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RESUMO

A corona floral € uma estrutura tipica das flores da familia Passifloraceae. A elucida¢do dos
mecanismos responsaveis pela formacdo da corona é de extrema importancia para a
compreensdo dos processos evolutivos que permitiram a diversificagdo das interacdes com
polinizadores nas espécies desta familia. Este trabalho teve por objetivo identificar e
caracterizar fatores de transcricdo (FT) preferencialmente expressos na corona em
Fassiflora spp. Para tal, o banco de etiquetas de genes expressos (ESTs) PASSIOMA foi
investigado e 139 cDNAs foram identificados: 69 derivados de bibliotecas florais de P.
edulis, 68 de P. suberosa e 2 de P. pohlii. No intuito de atribuir identidades as sequéncias
realizou-se uma andlise de parcimOnia, com a obten¢do de cladogramas que permitiram a
identificacdo de membros de 31 familias génicas de fatores de transcri¢do em Passiflora
spp. Experimentos de macroarranjo mostraram que 9 genes putativos, codificadores de
fatores de transcricdo, apresentaram expressdo nos filamentos da corona. Para a
caracterizacdo mais completa desses fatores de transcri¢do, foram realizados experimentos
de RT-PCR em 5 destes 9 genes e hibridizacdo in situ com dois dos 5 genes analisados por
RT-PCR. Os resultados obtidos com RT-PCR indicaram que estes genes sao expressos nos
tecidos da corona mas também em folhas e outros orgaos florais. Os resultados da
hibridizacdo in situ confirmaram que os genes encontrados ndo sdo especificamente

€Xpressos na corona.
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ABSTRACT

The corona is a floral structure typical from the Passifloraceae family. The elucidation of
the mechanisms responsible for the formation of the corona is of great importance to the
comprehension of the evolutionary processes that allowed the diversification of the
interactions with pollinators among the species of this family. This work aimed the
identification and characterization of transcription factors (FT) preferentially expressed in
the corona of Passiflora spp. For that, the expressed sequence tags (ESTs) database
PASSIOMA was investigated and 139 cDNAs were identified: 69 derived from P. edulis
flower libraries, 68 from P. suberosa and 2 from P. pohlii. Aiming to attribute identities to
the sequences, a parsimony analysis was performed, with the obtaining of cladograms that
allowed the identification of members belonging to 31 different transcription factor gene
families in Passiflora spp. Macroarray experiments indicated that 9 putative genes coding
for transcription factors showed expression in corona filaments. Further characterization of
these transcription factors included RT-PCR experiments involving 5 out of the 9 genes and
in situ hybridization with 2 out of the 5 genes that were previously analyzed with RT-PCR.
The RT-PCR results indicated that these genes are expressed in corona tissues, but also in
leaves and other floral organs. The in situ hybridization results confirmed that the genes

studied are not specifically expressed in the corona.
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1. INTRODUCAO

1.1. Caracteristicas florais do género Passiflora

O género Passiflora é o maior da familia Passifloraceae e possui aproximadamente
600 espécies distribuidas em regides tropicais e subtropicais (Cervi, 2005), sendo cerca de
200 delas nativas do Brasil (Viana et al., 2010). Este género exibe uma ampla variabilidade
genética, fator que € responsdvel por gerar grande variabilidade morfoldgica, tanto nos
orgdos vegetativos como reprodutivos (Ganga et al., 2004).

As flores de Passiflora sio exemplos da diversidade e complexidade entre as
angiospermas, exibindo caracteristicas peculiares em sua morfologia floral. Em geral, elas
sdo actinomorfas, bissexuais e pentameras (Killip, 1938) com dois verticilos distintos de
perianto. Os estames € 0 ovario encontram-se sobre um cilindro central, o androginéforo. O
androceu apresenta cinco estames unidos na base e aderidos ao androginéforo na inser¢ao
do ovério. O gineceu é composto de trés carpelos fundidos e o ovdrio € unilocular com
placentacao parietal.

Outras caracteristicas particulares da flor de Passifloraceae sdo: o opérculo, situado
no interior do tubo floral e acima da cdmara nectarifera; o anel nectarifero, situado abaixo
do opérculo; e o limen, uma estrutura em forma de anel ou uma membrana em forma de
taca que circunda a base do androgin6foro. A presenga dos filamentos da corona constitui
um verticilo adicional, localizado entre o androginéforo e o perianto, no interior do tubo

floral.



1.2. A origem da corona floral em Passiflora spp.

A corona representa uma caracteristica marcante do género Passiflora. No entanto,
estudos recentes indicam que os filamentos evoluiram independentemente multiplas vezes
nas angiospermas, estando presentes também em clados como das Superasterideae
(Caryophyllales), monocotileddneas (Asparagales) e Rosideae (Malphigiales) (Hemingway et al.,
2011).

Em Passiflora, a corona é uma estrutura altamente desenvolvida e diferenciada
(Ulmer e MacDougal, 2004). A complexidade desta estrutura pode variar desde uma fina
membrana até uma a algumas séries de filamentos, habitualmente bandeados
horizontalmente com diversas cores. Os filamentos podem assumir vérias formas e
tamanhos, ordenados em séries circulares sucessivas, caracterizando cada espécie (Cervi,
1997; Bernhard, 1999).

Foram propostas diferentes hipoteses sobre a origem evolutiva da corona em
Passifloraceae. Puri (1948) e Wilde (1974), do ponto de vista anatdmico e sistemético,
consideraram os filamentos externos como emergéncias do perianto € os internos como
estaminoidais. Endress (1994), numa interpretagdo evolutiva, considera que os filamentos
da corona podem representar estaminddios de um androceu originalmente poliandro com
desenvolvimento centrifugo. Bernhard (1999), em seus trabalhos sobre desenvolvimento
floral na familia Passifloraceae, discorda da origem estaminoidal porque o desenvolvimento
da corona € posterior ao dos estames férteis.

Estudos envolvendo biologia molecular, também buscam explicar a origem da corona
através da expressao de fatores de transcri¢do da familia MADS-box, os quais determinam
a identidade de orgdos florais nas plantas, de acordo com o modelo ABCDE de

desenvolvimento reprodutivo (Theissen e Saedler, 2001). Hemingway et al. (2011), através
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de RT-PCR e hibridizacdo in situ, conseguiram detectar a expressao de genes MADS-box
do grupo B (PcPI e PcTM6) e C (PcAG) no desenvolvimento da corona de Passiflora
caerulea, sugerindo a homologia com estaminddios proposta por Endress (1994). No
entanto, a origem da corona ainda ndo foi completamente estabelecida uma vez que estes
autores ndo relatam os padrdes de expressdo dos genes dos grupos A e E, necessdrios para a
formacdo dos multimeros proteicos funcionais para esta familia de fatores de transcri¢ao

(Theissen e Saedler, 2001).

1.3. Coevolucao entre flores e seus agentes polinizadores

Sistema de polinizacdo € um conceito que envolve o conjunto de caracteres florais
adaptados para atrair polinizadores adequados e é um exemplo notdvel de coevolugdo entre
as flores e seus polinizadores (Faegri e Pijl, 1971; Thomson e Wilson, 2008; Preston et al.,
2011). A evolucdo dos sistemas de polinizacdo é um dos fatores mais importantes para
explicar o surgimento da grande diversidade de arquiteturas florais em angiospermas.
Diversos caracteres reprodutivos relacionados a atragdo dos polinizadores foram
incorporados as estruturas florais durante a evolucdo deste grupo, aperfeicoando a
reproducdo e possibilitando alta taxa de diversificacdo (Faegri e Pijl, 1971; Crepet, 1983).
Assim, caracteristicas florais como morfologia, cor, odor e a oferta de recompensas delimitam
os sistemas de polinizacdo, restringindo ou orientando a acessibilidade do visitante as flores.
Igualmente, as diferencas no tamanho do corpo e comportamento de visita sdo fatores
determinantes para a eficiéncia das diferentes espécies de polinizadores. Desta forma, processos
coevolutivos contribuem para o estabelecimento de sistemas de polinizacdo eficientes, onde

caracteristicas florais e caracteristicas dos polinizadores s@o selecionados simultaneamente.



Virios estudos sobre a biologia floral e a polinizacdo em Passiflora enfatizam o papel
da corona na eficiéncia da polinizacdo (Knuth, 1904; Janzen, 1968; Semir e Brown, 1975;
Benson et al., 1975; Sazima e Sazima, 1978, 1989; Ulmer e MacDougal, 2004). Segundo
Ulmer e Macdougal (2004), a corona exerce fundamental importincia em sua capacidade
de selecionar polinizadores: Coronas grandes e vistosas agem como plataformas de pouso e
guias de néctar para abelhas e outros insetos, mas por outro lado filamentos curtos ou
incipientes sdo selecionados por morcegos e beija-flores para que ndo perturbem a

aproximacao destes animais as flores durante as visitas de polinizagdo.

1.4. Inovacdes morfologicas e fatores de transcricao

Estudos sobre a evolucdo do desenvolvimento reprodutivo em plantas tém se
concentrado em desvendar as mudancas génicas responsdveis por modificacdes
morfoldgicas, passiveis de selecao natural, que interfiram na organizagdo dos 6rgaos florais
e no surgimento de “novas” estruturas florais (Cubas, 2004; Becker, 2011). A regulacdo da
expressdo de genes pelos fatores de transcri¢do controla muitos dos processos biolégicos
em uma célula ou organismo, tal como a progressao do ciclo celular, equilibrio metabdlico
e fisiologico, bem como respostas ao ambiente (Riechmann et al., 2000; McCarty e Chory
2000; Santos et al., 2011; Moreno-Risueno et al., 2012).

Segundo Mondragon-Palomino e Theissen (2008) os processos de duplicacdo de
genes codificadores de fatores de transcri¢do, seguidos de sub-funcionaliza¢do e/ou
neofuncionaliza¢do sd@o fundamentais para modular variacdes que permitam a irradiacdo
das espécies com diferentes morfologias adaptativas. Estudos sugerem que ao menos

algumas de tais inovagdes sao derivadas de modificag¢des sutis dos padrdes de expressao de



genes responsaveis pela identidade dos 6rgaos florais. Duplicacdes e diferengas no padrao
de expressdo de genes codificadores para fatores de transcri¢do da familia MADS-box da
funcdo B, por exemplo, resultaram na formagdo de estruturas inovadoras no perianto ao
longo da evolucdo de alguns grupos de angiospermas, como as orquideas, por exemplo

(Mondragon-Palomino e Theissen, 2008; Theissen et al., 2000; Melzer et al., 2010).

1.5. As principais familias de fatores de transcricio
Os fatores de transcri¢do (FT) s@o proteinas capazes de se ligar em sequéncias
especificas de DNA, ativando ou reprimindo a transcri¢do de genes. A maioria dos fatores
de transcricdo € agrupada em familias de acordo com seu dominio de ligagaio ao DNA
(Airoldi e Davies, 2012; Moreno-Risueno et al., 2012; Pires e Dolan, 2012). Apds o
sequenciamento do genoma de Arabidopsis thaliana, todos os genes vegetais codificadores
de fatores de transcricdo puderam ser identificados e descritos. Sabe-se, por exemplo, que
as trés maiores familias génicas de fatores de transcricdo em Arabidopsis thaliana sdo
AP2/EREBP (APETALA2/ethylene responsive element binding protein), MYB-(R1)R2R3
e bHLH, cujos membros somados representam 9% do total de fatores de transcri¢do
conhecidos em plantas (Figura 1 - Riechmann et al., 2000).
Sdo conhecidas cerca de 46 familias de genes de fatores de transcricdo em

Arabidopsis (Riechmann et al., 2000). Algumas dessas familias mais importantes e mais

representativas para este trabalho serdo descritas a seguir.
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Figura 1: Relacdes entre diferentes familias de fatores de transcricdo em Arabidopsis thaliana. As
familias estdo representadas por circulos, cujo tamanho € proporcional ao niimero de membros na
familia. Dominios que sofreram misturas e estdo conectados a outros grupos sdo indicados nos
retangulos de cores diferentes, cujos tamanhos sao proporcionais ao tamanho do dominio. As linhas

tracejadas indicam possiveis conexdes entre as familias (adaptado de Riechmann et al., 2000).



1.5.1. Familias ARF e AUX/TAA

Os membros das familias AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) e AUX/IAA sdo
genes relativamente bem conhecidos em Arabidopsis devido as suas funcdes na via de
sinalizacdo de auxina, em processos de crescimento e desenvolvimento (veja a revisdo de
Guilfoyle e Hagen, 2007). O controle da expressdo dos genes de resposta a auxina depende
sempre da acdo conjunta de um ARF e um AUX/IAA. Os ARFs funcionam ligados
especificamente em sequéncias de DNA TGTCTC, denominadas elementos de resposta a
auxina (AuxREs), nos promotores dos genes de resposta a esse hormonio, ativando-os ou
reprimindo-os e recrutando os AUX/IAA (Guilfoyle e Hagen, 2007).

ARFs, como muitos FT, contem dominios modulares que podem funcionar
independentes uns dos outros. A maioria dessas proteinas consiste de uma regido amino-
terminal com um dominio de ligacdo ao DNA (DBD), uma regido mediana de ativacio
(AD) ou repressdao (RD) e uma regido carboxi-terminal com um dominio de dimerizacdo
(RD) — Figura 2A. O DBD € do tipo B3, semelhante ao encontrado em outras familias
como ABI3/VPI.

Enquanto os membros da familia AUX/IAA sdo geralmente vistos como repressores
da expressdo de genes responsivos a auxina, os ARF podem ativar ou reprimir a
transcri¢do, dependendo da sequéncia e estrutura da regido mediana da proteina (Guilfoyle
e Hagen, 2007). Acredita-se que os AUX/IAA regulam a transcricdo induzindo a
modificagdo da atividade dos ARF. Os membros da familia AUX/IAA possuem dois
motivos de ligacdo protefna-proteina compartilhados com os ARF, através dos quais as
proteinas se ligam (Figura 2A). Uma vez que os FT ARF aparecem normalmente ligados ao
DNA em dimeros (ARF-ARF) ou mondmeros, a forma¢ao do dimero ARF-AUX/IAA pode

alterar a conformacao anterior e produzir uma regulacdo diferente (Liscum e Reed, 2002).
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Figura 2: Esquemas dos dominios conservados dos fatores de transcricio de algumas familias
conhecidas em A. thaliana. (A) Comparacao da estrutura dos genes das familias ARF e AUX/IAA,
mostrando os dominios comuns (III e IV) de ligacdo heterodimérica (adaptado de Liscum e Reed,
2002). (B) Estrutura primdria do dominio bZIP. A regifo bdsica esta mostrada em azul e os residuos
conservados sdo pintados nas caixas azuis e vermelhas (adaptado de Jakoby et al., 2002). (C)
Estrutura global das trés familias de proteina HMG e a estrutura do HMG-box (adaptado de Hu et
al., 2008). (D) Ilustracdo mostrando as diferentes classes de proteinas MYB, dependendo do
nimero de repeticdes do dominio MYB (adaptado de Dubos et al., 2010). (E) Estrutura dos fatores
de transcricdo MADS-box tipo I e tipo II (adaptado de Masiero et al., 2011).

1.5.2. Familia bHLH
As proteinas bHLH (basic helix-loop-helix) sao encontradas em animais, fungos e
plantas e constituem uma das maiores familias de fatores de transcri¢do conhecidas. Muitas
dessas proteinas ja foram identificadas em plantas, contudo a maioria ainda permanece com
funcdo desconhecida (veja a revisdo de Carretero-Paulet et al., 2010). bHLHSs representam
componentes regulatorios chave no controle da rede transcricional de um grande nimero de

processos bioldgicos. Em plantas, foram descritas atividades no controle da resposta a luz,



sinalizacdo hormonal, ramificacdo de ramos, desenvolvimento de flores e frutos,
micrésporos, tricomas, estdmatos e raizes (Carretero-Paulet et al., 2010).

Esse FTs sdo definidos pelo dominio bHLH, composto de cerca de 60 aminoédcidos
arranjados em uma estrutura tipica. A regido N-terminal, de 15-20 residuos, é normalmente
rica em aminodcidos bdsicos e estd envolvida na ligacdo ao DNA. Alguns aminodcidos
conservados nesta regido bdsica determinam o reconhecimento ao chamado nicleo
consenso hexanucleotidico E-box, de sequéncia CANNTG, enquanto que outros residuos
conferem especificidade a um dado tipo de E-box, chamado G-box (CACGTG). A regido
HLH promove interacdo proteina-proteina, permitindo a formacdo de complexos homo- e
heterodimeros. Além do dominio bHLH, as proteinas desta familia exibem pouca ou
nenhuma sequéncia conservada. Apesar disso, relacdes funcionais e evolutivas entre as
subfamilias podem ser baseadas em padrdes de introns, motivos de ligagdo ao DNA e
estrutura conservada das proteinas (Carretero-Paulet et al., 2010).

Uma classificacdo prévia de bHLH de animais levou a definicdo de 6 grandes
linhagens funcionais e evolutivas (grupos A-F). A maioria das proteinas esté classificada no
grupo A ou B e s@o as capazes de ligar a sequéncia do nticleo consenso E-box. Grupo B
inclui também membros exibindo motivo de ligagdo a G-box e proteinas que compartilham
um dominio ZIP na por¢do C-terminal. Fatores de transcricio bHLH do grupo C possuem
dominio PAS e se ligam a sequéncias E-box. As proteinas do grupo E contem um residuo
conservado de prolina ou glicina na regido bésica. E o grupo D e F é representado por
proteinas com a regido bdsica diferente; algumas proteinas do grupo D sdo incapazes de se
ligar ao DNA, funcionando como repressores da atividade de outros bHLH apenas quando
forma heterodimeros; e os FT do grupo F incluem as chamadas proteinas COE, nome do

dominio que apresentam.



1.5.3. Familia bZIP

Os membros da familia génica bZIP foram descritos pela primeira vez em 2002,
quando foram descobertos 75 genes que codificavam para fatores de transcricio com a
caracteristica dos bZIP. Estudos genéticos e moleculares de alguns desses FT mostraram
que eles regulam diversos processos bioldgicos, como defesa contra patégenos, controle de
resposta a luz e estresses, maturacdo de sementes e desenvolvimento floral (Jakoby et al.,
2002).

Essas proteinas caracterizam-se por possuirem o dominio conservado denominado
bZIP, que contem duas estruturas essenciais: primeiro, uma regido bdsica de
aproximadamente 16 residuos de aminodcidos com um sinal de localizacao nuclear, seguida
de um motivo conservado N-x7-R/K responsavel pela ligagdo ao DNA; segundo, uma
repeticdo de 7 leucinas, ou outro aminoédcido hidrofébico, localizadas exatamente 9
residuos em direcdo a por¢do C-terminal, criando uma hélice anfipatica (Figura 2B). A
habilidade de formar homo- e heterodimeros € influenciada pela atracio e repulsdo
eletrostitica de residuos polares flanqueando a superficie de interacdo hidrofébica das
hélices. As proteinas bZIP de plantas se ligam a sequéncias de DNA com um nucleo
ACGT, preferencialmente a A-box (TACGTA), C-box (GACGTC) e G-box (CACGTG)

(Jakoby et al. 2002).
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1.5.4. Familia C;H

Os fatores de transcricdo zinc-finger sdo muito importantes em muitos processos
bioldgicos como morfogénese, transducdo de sinal e resposta a estresses ambientais (Peng
et al., 2012). Os dominios zinc finger, contidos na familia CCCH (ou Cs;H), sao
classificados de acordo com o arranjo dos aminodcidos ligados ao zinco e estdo presentes
em muitos fatores de transcricdo, desempenhando papéis importantes nas interagdes com
outras moléculas. Em plantas, outras familias de fatores de transcricio contendo zinc
fingers sao RING-finger, C,H,, C,C,, ERF, WRKY, Dof e LIM (Wang et al., 2008).

As proteinas da familia CsH, no entanto, diferentemente dos membros das familias
irmas C,H, e C,C,, possuem 3 residuos de cisteina e um residuo de histidina em seu
dominio zinc finger. O dominio CCCH de ligagdo a dcidos nucleicos € muito frequente e foi
identificado inicialmente em animais e fungos. Ele consiste de um motivo C-X-C-X-C-X-H
e, baseado nos diferentes nimeros de aminodcidos entre Cys (C) e His (H), é possivel
dividir a familia em 18 grupos (Wang et al., 2008).

Recentemente, foi descoberto que os FT C3H, diferiam dos zinc-finger de Arabidopsis
ja conhecidos e identificados porque regulam a expressao gé€nica através da ligacdo com
RNA e ndo apenas com DNA. H4 muitas evidéncias de que o dominio CCCH pode
funcionar do processamento de moléculas de RNA. Poucos FT desta familia sdo
caracterizados funcionalmente em plantas. Em A. thaliana HUA1 é uma proteina que se
liga ao RNA e participa de mecanismos regulatrios do desenvolvimento floral (Wang et
al., 2008). A proteina PEIl é uma CCCH embrido-especifica, responsdvel por atuar durante
a embriogénese de Arabidopsis, expressando-se na regido apical do embrido (Wang et al.,

2008).
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1.5.5. Familia HMG

As proteinas HMG (high mobility group) constituem a segunda mais abundante
familia de proteinas presentes na estrutura fisica dos cromossomos. Comparadas com as
histonas, elas ocorrem em quantidades varidveis e se ligam a cerca de 10% dos
nucleossomos. Baseando-se em sua estrutura primdria, as proteinas HMG de mamiferos
foram divididas em 3 subfamilias: HMGA, contendo motivo AT-hook de ligagdo ao DNA;
HMGB, contendo um HMG-box; e HMGN, contendo um dominio de ligacdo a
nucleossomos (Figura 2C). Proteinas HMGA e HMGB ja foram identificadas e
caracterizadas em plantas, no entanto, as HMGN parecem ser exclusivas dos vertebrados.
As proteinas HMGA sdo caracterizadas pela presenca de um dominio N-terminal com
sequéncia similar ao dominio globular de ligacdo da histona H1. Em colaboragdo com
fatores de transcri¢do, elas contribuem para a regulagdo correta de genes alvos (veja a
revisao de Grasser et al. 2007).

Enquanto no genoma dos vegetais hd geralmente um ou dois genes codificando
HMGAs, dependendo da espécie, para as proteinas HMGB ha diversos genes. Elas se ligam
ao DNA através do motivo HMG-box, induzindo mudanga estrutural da cromatina. Além
das propriedades de ligacdo com a cromatina, essas proteinas também interagem com
outras, incluindo histonas e fatores de transcri¢do e participando da regulacdo de
transcricdo de multiplos processos (Grasser et al. 2007).

Deste modo, nas proteinas HMGB de plantas, o dominio central de ligacio ao DNA
HMG-box € flanqueado por um dominio bdsico N-terminal e um dominio 4cido C-terminal.
O dominio HMG-box contem cerca de 75 residuos de aminoacidos, com uma dobra

conservada em forma de L formada por 3 a-hélices (Grasser et al. 2007).
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1.5.6. Familia MADS-box

Em Arabidopsis, alguns dos 107 membros da familia MADS-box sdo conhecidos por
estarem envolvidos predominantemente em processos do controle do desenvolvimento
vegetal. Os fatores de transcrigdo MADS mais bem estudados sdo aqueles envolvidos na
determinagdo da identidade dos 6rgaos florais. A andlise do estudo de mutantes para genes
homedticos resultou na formulagdo de um modelo genético, o modelo ABC, que explica
como funcdes combinadas de trés classes de genes MADS (A, B e C) determinam a
identidade dos quatro verticilos florais em Arabidopsis (Parenicova et al. 2003).

Andlises detalhadas das proteinas MADS-box sao mais restritas ao clado MIKC. Da
por¢do N-terminal até a C-terminal podem ser identificados os dominios: MADS-box (M),
de intervengdo (I), keratin-like (K) e o C-terminal (C). O dominio MADS possui 58
aminodcidos e é o responsavel pela ligacio ao DNA, reconhecendo sequéncias especificas
denominadas CArG boxes [CC (A/T)¢GG]. O dominio I é menos conservado e contribui
para a especificagdo da dimerizacdo. O dominio K € caracterizado por uma estrutura coiled-
coil que facilita a dimerizacdo das proteinas MADS-box. E o dominio C é o menos
conservado deles e contribui para a formagdo de complexos multiméricos (Theissen e

Saedler, 2001; Parenicova et al., 2003).

1.5.7. Familia MYB
A familia de proteinas MYB € grande, funcionalmente diversa e presente em todos os
eucariotos. E constituida de fatores de transcri¢io com um nimero variado de repeticdes de
dominios MYB de ligacio ao DNA. Em plantas, esta familia foi expandida, principalmente

através da grande subfamilia R2R3-MYB. Esses FT sdo responsdveis por uma variedade
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enorme de processos vegetais, funcionando como fatores fundamentais em redes
regulatérias que controlam desenvolvimento, metabolismo e resposta a estresses bidticos e
abidticos (Dubos et al., 2010).

O dominio MYB geralmente consiste de um méximo de 4 sequéncias repetidas e
imperfeitas de cerca de 52 aminoacidos, cada uma formando 3 a-hélices. A segunda e a
terceira hélices de cada repeticdo formam uma estrutura HTH (helix-turn-helix) com 3
triptofanos regularmente espagados. A terceira hélice de cada repeticdo € chamada de
“hélice de reconhecimento”, a qual faz contato direto com DNA e intercala no sulco maior
da molécula (Dubos et al., 2010).

Esses fatores de transcricdo podem ser divididos em diferentes classes, dependendo
do nimero de repeticoes de dominios MYB presentes na proteina (1, 2, 3 ou 4), todas as
quatro classes sdo encontradas em plantas. As trés repeticoes de uma proteina MYB sdo
denominados R1, R2 e R3. A menor classe € o grupo 4R-MYB, com apenas um gene no
genoma de Arabidopsis, e possui 4 repeticoes R1/R2-like. A segunda classe contém
proteinas R1R2R3-type MYB (3R-MYB), tipicamente codificadas por 5 genes no genoma
de Arabidopsis e relacionadas com controle do ciclo celular. A terceira classe compreende
proteinas com uma repeticao ou uma parte dela, denominadas proteinas “MYB-related” e
sdo divididas em varias subclasses (Riechmann et al. 2000). Mais distante, mas também
relacionado com a superfamilia MYB estd o grupo denominado "GARP”. Estas proteinas
parecem estar envolvidas em processos especificos de plantas: a familia de FT KANADI
pertence a este grupo e interage com os FT do grupo ARF para mediar a sinalizacdo de
auxinas e a formacdo do padrdo abaxial-adaxial do embrido (Izhaki e Bowman, 2007;

Kelley et al., 2012).
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A maioria dos genes MYB vegetais, no entanto, codifica proteinas da classe R2R3-
MYB, as quais t€ém uma estrutura modular, com um dominio N-terminal MYB de ligacdo
ao DNA e um dominio C-terminal de ativagdo ou repressdao. Ao contrario do dominio MYB
conservado, as outras regides das proteinas R2ZR3-MYB sdo altamente varidveis (Figura 2D
— Dubos et al., 2010). A organizacdo dos dominios R2R3 das proteinas MYB especificas de
plantas provavelmente evoluiu a partir de um gene tipo R1R2R3 ancestral cuja primeira
repeticao foi perdida (Kranz et al., 2000).

Uma vez que as proteinas vegetais do tipo MYB-R1R2R3 estdo mais estreitamente
relacionadas com as proteinas MYB de origem animal do que com as proteinas do tipo
R2R3 de plantas, foi sugerido que elas possam ter funcdes relacionadas com os das
proteinas MYB de animais, tais como o controle da proliferacdo celular (Cominelli e
Tonelli, 2009). Inversamente, as proteinas MYB-R2R3 podem ter evoluido para regular os
processos especificos de plantas, incluindo o metabolismo secunddrio, as respostas a
hormoénios vegetais, bem como a identidade de tipos de células especificas de plantas,

como os estomatos e pelos radiculares (Tominaga-Wada et al., 2012).

1.5.8. Familia PHD
A familia PHD contém um zinc finger modificado (do tipo Cyss—His—Cyss zinc
finger). Baseado na posi¢ao do residuo unico de histidina, o esqueleto de cisteina do
dominio PHD ¢ claramente diferente de outros dominios zinc finger como RING ou LIM.
Trabalhos demonstraram que as proteinas PHD estdo associadas com complexos de
remodelamento da cromatina ou contribuem para acetilagcdo de histonas (Halbach et al.,

2000). Assim, o dominio zinc finger modificado encontrado em proteinas PHD também foi
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observado em outros fatores de transcricio de plantas e animais, associados com a
regulacdo transcricional mediada pela cromatina. Adicionalmente ao dominio PHD, as

proteinas desta familia também possuem um homeodominio e um dominio ziper de leucina

(Halbach et al., 2000).

1.5.9. Familia Trihelix

Os fatores de transcricdo desta familia sdao conhecidos por possuirem um dominio
conservado de ligacdo ao DNA contendo trés hélices (helix-loop-helix-loop-helix) e que se
liga especificamente a sequéncia G-R-(T/A)-A-A-(T/A), também denominada “elemento
GT", um componente em cis que confere respostas a luz. Assim, membros desta familia
também sdo conhecidos como fatores GT (Zhou, 1999). Os estudos iniciais sobre os FT
desta familia mostraram seu papel na regulacdo de genes responsivos a luz. Entretanto,
outros trabalhos indicam que proteinas Trihelix também desempenham papel importante
em diferentes processos de crescimento e desenvolvimento de flores, estdmatos, tricomas,

embrides e sementes (Barr et al., 2012).
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral do projeto foi identificar fatores de transcricdo preferencialmente
expressos nos filamentos da corona de Passiflora spp. Com este intuito, objetivos

especificos foram estabelecidos:

2.2. Objetivos Especificos

A. Identificar, na biblioteca de cDNAs PASSIOMA, sequéncias potencialmente
codificadoras de fatores de transcri¢do. Caracterizar, por meio de andlise de
similaridade de sequéncia, as identidades destes cDNAs, atribuindo-os as familias
conhecidas de fatores de transcri¢ao;

B. Identificar, entre os genes putativos identificados em A, os expressos em tecidos
da corona, através de experimentos de macroarranjo.

C. Caracterizar, com o uso de RT-PCR, o padrdo de expressio das sequéncias
identificadas em B, em perianto, corona, androginéforo, estames e pistilo de
Passiflora edulis;

D. Caracterizar, com o uso de hibridizacdo in situ, o padrdo de expressdo das
sequéncias identificadas em B nos tecidos de botdes florais em diferentes estagios

de desenvolvimento.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Identificacio de Fatores de Transcri¢cao no banco de dados PASSIOMA

A 1identificagdo dos possiveis FT expressos durante o desenvolvimento reprodutivo
em Passiflora foi feita através de busca no banco de dados de etiquetas de genes expressos
(ESTs) PASSIOMA (Dornelas et al., 2006; Cutri ¢ Dornelas, 2012). As buscas foram
realizadas por palavras-chave, usando o nome das familias de FT atualmente conhecidas
em Arabidopsis thaliana. Para tal, foram utilizadas informagdes presentes no banco de
dados The Arabidopsis Information Resource (TAIR — http://www.Arabidopsis.org), onde
foi possivel encontrar o nome das principais familias génicas conhecidas em vegetais; e
também foi utilizado o trabalho de Riechmann et al. (2000) como guia para investigacao
dos principais dominios de ligacio ao DNA que caracterizam os FT vegetais.
Adicionalmente realizou-se uma busca por similaridade de sequéncia, com o uso da
ferramenta tBLLASTx local do banco de dados PASSIOMA, utilizando como sequéncia-isca
(query) membros representativos de cada familia génica ou o produto consensual de
alinhamentos de sequéncias de FT de A. thaliana (Markov chains). Uma verificacao
cruzada confirmatéria da identificacdo das sequéncias encontradas no PASSIOMA foi
realizada pelo alinhamento destas com as depositadas em bancos de dados publicos (e.g.
NCBI nr, nt, e dbEST; Benson et al., 2002), com o emprego do algoritmo BLASTx

(Altschul et al. 1990; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
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3.2. Analises de similaridade de Sequéncia

Com o intuito de determinar as relagcdes de similaridade entre as sequéncias
encontradas no banco de dados e de confirmar se as sequéncias encontradas pertenciam
legitimamente as familias de FT as quais foram atribuidas inicialmente, foram construidos
cladogramas com sequéncias de aminodcidos dos FT encontrados no banco de dados do
PASSIOMA, das espécies Passiflora edulis, Passiflora suberosa, Passiflora pohli e dos
respectivos membros das familias correspondentes em Arabidopsis thaliana.

Para a andlise comparativa, as sequéncias de aminodcidos de todos os membros de
cada familia de FT de A. thaliana foram obtidas através de bancos de dados publicos
(NCBI: www.ncbi.gov.br; e TAIR: http://www.Arabidopsis.org/). Com o uso do software
ClustalX (Thompson et al., 1994), as sequéncias de aminodcidos traduzidas das sequéncias
de nucleotideos dos cDNA encontradas no PASSIOMA (pelo uso do software BioEdit)
foram alinhadas as sequéncias de Arabidopsis. Os alinhamentos obtidos foram corrigidos
manualmente e utilizados para a obtencdo de matrizes de similaridade por parciménia e
calculos de Bootstrap com 1000 repeti¢des, com o uso do software The Molecular Genetics
Analysis (MEGA) versao 4.0 (Kumar et al., 2009). As topologias finais das arvores foram
obtidas pelo método Neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987).

Utilizou-se a ferramenta digital “The Bio-Analytic Resource (BAR) for Plant
Biology” (Winter et al., 2007) com o intuito de obter informacdes sobre os padrdes de

expressao conhecidos dos genes codificadores de FT em Arabidopsis.
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3.3. Material Vegetal
3.3.1. Material para RT-PCR
Orgios florais de flores em antese de P. edulis foram coletados visando 2 extragio de
RNAs totais. Conjuntos de 6rgdos florais (perianto, corona, coluna do androginéforo,
estames e pistilo) foram rapidamente separados em diferentes sacos de papel aluminio e

imediatamente congelados em N liquido.

3.3.2. Material para Hibridizacao in situ

Para os experimentos de hibridizacio in situ foram coletados botdes florais de P.
edulis em diferentes estdgios de desenvolvimento. Durante a coleta, estes botdes foram
classificados de acordo com o tamanho e a pigmentacdo da corona em trés classes: A, B e
C. Os botoes de 0,3 a 0,5 cm de comprimento foram classificados como “tipo A". Nestes
botdes a corona ainda ndo estava formada (estagio 1) ou estava em estdgios iniciais de
formacao dos primodrdios dos filamentos da corona e do opérculo (estdgio 2). Os botdes
com 0,6 a 1,1 cm de comprimento foram classificados como “tipo B". Dentre estes botdes,
alguns apresentavam a diferenciagcdo apenas da primeira (mais externa) série de filamentos
(estagio 3) ou de ambas as séries de filamentos (estdgio 4). Tanto no estagio 3 como no 4,
os filamentos da corona ainda ndo apresentam pigmentacdo visivel a olho nu. Os botdes
com 1,1 a 2 cm de comprimento foram classificados como “tipo C'. Estes botdes
apresentaram filamentos da corona bem desenvolvidos e com pigmentacao (estagio 5). Os
botdes coletados foram fixados em parafomaldeido a 4% e, posteriormente, submetidos a
vacuo até o dia seguinte. A seguir, os botdes foram desidratados em uma série etandlica (de
30% a etanol absoluto), com trocas de solu¢do a cada 4h. O material foi mantido em etanol

absoluto, na geladeira, até o momento do uso.
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3.4. Macroarranjo
3.4.1. Confeccao da sonda marcada com DIG
Para o experimento de macroarranjo utilizou-se como sonda a populacio de RNAs
mensageiros de corona marcada com digoxigenina. Para tal, RNAs totais foram extraidos
de 50 a 100mg de filamentos da corona de flores na antese, seguindo o método do Trizol®

(Invitrogen). O RNA total obtido foi ressuspendido em 30 ul de 4gua MILI-Q tratada com
dietil pirocarbonato (DEPC). Uma aliquota de 3ul da solu¢do de RNA foi separada por
eletroforese em gel de agarose a 1% em TAE (Tris-acetato a 40 mM, EDTA a 1mM)
contendo 1,25 pg/mL de brometo de etideo para verificacdo da qualidade. As amostras
assim avaliadas foram quantificadas utilizando-se Qubit® (Invitrogen) de acordo com as
instrugdes do fornecedor. As amostras foram diluidas com dgua-DEPC de modo a conterem
5 ug de RNA em 8 pL de solucdo e tratadas com DNase® (AMBION), de acordo com o
protocolo do fabricante. Procedeu-se a sintese da primeira fita do cDNA utilizando-se o kit
“Super Script III First Strand Synthase” (Invitrogen), de acordo com as instru¢cdes do
fabricante, utilizando-se um primer poli-T contendo a sequéncia do promotor T7 (5> —
GGGATATCACTCAGCATAAT17) — 3’). Cinco microlitros das amostras de cDNA assim
obtidas foram diluidos em 45 pL. de dgua MILI-Q autoclavada. Para testar a qualidade dos
cDNAs sintetizados e para a normalizacdo das concentra¢des das amostras, realizou-se uma
reacdo de PCR com primers que amplificam um fragmento de 453 pb do gene constitutivo
PeACTINA (Tabela 1), sob as seguintes condi¢des: desnaturagio inicial a 95°C por 3 min,
seguida de 32 ciclos de: 95°C por 30 s, 60°C por 30 s e 72°C por 1 min e um ciclo de

extensdo final a 72°C por 5 min.
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Utilizando o cDNA de fita simples sintetizado, foi feita a sintese da segunda fita de
DNA utilizando parte do kit “CloneMiner™ II cDNA Library Construction” (Invitrogen).
O cDNA dupla fita assim obtido foi utilizado como molde para a transcri¢do in vitro da
sonda de RNA marcada com digoxigenina (DIG) com o uso da enzima T7 e segundo as

instrucdes do kit “DIG RNA Labeling” (Roche).

3.4.2. Confeccao da membrana de macroarranjo

Apds a selecdo das sequéncias codificadoras para os fatores de transcricdo de
Passiflora encontrados no PASSIOMA, clones de cDNA correspondentes as sequéncias de
P. edulis foram utilizados para a montagem da membrana de macroarranjo. Os clones de
cDNA contidos em vetores pSPORTI e armazenados em freezer -80°C, foram
transformados em bactérias quimiocompetentes E. coli TOP10 (Invitrogen), que foram
transferidas individualmente para pocos de placas de 96 posicdes e crescidas em meio LB
contendo 100mg/mL de ampicilina, sob agitagdo (250 rpm) a 37°C por 18h. Apds esse
periodo, as células foram sedimentadas por centrifugacdo (6 min a 3000 rpm) e
ressuspendidas em 240 pL de GTE (Glicose a 20%; Tris a IM e pH 7.4 ; EDTA a 0,5M e
pH 8,0). Ap6s nova centrifugacdo (6 min a 4000 rpm), descartou-se o sobrenadante com
adi¢do de 62,5 pL de GTE com RNAse A (0,8 mg/mL) em cada amostra. Depois de Smin
em agitacdo em vortex, foram adicionadas em cada amostra 60 uL de solucdo de NaOH a
0,2M e SDS a 1%, com um periodo de incubacdo de 10 min a temperatura ambiente.
Adicionou-se, entdo, 60 pl. de KOAc a 3M e a placa foi incubada a 90°C por 30 min.
Seguiu-se o resfriamento da placa em gelo por 10 min e centrifuga¢do por 6 min a 4000
rpm (4°C). O volume total do sobrenadante foi transferido para uma placa filtro

(MultiScreen HTS, 22um) e centrifugado por 4 min a 4000 rpm (20°C). Posteriormente,
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adicionou-se ao filtrado 90 pL de isopropanol, e procedeu-se a uma centrifugacdo por 45
min a 4000 rpm (4°C). O sobrenadante foi descartado e 160 pL de etanol a 70% gelado
foram adicionados as amostras, seguindo-se uma centrifugacdo por 10 min a 4000 rpm
(4°C). Mais uma vez o sobrenadante foi descartado e, apds a secagem das placas, o DNA
plasmidial foi ressuspendido em 30 pL. de dgua MilliQ. Para confirmagdo da extracdo, as
amostras de DNA plasmidial foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 1%
conforme descrito no item 3.4.1.

Apos a extracdo do DNA plasmidial, foi feita a separacdo da dupla fita do
plasmideo por aquecimento da placa a 96°C por 5 min e entdo resfriando no gelo por 10
min. Com o auxilio de um repicador de 96 pinos, aliquotas do DNA plasmidial extraido
foram transferidas para uma membrana positivamente carregada (Hybond-N+ Amersham),
de forma que cada amostra estivesse presente em quadruplicata na membrana. A segunda
amostra foi posicionada a direita da primeira, a terceira réplica, abaixo da primeira e uma
quarta réplica foi posicionada abaixo da segunda. As ultimas posi¢des em baixo a direita da
placa de 96 pocos foram ocupadas por: um pogo contendo dgua (controle negativo), e trés
pocos contendo o cDNA utilizado como molde para a sintese da sonda (controle positivo)
em trés diluigdes: 1:10, 1:50 e 1:100, respectivamente. A membrana contendo o

macroarranjo foi mantida em estufa a 120°C por 30 min para fixacao.

3.4.3. Hibridizacio do macroarranjo
A membrana contendo o macroarranjo foi incubada overnight em estufa a 42°C com
10mL de solucdo de hibridizacao (Tris-HCI a 10mM pH7,5; NaCl a 300mM; formamida
deionizada a 50%; EDTA a 1mM; 1x Denharts; Dextran Sulfato a 10% e 600 ng de sonda

marcada). Apds a hibridizacdo, o excesso de sonda ndo-hibridizada foi retirado com duas
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lavagens em solugao salina SSC quatro vezes concentrada (NaCl a 0,15M e citrato de s6dio
a 0,015M) por 30 min cada e duas lavagens em solucdo salina SSC duas vezes concentrada,
também por 30 min cada. Todas as lavagens foram realizadas a temperatura de 42°C.

Para o processo de imunodeteccdo, a membrana foi enxaguada brevemente com a
Solugdo de Lavagem (Tris-HCl a 0,1M; NaCl a 0,15M e pH 7,5) e em seguida incubada em
temperatura ambiente por 30 min em Solu¢do de Bloqueio (1% de Blocking Reagent Roche
dissolvido em Solucdo de Lavagem). Adicionou-se entdo o anticorpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatase alcalina (Fab-Fragments, Roche) diluido 1:5000 em Solu¢do de
Bloqueio. A solu¢@o contendo anticorpo foi mantida em contato com a membrana por 30
min e entdo, descartada. A membrana foi lavada em Solu¢ao de Detec¢ao (Tris-HCI 0,1M;
NaCl 0,1M; pH 9,5) por Smin, apos os quais a solucao foi descartada. A seguir a membrana
foi tratada com 10 mL de substrato que consistiu em uma solu¢do comercial (Pierce) de
NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) / BCIP( 5-Bromo-4-Chloro-3’-Indolyphosphatase
p-Toluidine) contendo Levamissole (ImM). A reacdo de deteccdo aconteceu em

temperatura ambiente e no escuro por cerca de 16h.

3.5. RT-PCR

RNAs totais dos diferentes 6rgdos florais e de folha de P. edulis foram isolados pelo
método do Trizol® (Invitrogen), seguido de tratamento com DNAse (AMBION) e a sintese
do cDNA utilizando-se o kit “Super Script First Strand Synthase” (Invitrogen), como
descrito no item 3.4.1. O programa utilizado para a construcdo dos primers gene-
especificos foi o Primer 3 Input Program (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) (Rozen e

Skaletsky, 1998). Os pares de primers utilizados estdo listados na Tabela 1. Em geral, as
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condi¢cdes de amplificacdo foram as mesmas utilizadas para amplificacdo da PeACTINA
com excecdo das temperaturas de anelamento, também listadas na Tabela 1.

Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose 1% em TAE (40
mM Tris-acetato, 1 mM EDTA) contendo 1,25 pg/mL de brometo de etideo. As bandas
foram visualizadas em trans-iluminador de UV e fotodocumentada pelo Gel Doc 2000
BioRad®, com o software Quantity One.

Tabela 1: Pares de iniciadores (primers) utilizados para a RT-PCR dos genes codificadores de

fatores de transcri¢@o e do gene constitutivo PeACTINA.

Tamanho do fragmento

Nome do primer Sequéncia

amplificado (pb)
PACEPE3005E04_F 5’- CAATCGATGGATGCAACAGT -3°
PACEPE3005E04_R 5’- TTGGGGAATGAGAAATGTCC -3’ 178
PACEPE3010A01_F 5’- CGCAAGAATTGAAGGCAACAGA -3°
PACEPE3010A01_R 5’- ACAATATCCCAAGCCCACAGAG -3° 120
PACEPE3008D10_F  5°- ACGAAAGGCTAAGCAGGAGA -3’
PACEPE3008D10_R 5’- GCTTTGCCCACAGCAGAAA -3' 130
PACEPE3018E06_F 5’- GCTACTTCCCCTTTGCACAC -3’
PACEPE3018E06_R 5’- GTCTTGGGAAGAGGGTTTTGA -3’ 19
PACEPE4001G10_F 5’- GAGAATGCTTCCTCCACGTC -3°
PACEPE4001G10_R  5- GCCTTCCCATTCTCCAACTT -3’ 207
PeACTINA_F 5’- TCTTGATCTTGCTGGTCGTG -3°
PeACTINA_R 5’- TTGATCTTCATGCTGCTTGG -3° 423

3.6. Hibridizacao in situ
As hibridizacdes in situ foram realizadas utilizando-se sondas ndo-radioativas,
segundo as técnicas descritas na literatura (Dornelas et al., 1999; 2000). Como molde para

as sondas de mRNA foram utilizados fragmentos de cDNAs obtidos da biblioteca do
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projeto PASSIOMA. Os fragmentos utilizados encontram-se clonados no vetor pSPORT1
(Invitrogen) e foram obtidos da mesma forma que descrita no item 3.4.2.

Para a confeccdo das sondas, as culturas de bactérias contendo os respectivos
insertos de cDNA clonados no vetor foram reativadas em 3ml de meio LB liquido
suplementado com ampicilina (100 mg/L), sob agitagdo (250 rpm) a 37°C por 16h. Os
plasmideos contendo os clones de cDNAs foram isolados com o kit Pure Link Quick
Plasmid Miniprep (Invitrogen). Os plasmideos assim obtidos linearizados com a enzima
EcoR1 a 37°C por 2 horas. Em seguida, realizou-se a precipitacdo dos plasmideos
linearizados (10% de acetato de sédio 3M e duas vezes e meia o volume de etanol absoluto)
por 20 min a 12.000 rpm e ressuspendidos em 10 pl de 4gua tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC). Os plasmideos assim obtidos foram dosados utilizando-se Qubit®
(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fornecedor. Um micrograma de plasmideos
linearizados fo1 utilizado como molde para a sintese de RNA in vitro. As sondas antisense
foram sintetizadas por transcri¢do in vitro pela enzima SP6 em reacdo 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 3.3.2 foram
tratados com misturas de dalcool: xilol (3:1, 1:1, 1:3 e xilol puro), e posteriormente
emblocados em parafina, seccionados em micrétomo (10 um) e montados em ladminas de
vidro pré-tratadas com solu¢do de 3-Aminopropiltrietoxisilana (2%, Pierce) em acetona. Os
cortes de material emblocado foram desparafinados com dois banhos de xilol puro de 15
min cada, seguidos por banhos com misturas de xilol: etanol nas propor¢des 3:1; 1:1 e 1:3
(15 min cada banho), finalizando com duas imersdes em etanol absoluto (10 min cada).

Ap6s estes tratamentos as laminas foram secas ao ar.
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As amostras foram submetidas ao tratamento de pré-hibridizagao com proteinase-K
(1 pg/mL em Tris-HCI 0,05M; pH7,5) por 12 min a 37°C e lavadas a seguir com dgua
tratada com dietil pirocarbonato (DEPC). Foram adicionados 300 puL de solugdo de
hibridizagcdo em cada lamina (Tris-HCl a 10mM e pH7,5; NaCl a 300mM; formamida
deionizada a 50%; EDTA a 1mM; 1x Denharts; Dextran Sulfato a 10% e 600 ng de sonda
marcada), cobertas com filme plastico e incubadas em camara timida a 42°C por cerca de
16h. Apds a hibridizacdo, o excesso de sonda nao-hibridizada foi retirado com duas
lavagens em solugdo salina SSC quatro vezes concentrada (NaCl a 0,15M e citrato de sodio
a 0,015M) por 30 min cada e duas lavagens em solugdo salina SSC duas vezes concentrada,
também por 30 min cada. Todas as lavagens foram realizadas a temperatura de 42°C. Para
0 processo de imuno-deteccdo, as laminas foram inicialmente mantidas em cubetas em
tampao de deteccdo I (DB1: Tris-HCl a 1M e NaCl a 5M e pH7,5) por 5 min. Em seguida,
foram submetidas por 30 min ao tratamento em tampao de bloqueio DB2 (1% Blocking
reagent Roche dissolvido em DBI1). 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 camara tiimida. Apods esse periodo, foram realizadas
duas lavagens seguidas em DB1 de 15 min cada e um banho em DB3 (Tris-HCI a 0,1M;
NaCl a 0,1M; MgCl,. 6H20 a 0,05M e pH9,5) por 5 min. Para finalizar, aplicou-se 300 uL.
da solug¢do comercial de NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) /| BCIP (5-Bromo-4-
Chloro-3’-Indolyphosphatase p-Toluidine) contendo o supressor (Levamissole a 1mM)
como substrato (Pierce). A reacdo de detec¢do aconteceu em temperatura ambiente em
camara Umida e no escuro por 16h. O material hibridizado foi observado e

fotodocumentado em microscépio ZEISS modelo AXIOCAM HRc para posterior andlise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Identificacao dos Fatores de Transcricao do PASSIOMA

Com o objetivo de identificar e caracterizar fatores de transcricio (FT)
preferencialmente expressos na corona de P. edulis, utilizou-se a biblioteca de cDNAs
gerada pelo projeto PASSIOMA.

Para execugdo deste trabalho algumas premissas e hipéteses foram levantadas. (1)
Entre as sequéncias contidas nas bibliotecas do PASSIOMA hi genes expressos
preferencialmente nos tecidos de corona. (2) Os genes responsaveis pela ontogénese da
corona sio conservados em diferentes espécies de Passiflora. (3) Os genes responsaveis
pela ontogénese da corona sdo encontrados em outras espécies de plantas, mas nestas foram
recrutados para outras funcoes.

Para encontrar os FT preferencialmente expressos na corona de P. edulis,
primeiramente foi feita uma busca por palavras-chave dos nomes das familias de FT
atualmente conhecidas em A. thaliana. As familias génicas foram selecionadas levando em
consideracdo a premissa (3), de duas maneiras: através do banco de dados The Arabidopsis
Information Resource (TAIR — http://www.Arabidopsis.org); e pelo trabalho de Riechmann
et al. (2000) para investigacdo dos principais dominios de ligacio ao DNA que
caracterizam os FT. Além da busca por palavra-chave, também foi realizada uma procura
utilizando o algoritmo tBLASTX.

As familias de FT selecionadas sdo mostradas na Tabela 2, juntamente com o nimero
de genes encontrados no PASSIOMA para cada familia. Foram encontrados no total 191
reads que possivelmente codificariam FT. Desses 81,3% (113 reads) corresponderam a

singletons, ao passo que o restante 18,7% (78 reads) estdo incluidos dentro de 26 clusters,
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que formaram 26 contigs. Desta forma, foram consideradas 139 sequéncias de cDNA
presentes no PASSIOMA que putativamente sao codificadoras de FT. Esses dados refletem
a baixa redundancia deste banco de dados, uma vez que menos clusters foram encontrados
em relacdo aos singletons. Esperava-se encontrar um numero de reads préximo ao
observado, uma vez que em genomas vegetais cerca de 1% dos genes codificam fatores de
transcricdo (Riechmann et al. 2000), e ha 10.272 sequéncias de alta qualidade no
PASSIOMA (Cutri e Dornelas, 2012), ou seja, 139 corresponderia a cerca de 1 a 2% do
numero total de sequéncias presentes no banco de dados. As familias que possuem o maior
nimero de membros em plantas-modelo forneceram o maior nimero de sequéncias no
banco de dados PASSIOMA, como bHLH, C,H,, CsH, Homeobox, MADS e MYB.

Dos 139 cDNAs putativos codificadores de FT encontrados, 49,6% (69 cDNAs)
pertenciam a P. edulis, 48,9% (68 cDNAs) pertenciam a P. suberosa e 1,4% (2 cDNAs)
foram de P. pohlii. O que também estd de acordo com as proporc¢des totais de sequéncias
depositadas no PASSIOMA para cada espécie. Apenas as sequéncias de P. edulis foram

utilizadas nos experimentos de andlise de expressao.

4.2. Analises de Similaridade de Sequéncia dos FT de Passiflora

Foram elaborados cladogramas utilizando sequéncias de aminodcidos dos FT
encontrados juntamente com a dos FT de A. thaliana. Foram construidas arvores para todas
as 31 familias de fatores de transcricao encontradas. Entretanto, aqui sé serdo mostradas as

familias mais importantes e representativas deste trabalho.

29



Tabela 2: Familias de FT selecionadas através do TAIR e do trabalho de Riechamnn et al. (2000),
assim como o nimero de cDNAs putativos codificadores de FT no PASSIOMA.

N° de genes
Familia de FT em encontrados no
A. thaliana PASSIOMA

ALFIN-LIKE

ARID

AtRKD

BBR/BPC

Familias de FT em N° de genes
A. thaliana encontrados no
' PASSIOMA

HMG 6

HRT 0

MADS 7

bZIP

NAC 4

C,C,-CONSTANS-like

Orphan 0

C2C2-Gata

RAV 0

GH,

CAMTA

CPP

EIL

GeBP

TUB 1

Whirly 2

ZF-HD 1

TOTAL 139




4.2.1. Familias ARF e AUX/IAA

Os membros das familias AUXIN RESPONSE FACTOR (ARF) e AUX/IAA siao
conhecidos por suas fungdes na via de sinalizagao de auxina em processos de crescimento e
desenvolvimento. O controle da expressdo dos genes de resposta a auxina depende sempre
da ac@o conjunta de um ARF e um AUX/IAA. (Guilfoyle e Hagen, 2007).

Foram encontrados 3 cDNAs possivelmente codificadores de ARFs no PASSIOMA,
um em P. suberosa (PACEPS7014A05.g) e dois em P. edulis (PACEPE3017E08.g e
PACEPE3010H07.g). A sequéncia PACEPE3010HO7.g nd3o foi utilizada na filogenia
devido a sua baixa qualidade. Observou-se que PACEPE3017E08.g € mais similar ao gene
ARF6 (At1g30330) em Arabidopsis (Figura 3). Encontrar este gene no PASSIOMA seria
esperado porque experimentos de hibridizag¢do in situ mostraram que ARFI, ARF2 e ARF6
sdo expressos em flores em desenvolvimento de Arabidopsis, ao passo que a maioria dos
outros membros da familia se expressa em tecidos vegetativos (Guilfoyle e Hagen, 2007).
Além disso, experimentos com mutantes mostram que mutantes simples e duplos, como
arf2, arfllarf2, arf3 e arf6/arf8, possuem flores com morfologia anormal e/ou baixa
fertilidade, sugerindo sua atividade redundante no controle da regulacdo de genes

responsivos a auxina no desenvolvimento reprodutivo (Okushima et al., 2005).
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Figura 3: Cladograma com sequéncias proteicas de ARF de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. A sequéncia de P. edulis encontrada no PASSIOMA aparece
destacada. Os nimeros préximos de cada nd representam os valores bootstrap para 1000

replicagdes. Barra indica a taxa de substitui¢do.

Foram encontradas 9 sequéncias pertencentes a familia AUX/IAA no PASSIOMA.
Trés dessas sequéncias — o singleton encontrado em P. pohlii (PACEPP1002F09.g) e as
sequéncias PACEPS7009B06.g ¢ PACEPE3001A08.g — de P. suberosa e P. edulis
respectivamente — mostraram pouca similaridade com as demais sequéncias de AUX/TAA,
sendo encontradas como grupo externo da arvore e, portanto, foram retiradas da andlise
comparativa. Apesar disso, os resultados de BLASTx contra o banco de dados publico
NCBI mostraram que se tratam de ortélogos do IAA9 de outras espécies. Estudos em V.
vinifera mostraram expressao de um ortologo de JAA9 (VvIAA9) em folhas e frutos, além de
aumento da expressdo desde a antese até o inicio do amadurecimento do fruto. Fujita et al.

(2012) demonstraram que a superexpressdao de VvIAA9 em A. thaliana promove o
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crescimento, incluindo rapida transi¢do floral, mas sem alteracdes da morfologia da planta
(Fujita et al., 2012).

As outras 6 sequéncias encontradas estdo mostradas na figura 4. Foi encontrada uma
sequéncia em P. suberosa (PACEPS7015H06.g) e outras duas em P. edulis
(PACEPE3011E05.g e PACEPE3005A01.g), as quais aparentaram ser ortélogas do gene
IAA 16 (At3g04730) de Arabidopsis. Trabalhos analisando mutantes de insercao para o gene
IAA 16 exibem fenétipo alterado relacionado ao aumento da resisténcia de resposta ao ABA
no alongamento das raizes e estabelecimento dos tecidos da semente, além de reducio da
sinalizacdo de auxina (Rinaldi et al., 2012).

A sequéncia de P. edulis, PACEPE3007E06.g, mostrou semelhanca com o clado
contendo IAA16, AXR3/IAA17, PAP2/IAA27, SLR/IAA14 e AXR2/TAA7. As alteragoes
observadas nos mutantes iaal6 ja foram identificadas também em mutantes para os genes
IAA7, IAA14 e IAA17, demonstrando que o funcionamento normal de todas essas proteinas
€ necessdrio para a resposta completa a auxina.

Foi encontrado também outro gene putativo da familia IAA em P. edulis
(PACEPE3027F11.g) e trata-se de um ort6logo de IAAS5 (Atlgl15580), segundo a anélise de
sequéncias. A ferramenta BAR mostrou expressdao do JAAS5 principalmente em folhas de
Arabidopsis. No entanto, esse ortélogo aparece em botdes florais de P. edulis, indicado
uma possivel atuacdo no desenvolvimento floral desta espécie.

Por fim, a sequéncia PACEPE3020B0Ol.g ndo mostrou valores de bootstrap
satisfatorios para sua identificacdo através do cladograma. No entanto o alinhamento pelo
BLASTXx mostrou maior semelhanca com o clado contendo SHY/IAA6 e I1AA4

(At5g43700).
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Figura 4: Cladograma com sequéncias proteicas de AUX/IAA de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde e a sequéncia de P. suberosa aparece destacada em vermelho. Os
nimeros proximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicacdes. Barra indica

a taxa de substituicdo.
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A fungdo de cada um dos 29 membros da familia AUX/IAA ainda ndo ¢é
completamente conhecida. Estudos usando mutantes simples nao mostraram defeitos
visiveis no desenvolvimento quando comparados com as plantas tipo selvagem, indicando a
acdo redundante destes fatores de transcricdo. Duplos ou triplos mutantes de genes
AUX/IAA relacionados, como iaa8/iaa9 ou iaaS/iaal9/iaa6 também exibiram fendtipo
selvagem, apesar de se observar mudancga no padrdo de expressdo global dos genes (Alonso

et al., 2005).

4.2.2. Familia bPHLH

As proteinas bHLH (basic helix-loop-helix) constituem uma das maiores familias de
fatores de transcri¢dao conhecidas. Ainda ndo sdao conhecidas as funcdes de todas as bHLHS,
mas ja se sabe que representam componentes regulatérios chave no controle da rede
transcricional de um grande nimero de processos bioldgicos. J4 foram descritas em plantas
atividades no controle da resposta a luz, sinalizacdo hormonal, ramificacdo de ramos,
desenvolvimento de flores e frutos, micrésporos, tricomas, estomatos e raizes (Carretero-
Paulet et al., 2010).

A busca por sequéncias codificadoras de fatores de transcricdo do tipo bHLH na
biblioteca do PASSIOMA indicou a existéncia de 11 cDNAs, 9 foram encontrados em P.
edulis e 2 em P. suberosa. As andlises comparativas mostraram que a sequéncia
PACEPE3016G12.g (Figura 5) € um ortélogo putativo do gene ABORTED
MICROSPORES de Arabidopsis (AMS — At2g16910). Este gene codifica uma proteina
necessaria ao desenvolvimento das células do tapete nas anteras e para a formagao dos

micrésporos pos-meidticos (Xu et al., 2010). A sequéncia PACEPE3002H02.g encontra-se
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no mesmo clado da sequéncia anterior, mas o valor de bootstrap que sustenta o n6 do

cladograma (Figura 5) ndo foi significativo para comprovar sua semelhanca com AMS.

85 bHLH28 (At5g46830)
81 MYC2 (At1g32640)
MYC4 (Atdg17880)
98 .- ATR2 (At5946760)
bHLH14 (At4g00870)
bHLH13 (At1g01260)
90 AIB (At2g46510)
50 bHLH3 (Atdg16430)
7 bHLH23 (At4g28790)
bHLHI0 (At1g10610)
DYT1 (At4g21330)
100 I:GLABRA3 (Al5g41315)
96 EGL3 (At1g63650)

——— MYC1 (Atdg00480)
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Figura 5: Cladograma com sequéncias proteicas de bHLH de Arabidopsis ¢ com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde. Os nimeros proximos de cada né representam os valores bootstrap

para 1000 replicacdes. Barra indica a taxa de substituicdo.

Foram  encontradas  outras duas  sequéncias (PACEPE3019G06.g e
PACEPE3022C01.g) que parecem ser pardlogas, produtos de uma duplicagdo recente,
ambas semelhantes ao gene BIGPETAL (BPE — Atl1g59640) — Figura 6. O gene BPE foi
descrito como codificador de um fator de transcricio bHLH envolvido no controle do

tamanho das pétalas. E um dos genes ativados por AP3, PIe API e reprimido por AG. Seu
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nome € devido ao fendtipo do mutante bpe, o qual possui pétalas maiores que as do tipo

selvagem. A literatura sugere que BPE interfere na expansio celular p6s-mitética (Szécsi et

al., 20006).
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Figura 6: Cladograma com sequéncias proteicas de bHLH de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde. Os nimeros préximos de cada nd representam os valores bootstrap

para 1000 replicagdes. Barra indica a taxa de substituicéo.
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Além das sequéncias ja mencionadas, PACEPE3022G08.g (Figura 6) estd inclusa no
clado contendo os genes LRL (LRLI, LRL2 e LRL3 ou bHLH66, bHLH69 ¢ bHLHS?2,
respectivamente). Mais uma vez, pouca informacdo sobre esses genes estd disponivel
atualmente. Sabe-se, no entanto, que os genes AfLRL sdo descritos em Lotus japonicus
como ROOTHAIRLESS (LjRHL). Mutacgdes neste locus previnem a formagdo de pelos
radiculares e mostram acao redundante dos membros deste clado (Karas et al., 2009).

A sequéncia PACEPE3030C06.g foi incluida no clado contendo os genes bHLH27
(At4g29930) e bHLH35 (At5g57150), como mostrado na figura 7A. A sequéncia de P.
suberosa, PACEPS7008G02.g, assim como PACEPE3029B03.g, de P. edulis, sao
ortdlogas putativas do gene BSI (bDHLHI35 — Atl1g74500), como pode ser observado na
figura 7B. O gene BS1 codifica um bHLH que ndo € capaz de se ligar diretamente ao DNA
e que estd envolvido na regulacdo da sinalizacdo pela luz. Castelain et al. (2012) relataram
a expressdo deste gene nos meristemas apical e radicular e em raizes laterais. Experimentos
com linhagens que superexpressam AtBS1 em A. thaliana mostraram que a planta se torna
menos sensivel a luz azul vermelha e vermelho-distante, o que explica o fenétipo de
hiposensibilidade do mutante bs/ a luz, mesmo quando as plantas crescem sob condi¢des

de luz branca (Castelain et al., 2012).
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Figura 7: Cladograma com sequéncias proteicas de bHLH de Arabidopsis ¢ com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde e a sequéncia de P. suberosa aparece destacada em vermelho. Os
nimeros préximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicacdes. Barra indica

a taxa de substituicdo.
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4.2.3. Familia bZIP

Sao conhecidos cerca de 75 genes que codificam fatores de transcri¢do com dominio
conservado bZIP em Arabidopsis. Estudos mostraram que eles sdao importantes na
regulacdo de diversos processos bioldgicos como defesa contra patdégenos, controle de
resposta a luz e estresses, maturacdo da semente e desenvolvimento floral (Jakoby et al.,
2002).

No PASSIOMA foram encontrados 4 sequéncias que codificam motivos conservados
que indicam pertencerem a familia bZIP. A primeira sequéncia de cDNA encontrada,
PACETS1002D06.g nao foi usada no alinhamento para andlise comparativa por apresentar
baixa qualidade, 0 mesmo ocorreu com PACEPS7014D06.g.

Sendo assim, o cladograma mostrou que o singleton PACEPE3018HO05.g assemelha-
se ao gene At2g24340. Segundo BAR (Winter et al., 2007) h4 expressdo fraca deste gene
no meristema da inflorescéncia e em sementes. O outro singleton PACEPE3005E04.g nao
apresentou bootstrap significativo no cladograma. Logo sua identificacdo ndo pode ser feita
por esse método. Entretanto, através do alinhamento pelo BLASTx observou-se a
semelhanca dessa sequéncia com Atlg52320, a qual € identificada como codificadora de
uma “putative bZIP protein” e é expressa em folhas e sementes em Arabidopsis (Figura 8).
Como essas proteinas ainda ndo foram bem caracterizadas, ndo se conhece sua fungdo e o

seu papel no desenvolvimento reprodutivo.
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Figura 8: Cladograma com sequéncias proteicas de bZIP de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde. Os nimeros proximos de cada n6 representam os valores bootstrap

para 1000 replicacdes. Barra indica a taxa de substituicdo.

4.2.4. Familia C;H
Foram encontrados 8 genes putativos no PASSIOMA que codificam potencialmente
FT do tipo CsH. Trés destas sequéncias (PACEPS7019G11.g, PACETS1001D03.g e
PACEPS7012A11.g) ndo puderam ser incluidas na andlise por causa do tamanho
insuficiente de seus reads. As sequéncias PACEPE3010A01.g, PACEPS7014G01.g e
PACEPS7018EO01.g sao semelhantes (Figura 9) e segundo o cladograma, pode-se observar

que estas sequéncias sdo ortélogas de AtC3HSS5 (At5g12440) de Arabidopsis. A ferramenta
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BAR indica que o gene que codifica esta proteina € expresso no meristema apical e no

meristema da inflorescéncia, assim como nos botdes florais e nos carpelos (Winter et al.,

2007).

A sequéncia PACEPE3007G08.g possivelmente apresenta semelhanca com as

proteinas AtC3H59 (At5g40880) e AtC3H62 (At5g49200) (Figura 9), para as quais ha

evidencias de expressao nos tecidos das raizes (Winter et al., 2007).
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Figura 9: Cladograma com sequéncias proteicas de C;H de Arabidopsis e com sequéncias proteicas

deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA aparecem

destacadas em verde e as sequéncias de P. suberosa aparecem destacadas em vermelho. Os nimeros

proximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicagdes. Barra indica a taxa de

substituicao.
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Através da andlise de similaridade de sequéncias ndo foi possivel afirmar a
identificacio de PACEPE3003B02.g. No entanto, esta sequéncia estd presa no clado
contendo HUAI (Figura 9). Os genes HUAI e HUA2 foram identificados como reguladores
da identidade de estames e carpelos (Li et al, 2001). Igualmente, AtC3H43 também

presente no mesmo clado, é encontrado em inflorescéncias (Wang et al. 2008).

4.2.5. Familia HMG

As proteinas HMG sdo abundantes na estrutura fisica dos cromossomos. Através do
controle das interacdes proteina-proteina e proteina-DNA, essas proteinas auxiliam a
formacdo de complexos de fatores de transcri¢do, regulando a expressdo génica (Grasser,
2003; Stros, 2010). As proteinas desta familia sdo divididas em proteinas HMGA e HMGB,
sendo a subfamilia HMGB a mais diversa. (Grasser et al., 2007). HMGB1 a HMGBS5 foram
caracterizadas em milho e Arabidopsis e possuem expressao generalizada (Grasser, 2003).

Seis sequéncias de cDNA potencialmente codificadoras de HMG foram encontradas
no banco de dados do PASSIOMA: 4 em P. edulis e 2 em P. suberosa (Figura 10). As
sequéncias PACEPE3011A01.g e PACEPE3027H04.g sdo provavelmente pardlogas entre
si e ortologas do clado contendo HMGB2 e HMGB3. Juntamente com este clado encontra-
se PACEPE3003B04.g ¢ PACEPS7013F10.g, as quais sdo ortdlogas entre si e sdo
semelhantes aos mesmo HMGB2 e HMGB3. Experimentos apontam que a expressao de
HMGB2, HMGB3 e HMGB4 foi aumentada em plantas selvagens sob condi¢des de estresse
pelo frio, enquanto que a expressao de HMGB2 e HMGB3 foi marcadamente reduzida em
estresse salino e por seca. Nesses dois tipos de estresse, plantas que superexpressavam
HMGB?2 apresentaram germinacdo e crescimento retardados, indicando o papel dessas

proteinas na regulacdo de situacdes de estresse (Kwak et al., 2007).
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Figura 10: Cladograma com sequéncias proteicas de HMG de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde e as sequéncias de P. suberosa aparecem destacadas em vermelho.
Os ndmeros proximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicacdes. Barra

indica a taxa de substituicao.

Identificou-se, também, a sequéncia PACEPE3008D10.g, que € o ortélogo putativo
de HMGBI1 de Arabidopsis. Experimentos mostraram que a alteragdo da expressdo de
HMGBI em Arabidopsis influencia o crescimento da plantas e sua resposta as situagdes de
estresse. A superexpressio de HMGBI gerou raizes primarias curtas e afetou a
sensibilidade ao agente toxico metil-metanosulfonato (Lildballe et al., 2008). A expressao
ectopica de um ortélogo de HMGBI de Zea mays em sementes de tabaco (Nicotiana

tabacum) reduziu o tamanho da raiz primaria. A auséncia desta proteina afeta aspectos do
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crescimento da planta e tolerdncia a estresse (Pedersen et al., 2010). J4 a sequéncia

PACEPS7019F04.g, de P. suberosa, provavelmente codifica uma proteina HMGA.

4.2.6. Familia MADS-box

Foram detectados 7 genes putativos codificadores de MADS-box no PASSIOMA. As
sequéncias PACEPS7012E07.g e PACEPE3011A12.g sdao provavelmente ort6logas dos
genes SHATTERPROF (SHP e SHP2; Figura 11), envolvidos na formacdo da zona de
deiscéncia nas siliquas de Arabidopsis, com expressao concentrada em carpelos e évulos
(Ferrandiz, 2000).

A sequéncia PECEPE3005F02.g, de P. edulis, ¢ um ort6logo do gene FRUITFULL
(FUL), conforme mostra a figura 11. O mutante ful ndo é capaz de liberar as sementes do
fruto porque apresenta excesso de tecido de replum, comprometendo o tecido que origina as
valvas. A superexpressdo de FUL ocasiona um fenétipo no fruto semelhante ao observado
no mutante shplshp2, assim, acredita-se que SHP seja regulado negativamente pelo gene
FUL (Ferrandiz, 2000).

As sequéncias de P. suberosa, PACEPS7009D01.g é ortéloga de alguma proteina
SEPATALLATA, uma vez que o bootstrap do né que a prende no clado contendo essas
proteinas € significativo. Os genes que codificam estas proteinas possuem sequéncias muito
semelhantes e atuam redundantemente na determinacdo da identidade dos 6rgdos florais.
Observou-se que quando os genes SEPALLATA possuem expressdao reduzida (mutantes
triplos sep), todos os 6rgdos florais se convertem em folhas. Isso ocorre porque essas
proteinas sdo essenciais para as interagdes necessdrias para que os MADS-box do grupo

ABC se liguem nos promotores dos genes por eles ligados (Pelaz et al., 2000).
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A sequéncia PACETS1001G10.g, também codificadora putativa de um fator de

transcricdo MADS, nio teve sua identidade relatada devido a sua baixa qualidade.
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Figura 11: Cladograma com sequéncias proteicas de MADS de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde e as sequéncias de P. suberosa aparecem destacadas em vermelho.
Os ndmeros proximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicacdes. Barra

indica a taxa de substituicao.

Os outros genes MADS encontrados em P. edulis foram PACEPE3001El12.g e
PACEPE3002E10.g. O primeiro € um ort6logo do gene AG, um MADS de classe C que

determina a formagdo de estames e carpelos, tendo sua expressdo concentrada nos 3° e 4°
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verticilos e reprimida nos demais pela acdo dos genes de classe A (Figura 12). A segunda
sequéncia mencionada é ortéloga a PISTILLATA (Figura 12), um MADS da classe B,
expresso nos 2° e 3° verticilos, determinando a formagdo de pétalas e estames nestes locais

(Theissen e Saedler, 2001).
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Figura 12: Cladogramas com sequéncias proteicas de MADS-box de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde. Os nimeros proximos de cada né representam os valores bootstrap

para 1000 replicacdes. Barra indica a taxa de substitui¢do.
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4.2.7. Familia MYB

Em Arabidopsis sdo conhecidos cerca de 150 genes codificadores de FT da familia
MYB, principalmente do grupo R2R3-MYB. Sdo responsdveis por uma variedade enorme
de processos vegetais, funcionando como fatores fundamentais em redes regulatdrias que
controlam desenvolvimento, metabolismo e resposta a estresses bidticos e abidticos (Dubos
et al., 2010).

Esta familia de fatores de transcricdo foi a que exibiu maior nimero de sequéncias no
PASSIOMA, 14 genes putativos foram encontrados, 5 deles em P. edulis ¢ 9 em P.
suberosa. A figura 13 demonstra a dificuldade na identificacdo de algumas sequéncias
encontradas: PACEPS7023C07.g e PACEPS7023H0S5.g aparentam ser pardlogas e
possivelmente fruto de uma duplicacio em P. suberosa. O mesmo ocorre com as
sequéncias PACEPE3006A01.g e PACEPE3028C10.g, em P. edulis. Essas 4 sequéncias,
juntamente com PACEPE3002C03.g e PACEPS7024A12.g estdo presentes no mesmo
clado, proximo de alguns subgrupos da subfamilia R2R3-MYB. O BLASTx dessas
sequéncias contra o NCBI também nao mostrou um resultado muito preciso, classificando

essas proteinas como “MYB-related transcription factors”.
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Figura 13: Cladograma com sequéncias proteicas de MYB de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde e as sequéncias de P. suberosa aparecem destacadas em vermelho.
Os ntimeros préximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicagdes. Barra

indica a taxa de substituicao.
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A sequéncia PACEPE3005A02.g é um cluster de dois reads (PACEPE3018E06 e
PACEPE3005A02.g) e mostrou a proteina MYB103 como a mais semelhante dos MYB no
genoma de Arabidopsis, mas o bootstrap ndo foi significativo. Em P. edulis, o singleton
PACEPE3007D02.g se assemelha ao grupo que contém as proteinas AtMYBI
(At3g09230), AIMYB109 (At3g55730) e AtMYB25 (At2g39880). Por ser uma familia
muito grande a maioria dos MYB ainda nio possui sua fun¢do determinada, sabe-se através
da ferramenta BAR que o gene AtMYBI tem expressdo nas folhas e flores, j4 o gene
AtMYB25 nos meristemas apical e da inflorescéncia e AtMYBI09 se expressa
preferencialmente nos estames (Winter et al., 2007).

PACETS1001EO1.g € uma sequéncia de P. suberosa incluida em um clado contendo
quatro possiveis ortologos em Arabidopsis, sobre os quais, no entanto, ndo ha informacoes

funcionais disponiveis.

4.2.8. Familia PHD

Os FT da familia PHD possuem um dominio PHD, um zinc finger encontrado em
muitas proteinas regulatdrias de plantas e animais, € um dominio HD. Essas proteinas estdao
frequentemente associadas com a regulacdo transcricional mediada pela cromatina
(Halbach et al., 2000). J4 foi mostrado que proteinas PHD de Arabidopsis possuem funcao
na fertilidade e florescimento, além de estarem envolvidos na manutengdo e
estabelecimento dos meristemas apical e radicular (Saiga et al, 2008).

Cinco genes putativos foram encontrados: 4 deles em P. suberosa. A sequéncia
PACEPS7004G09.g encontra-se num clado com baixo suporte de boostrap, o que

comprometeu a sua identificacdo (Figura 14).
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Figura 14: Cladograma com sequéncias proteicas de PHD de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. A sequéncia de P. edulis encontrada no PASSIOMA aparece
destacada em verde e as sequéncias de P. suberosa aparecem destacadas em vermelho. Os niimeros
préoximos de cada n6 representam os valores bootstrap para 1000 replicagdes. Barra indica a taxa de

substitui¢do.

As sequéncias PACEPE7024D09.g e PACEPS7017C07.g, também de P. suberosa,
codificam FT ort6logos a AtING1 de Arabidopsis. No entanto, o bootstrap do né de ligacao
a PACEPS7017C07.g possui baixo suporte. A proteina AtING1 € conhecida por ligar-se a

histonas metiladas no nucleo e expressa-se por toda a planta (Lee et al., 2009).
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As sequéncias PACEPE4001G10.g e PACEPS7015C04.g, presentes em P. edulis e P.
suberosa respectivamente, sao ortélogas entre si e as proteinas OBERON1 (At3g07780) e
OBERON?2 (At5g48160). Estudos mostraram que esses fatores de transcricdo atuam na
manutencdo e estabelecimento dos meristemas em Arabidopsis. O duplo mutante
obel/obe2 exibe terminacdo prematura do meristema apical, sugerindo atividade
redundante destes genes. Outras andlises revelaram que os genes OBEI e OBE2 permitem
que as células vegetais adquiram atividade meristemdtica através da via WUSCHEL-
CLAVATA, necessaria para manutencdao da populacdo das células do meristema (Saiga et

al., 2008).

4.2.9. Familia Trihelix

As proteinas desta familia (também conhecidas como proteinas GT) possuem um
dominio de ligacdo ao DNA conservado especifico de plantas, chamado Trihelix. Estas
proteinas estdo possivelmente envolvidas na regulagdo de respostas ligadas a estimulos
luminosos, assim como processos de crescimento e desenvolvimento de 6rgdos florais
(Zhou, 1999).

Foram descobertas 7 sequéncias possivelmente codificadoras de FT da familia
Trihelix em Passiflora, sendo 4 de P. suberosa e 3 de P. edulis. A sequéncia
PACEPE3012F11.g mostrou ser ortdloga do clado contendo GT-4 e GT-1 (Figura 15A).
Sabe-se que as proteinas GT-1 e GT-2 sdo fatores de transcricdo que interagem com
promotores de genes responsivos a estimulo luminoso (Smalle et al., 1998). A sequéncia de
P. suberosa PACEPS7007B11.g também € relacionada a este clado (Figura 15A), mas com
um suporte de bootstrap baixo, que ndo permite a atribuicao de sua identidade. As proteinas
codificadas por PACEPS7005B01.g e PACEPE3028E10.g sdao ort6logas entre si (a
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primeira de P. suberosa e a segunda de P. edulis), mas devido aos baixos valores de
bootstrap que suportam os ramos externos ndo puderam ter sua identidade estabelecida.
PACEPS7001H10.g é ortéloga de At5g47660 que codifica uma proteina relacionada a
estabilidade de telomeros e controle de expressdo gé€nica em regides de heterocromatina

(Bowen et al., 2010).
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Figura 15: Cladograma com sequéncias proteicas de Trihelix de Arabidopsis e com sequéncias
proteicas deduzidas de Passiflora. As sequéncias de P. edulis encontradas no PASSIOMA
aparecem destacadas em verde e as sequéncias de P. suberosa aparecem destacadas em vermelho.
Os ndmeros proximos de cada né representam os valores bootstrap para 1000 replicacdes. Barra

indica a taxa de substituicao.
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As sequéncias PACEPS7005F05.g, de P. suberosa ¢ PACEPE3021E09.g de P.
edulis sdo semelhantes as proteinas GTL1 e GTL1L (GTL1-like ou GTL2; Smalle et al.,
1998) de Arabidopsis, embora o suporte de bootstrap seja pouco significativo para ambas.
GTLI esta presente no nucleo de tricomas em desenvolvimento e a perda de funcdo deste
gene leva a endorreduplicacdo em tricomas. Além disso, os mutantes gr// possuem a
expressdo de vdrios genes do ciclo celular alterada e alteracdo da ploidia celular. GTL1L

provavelmente possui funcio redundante a de GTL1 (Breuer et al., 2009).

4.3. Analise da expressao de fatores de transcricao na corona de P. edulis

Uma vez que todas as sequéncias putativas codificadoras de fatores de transcri¢do
encontradas no PASSIOMA foram identificadas, foi utilizada a técnica do macroarranjo
para encontrar aquelas que possuem expressao nos filamentos da corona de P. edulis. Dessa
forma, apenas as 69 sequéncias de cDNA encontradas para esta espécie foram utilizadas
nos proximos experimentos. O resultado da hibridizacdo pode ser encontrado na figura 16.

Pode-se observar que 9 genes putativos mostraram resultado positivo no
macroarranjo. Foram considerados resultados positivos apenas os cDNAs que tiveram as 4
réplicas hibridizadas em 3 repeticdes do experimento. Dessa maneira, algumas sequéncias
que provavelmente sdo expressas na corona, pois tiveram algumas réplicas hibridizadas,
niao foram consideradas. Entre essas sequéncias estdo: PACEPE3011EO05.g identificado
como um ortélogo de 1AA16; PACEPE3007A04.g e PACEPE3012H02.g, sequéncias
putativas codificadoras de FT da familia Homeobox; e PACEPE3021G03, uma sequéncia

codificadora de um FT da familia TUBBY.
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Figura 16: Macroarranjo com amostras de cDNA de P. edulis, plotadas em quadruplicata e
hibridizado utilizando sonda de RNAm total de corona marcada com digoxigenina. Os resultados
consistentes em trés experimentos sdo mostrados nos quadrados vermelhos. O retangulo verde
indica o controle positivo (cDNA utilizado para confec¢do da sonda em trés dilui¢cdes). A posicado

ao lado esquerdo do controle positivo 1:10 é ocupada por uma amostra de 4gua (controle negativo).

Houve hibridizacdo de um gene putativo da familia AUX/IAA, o
PACEPE3027F11.g, identificado como um IAAS (Figura 16). A funcdo especifica de IAAS
ainda nao é conhecida. A ferramenta BAR (Winter et al., 2007), indicou a expressao deste
gene em botdes florais e folhas em desenvolvimento. Sabe-se ainda que os FT da familia
AUX-IAA estdo envolvidos na via de sinalizacdo de auxina em processos de crescimento e
desenvolvimento (Guilfoyle e Hagen, 2007).

Outra sequéncia com expressdo em corona foi PACEPE3005E04.g, um gene da

familia bZIP, homoélogo a At1g52320 de Arabidopsis. Esta proteina € um bZIP putativo e
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ainda nao se conhece sua funcdo no desenvolvimento das plantas, entretanto, sua expressao
ocorre em folhas senescentes, pétalas, sépalas e estames (Winter et al., 2007).

PACEPE3010A01.g, identificado pela andlise comparativa como um ortélogo de
AtC3HS5S5, de fungdo desconhecida em Arabidopsis, também mostrou sinal de hibridizacao
(Figura 16). A presenga destes transcritos na corona corrobora a expressdo observada para
AtC3HS5 (ferramenta BAR, Winter et al., 2007) no meristema caulinar vegetativo e da
inflorescéncia, além de botdes florais e carpelo.

A familia MYB foi a que mostrou o maior nimero de genes expressos na corona, o
que era esperado, uma vez que € a familia de FT com o maior nimero de membros em
plantas: PACEPE3005A02.g, PACEPE3007D02.g ¢ PACEPE3028C10.g. A primeira,
PACEPE3005A02.g, € similar a MYB103, que em Arabidopsis esta envolvido na regulagcdo
da biosintese de lignina e expressa-se em tecidos provasculares (Ohman et al., 2012). A
sequéncia PACEPE3007D02.g foi identificada como préxima do que contém as proteinas
AtMYBI1, AtMYB109 e AtMYB25. Sabe-se que esses genes se expressam nos estames
(AtMYB109) e nos meristemas apical e da inflorescéncia (AtMYB25), assim como nas
folhas e flores (AtMYB1) (Winter et al., 2007). Ja a sequéncia PACEPE3028C10.g ndo teve
a sua identidade determinada, uma vez que faz parte de um clado que contém apenas
sequéncias de Passiflora. E importante observar que a analise de sequéncias (Figura 13)
apontou PACEPE3006A01.g como um pardlogo de PACEPE3028C10.g e que, no entanto,
nio se expressou na corona, apontando uma provavel divergéncia de funcdo entre estas
sequéncias.

A sequéncia PACEPE3008D10.g, identificada como HMGBI1, também mostrou
expressdo na corona. Sabe-se que os FT da familia HMG se ligam ao DNA e induzem

mudanca estrutural da cromatina, interagindo com histonas e outros fatores de transcri¢cdo e
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participando da regulacdo génica. A proteina HMGBI1 esta relacionada com certos aspectos
do crescimento e tolerincia ao estresse. Segundo estudos, tanto a auséncia como a
superexpressdo de HMGBI causam raizes mais curtas que o tipo selvagem, além de afetar a
sensibilidade a agentes genotdxicos. A superexpressdo deste gene ainda diminui a taxa de
germinagcdo de sementes na presenca de altas concentracdes de NaCl (Lildballe et al.,
2008).

PACEPE4001G10 foi identificada como um ortélogo de OBEI/OBE2 de
Arabidopsis, que estdo relacinados a manutencdo e estabelecimento dos meristemas
caulinar e radicular (Saiga et al., 2012).

Finalmente, PACEPE3021E09.g, que potencialmente codifica uma proteina da
familia Trihelix semelhante a GTL1L, envolvido no desenvolvimento dos tricomas foliares
em Arabidopsis (Smalle et al., 1998; Breuer et al., 2009), mas que também se expressa em

pétalas (de acordo com a ferramenta BAR, Winter et al., 2007).

4.4. RT-PCR

As sequéncias que apresentaram expressdo consistente na corona, de acordo com os
resultados de macroarranjo, foram também investigadas por RT-PCR. Os resultados de RT-
PCR indicaram expressdao de todos os genes analisados em todos os 6rgdos florais e em
folhas de P. edulis. Esse padrao de expressao generalizado para todos os fatores de transcri¢ao
pode ser considerado incomum, mas uma andlise mais detalhada dos possiveis ortélogos destas
sequéncias, demonstrou que o0s mesmos possuem expressio documentada em tecidos

vegetativos e reprodutivos de Arabidopsis.
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A expressao em todos os tecidos de genes codificadores para proteinas HMG pode ser
explicada porque estas sdo muito abundantes na estrutura fisica dos cromossomos, ligando-
se a cerca de 10% dos nucleossomos (Grasser et al., 2007).

A expressdo generalizada do gene da familia C;H (PACEPE3010A01.g) esta de
acordo com o seu possivel ortélogo, AtC3HS5 que € expresso em raizes, inflorescéncias,

folhas e caule de Arabidopsis (Wang et al., 2008).

Fo Pe Co An Es Pi

178 pb PACEPE3005E04.g (bZIP)

150 pb PACEPE3008D10.g (HMGBI1)

150 pb PACEPE3010A01.g (C;HSS)

145 pb PACEPE3005A02.g (MYB103)

207 pb PACEPE4001G10.g (OBE1/2 - PHD)

453 pb PeACTINA

Figura 17: RT-PCR de diferentes tecidos de P. edulis. Cada painel mostra as bandas
correspondentes a amplificacdo do fragmento de um dos genes de interesse. No tltimo painel, as

bandas sdo referentes a amplificacdo do gene constitutivo PeACTINA, usado como controle

positivo. Fo: folha, Pe: perianto, Co: corona, An: androginéforo, Es: estames e Pi: pistilo.
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A sequéncia possivelmente codificadora de MYB103, PACEPE3005A02g, também
mostrou expressao em todos os tecidos analisados. Estudos mostraram que em Arabidopsis
estd proteina estd envolvida na regulacdo da biosintese de lignina e expressa-se em tecidos
provasculares, o que corrobora com sua expressao generalizada.

Devido a impossibilidade de identificagdo da sequéncia potencialmente codificadora
de um bZIP, PACEPE3005E04.g (Figura 8), pouco se pode dizer sobre seu padrdo de

expressao além de que esta expresso em varios tecidos de P. edulis.

4.5. Andlise da expressao dos genes PACEPE3010A01.g, PACEPE4001G10.g

durante o desenvolvimento da corona por hibridizacio in situ

Apesar dos resultados de RT-PCR indicarem que nenhum dos genes estudados
expressou-se preferencialmente na corona, ndo havia conhecimento sobre o padrdo de
expressao espacial e temporal dos mesmos durante o desenvolvimento floral em P. edulis.
Com essa finalidade, realizamos a andlise do padrdo de expressao tecidual para dois genes:
PACEPE3010A01.g e PACEPE4001G10.g.

A figura 18 ilustra o padrao de expressao do gene PACEPE3010A01.g ao longo do
desenvolvimento da corona. Desde o inicio, quando a corona surge como uma emergencia
no tubo floral, o sinal de hibridizacio foi uniforme nas células epidérmicas e
subepidérmicas (Figura 18A), permanecendo durante a formacdo da primeira série de
filamentos da corona e no opérculo (Figura 18B). Nos préximos estagios, com o
surgimento de emergéncias de mais séries de filamentos, percebe-se maior concentraciao de
transcritos no dpice da primeira série da corona, no opérculo e no nectdrio (Figuras 18C e

18D). Durante o desenvolvimento tardio da corona, a expressio do PACEPE3010A10
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concentrou-se no 4pice dos filamentos mais longos (mais externos) € no nectério, enquanto

a expressao no opérculo ndo foi mais observada (Figura 18E).

Figura 18: Hibridizacdo in situ em botdes florais seccionados longitudinalmente, mostrando o
padrdo de expressdao de PACEPE3010A01.g, durante o desenvolvimento da corona em P. edulis.
(A) Sinal de hibridizag¢do uniforme durante emergéncia da corona no tubo floral. (B) A coloracdo
rosada indica a presenca de transcritos no dpice da primeira série de filamentos da corona e do
opérculo. (C) Presenca de sinal de hibridizacao no dpice da primeira série de filamentos da corona e
no nectdrio. (D) Continuacdo do desenvolvimento da corona com precipitado em tecidos similares
ao anterior. (E) No desenvolvimento tardio da corona, sinal de hibridizagdo concentrado no nectario
e nos filamentos mais desenvolvidos da corona. As setas evidenciam a presenca de transcritos. an:
antera, cn: cAmara nectarifera, co:corona, est: estame, pe: pétala, op: opérculo, se: sépala. Barras =

150 pm.

Adicionalmente, o padrio de expressdo observado para PACEPE3010A01.g
confirmou os resultados obtidos por RT-PCR, em que o gene expressou-se em todos os

tecidos testados de botdes florais. Por meio da hibridizacdo in situ observou-se expressao
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do gene nas camadas epidérmicas e subepidérmicas das sé€palas, nas pétalas, nas anteras e
na corona (Figura 19A) e no pistilo (Figura 19B), nos tecidos estigmaticos e nos primérdios
de 6vulos (Figura 19C). A expressdo nos primérdios dos évulos foi observada ainda em
estdgios mais tardios, quando estes ja apresentavam desenvolvimento de tegumentos
(Figura 19D). As figuras 19E, 19F e 19G confirmam o que foi visto nos cortes
longitudinais, a expressdo na corona ocorre nos filamentos mais desenvolvidos.

O gene PACEPE4001G10.g também teve seu padrdo de expressdo investigado em P.
edulis, em diferentes estdgios de desenvolvimento da corona e outros tecidos florais. A
figura 20 ilustra a expressdo ao longo do desenvolvimento da corona. Pode-se perceber o
inicio da expressdo na emergéncia da corona (Figura 20A). Em um estdgio posterior, o sinal
de hibridizac@o concentrou-se na extremidade da primeira série em formacgdo de filamentos
e no nectario (Figura 20B). O padrao de expressdo nos filamentos mais externos foi
observado em estagios subsequentes de desenvolvimento e uma concentragdo do sinal de
hibridizacdo foi observada na regido de diferenciacdo dos tecidos do nectario (Figuras 20C
e 20D). Em estagios mais tardios do desenvolvimento da corona, os transcritos de
PACEPE4001G10.g concentraram-se na extremidade dos filamentos da corona e no

nectdrio floral, sendo excluidos do opérculo (Figura 20E).
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Figura 19: Hibridizagdo in situ em botdes florais seccionados longitudinal e transversalmente,
mostrando o padrao de expressio de PACEPE3010A01.g, durante o desenvolvimento floral de P.
edulis. (A) Corte longitudinal de botdo com 0,3 a 0,5 mm, observa-se sinal de hibridizacdo na
sépala, corona e anteras. (B) Corte longitudinal de botdo do primeiro estigio com sinal de
hibridizagdo nos 6vulos e no estigma. (C) Detalhe da presenca de transcritos na regido do estigma,
no carpelo. (D) Detalhe da expressdo génica no 6vulo, encontrado num corte transversal de botdo
floral com 1,1-2,0 cm. (E) Corte transversal de botao do terceiro estiagio, no desenvolvimento tardio
da corona, observa-se sinal mais evidente nos filamentos mais desenvolvidos da corona. (F) e (G)
Detalhes da expressdo na corona em corte transversal. As setas evidenciam a presenca de
transcritos. co:corona, es: estigma, est: estame, fu: funiculo, mi: micrépila, pe: pétala, ov: avario,

se: sépala, teg: tegumento. Barras = 100 um.
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Figura 20: Hibridizacdo in situ em botdes florais seccionados longitudinalmente, mostrando o
padrdo de expressio de PACEPE4001G10.g, durante o desenvolvimento da corona em P. edulis.
(A) Sinal de hibridizacdo durante desenvolvimento da emergéncia da corona. (B) A coloracdo
rosada indica a presenga de transcritos no dpice da primeira série de filamentos da corona em
formacdo, no opérculo, no nectdrio em formacao e nas células epidérmicas da sépala. (C) Terceiro
estdgio do desenvolvimento com sinal mais fraco, mas concentrado no dpice dos filamentos em
desenvolvimento. (D) Continuagdo do desenvolvimento da corona com precipitado em tecidos
similares ao anterior. (E) No desenvolvimento tardio da corona, sinal de hibridizacdo concentrado
no nectario e nos filamentos mais desenvolvidos da corona. As setas evidenciam a presenca de

transcritos. co:corona, op: opérculo, nec: nectario. Barras = 200 pm.

Observou-se ainda a expressio de PACEPE4001G10.g em outros 6rgdos florais,
assim como visto na RT-PCR. Pode-se perceber a presenca de transcritos deste gene nos
estames e pistilo (Figura 21A). As figuras 21B e 21D mostram cortes longitudinais de
botdo floral em diferentes estdgios do desenvolvimento e evidenciam a expressao nos
O6vulos e estigma, além do tecido de conducdo no estilete. Em estagios tardios do

desenvolvimento da antera, observou-se a presenca de transcritos de PACEPE4001G10.g
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nos tecidos do tapete e em graos de pélen (Figura 21F). Cortes transversais dos filamentos
da corona (Figuras 21C e 21E) indicaram a presenca de transcritos nas regides epidérmica e

pré-vasculares.
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Figura 21: Hibridizagdo in situ em botdes florais seccionados longitudinal e transversalmente,
mostrando o padrao de expressio de PACEPE4001G10.g, durante o desenvolvimento floral de P.
edulis. (A) Corte longitudinal de botdo com 0,3 a 0,5 mm, observa-se sinal de hibridizacdo no
ovério, estames e no estigma. (B) Corte longitudinal de botdo do primeiro estdgio com sinal de
hibridizacao nos 6vulos. (C) Corte transversal de botdo do terceiro estdgio com 1,1-2,0 cm., no
desenvolvimento tardio da corona, observa-se sinal mais evidente nos filamentos da corona. (D)
Detalhe da presenca de transcritos na regido do estigma, no carpelo, em corte longitudinal. (E)
Detalhes da expressdo na corona em corte transversal. (F) Detalhe da expressdo do gene nas células
do tapete da antera. As setas evidenciam a presenca de transcritos. es: estigma, est: estame, pe:

pétala, ov: ovdrio, se: sépala. Barras = 200 pm.
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5. CONCLUSAO

A identificagdo dos fatores de transcricdo (FTs) presentes na biblioteca de cDNAs
gerada pelo projeto PASSIOMA resultou na observacio de 139 genes putativos. A triagem
dos genes pertencentes a cada espécie de Passiflora usada no projeto PASSIOMA mostrou
que 49,6% (69 genes) pertencem a P. edulis, 48,9% (68 genes) pertencem a P. suberosa e
1,4% (2 genes) sdo de P. pholi.

As andlises filogenéticas permitiram a identificacdo da maioria dos fatores de
transcricdo encontrados. Comparando as sequéncias encontradas no PASSIOMA com as
obtidas do banco de dados TAIR para cada familia gé€nica estudada, foi possivel a
determinagcdo de ortologias potenciais de FTs descobertos em Passiflora com FTs de
funcdo conhecida em Arabidopsis. Foram identificados ESTs oriundos de botdes florais de
Fassiflora potencialmente ort6logos de genes de Arabidopsis cujo padrdo de expressiao so
foi descrito em 6rgaos vegetativos.

O experimento de macroarranjo mostrou que 9 dos 69 genes codificadores de FT
existentes no PASSIOMA para P. edulis sdo expressos na corona. A RT-PCR mostrou
ainda que para 5 desses genes ha expressdao ndo sO na corona, mas em todos os Orgaos
florais, sugerindo vdrias funcdes para as proteinas codificadas por eles. Por fim, a
hibridizacdo in situ realizada para PACEPE3010A01.g e PACEPE4001G10.g mostrou
detalhes sobre o padriao de expressdo desses genes durante o desenvolvimento da corona e
em outros Orgdos florais. Isso sugere, que esses FT podem estar envolvidos no

desenvolvimento e/ou metabolismo de diferentes orgaos florais, além da corona.
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Este trabalho estabelece um primeiro registro da identifica¢do sistemadtica de fatores
de transcri¢do em Passiflora spp. e prové bases para estudos futuros da funcdo de FT no

desenvolvimento de P. edulis.
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Aluno: Conrado de Campos Gonagalves

Prof. Dr. May
. orcelo Carnier Dorn
w Depto. Biologia Vegetai/g =

- - Malri
Orientador: Marcelo Carnier Dornelas U@ Unicamp 028849

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:

(i) Deferido ( ) Indeferido ( (fz%’gf;;( /{){}( 4

Carimbo e assinatura Prof. Dr. MARCELO LANCELLOTTI

Presidenle da Comissdo Interna de Biossequranca
Instituto de Biologia - UNICANP

Para uso da Comiss&o ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido
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