de Passiflora (dominio C-terminal). Os genes PeAP1, PePle PeAG
aparecem destacados. Os numeros préximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000

replicagdes. Apenas os valores superiores a 75% sao apresentados.
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4.3. Analises de expressao dos genes MADS-box homoélogos em P. edulis

via RT-PCR

Os cDNAs sintetizados a partir de amostras de RNA total de raiz (R), caule (C),
folha (F), apice reprodutivo (AR) e botao floral em inicio de desenvolvimento (BF) de P.
edulis foram utilizados em reagdes de RT-PCR, onde a expressao temporal dos genes
PeAP1, PePl e PeAG foi analisada nestes diferentes tecidos. A amplificagcdo foi
realizada com pares de primers especificos para cada gene conforme descrito no item
3.2.3 e com o controle interno, o gene ACTINA que serviu para a padronizagdo dos
dados (Figuras 15, 16 e 17, respectivamente). Os pares de primers utilizados para cada
gene geraram fragmentos especificos, com os tamanhos esperados, demonstrando a
eficiéncia dos primers e das condi¢des empregadas para amplificagdo dos cDNAs de
interesse.

O fragmento de PeAP1 apresentou amplificacdo nas amostras de raiz, caule e
apice reprodutivo (Figura 15). A observagdo de expressao no apice reprodutivo é
consistente com a funcdo proposta por AP71 na especificacdo da identidade do
meristema floral em Arabidopsis (Mandel et al., 1992). Em relagdo a expressdo nos
tecidos vegetativos, estudos indicam que em videira dois genes do tipo MIKC
homologos a APT apresentaram expressdo na gavinha (Calonje et al.,, 2004), o que
suporta a idéia da expressao também em 6rgaos vegetativos, sugerindo o recrutamento
deste gene para uma nova funcionalidade. Estudos em outras espécies também
verificaram a expressao de homologos de AP17 tanto em tecidos vegetativos como em

reprodutivos (Ma et al., 1991).
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Figura 15: RT-PCR de diferentes tecidos de P. edulis. No painel superior, as bandas indicam a
amplificagdo do fragmento de PeAP1, enquanto no painel inferior, as bandas correspondem a
amplificagéo do gene constitutivo ACTINA como controle positivo. R: raiz, C: caule, F: folha, AR: apice

reprodutivo e BF: botao floral.

Analises de RT-PCR de PePIl revelaram um padrao de expressao exclusivo no
desenvolvimento floral, sendo expresso nos dois tecidos reprodutivos, porém
preferencialmente em botdo floral do que no apice reprodutivo (Figura 16). Estes
resultados condizem com uma provavel conservagao de funcao entre P/ e seu ortélogo
potencial em Arabidopsis, uma vez que a fungdo do gene Pl é especificar a identidade
de pétalas e estames em Arabidopsis, sendo 0 mesmo expresso exclusivamente em

flores (Goto & Meyerowitz, 1994).

R C

435pb

750pb

Figura 16: RT-PCR de diferentes tecidos de P. edulis, No painel superior, as bandas correspondem a
amplificagéo do fragmento de PePI, enquanto no painel inferior, as bandas indicam amplificagdo do gene
constitutivo ACTINA como controle positivo. R: raiz, C: caule, F: folha, AR: apice reprodutivo e BF: botéo

floral.
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Os resultados de RT-PCR do fragmento de PeAG indicaram amplificacdo em
todos os tecidos de P. edulis (Figura 17). A sua expresséo preferencial na amostra de
caule pode ser considerada incomum. Em plantas, os fatores de transcricido da familia
MADS-box estdo envolvidos principalmente no desenvolvimento de flores e dos frutos
(Bowman et al., 1999), no entanto podem atuar como reguladores de outros processos
do desenvolvimento vegetal (Ma et al, 1991, Rounsley et al,, 1995). Uma hipotese
alternativa para a expressdo de PeAG em tecidos vegetativos € a duplicagdo génica
seguida de neofuncionalizagcdo, uma vez que outros paralogos de PeAG foram

recentemente descobertos por nosso grupo (dados n&o publicados).

398pb

750pb

Figura 17: RT-PCR de diferentes tecidos de P. edulis. O painel superior mostra as bandas
correspondentes a amplificagéo do fragmento de PeAG, enquanto no painel inferior, as bandas indicam
amplificagdo do gene constitutivo ACTINA como controle positivo. R: raiz, C: caule, F: folha, AR: apice

reprodutivo e BF: botao floral.
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4.4. Anadlises de expressao dos genes PeAP1, PePl e PeAG durante o

desenvolvimento da corona por hibridizacao in situ

Neste trabalho, houve interesse pela analise da expresséo de genes homdlogos
aos da subfamilia MIKC, codificadores dos fatores de transcricdo MADS-box, para
investigar um possivel envolvimento dos mesmos na ontogenia dos filamentos da
corona em Passiflora. A interagao das proteinas desta subfamilia € responsavel pela
identidade de o6rgéos florais (Theissen et al., 2000, Diaz-Riquelme et al., 2009) e pelo
estabelecimento de inovagbes florais nas angiospermas ao longo da evolugao
(Theissen et al., 2000).

Para verificar o padréo espacial e temporal dos genes homélogos ao modelo
ABC durante o desenvolvimento da corona, o acumulo de transcritos dos respectivos
genes foram analisados por hibridizagao in situ somente na espécie P. edulis devido a
preocupagdo em sintetizar sondas especificas (homodlogas) a cada gene estudado.
Ainda, foi devido a esta preocupagao que apenas fragmentos curtos, correspondentes
aos codificadores das regides C-terminais e 3'UTR (regido nao-traduzida) foram
utilizados em cada clone, de modo a garantir a especificidade das sondas e possibilitar
a relagdo da funcionalidade génica durante os diferentes estagios de desenvolvimento
da corona.

Botdes florais de P. edulis em diferentes estagios de desenvolvimento foram
seccionados longitudinalmente e hibridizados com sonda de PeAP7. A Figura 18A
ilustra o padrédo de expressao do gene no botéo floral. Desde o inicio, quando a corona
surge como uma emergéncia no tubo floral, o sinal de hibridizagcado foi uniforme nas
células epidérmicas e subepidérmicas (Figura 18B), permanecendo durante a formagao
do opérculo na porgéao inferior (Figura 18C), no nectario e na formagdo da segunda
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série de filamentos da corona (Figura 18D). No entanto, com desenvolvimento de mais
séries de filamentos, a expressdo concentrou-se preferencialmente nas células
epidérmicas destes filamentos externos e foi excluida do opérculo (Figura 18E). A
Figura 18F ilustra melhor este limite de sinal de hibridizagdo, ndo se observando a
presenca de transcritos nas células do primordio do opérculo.

De acordo com os resultados de RT-PCR, o gene PeAP1 ndo apresentou
expressao em botao floral, no entanto foi possivel verificar seu padrao de expressao
durante o desenvolvimento floral, mais precisamente no desenvolvimento da corona por
meio de hibridizagdo in situ, como um fraco sinal em todos os estagios observados.
Portanto, a hipotese sugerida é que a funcdo do homdlogo AP71 é conservada em
Passiflora no que diz respeito a identidade do meristema floral, uma vez que seu pico
de expressao foi no apice reprodutivo e a auséncia de banda no experimento de RT-
PCR em botao floral justificou-se pela baixa quantidade de transcritos igualmente
observada em hibridizagdo in situ (sinal fraco). Talvez, numa reacédo saturada (40
ciclos) seria possivel observar uma banda indicando a amplificagdo em botéo floral, ja

que a técnica de RT-PCR foi empregada como analise semi-quantitativa.
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Figura 18: Hibridizagéo in situ em botdes florais seccionados longitudinalmente, mostrando o padrao de
expressdo de PeAP1 durante o desenvolvimento da corona em P. edulis. (A) Visdo geral do botéo floral.
(B) Sinal de hibridizagao uniforme durante emergéncia da corona no tubo floral (seta). (C) O precipitado
rosado indica a presenga de transcritos na regidao dos filamentos da corona ao opérculo (seta preta) e do
nectario (seta branca). (D) Sinal fraco e uniforme em células epidérmicas e subepidérmicas dos
filamentos da corona estendendo-se ao opérculo e ao nectario (setas). (E) No desenvolvimento tardio da
corona, sinal de hibridizagao detectado nas células epidérmicas dos filamentos da corona e auséncia no
primordio do opérculo. A seta delimita a expressdo génica. (F) Detalhe da regido-limite entre os
filamentos da corona hibridizados e o opérculo. s: sépala, p: pétala, a: antera, c: carpelo, an:
androginoéforo, co: corona, op: opérculo. Barras= 50 ym.
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A Figura 19 apresenta o padrao de expressdo do gene PePl observado nos
diferentes estagios de desenvolvimento da corona em P. edulis. Na Figura19A observa-
se 0 botao floral seccionado longitudinalmente hibridizado com sonda antisense do
gene de interesse. Inicialmente, detectou-se um fraco sinal de hibridizagao
uniformemente nas células epidérmicas e subepidérmicas na porcdo superior da
emergéncia do tubo floral (Figura 19B). Com o desenvolvimento do opérculo na porgao
inferior, o sinal de hibridizagdo manteve-se mais restrito a esta regido, bem como no
nectario (Figura 19C). No decorrer da formagao da segunda série de filamentos, ha um
declinio do sinal de expressao, visivel apenas na regiao mais interna dos filamentos da
corona (Figura 19D). Durante o desenvolvimento tardio ndo houve detecgdo de sinal
nos tecidos dos filamentos da corona, porém observou-se um precipitado purpuro,
denotando a presencga de transcritos nas células do filamento da antera (Figuras 19D -
E).

O padrao de expressado observado para PePl confirmou os resultados obtidos
por RT-PCR, em que o gene expressou-se preferencialmente em botdes florais e por
meio da hibridizagdo in situ observou-se o envolvimento do gene na especificagdo da
identidade de estames conforme a sua expressao local nos filamentos da antera.

Em Arabidopsis, o gene Pl interage com AP3 (APETALA3) para especificar a
identidade de pétalas e estames e sua expressao € restrita a estes érgéos (Riechmann
et al., 1996). Padrdes similares de expressao tém sido reportados em muitas espécies,
entre elas: petunia (Petunia hybrida, Vandenbussche et al., 2004), maga (Malus

domestica, Yao et al., 2001) e videira (Vitis vinifera, Poupin et al., 2007).
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Figura 19: Hibridizacéo in situ em botdes florais seccionados longitudinalmente, mostrando o padrao de
expressao de PePl durante o desenvolvimento da corona em P. edulis. (A) Viséo geral do botao floral. (B)
Inicio da formagdo da corona com fraco sinal de hibridizagdo uniforme nas células epidérmicas e
subepidérmicas na regido superior € um pouco mais evidente no primérdio do opérculo na porgao inferior.
(C) Sinal de hibridizagéo detectado na regido correspondente ao opérculo (seta preta) e ao nectario (seta
branca). (D) Auséncia de sinal de hibridizagdo nas células epidérmicas dos filamentos da corona e sinal
forte nas células mais internas (seta). (E) Corona em estagio tardio de desenvolvimento mostrando sinal
de hibridizacdo arroxeado nas células do filamento da antera e auséncia de sinal de hibridizagcdo na
corona e no opérculo. s: sépala, p: pétala, a: antera, ¢: carpelo, an: androginéforo, co: corona, op:
opérculo. Barras= 50 ym.
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O gene PeAG também teve seu padrdao de expressao investigado em P. edulis
em diferentes estagios de desenvolvimento da corona. A Figura 20A apresenta a
secgdo longitudinal do botdo floral hibridizado com sonda antisense de PeAG.
Inicialmente, um sinal de hibridizagdo com maior intensidade na porcéo inferior da
emergéncia (Figura 20B), em seguida foi detectado também nas células dos filamentos
da corona, do opérculo e do nectario (Figuras 20C) denotando a presencga de transcritos
de PeAG. Com a formacdo de novas séries de filamentos, o sinal de hibridizacéo
tornou-se mais fraco e uniforme nas células epidérmicas e subepidérmicas,
estendendo-se desde o filamento da corona mais externo até ao opérculo e ao nectario
(Figura 20D). No estagio tardio de desenvolvimento, o sinal de hibridizagdo permaneceu
nos filamentos mais externos da corona, no opérculo e no nectario (Figura 20E). A
Figura 20F destaca as células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da série
mais externas da corona hibridizadas com a sonda antisense de PeAG.

Em Arabidopsis, o gene AG determina a identidade do meristema floral e dos
orgaos reprodutivos no inicio do desenvolvimento floral (Mizukami & Ma, 1997). No
entanto, outras fungdes foram atribuidas ao gene no estagio tardio do desenvolvimento
floral correspondente a formagao do polen e de 6vulos (Bowman et al., 1991, Wellmer

et al., 2004).
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Figura 20: Hibridizagéo in situ em botdes florais seccionados longitudinalmente, mostrando o padrao de
expressdo de PeAG durante o desenvolvimento da corona em P. edulis. (A) Visédo geral do botao floral.
(B, C) Sinal de hibridizagdo mais intenso na regido correspondente aos filamentos da corona, ao opérculo
(seta preta) e ao nectario (seta branca). (D) Sinal de hibridizagédo fraco e uniforme desde os filamentos
externos da corona até o opérculo e nectario (setas). (E) Corona em desenvolvimento tardio, sinal forte
de hibridizagdo nas células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da corona, do opérculo (seta
preta) e do nectario (seta branca). (F) Detalhe das células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos
da corona mais externos hibridizadas com a sonda PeAG. s: sépala, p: pétala, a: antera, ¢: carpelo, an:
androginoéforo, ¢o: corona, op: opérculo. Barras= 50 ym.
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Durante o desenvolvimento floral em Arabidopsis, o modelo ABC prediz uma
regulacéo espacial da atividade dos genes A, B e C, consistente com a localizagao e
quantidade de transcritos (Krizek & Fletcher, 2005). Observagao semelhante durante o
desenvolvimento da corona em P. edulis, em que o padrdo de expressao dos genes
PeAP1, PePl e PeAG foi contextualizado no nivel celular, visualizando um precipitado
colorido no caso da presenca de transcritos. Conforme os resultados obtidos, a
expressao dos genes analisados foi similar no inicio do desenvolvimento da corona,
como um sinal uniforme. No entanto, no estagio tardio da corona com as varias séries
de filamentos e o opérculo bem desenvolvido, cada gene teve seu padrdo unico de
expressao: os transcritos de PeAP1 concentraram-se nas células epidérmicas dos
flamentos mais externos, PeAG expressou-se nas células epidérmicas e
subepidérmicas dos filamentos externos, no opérculo e no nectario, enquanto o gene
PePl apresentou um intenso sinal de hibridizacdo nas células dos filamentos da antera,
nao observando sinal nas células dos filamentos da corona e nem do opérculo.

Inicialmente, o modelo molecular ABC foi desenvolvido para as espécies que
apresentam claramente um perianto diferenciado em sépalas e pétalas, no entanto, tem
sido utilizado em diversos estudos para determinar as bases genéticas para os érgéos
indiferenciados do perianto, e assim desvendar o mistério da diversidade na morfologia
floral entre as angiospermas. Diversos autores sugerem que a diversidade floral é
resultado de mudangas nos dominios de expressao dos genes homedticos, em especial
aos genes da classe B, considerados de grande importancia evolutiva (Theissen et al.,
2000, Kanno et al., 2003, Ferrario et al., 2004). Diante disso, foi sugerido um “modelo
ABC modificado” para as espécies que apresentam o6rgaos petaldides no primeiro

verticilo (Kim et al., 2005, Kramer et al., 2007, Soltis et al., 2007).
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Andlises comparativas da expressdo dos genes MADS-box envolvidos no
desenvolvimento floral entre as diferentes espécies indicaram a conservacado das
funcdes dos genes. Esta conservacgao funcional pode ser utilizada para determinar a
homologia de 6rgaos florais entre espécies de angiospermas de taxons distantes,
inclusive 6rgaos representando inovacgdes florais. Portanto, a compreensao da evolugao
dos genes que controlam o desenvolvimento floral permite a inferéncia de divergéncias
da origem do ¢rgao floral e de forgas seletivas que direcionaram as diferentes
morfologias (Lawton-Rauh et al., 2000).

Os diferentes padroes de expressdo génica observados durante o
desenvolvimento da corona na espécie P. edulis indicaram que os trés genes
homologos aos genes do modelo ABC estédo envolvidos no desenvolvimento da corona
em Passiflora. Estes genes podem nao ser os responsaveis diretos pela ontogenia dos
filamentos da corona, porém podem atuar na regulacdo de outros genes envolvidos na
formacdo desta estrutura e até mesmo participarem de um “modelo ABC” adaptado

para incluir a identidade dos filamentos da corona.
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V. CONCLUSOES

As analises morfo-anatbmicas da corona durante o0s estagios de
desenvolvimento nas diferentes espécies em estudo mostraram evidéncias de que sua
formagao ontogenética é tardia, isto €, aparece apds a formacgao de todos os verticilos
florais. Este estudo sugeriu que os filamentos da corona podem ser considerados como
uma emergéncia, um produto do desenvolvimento tardio de sépalas e pétalas que
compdéem o tubo floral. Adicionalmente, os filamentos da corona e o opérculo
compartilharam a origem a partir de um mesmo tecido inicial, sendo, porém distintos em
estrutura e funcao.

Os genes PeAPETALAT1, PePISTILLATA e PeAGAMOUS homoélogos aos fatores
de transcricdo do modelo ABC apresentaram diferentes padrdes de expressdo durante
o desenvolvimento dos filamentos da corona e do opérculo, indicando uma possivel
funcdo dos mesmos no desenvolvimento destas estruturas. Os resultados obtidos
indicaram uma conservagao evolutiva dos elementos moleculares responsaveis pela
identidade dos orgéos florais entre Arabidopsis e Passiflora, incluindo o recrutamento
de novos padrbes de expressao que poderiam explicar a formacdo de estruturas
consideradas “novidades evolutivas” durante o desenvolvimento floral em

angiospermas.
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