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RESUMO

Antocianinas sdo frequentemente responsaveis pela grande diversidade de cores
encontrada em flores, frutos, sementes e folhas de angiospermas. Estes pigmentos tém uma
funcdo ecoldgica fundamental como discriminagdo visual na atragdo de animais para
polinizagdo e dispersdo de sementes. Dada a importancia da pigmentacdo floral na atracdo
de polinizadores e visto que as flores de Passiflora sao exuberantes devido a diversidade de
coloragdo, foi de particular interesse neste estudo caracterizar a pigmentacdo na corona e
identificar os genes envolvidos na biossintese destes pigmentos. O perfil das antocianinas
foi caracterizado por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas com ionizacdo por “electrospray” (UPLC-ESI-MS/MS) nos filamentos da corona
de P. edulis, P. alata, P. coccinea, P. incarnata, P. suberosa ¢ do hibrido interespecifico
artificial P. ‘Lady Margaret’. A diversidade de pigmentacdo observada nestas espécies de
Passiflora pode ser explicada pela combinacdo de moléculas especificas de antocianinas
acumuladas nas células epidérmicas dos filamentos da corona. A morfologia celular da
epiderme dos filamentos da corona em flores de Passiflora pode funcionar como guia
visual e tatil para os polinizadores. Analises de bioinformatica no banco de etiquetas de
sequéncias expressas (ESTs) de Passiflora edulis e Passiflora suberosa (PASSIOMA)
identificaram quinze genes de seis familias génicas potencialmente envolvidas na
biossintese de antocianina em Passiflora. As sequéncias putativas de aminodcidos
codificadas pelos genes estudados juntamente com os seus possiveis homdlogos em
espécies conhecidas foram alinhadas e analisadas. A determinagdo da expressao temporal e
espacial dos genes PeDFR, PeGT, PeWD40 e PsMYB-R2R3 pode contribuir para a

compreensdo dos mecanismos da biossintese de antocianinas em Passiflora.
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ABSTRACT

Anthocyanins are frequently responsible for most of the color diversity found in
flowers, fruits, seeds and leaves of angiosperms. These pigments have a key ecological
function as visual discrimination in animal attraction for pollination and seed dispersal.
Given the importance of floral pigmentation in the attraction of pollinators and since the
passionflowers are exuberant due to the great diversity in color it was of particular interest
in this study to characterize the pigments present in the corona and identification of genes
involved in the biosynthesis of these pigments in Passiflora. The anthocyanin profile was
characterized by ultra performance liquid chromatography with electrospray ionization and
tandem mass spectrometry (UPLC-ESI-MS/MS) in coronal filaments of P. edulis, P. alata,
P. coccinea, P. incarnata, P. suberosa and of the artificial interspecific hybrid P. ‘Lady
Margaret’. The diversity of pigmentation observed in these Passiflora species can be
explained by the combination of different anthocyanin molecules accumulated in the
epidermal and subepidermal cells of the corona filaments. The cell morphology of the
epidermis of the corona filaments in flowers of Passiflora can function as a tactile and
visual guide for pollinators. Bioinformatics analysis from the PASSIOMA database
obtained from reproductive expressed sequence tags (ESTs) of Passiflora edulis and
Passiflora suberosa identified fifteen genes from six gene families potentially involved in
the anthocyanin biosynthesis in Passiflora. The putative protein sequences encoded by
studied genes together with possible homologs in known species were analyzed by
sequence alignment. The determination of the temporal and spatial expression of PeDFR,
PeGT, PeWD40 and PsMYB-R2R3 genes may contribute to understanding the mechanisms

of anthocyanin biosynthesis in Passiflora.
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1. INTRODUCAO
1.1. Pigmentacéo floral: um sinal visual para a interacdo com polinizadores

A diversidade fenotipica floral encontrada entre as angiospermas € visualmente
imensa e evolutivamente enigmatica. A explicagdo mais plausivel para essa diversidade
floral € atribuida as diferentes formas em que as flores adaptaram-se para tornarem mais
atraentes e garantir o sucesso reprodutivo das espécies (Whitney e Glover, 2007; Crepet e
Niklas, 2009; Friedman, 2009).

Especificamente no caso de flores polinizadas por animais, caracteres morfoldgicos
e fisiolégicos coevoluiram com as caracteristicas anatomicas, fisioldgicas e
comportamentais dos polinizadores (Fenster et al, 2004; Whitney e Glover, 2007). Os
animais reconhecem determinados caracteres florais como morfoldgicos (tamanho e
simetria) e/ou quimicos (pigmento, odor e néctar) exercendo forte pressdo seletiva em
muitas espécies (Harbone, 1994; Fenster et al., 2004; Miller et al., 2009; Kay e Sargent,
2009). O conjunto desses caracteres florais adaptados as caracteristicas morfoldgicas e
fisiolégicas de um particular polinizador € conhecido como “sistema de polinizagdo”
(Faegri e Pijl, 1971; Thomson e Wilson, 2008; Rausher, 2008; Kay e Sargent, 2009).

Dentre as caracteristicas florais, a pigmentacdo desempenha uma fung¢do importante
na atracdo de polinizadores, uma vez que os pigmentos podem refletir diferentes
comprimentos de onda da luz propiciando sinais especificos aos animais (Glover e Martin
1998; Clegg e Durbin, 2000, 2003; Chittka e Kevan, 2005; Lunau et al., 2006).

Geralmente, as flores adaptadas a polinizagdo por abelhas apresentam padrdes de
pigmentagdo distintos pela combinagdo de coloracdes representadas por manchas ou listras
no tubo floral e/ou pétalas, conhecidos como ‘“guias de néctar”, direcionando os

polinizadores aos recursos e drgaos reprodutivos (Fenster et al., 2004; Lunau et al., 2006).



1.2. A via biossintética das antocianinas

As plantas sintetizam uma quantidade grande de metabolitos secundarios,
acumulados em diferentes 6rgaos e em determinados estagios de desenvolvimento da planta
como sinais quimicos em resposta aos estimulos endogenos e exdgenos com fungdo
importante na interagdo planta-meio (Grotewold, 2006; Yang et al., 2012).

Dentre os metabdlitos secundarios, as antocianinas representam a maior subclasse
dos flavondides e sdo responsaveis pela enorme diversidade de cores presentes em flores,
frutos, sementes e folhas de angiospermas. Além da relevancia aos beneficios a saude
humana, estes pigmentos encontrados em flores e frutos exercem um papel ecoldgico
importante na atracdo de animais contribuindo para a polinizagdo das flores e a dispersdo de
sementes (Fenster et al., 2004; Grotewold, 2006; Rausher, 2008; Miller et al., 2009).

Normalmente, as antocianinas acumulam-se nos vacuolos de células epidérmicas de
pétalas de flores e frutos (Martin e Gerarts, 1993), podendo também ser encontradas em
orgaos vegetativos em resposta aos estresses abioticos e bidticos relacionados a radiagao
ultravioleta, temperatura, seca ou em defesa contra patdogenos (Davies, 2004; Gould, 2004;
Castellarin et al., 2007; Czemmel et al., 2009; Vogt, 2010; Katerova et al., 2012).

Quando extraidas do meio natural, as antocianinas encontram-se associadas as
moléculas de agucares, sendo estruturalmente derivados glicosilados do cation flavilico
polihidroxilado e/ou polimetoxilado. A remoc¢do da por¢do glicosilada da estrutura
molecular das antocianinas por hidrolise acida ou enzimatica gera a antocianidina que
consiste de dois anéis aromaticos (A e B) unidos por um heterociclo oxigenado (C)
conforme a Figura 1A (Harborne, 1994; Grotewold, 2006). A Figura 1B mostra as seis
antocianidinas principais com as diferencas nas configuracdes dos substituintes no anel B e

as respectivas massas moleculares.



A B
— ; Massa
R Antocianidina R R KTolsaitag
Pelargonidina H H 271
Cianidina OH H 287
Delfinidina OH OH 303
Peonidina OCHs H 301
Petunidina OCHs3 OH 317
Malvidina OCH3 | OCH3 331

Figura 1. (A) Estrutura da antocianidina. Geralmente, hidroxilagido ocorre na posi¢éo 3 do anel C, na posicoes
5 e 7 doanel A e 4’ do anel B. (B) Seis antocianidinas comuns, os substituintes encontrados nas posi¢des R e
R’ e as massas moleculares. Glicosilagdo ¢ acilagdo ocorrem na posi¢do R”. Adaptagdo de Wu e Prior, 2005.

Uma representagdo geral da via metabdlica dos flavonoides, originando as
antocianinas e demais compostos fendlicos estd ilustrada na Figura 2. Inicialmente, o
aminoacido fenilalanina é utilizado como esqueleto carbdnico para a condensagdo de uma
molécula de 4-cumaroil-CoA com trés moléculas de malonil-CoA através da acdo da
chalcona sintase (CHS), formando tetrahidroxil-chalcona. Posteriormente, este primeiro
flavondide € isomerizado pela chalcona isomerase (CHI) para formar naringenina e se
converter em dihidrokaempferol (DHK) pela enzima flavanona 3-hidroxilase (F3H).

Flavondide 3’ hidroxilase (F3’H) e flavonoide 3’5’ hidroxilase (F3’5°H) catalisam a
hidroxilacdo do dihidrokaempferol para produzir dihidroquercetina e dihidromiricetina,
respectivamente (Figura 2). Apesar das diferentes coloragdes presentes na natureza, todas
as antocianinas sao derivadas de trés principais antocianidinas: pelargonidina, cianidina e
delfinidina com um, dois ou trés grupos de hidroxilas ligados ao anel B do
dihidrokaempferol devido a atividade das enzimas F3’H e F3’5°H, resultando ramos
alternativos da via metabdlica e com fung¢do crucial na determinag¢do da coloracdo final de
flores e frutos (Figura 2; Holton e Tanaka, 1994; Tanaka et al., 2008; Streisfeld e Rausher,

2009; Tanaka e Sasaki, 2010; Halbwirth, 2010).
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Figura 2. Representagido esquematica da via biossintética das antocianinas. As enzimas que catalisam cada
etapa da via estdo indicadas em vermelho e as classes de alguns compostos fenodlicos em azul. PAL:
fenilalanina amoénia liase; C4H: cinamato 4-hidroxilase; 4CL: 4-curamatoco-enzima A ligase; CHS: chalcona
sintase; CHI: chalcona isomerase; F3H: flavanona 3-hidroxilase; FLS: flavonol sintase; F3’H: flavondide 3°-
hidroxilase; F3’5’H: flavondide 3’5’-hidroxilase; DFR: dihidroflavonol 4-redutase; ANS: antocianidina
sintase; LAR: leucoantocianidina redutase; ANR: antocianidina redutase; MTase: metiltransferase; GT:
glicosiltransferase; GST: glutationa S-transferase. Os niimeros 1, 2 e 3 representam os trés ramos da via de
acordo com o numero de hidroxilas ligadas ao anel B do dihidrokaempferol resultando na produgdo das
diferentes antocianinas. Adaptagdo de Grotewold, 2006 e Tanaka et al., 2008.



Dihidroflavonol 4-redutase (DFR) ¢ uma enzima importante para a biossintese das
antocianinas capaz de usar os dihidroflavondis como substrato para a produgdo dos
precursores das antocianidinas. Em seguida, antocianidina sintase (ANS) converte
compostos incolores em trés principais antocianidinas coloridas: cianidina, pelargonidina e
delfinidina. Dessa forma, pelargonidina reflete a cor laranja-avermelhada, cianidina produz
cores do vermelho ao violeta e delfinidina reflete cores entre o roxo e o azul (Rausher,
2008).

Metiltransferase (MTase) € responsavel pela adi¢cdo de um grupo metil a cianidina,
resultando em peonidina. Enquanto, petunidina e malvidina correspondem as 3’ O-metil
delfinidina e 3’5" O-dimetil delfinidina, respectivamente (Jonsson et al, 1984).
Glicosiltransferase (GT) é a enzima responsavel pela glicosilagdo das antocianidinas,
conferindo maior estabilidade as moléculas (Grotewold, 2006, Davies, 2009; Chen et al.,
2011; Saito et al., 2013). Glutationa S-transferase (GST) juntamente com transportadores
especificos na membrana vacuolar sdo recrutados para o transporte intracelular das
antocianinas (Grotewold, 2006; Modolo et al., 2007).

Vale ressaltar que o dihidroflavonol pode ser recrutado como substrato para a
producdo de outros compostos fenolicos: os flavondis pela enzima flavonol sintase (FLS) e
as proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados, pela reducdo de
leucocianidina devido as atividades das enzimas leucoantocianidina redutase (LAR) e
antocianidina redutase (ANR) como representado na Figura 2 (Mol et al., 1998; Grotewold,
2006; Gonzalez et al., 2008; Czemmel et al., 2012). Em geral, a biossintese e o acimulo
dos flavondis ocorrem em folhas e frutos, enquanto as proantocianidinas sdo acumuladas
principalmente no tegumento das sementes, mas podem ser encontradas em raizes, folhas,

caules, pétalas e sépalas provendo defesa contra insetos, herbivoros e patogenos



microbianos (Koes et al., 1994; Lepiniec et al., 2006; Hanhineva et al., 2008; Abeynayake

et al., 2012).

1.3. Regulacio transcricional da via biossintética das antocianinas

A via biossintética das antocianinas constitui a via metabolica de compostos
secundarios melhor caracterizada bioquimicamente e geneticamente em muitas espécies
que apresentam flores com morfologias, padrdes de pigmentacio e “sistemas de
polinizacdo” diferenciados como petunia (Quattrocchio et al., 1999; Spelt et al., 2000);
Matthiola incana (Heller et al., 1985); Dianthus caryophyllus (Stich et al., 1992); Eustoma
grandiflorum (Davies et al., 1993); Gerbera hybrida (Hellariutta et al., 1993), Zea mays
(Grotewold et al., 1994; Hernandez et al., 2004); Antirrhinum majus (Schwinn et al., 2006),
Ipomoea (Morita et al., 2006; Park et al., 2007), Cyclamen persicum (Boase et al., 2010),
Dabhlia variabilis (Ohno et al. 2011).

Pelo menos dois grupos de genes sdo necessarios para a biossintese dos flavondides:
o primeiro grupo corresponde aos genes estruturais que codificam as enzimas para a
producdo de precursores dos flavondides, como aquelas envolvidas na biossintese das
antocianinas. O segundo grupo inclui os genes regulatérios que controlam diretamente a
expressdo espacial e temporal dos genes estruturais através de um complexo ternario
formado pelos fatores de transcrigdo das familias MYB, bHLH e as proteinas com dominio
WD40 (Holton e Cornish, 1995; Mol et al., 1998; Winkel-Shirley, 2001; Koes et al., 2005;
Ramsay e Glover, 2005; Grotewold, 2006; Davies, 2009; 2012; Petroni ¢ Tonelli, 2011,
Hichriet al. 2011; Yan et al., 2012).

Por esta razdo, os genes estruturais e os fatores de transcri¢do responsaveis pela

transcrigdo tecido-especifica das enzimas envolvidas no metabolismo dos flavonoides



foram clonados, sequenciados e caracterizados estruturalmente nas espécies citadas
anteriormente € em muitas outras espécies economicamente importantes como uva (Vitis
vinifera), magd (Malus domestica), pimenta (Capsicum spp), batata doce roxa (Ilpomoea
batatas), morango (Fragaria x ananassa) e entre outras (Takos et al., 2006; Deluc et al.,
2006; 2008; Espley et al., 2007; Ban et al., 2007; Mano et al., 2007; Griesser et al., 2008;
Brueggemann et al., 2010; Matus et al., 2010; Czemmel et al., 2012; Aza-Gonzélez et al.,

2012).

1.4. Diferentes mecanismos moleculares da via biossintética das antocianinas em
monocotiledoneas e dicotiledoneas

A interagdo dos fatores de transcricito MYB-R2R3 ¢ bHLH e as proteinas com
dominio WD40 ¢ essencial para a regulacdo da biossintese dos flavondides em muitas
espécies de monocotiledoneas e dicotiledoneas (Koes et al., 2005; Davies, 2009; 2012;
Petroni e Tonelli, 2011; Feller et al,, 2011; Saito et al., 2013; Smith et al., 2013).
Entretanto, este complexo pode determinar diferentemente os padrdes temporais e espaciais
da expressdo dos genes estruturais na via metabolica e assim, resultar mecanismos
regulatorios distintos entre as espécies (Figura 3).

Em flores de milho (Zea mays), a interagdo entre COLORLESS! (ZmCl) ou
PURPLE LEAF1 (ZmPLI), os quais codificam proteinas MYB e REDI (ZmRI) ou
BOOSTERI (ZmBl), pertencentes da familia bHLH ativa todos os genes da via
biossintética dos flavondides (CHS, CHI, F3H, DFR, ANS e GT) como um unico conjunto
(Cone et al., 1986; Paz-Ares et al., 1987; Ludwig et al., 1989; Ludwig e Wessler, 1990;

Goffet al., 1990; Grotewold et al., 1994; 2000; Hernandez et al., 2004).
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Ipomoea purpurea
VWWDR1 Arabidopsis thaliana  Antirrhinum majus
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Figure 3. Redes regulatdrias formadas pelo complexo ternario MYB-bHLH-WD40 ou simplesmente pelo
complexo bindrio MYB-bHLH envolvidas na biossintese de proantocianidina / antocianina em diferentes
espécies e na acidificacdo vacuolar em petinia. Proteinas MYB estdo indicadas em vermelho, bHLH em
verde e WD40 em amarelo. Adaptado de Feller et al., 2011.

Adicionalmente, PALE ALEURONE COLORI1 (ZmPAC1), uma proteina WD40
participa na ativagdo da via biossintética da antocianina, responsavel pelo acumulo de
pigmentos nas sementes, uma vez que mutantes pac/ mostraram uma redugdo na producao
de antocianina no pericarpo do grao (Selinger ¢ Chandler, 1999; Carey et al., 2004).

Por outro lado, numerosos estudos indicaram que a via metabdlica da antocianina
em Arabidopsis requer uma combinacdo diferencial dos genes regulatérios MYB-bHLH-
WD40 (Mehrten et al., 2005; Stracke et al., 2007; Gonzalez et al., 2008). A ativa¢do da
expressao dos genes estruturais presentes no inicio da via biossintética dos flavonoides
dentre eles CHS, CHI e F3H ¢ realizada por AtIMYB11, AtMYB12 e AtMYBI111, fatores
de transcricio da familia R2R3-MYB. Estes genes parecem agir redundantemente e

independentemente das proteinas bHLHs, uma vez que o triplo mutante mostrou uma



alteracdo na biossintese dos flavondides no inicio da via, porém nao afetando a producdo e
o acumulo de antocianinas (Stracke et al., 2001; 2007; Mehrten et al., 2005).

Trés reguladores, TRANSPARENT TESTA2 (AtTT2), uma proteina MYB-R2R3,
TRANSPARENT TESTA8 (AtTT8), um fator bHLH e TRANSPARENT TESTA
GLABRA1 (AtTTGI), uma proteina WD40 sdo especificamente responsaveis para a
producdo de proantocianidinas em sementes pela ativagdo da expressdo do gene BANYLUS
que codifica a enzima antocianidina redutase (ANR, Nesi et al., 2000, 2001; Baudry et al.,
2004).

Similarmente, AtTTG1 forma um complexo terndrio adicional com outras proteinas
bHLHs: AtTTS, GLABRA3 (AtGL3) e ENHANCER OF GLABRA3 (AtEGL3)
modulando a sintese de antocianinas nas folhas de Arabidopsis. Além disso, este complexo
participa em processos de diferencia¢do celular como aqueles envolvidos na formacgao de
pelos radiculares, tricomas e mucilagem do tegumento de sementes (Nesi et al., 2000; 2001;
Zhang et al., 2003).

PRODUCTION OF ANTHOCYANIN PIGMENT1/2 (AtPAP1 e AtPAP2),
AtMYBI113 e AtMYBI114 sdo fatores de transcricdo MYB-R2R3 que agem
redundantemente no controle da biossintese de antocianinas em Arabidopsis, regulando a
expressao dos genes estruturais envolvidos na fase tardia da via metabdlica: DFR, ANS e
GT (Stracke et al., 2007, Gonzalez et al., 2008). Estudos com duplo-hibrido revelaram as
interacdes protéicas entre AtPAP1, AtPAP2, AtMYBI113 e AtMYBI114 com AtTTGI1
(WD40), AtTTS, AtGL3 e AtEGL3 (bHLH), confirmando a formacdo do complexo
ternario em Arabidopsis (Zhang et al., 2003, Gonzalez et al., 2008).

Uvas vermelhas (Vitis vinifera) representam uma fonte de diversos compostos

fendlicos responsadveis pela adstringéncia e coloracdo dos vinhos. Proantocianidinas sdo



sintetizadas predominantemente em sementes durante o estagio inicial do desenvolvimento
do fruto (Kennedy et al., 2001), enquanto as antocianinas sdo acumuladas nos frutos em
estagio tardio de desenvolvimento, correspondente a fase de amadurecimento (Boss et al.,
1996). Muitos estudos relacionados aos mecanismos moleculares confirmaram o controle
combinatdrio da atividade do complexo protéico MYB-bHLH-WD40 na biossintese € no
acumulo das duas subclasses de flavondides em uvas (Takos et al., 2006, Deluc et al., 2006,
2008, Matus et al., 2010).

Dois genes MYB-R2R3, V'vMYBAI e VvMYBA2 controlam a expressdo do gene GT
que codifica a enzima responsdvel pela conversdo das antocianidinas em antocianinas
(Cutanda-Perez et al., 2009). A auséncia de antocianinas em cultivares de uvas verdes deve-
se a insercdo de um retrotransposon na regido promotora do gene VvMYBAI e duas
mutagdes na regido codificadora do gene V'vMYBA2 (Kobayashi et al., 2004, Walker et al.,
2007). Os genes VvMYBPAI e VvMYBPA2 (MYB-R2R3) ativam a sintese de
proantocianidinas nas sementes por regular diretamente a expressdo dos genes que
codificam as enzimas antocianidina redutase (ANR) e leucoantocianidina redutase (LAR,
Bogs et al., 2007, Terrier et al, 2009).

Adicionalmente, dois fatores de transcricaio MYB-R2R3: VvMYB5a esta
especificamente envolvido na producdo de proantocianidinas em sementes durante a fase
inicial do desenvolvimento do fruto da uva, enquanto VVMYB5b promove a sintese € o
acimulo de proantocianidinas e antocianinas no mesocarpo € na casca dos frutos durante
todo o desenvolvimento do fruto (Deluc et al., 2006, 2008).

VvMYC1 e VVMYCA1 (bHLHs) em combinacdo com duas proteinas WD40,
VvWDRI1 e VvWDR2 completam o complexo protéico terndrio para a inducdo da

biossintese de proantocianidinas e antocianinas nas uvas vermelhas (Matus et al., 2010,
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Hichri et al., 2010). Experimentos complementares de duplo-hibrido demonstraram que
VvMYCI1 € capaz de interagir e formar dimeros com todos os MYB-R2R3: VVMYBA1/2,

VvVMYBPAI e VvMYBS5a/5b (Hichri et al., 2010).

1.5. Como o complexo MYB-bHLH-WD40 modula a regulacio transcricional da via
biossintética de antocianinas em flores?

Em plantas ornamentais, a coloragdo e o padrio de pigmentagdo das flores
representam caracteristicas de grande interesse agrondmico. Em petinia, a proteina
PhAN11 (WD40) interage com as proteinas PhAN1 (bHLH) e PhAN2 ou PhAN4 (MYB-
R2R3) para a ativagdo da produgdo de antocianinas nas pétalas e nas anteras,
respectivamente (de Vetten et al., 1997; Quattrocchio et al., 1999; Spelt et al., 2000; 2002;
Zenoni et al., 2011). PhJAF13, um regulador adicional bHLH, também interage com
PhAN2 para a ativagdo dos genes estruturais da via biossintética da antocianina
(Quattrocchio et al., 1999; Spelt et al., 2000).

Adicionalmente, PhAN11 ¢ encontrado em tecidos ndo-pigmentados, indicando que
PhAN1 e PhANI1 sdo necessarios para a acidificacio do pH vacuolar nas células
epidérmicas das pétalas, interagindo com um terceiro fator de transcricdo MYB-R2R3,
PhPH4. Analises de mutantes deste complexo MYB-bHLH-WD40 mostraram o pH
vacuolar alcalino e consequentemente flores de petinia mais azuladas foram observadas
(Quattrocchio et al., 2006).

A corola de Antirrhinum majus exibe um padrao de venagdo que consiste de listras
coloridas, afetando a intensidade da coloragdo e provendo sinais especificos para os
polinizadores (Shang et al., 2011). Este padrao de pigmentacdo € resultado da interacdo de

trés fatores de transcricdo MYBs-R2R3: ROSEA1 (AmROS1), ROSEA2 (AmROS2) e
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VENOSA (AmVEN) com duas proteinas bHLHs, MUTABILIS (AmMUT) e DELILA
(AmDEL, Schwinn et al., 2006; Shang et al., 2011).

ROSEAT e ROSEA2 juntamente com DELILA regulam o padrao e a intensidade de
pigmentacdo no tubo floral de Antirrhinum majus. Por outro lado, VENOSA e
MUTABILIS estao associadas ao padrdo de vena¢do na corola somente quando ROSEA1
esta inativa (Schwinn et al., 2006). A expressdao dos genes F3H, FLS, F3’H, DFR, ANS e
GT depende altamente da atividade de ROSEAL1. Por sua vez, ROSEA2 controla os genes
CHI e F3’H enquanto VENOSA induz a expressao dos genes CHI, F3H, FLS, F3’H, ANS e
GT, com excecdo do gene DFR. Aparentemente, ambos os fatores de transcricio bHLHs,
MUTABILIS e DELILA agem redundantemente na ativagdo da expressio de um
subconjunto de genes envolvidos tardiamente na biossintese das antocianinas como F3H,
DFR, ANS e GT.

Em flores de Ipomoea purpurea, as proteinas IpMYBI1, IpbHLHI1, IpbHLH2 e
IpWDRI1 formam o complexo protéico ternario essencial para a biossintese de antocianina
nos orgaos florais, o acimulo de proantocianidinas nos tegumentos das sementes ¢ a
diferenciagdo de tricomas (Park et al., 2007). Observacdes do triplo mutante indicaram uma
redugdo parcial da expressdo de todos os genes envolvidos na produgdo de antocianinas,
uma perda completa da expressdo dos genes da fase tardia responsaveis pela produgdo de
proantocianidinas nas sementes, entretanto sem alterar a transcri¢do dos genes da fase
inicial da via biossintética dos flavondides. Uma explicacdo provavel é que o fator de
transcricdo IpMYBI1 ativa a expressdao de todos os genes estruturais, enquanto I[pbHLH2
desempenha um controle parcial na via metabdlica dos flavondides e finalmente, os genes
envolvidos na fase tardia sdo regulados independentemente dos fatores de transcricdo MYB

e proteinas WD40 (Park et al., 2007).
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Em Ipomoea nil, trés reguladores transcricionais MYBs-R2R3 (InMYBI1, InMYB2,
InMYB3) em combinagdo com trés proteinas bHLHs (InbHLH1, InbHLH2, InbHLH3) e
duas proteinas WD40 (InWDR1 e InWDR?2) representam o complexo regulatorio para a
biossintese de antocianinas em suas flores (Morita et al., 2006). Diferentemente de todas as
eudicots, estudos nas duas espécies de [pomoea indicaram que toda a via biossintética dos
flavondides, em especial a da antocianina € controlada como um tinico conjunto igualmente
observado nas flores de milho (Morita et al., 2006).

As flores de Lilium spp. sdo reconhecidas pela grande variedade de coloragdo
presente em suas tépalas com pontos vermelho escuros na superficie adaxial (Yamagishi et
al., 2010; Yamagishi, 2013). As antocianinas s3o 0s pigmentos responsaveis por essa
variabilidade e a inducdo da biossintese € transcricionalmente ativada pela expressao
combinada de dois fatores de transcricdo MYBs-R2R3, LhiMYB6 e LhMYB12, homdlogos
aos gene PhAN2 (Yamagishi et al., 2010) e duas proteinas bHLHs, LhbHLH1 ¢ LhbHLH2
homologas aos genes JAF13 e ANI de petunia, respectivamente (Nakatsuka et al., 2009).

A producdo e o acumulo de antocianinas nas flores de Gerbera hybrida é regulada
pela ativagdo coordenada dos genes estruturais pelos fatores de transcricado GhMYB10
(MYB-R2R3) e GhMYCI (bHLH) (Elomma et al., 1988, 2003). Dessa forma, a biossintese
de antocianinas nas flores de Antirrhinum, lirios e gérberas € modulada por um complexo
bindrio constituido pelos fatores de transcricilo MYB-R2R3 e bHLH, aparentemente

independente da expressao das proteinas WD40.

1.6. Fatores envolvidos na pigmentacao final das flores
A coloracdo final das pétalas na maioria das flores de angiospermas nao ¢

determinada somente pela estrutura quimica das moléculas de antocianinas acumuladas nas
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células epidérmicas, mas também por fatores enddgenos e exdgenos, destacando-se entre
estes a temperatura (Shvarts et al., 1997; Mori et al., 2007), a luz (Mol et al., 1996, Irani
e Grotewold, 2003; Meng et al., 2004; Vanderauwera et al., 2005), o pH vacuolar
(Yoshida et al., 1995; Quattrocchio et al., 1999; Grotewold, 2006; Yoshida et al.,
2009a, 2009b), a presenga de ions metais (Mol et al., 1998) e a propria morfologia das
células epidérmicas (Weiss, 2000; Whitney e Glover, 2007, Whitney et al., 2011).

De acordo com a literatura, a morfologia celular da epiderme em pétalas pode
interferir na percep¢do da coloragdo pelos polinizadores. As células conicas funcionam
como lentes e possibilitam um maior ou menor aumento na quantidade de luz absorvida
pelos pigmentos florais, resultando na intensidade da cor e do brilho do érgdo pigmentado,
funcionando como um sinal visual para os animais (Perez-Rodriguez et al., 2005; Baumann
et al., 2007; Whitney e Glover, 2007, Whitney et al., 2011).

Em flores de Antirrhinum majus, o fator de transcricio MIXTA da familia MYB ¢
necessario para a formagao de células conicas na epiderme adaxial das pétalas (Noda et al.,
1994). Mutantes mixta apresentam uma deficiéncia na coloracdo como resultado da
diferenca de luz refletida pelas células epidérmicas nao-cOnicas e consequentemente
interferindo na percepgao dos polinizadores (Noda et., 1994; Glover e Martin, 1998; Perez-
Rodriguez et al., 2005; Brockington et al., 2012). Experimentos adicionais demonstraram
que a superficie das células conicas na epiderme das pétalas de Antirrhinum funciona como
uma plataforma para os polinizadores, oferecendo maior aderéncia para exploragdo das

flores e o aumento da eficiéncia do forrageamento e polinizacdo (Whitney et al., 2009).
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1.7. Passiflora

Passiflora, o maior género da familia Passifloraceae, compreende
aproximadamente 600 espécies amplamente distribuidas em regides tropicais e subtropicais
(Ulmer e MacDougal, 2004). As flores de Passiflora sao exemplos de complexidade e
diversidade entre as angiospermas. A caracteristica mais marcante do género ¢ a variedade
extrema de morfologias, cores e padrdes de pigmentacdo observada principalmente
nos filamentos da corona, atraindo diferentes polinizadores (Ulmer e MacDougal, 2004).

Em Passiflora, as abelhas sdo os principais polinizadores seguidos de beija-flores
e morcegos (Janzen, 1968; Sazima e Sazima, 1978, 1987; MacDougal,
1994; Koschnitzke e Sazima, 1997; Varassin et al., 2001; Ulmer e MacDougal, 2004;
Fischer e Leal, 2006).

Diante da diversidade floral observada entre as espécies de Passiflora, acredita-se
que os padrdes de pigmentagdo distintos na corona representam um modelo excelente para
compreender a relacdo planta-polinizador e fornecer informagdes relevantes sobre a
diversificacdo do género ao longo da evolugcdo. Uma vez que, diversos estudos focaram na
evolucdo da coloracdo floral associada ao espectro de cores percebido pelos polinizadores,
proporcionando informagdes uteis sobre as trajetorias evolutivas de algumas familias de
angiospermas (Pérez et al., 2006; Thomson e Wilson, 2008; Streisfelf e Rausher, 2009;
Toleno et al., 2010).

Em geral, as transi¢cdes evolutivas de flores ancestrais azul-arroxeadas para flores
derivadas vermelhas estdo associadas com as transicdes da polinizacdo realizada por
abelhas para beija-flores e intimamente correlacionadas com as moléculas de antocianinas

produzidas (Rausher, 2008). Desta forma hd uma correlagdo direta entre a pigmentagdo das
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flores, a interagdo com o agente polinizador e o sucesso reprodutivo das espécies (Hoballah
et al., 2007; Sobel e Streisfeld, 2013; Smith et al., 2013).

Na literatura ha poucos estudos sobre a identificacdo das antocianinas em
Passiflora (Halim e Collins, 1970; Billot, 1974, Kidoy et al., 1997; Barp et al., 2006).
Glicosideos de cianidina e diglicosideos de malvidina, petunidina e delfinidina foram
identificados em flores de P. quadrangularis com o uso da cromatografia de papel e gasosa
(Halim e Collins, 1970). Posteriormente, glicosideos de malvidina, petunidina e delfinidina
foram também encontrados nas flores desta espécie usando somente cromatografia de papel
(Billot, 1974).

Kidoy e colaboradores (1997) analisaram os frutos de P. edulis e P. suberosa por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), identificando oito antocianinas em P.
suberosa e trés em P edulis, onde cianidina-3-O-glicosideo representou a antocianina
majoritaria em ambas as espécies. E apenas a antocianidina pelargonidina foi detectada em
folhas arroxeadas de P. suberosa com o uso da cromatografia de papel (Barp et al., 2006).

Para uma compreensdo inicial da interacdo entre cor e superficie, uma analise
morfologica adicional das células epidérmicas da corona de P. edulis, P. suberosa e P.
coccinea pode corroborar com informagdes advindas da morfologia conica das pétalas de
Antirrhinum majus em relagdo ao acimulo de antocianinas e a atracdo de polinizadores
(Noda et al., 1994; Whitney e Glover, 2007).

Além disso, informacdes moleculares sobre o controle transcricional responsavel
pela biossintese de antocianinas e os mecanismos envolvidos na formag¢do da variedade de
padrdes de pigmentacao floral em Passiflora sdo inexistentes na literatura cientifica.

Assim, este trabalho caracteriza o perfil de pigmentacdo dos filamentos da corona

de P. edulis Deg., P. alata Curtis, P. coccinea Aubl., P. incarnata L., P. suberosa L. e do
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hibrido interespecifico artificial P. ‘Lady Margaret’. Buscou-se ainda a observagdo da
morfologia epidérmica dos filamentos da corona de trés espécies: P. edulis, P. suberosa e
P. coccinea que pode fornecer informagdes relacionadas ao aumento da intensidade da
coloracdo e percepcdo pelos polinizadores. E finalmente, a identificagdo e a caracterizagao
de genes estruturais e regulatorios potencialmente envolvidos na via metabolica das
antocianinas em P. edulis e em P. suberosa.

Deste modo, espera-se que os resultados obtidos deste estudo possam contribuir
para uma melhor compreensdo, do ponto de vista molecular dos mecanismos evolutivos
responsaveis pela diversidade de pigmentacdo geradora de novas interagdes entre as

espécies de Passiflora e seus polinizadores.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi caracterizar a pigmentacdo dos filamentos da
corona em espécies de Passiflora, priorizando os aspectos bioquimicos, morfoldgicos e
moleculares. Com esse intuito, objetivos especificos foram estabelecidos:

1. Isolar e identificar as antocianinas dos filamentos da corona com diferentes
padrdes de pigmentagdo em flores de P. edulis Deg., P. alata Curtis, P. coccinea Aubl., P.
incarnata L. (subgénero Passiflora), P. suberosa L. (subgénero Decaloba) e do hibrido
interespecifico artificial P. ‘Lady Margaret’ T. Skimina (P. incarnata x P. coccinea)
utilizando métodos cromatograficos e espectrométricos.

2. Caracterizar morfologicamente a epiderme dos filamentos da corona de P. edulis,
P. suberosa e P. coccinea.

3. Identificar e caracterizar os genes estruturais e regulatorios envolvidos
potencialmente na biossintese de antocianina nos filamentos da corona nas espécies P.
edulis Deg. e P. suberosa L. mediante a analise de “Data Mining” do banco de dados do
Projeto PASSIOMA.

4. Analisar a expressio temporal e espacial de homologos dos genes
DIHIDROFAVONOL 4-REDUTASE, GLICOSILTRANSFERASE, MYB ¢ WD40 com o
emprego de RT-PCR e hibridizagao in situ durante o desenvolvimento floral de P. edulis e

P. suberosa.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado neste estudo foi proveniente de plantas cultivadas na
casa de vegetacdo e nos campos experimentais do Departamento de Biologia Vegetal do
Instituto de Biologia da Unicamp (Campinas, SP).

Para a determinagdo do perfil de pigmentagdo, filamentos da corona de flores em
antese de P. edulis, P. alata, P. coccinea ¢ P. incarnata (subgénero Passiflora), P. suberosa
(subgénero Decaloba) e do hibrido interespecifico artificial P. ‘Lady Margaret’ (P.
incarnata x P. coccinea) foram imediatamente congelados em N, liquido e armazenados a
-80°C até o momento da utilizacdo.

Devido ao numero elevado de moléculas de antocianinas associado a dificuldade de
obter todos os padrdes auténticos destes pigmentos, a identificacdo inicial das antocianinas
em Passiflora foi baseada por comparagao do tempo de retencdo, da razdo massa/carga
(m/z) e do padrao de fragmentagdo MS/MS das antocianinas isoladas e identificadas nos
extratos de frutos de morango (Fragaria X ananassa), amora (Morus nigra), jussara
(Euterpe edulis), ameixa (Prunus domestica), mirtilo (Vaccinium myrtillus) e jambolao
(Syzygium cumini) descritas anteriormente na literatura (Lopes da Silva et al., 2002; 2007;
Wu e Prior, 2005; de Brito et al., 2007, Hassimotto et al., 2007; Faria et al., 2011).

Para a observagao da morfologia celular epidérmica por microscopia eletronica de
varredura, os filamentos da corona de flores em antese de P. edulis, P. suberosa ¢ P.
coccinea foram coletados e preparados de acordo com o item 3.2.5.

Andlises de expressio dos homologos dos genes DIHIDROFAVONOL 4-
REDUTASE, GLICOSILTRANSFERASE, MYB e WD4(0 foram realizadas somente nas

espécies P. edulis e P. suberosa, uma vez que sdo as espécies-modelo que tiveram um
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nimero grande de genes expressos durante o desenvolvimento floral clonado e sequenciado
no ambito do Projeto PASSIOMA (Dornelas et al., 2006; Cutri e Dornelas, 2012).

No caso de RT-PCR, diferentes orgdos vegetativos e florais de P. edulis e P.
suberosa foram coletados em N, liquido e devidamente armazenados a -80°C até o
momento da extragdo de RNA e sintese de cDNA segundo descrito no item 3.2.7.
Enquanto, botdes florais em diferentes estdgios de desenvolvimento de P. edulis e P.

suberosa destinados a hibridizacdo in situ foram fixados e preparados conforme descrito no

item 3.2.8.

3.1.1. Solventes e padroes

Todos os solventes empregados foram de grau analitico. Metanol, acetato de etila e
acido férmico foram obtidos da Synth (P.A., Sao Paulo, Brazil). A dgua foi purificada pelo
sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, USA). Padrdes de cianidina 3-O-glicosideo, cianidina
3,5-O-diglicosideo, malvidina 3-O-glicosideo ¢ malvidina 3,5-O-diglicosideo foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (P.A., Sao Paulo, Brasil). A pureza dos padrdes foi 90% e
todos foram dissolvidos em metanol para obter a concentragdo inicial de 1 mg/mL. Em
seguida, foram diluidos em agua Milli-Q até atingir concentragdes entre 0,1 ¢ 100 pg/mL

para a construcdo das curvas de calibracio.

3.2. Metodologia
3.2.1. Obtencio e purificacdo dos extratos

Todas as amostras dos extratos de frutos e dos filamentos da corona de Passiflora
foram liofilizadas e maceradas. Para a extragdo dos pigmentos utilizou-se 10 mg dos frutos

e dos filamentos da corona liofilizados em 1 mL de solugdo extratora aquosa acidificada
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com acido féormico (1%) por 30 minutos no banho ultrassonico. Em seguida, centrifugou-se
e ao sobrenadante foi adicionado 1 mL da solucdo aquosa acidificada, retornando ao banho
ultrassonico. Repetiu-se duas vezes este procedimento para garantir a extracdo total dos
pigmentos.

Baseado em Giusti et al. (1999), o extrato obtido passou por um processo de
purificacdo para obtengdo de antocianinas totais, usando cartucho C18 (Merck, Li Chrolut
RP-18) previamente ativado com 1 mL de metanol e lavado com dgua. Uma lavagem inicial
com 3 mL de dgua Milli-Q permitiu que as antocianinas e outros compostos fendlicos
fossem adsorvidos a mini-coluna, enquanto agucares, acidos e outros compostos foram
removidos.

Posteriormente, os fendlicos nido-antocianinas, isto €, os demais flavondides foram
lavados da coluna com 3 mL de acetato de etila e subsequentemente, as antocianinas foram
cluidas com metanol contendo 0,1% de acido férmico. O extrato foi concentrado até
eliminacdo do metanol sob atmosfera de nitrogénio (por se tratar de pequena quantidade de

extrato) e os pigmentos foram dissolvidos em 1 mL de agua Milli-Q.

3.2.2. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (do inglés UPLC — ultra performance
liquid chromatography) foi usada para analisar os pigmentos extraidos. A cromatografia foi
realizada em um sistema ACQUITY UPLC"® (Waters®) acoplado a espectrometria de
massas (UPLC-MS).

As condigdes da corrida cromatografica foram idénticas para os padrdes auténticos,
os extratos dos frutos e os filamentos da corona de Passiflora. As separagdes ocorreram em

colunas proprias para UPLC: BEH C18 (2,Imm x 50 mm, 1.7 pL de tamanho da particula).
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A fase mdvel consistiu de dois solventes: (A) dgua MILLI-Q com 0,1% de acido férmico e
(B) acetonitrila. O gradiente de solvente foi 95% de A e 5% de B no inicio, 50% de A e
50% de B em 5 min, 5% de A e 95% de B em 9 min, mantendo este gradiente até¢ 10 min e
retornando as condic¢des iniciais até 12 min. O fluxo foi 0,250 mL/min, a temperatura de
30°C e o volume de inje¢do foi SuL. para todos os extratos de Passiflora, dos frutos e dos

padrdes auténticos.

3.2.3. ESI-MS (Espectrometria de Massas com lonizacio por “Eletrospray”)

Os extratos dos frutos e dos filamentos da corona obtidos como descrito no item
3.2.1 foram submetidos a ionizagdo positiva e negativa realizando uma varredura de razio
massa/carga entre 190 e 1000 no espectrometro de massas triplo quadrupolo com ionizacao
por “eletrospray” (Waters).

As voltagens do capilar e do cone foram de 3KV e 30V respectivamente, utilizando
nitrogénio como gas de dessolvatagdo. As temperaturas da fonte ¢ de dessolvatagdo foram
150°C e 300C, respectivamente. Os picos de razdo massa/carga (m/z) de interesse foram
fragmentados a uma energia de colisdo de 30V, utilizando argdénio como gas de colisdao. Os
melhores resultados com informagdo estrutural das moléculas foram obtidos em modo

positivo e serdo descritos nesta tese.

3.2.4. Observacio do acimulo de antocianinas

Para a observacdo do acumulo de antocianinas nas c€lulas epidérmicas, cortes
transversais frescos do filamento da corona de P. edulis foram imersos em polietileno-glicol
(PEG 8.000) de acordo com Mudalige et al. (2003) e observados em microscépio ZEISS

modelo AxioCam HRec.
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3.2.5. Microscopia eletronica de varredura

Para a caracterizagdo morfoldgica da epiderme, os filamentos da corona de flores
em antese de P. edulis, P. suberosa ¢ P. coccinea foram coletados e fixados em 4%
paraformaldeido (p/v) em tampao fosfato sob vacuo (aproximadamente 600 mmHg) por 20
minutos € mantidos a 4°C por pelo menos 16h.

Em seguida, os filamentos da corona foram desidratados em série etilica, secos ao
ponto critico, montados em suporte metalico com fita dupla-face e metalizados com ouro
coloidal (Blazers Sputter: camada de 30nm). A observagdo foi feita em microscopio de
varredura LEO 435 VP no laboratdério de microscopia eletronica do Nucleo de Apoio a
Pesquisa em Microscopia Eletronica Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA-ESALQ/USP,
Piracicaba, SP). As imagens digitalizadas das observacdes foram obtidas utilizando-se o

programa LEOUIF.

3.2.6. Analise “Data Mining” do PASSIOMA e comparacoes das sequéncias

O banco de Etiquetas de Sequéncias Expressas (ESTs) de Passiflora edulis e
Passiflora suberosa gerado pelo projeto PASSIOMA foi utilizado como fonte primaria na
busca de genes potencialmente envolvidos na biossintese de antocianinas em Passiflora
(Dornelas et al., 2006; Cutri e Dornelas, 2012).

Para isso, as sequéncias deduzidas de aminodcidos das proteinas principais
envolvidas nas diferentes etapas enzimaticas da biossintese de antocianinas em Arabidopsis
thaliana e Petunia hybrida obtidas do National Center for Biotechnology Information
presentes nos Anexos XIII-XVIII foram usadas como sequéncias de referéncia (query) em

busca no banco de dados do PASSIOMA.
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Apds a selecdo das sequéncias de ESTs (reads) relevantes encontradas no
PASSIOMA, estas foram clusterizadas com o algoritmo CAP3 (Huang e Madan, 1999) do
software BioEdit (Hall, 1999). As sequéncias significativas com e-value menores que 107
foram consideradas e novamente comparadas com o banco de dados NCBI com o uso do
algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990).

Para as andlises filogenéticas, as sequéncias das proteinas de Passiflora foram
alinhadas com as proteinas homdlogas descritas para outras espécies de plantas, utilizando
apenas as regides com dominios protéicos conservados por meio do programa Clustal X
(Thompson et al., 1997). Eventualmente, os alinhamentos foram corrigidos manualmente e
utilizados para obtencdo de uma matriz de parcimonia pelo método de Neighbor Joining
com o uso do software The Molecular Genetics Analysis (MEGA) versdo 4.0 (Tamura et
al., 2007). A robustez das arvores obtidas foi testada com calculos de Bootstrap em 1000

repeticoes.

3.2.7. Analise de expressdo génica via RT-PCR

Para a realizagdo da RT-PCR, RNAs totais de diferentes 6rgaos vegetativos e florais
de P. edulis e P. suberosa listados na Tabela 1 foram isolados pelo reagente Trizol®
(Invitrogen, de acordo com as instru¢des do fabricante), com posterior tratamento com
DNAse® (AMBION) e a sintese do cDNA a partir de RNA total de cada amostra
utilizando-se o kit “Super Script First Strand Synthase” (Invitrogen, de acordo com as

instrucdes do fabricante).
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Tabela 1. Orgfos vegetativos e florais de Passiflora edulis e Passiflora suberosa

utilizados na andlise de RT-PCR.

P. edulis

P. suberosa

raiz hidropdnica
caule
folha juvenil
apice caulinar juvenil
apice caulinar adulto vegetativo
apice caulinar reprodutivo
botdo floral |1 (1 cm de comprimento)
bot3o floral I (2,5 cm de comprimento)
sépala
pétala
corona
androginéforo
estame
pistilo

raiz hidropénica
caule
folha juvenil
folha adulta
apice caulinar reprodutivo
botao floral | (0,3 cm de comprimento)
botao floral Il (0,8 cm de comprimento)
tépala
corona
androginoforo
estame
pistilo

Em relacdo aos materiais vegetais utilizados na andlise de RT-PCR, € preciso
esclarecer que em ambas as espécies analisadas, botao floral I correspondeu ao ultimo
estagio de desenvolvimento nio-pigmentado, enquanto o botdo floral II indicou um estagio
intermedidrio referente a pigmentagdo na corona. Além disso, todos os 6rgdos florais foram
separados da flor em antese.

As fitas de cDNA foram utilizadas como molde nas reagdes de PCR e a qualidade
dos cDNAs sintetizados foi analisada com os primers de PeACTINAI (PeACTI) ou
PsACTINAI (PsACTI, Tabela 2). Os ciclos das reacdes de PCR foram: desnaturagdo inicial
a 94°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de 95°C por 30s, temperatura de anelamento
correspondente ao primer (°C, ver Tabela 2 por 30s), 72°C por 30s e uma extensao final a

72°C por 5 min.
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Tabela 2. Primers utilizados na

Passiflora suberosa.

analise de RT-PCR em Passiflora edulis € em

Genes "Primer foward" "Primer reverse" Temperatura de anelamento
PeACT] AGAGCATCCAGTCCTCCTCA TATGGGAACTGTGTGGCTCA 60°C
PsACT! GGTTAAGGCTGGTTTTGCTG CATCTCCAGAGTCGAGCACA 60°C
PeDFR AGGACCCCGAGAATGAAGTG CCAAATCACACCAGCAGCTT 61°C
PeGT CATGTAATGGCGTTCCCCTG TTCTCACAGCTTCCACCAGT 61°C
PeWD40 CAGCAGAAACGATCGGAGAT CGTTCCAGTCGAAGGAGGTA 61°C
PsMYB GGCCTCCGTTTCTACATCAA CTGGTAATCTCCCGGCAATA 60°C

Os pares de primers especificos aos genes que codificam algumas das enzimas e
fatores de transcricdo da via biossintética da antocianina em Passiflora foram desenhados

utilizando-se o software Primer3 (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3; Rozen e Skaletsky,

1998) a partir das sequéncias identificadas no item 3.2.6. (Tabela 2).

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%
(m/v) em tampao TAE (Tris-Acetato 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA 1 mM) corado
com brometo de etideo (1 pg/50mL). O comprimento dos produtos de PCR foi determinado
pela compara¢io com o marcador GeneRuler'™ 1kb DNA Ladder (Fermentas). Para a
visualizagdo e fotodocumentacdo dos produtos de PCR foi utilizado o Gel Doc

XR" BioRad® com o software Image Lab.

3.2.8. Hibridizacao in situ

As hibridizagdes in situ foram realizadas utilizando-se sondas ndo-radioativas,
segundo a técnica descrita na literatura (Dornelas et al., 1999; 2000). Sondas sense e
antisense foram sintetizadas por transcricdo in vitro de plasmideos linearizados com os
cDNAs de interesse encontrados no banco do Projeto PASSIOMA (Dornelas et al., 2006;

Cutri e Dornelas, 2012), utilizando as enzimas T7 e SP6, respectivamente em reagdo
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contendo uracilas marcadas com digoxigenina (DIG-UTP), segundo as instrugdes do
fabricante do kit DIG RNA Labeling (Roche).

Botdes florais em diferentes estagios de desenvolvimento de P.edulis e P. suberosa
foram fixados a vacuo em paraformaldeido a 4% (p/v) por 16h a 4°C. A seguir as amostras
foram desidratadas em série etilica, embebidas em série crescente de alcool: xilol (3:1, 1:1,
1:3 e xilol puro), substituido por parafina derretida e posteriormente emblocadas em
parafina, seccionadas em série (8§ um) e montadas em laminas de vidro pré-tratadas com
solugdo 2% de 3-Aminopropiltrietoxisilana (Pierce) em acetona.

Os cortes do material emblocado foram desparafinizados com dois banhos de xilol
puro por 15 minutos cada, seguidos por banhos com séries de xilol: etanol nas propor¢des
3:1; 1:1 e 1:3, também por 15 minutos cada banho, finalizando com duas imersdes em
etanol absoluto de 15 e 5 minutos e finalmente, as laminas foram secas ao ar. As amostras
foram submetidas ao tratamento de pré-hibridizacdo com proteinase-K (1 pug/mL em Tris-
HC1 0,05M pH7,5) por 5 minutos a 37°C e lavadas a seguir com agua tratada com dietil
pirocarbonato (DEPC). Foram adicionados 300 pL de solugdo de hibridizagdo em cada
lamina (10mM Tris-HCI pH7,5; 300mM NaCl; 50% formamida deionizada; ImM EDTA; 1
x Denbharts; 10% Dextran Sulfato 50% e 600 ng de sonda marcada), cobertos com filme
plastico e incubados em camara umida a 42°C por 16 horas. O tratamento de pods-
hibridizag¢do foi conduzido sob condigdes de estringéncia apropriadas, onde o excesso de
sonda nao-hibridizada foi retirado com duas lavagens em solucao salina SSC (0,15M NacCl
e 0,015 citrato de sodio) quatro vezes concentrada por trinta minutos cada e duas lavagens
em solucdo salina SSC duas vezes concentrada, também por trinta minutos cada. Todas as
lavagens foram realizadas a temperatura de 42°C. Para o processo de imuno-detec¢do, as

laminas foram inicialmente mantidas em cubetas com tampdo de detec¢do 1 (DB1: 1M
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Tris-HC1 e 5SM NaCl pH7,5) por 5 minutos. Em seguida, o material foi submetido por 30
minutos ao tratamento em tampao de bloqueio DB2 (1% Blocking reagent (Roche)
dissolvido em DBI1). Apos essa etapa, as laminas foram enxaguadas em DBI e,
posteriormente submetidas ao tratamento com solu¢do DB2 contendo anticorpo (anti-
digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina, diluicdo 1:1000), incubando-as por 60 min em
camara umida.

Apds esse periodo, duas lavagens seguidas em DB1 de 15 minutos cada e uma
lavagem em tampao de deteccdo 3 (DB3: 0,IM Tris-HCI; 0,1M NaCl; 0,05m MgCI2.
6H20; pH9,5) por 5 minutos foram realizadas. Para finalizar, aplicou-se 300 puL da solugdo
comercial de NBT (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) / BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3’-
Indolyphosphatase p-Toluidine) contendo o supressor (Levamissole 1mM) como substrato
(AMRESCO). A reacdo de deteccdo ocorreu em camara umida e no escuro “overnight”. O
sinal de hibridizagdo e¢ o controle negativo foram observados e fotodocumentados em
microscopio ZEISS modelo AXIOSKOPE acoplado a uma camera digital Zeiss AxioCam

HRec.
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4. RESULTADOS
4.1. Identificacdo das antocianinas nos filamentos da corona em Passiflora spp.

A Figura 4 ilustra as espécies selecionadas para este estudo com destaque para a
variabilidade de padrdes de pigmentacdo observada principalmente nos filamentos da
corona. P. edulis apresenta uma corona multisseriada com longos filamentos filiformes de
coloracdo purpura escura na base (Figura 4A). As flores de P. alata exibem uma corona de
filamentos carnosos com bandeamento de coloracdo vermelho-puirpura (por¢ao basal) e
azul arroxeada (porcdo superior, Figura 4B). P. suberosa apresenta duas séries de corona
morfologicamente distintas: a série externa de filamentos filiformes sem pigmentacdo e a
série interna com os filamentos menores de 4pice capitado com pigmentacdo purpura
presente somente na base e o opérculo plicado com extremidades fimbriadas também de

coloracdo purpura (Figura 4C).

Figura 4. Espécies selecionadas para analise das antocianinas presentes nos filamentos da corona: (A) P.
edulis, (B) P. alata, (C) P. suberosa, (D) P. coccinea, (E) P. incarnata ¢ (F) hibrido interespecifico artificial
P. ‘Lady Margaret’. Barras= lcm.
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Adicionalmente, os filamentos da corona de duas espécies parentais e de seu hibrido
artificial foram analisados para avaliar a heranga da pigmentacdo da corona relacionada a
identificacdo das antocianinas. P. coccinea apresenta uma corona reduzida com duas séries
de filamentos brancos e curtos, onde apenas a série externa tem as extremidades dos
filamentos pigmentados em vermelho vivido (Figura 4D). As flores de P. incarnata exibem
uma corona multisseriada na coloragdo lavanda-purpura (Figura 4E). O hibrido artificial P.
‘Lady Margaret’ entre P. incarnata e P. coccinea mostra um fendtipo intermedidrio em
relagdo as caracteristicas parentais, apresentando uma corona com seis séries de filamentos,
onde as duas externas mostram longos filamentos na coloracdo vermelho-purpura com
regides ndo-pigmentadas (Figura 4F).

O tempo de retengdo, a razdo m/z dos ions e o espectro de fragmentagdo MS/MS das
antocianinas isoladas e identificadas nos filamentos da corona de Passiflora foram
consistentes com as antocianinas obtidas das amostras dos frutos de jamboldao, mirtilo,
ameixa, jussara, morango ¢ amora (Anexos I, II, IIT e IV, respectivamente). Em seguida, as
antocianinas foram confirmadas com os padrdes auténticos (Anexo V).

A Tabela 3 resume as antocianinas identificadas e os dados obtidos do tempo de
retencdo, da concentracdo, da razdo massa/carga (m/z) do ion principal e dos ions produtos

de fragmentagdo MS/MS em Passiflora.
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Tabela 3. Tempo de retengfo, concentragdo, ion principal e fragmentagdo das antocianinas

identificadas na corona de Passiflora.

Tempode Concentra¢io Massa MSMS Antocianina
retengfio (pgmL)  molecular (nv/z)
(min)
P. edulis 1.60 tragcos 611 449, 287 cianidina 3,5-O-diglicosideo
1.90 tragos 625 463, 301 peonidina 3,5-O-diglicosideo
1.95 tragos 655 493, 331 malvidina 3,5-O-diglicosideo
2.17 1,5 449 287 cianidina 3-O-glicosideo
2.51 0,6 463 301 peonidina 3-O-glicosideo
2.52 1 493 331 malvidina 3-O-glicosideo
P. alata 1.60 tracos 611 449, 287 cianidina 3,5-O-diglicosideo
(superior) 1.94 tragos 625 463, 301 peonidina 3,5-O-diglicosideo
1.98 04 655 493, 331 malvidina 3,5-O-diglicosideo
P. alata 1.56 1,4 611 449, 287 cianidina 3,5-O-diglicosideo
(inferior) 1.58 1,4 641 479, 317 petunidina 3,5-O-diglicosideo
1.91 1,3 625 463, 301 peonidina 3,5-O-diglicosideo
1.99 0,5 655 493, 331 mn lvidina 3,5-O-diglicosideo
2.18 0,2 449 287 cianidina 3-O-glicosideo
2.55 0,1 463 301 peonidina 3-O-glicosideo
P. suberosa 2.22 tragos 449 287 cianidina 3-O-glicosideo
2.50 tragos 433 271 pelargonidina 3-O-glicosideo
P. coccinea 2.23 1,6 449 287 cianidina 3-O-glicosideo
2.48 4,1 433 271 pelargonidina 3-O-glicosideo
P. incarnata 1.57 1,1 611 449, 287 cianidina 3,5-O-diglicosideo
1.65 2,1 641 479, 317 petunidina 3,5-O-diglicosideo
1.94 1,8 625 463, 301 peonidina 3,5-O-diglicosideo
1.97 8,1 655 493, 331 mn lvidina 3,5-O-diglicosideo
P."' Lady Margaret' 1.60 2,9 611 449, 287 cianidina 3,5-O-diglicosideo
1.62 0,2 641 479, 317 petunidina 3 ,5-O-diglicosideo
1.89 0,7 595 433, 271 pelargonidina 3,5-O-diglicosideo
1.94 1,4 625 463, 301 peonidina 3,5-O-diglicosideo
1.97 4,5 655 493, 331 malvidina 3,5-O-diglicosideo
2.20 0,8 449 287 cianidina 3-O-glicosideo
2.30 tragos 595 287 cianidina 3-O-rutinosideo
2.50 tracos 463 301 peonidina 3-O-glicosideo
2.57 tracos 493 331 malvidina 3-O-glicosideo

33



Em geral, os tempos de retengdo relativamente curtos das antocianinas de todos os
extratos de corona analisados indicaram a presenca de antocianinas sem derivados acilados
em suas moléculas (Tabela 3). Da mesma forma, as antocianinas diglicosiladas
apresentaram os menores tempos de retencdo devido ao maior nimero de grupos de
hidroxila que permitem maior polaridade e consequentemente, maior afinidade com a fase
moével. Diferentemente, malvidina foi a altima antocianidina a eluir da coluna de fase
reversa, uma vez que ¢ considerada uma molécula menos polar devido a presenca de dois
grupos metil no anel B.

As andlises cromatograficas e espectrométricas realizadas com amostras da corona
de P. edulis indicaram a presenca de trés antocianinas diglicosiladas e trés antocianinas
monoglicosiladas (Tabela 3 e Anexo VI).

O primeiro pico apresentou um ion de m/z 611 e dois fragmentos de m/z 449 e 287
devido as duas perdas sequenciais de moléculas de hexoses ([M-162-162]) correspondendo
a cianidina 3,5-O-diglicosideo. A segunda antocianina diglicosilada apresentou um ion de
m/z 625 com dois fragmentos de m/z 463 e m/z 301, condizentes com peonidina 3,5-O-
diglicosideo. Enquanto, a terceira antocianina diglicosilada foi comprovada através dos
espectros de massa do ion de m/z 655 e de dois fragmentos de m/z 493 e m/z 331, os quais
corresponderam a massa molecular da malvidina 3,5-O-diglucosideo.

Em relag¢do as antocianinas monoglicosiladas, o quarto pico mostrou um tempo de
retencdo 2.17 minutos com o ion de m/z 449 e um fragmento de m/z 287 que correspondeu
a cianidina 3-O-glucosideo. O quinto pico com um ion de m/z 463 € um Unico fragmento de
m/z 301 sugere ser a aglicona peonidina com a perda de uma molécula de hexose [M-162],
correspondendo a peonidina 3-O-glicosideo. Peonidina representa a forma metilada de

cianidina, onde o ion de m/z 301 ¢ resultado de um grupo metoxil adicional na posi¢do 3 do
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anel B (287 + 14 = 301). Finalmente, o ultimo pico com o tempo de retengdo de 2.52 € o
ion de m/z 493 com um unico fragmento de m/z 331 foi confirmado como malvidina 3-O-
glucosideo.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que as antocianinas
diglicosiladas apareceram em menores quantidades (tragos) nas amostras analisadas. Desta
forma, as antocianinas cianidina 3-O-glicosideo (1,5 pg/mL), malvidina 3-O-glicosideo (1
ng/mL) e peonidina 3-O-glicosideo (0,6 pg/mL) podem ser responsaveis pela pigmentago
purpura escura da corona de P. edulis.

Para a andlise cromatografica, as bandas coloridas dos filamentos da corona de P.
alata foram analisadas separadamente em regido superior (coloracdo azulada) e em regido
inferior (coloracdo vermelho-purpura), excluindo as regides ndo-pigmentadas. 3,5-O-
diglicosideos de cianidina, peonidina e malvidina foram identificados na regido superior,
onde malvidina 3,5-O-diglicosideo foi majoritaria (0,4 pg/mL), enquanto as duas restantes
foram caracterizadas em quantidades menores (Tabela 3 ¢ Anexo VII).

Quatro antocianinas diglicosiladas e duas antocianinas monoglicosiladas foram
isoladas e caracterizadas na regido inferior dos filamentos da corona de P. alata (Tabela 3 e
Anexo VIII). O primeiro pico com o tempo de retencdo 1.56 min mostrou um ion de m/z
611 com dois fragmentos de m/z 449 e m/z 287 correspondente a massa molecular da
cianidina 3,5-O-glicosideo. O segundo pico com um ion de m/z 641 apresentou uma
fragmentacdo em dois ions de m/z 479 e m/z 317, sugerindo ser petunidina 3,5-O-
glicosideo. A terceira antocianina apresentou um tempo de retengdo de 1.91 min com o ion
de m/z 625 e dois fragmentos de m/z 463 e m/z 301 indicando ser peonidina 3,5-O-
glicosideo. A ultima antocianina diglicosilada foi identificada como malvidina 3,5-O-

glicosideo devido ao seu principal ion de m/z 655 e os dois fragmentos de m/z 493 e m/z
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331. Finalmente, as duas antocianinas monoglicosiladas foram identificadas como cianidina
3-O-glicosideo por apresentar um ion de m/z 449 e um fragmento de m/z 287. A sugestao de
peonidina 3-O-glicosideo foi baseada no Unico fragmento de m/z 301 a partir do principal
ifon de m/z 463.

Diante desses resultados, as principais antocianinas isoladas e identificadas na
regido inferior da corona de P. alata foram 3,5-O-diglicosideos de cianidina (1,4 pg/mL),
petunidina (1,4 pg/mL) e peonidina (1,3 pg/mL). As antocianinas em menores quantidades
corresponderam a malvidina 3,5-O-diglicosideo (0,5 pg/mL), cianidina 3-O-glicosideo (0,2
ng/mL) e peonidina 3- O-glicosideo (0,1 pg/mL, Tabela 3 e Anexo VIII).

Assim, sugere-se que a coloracdo azulada na regido superior é devido ao acumulo
maior de malvidina, responsavel pela coloragdo roxo-azulada em muitas flores. Por outro
lado, a coloracdo avermelhada exibida na base dos filamentos da corona em P. alata pode
ser atribuida pela combinag@o das diferentes antocianinas identificadas.

As analises cromatograficas realizadas na corona de P. suberosa indicaram a
presenca de duas antocianinas monoglicosiladas, como resultado da perda de uma tnica
molécula de hexose ([M-162], Tabela 3 e Anexo IX). O primeiro pico apresentou um ion de
m/z 449 e seu principal fragmento de m/z 287, correspondendo a cianidina 3-O-glicosideo.
Enquanto o segundo pico com o ion de m/z 433 e um fragmento de m/z 271 indicou ser
pelargonidina 3-O-glicosideo. Entretanto, ambas as antocianinas em P. suberosa foram
encontradas apenas como tracos, o que seria justificado pela drea pequena pigmentada na
base dos filamentos menores.

Nos filamentos da corona de P. coccinea foram identificadas as duas antocianinas
monoglicosiladas encontradas em P. suberosa (Tabela 3 e Anexo X). O ion de m/z 449 e

seu principal fragmento de m/z 287 sdo dados espectrais consistentes com cianidina 3-O-
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glicosideo que apresentou uma concentracdo de 1,6 ug/mL. Enquanto, o ion de m/z 433 e
um fragmento de m/z 271 indicaram ser pelargonidina 3-O-glicosideo. Desta forma, as
extremidades avermelhadas dos filamentos da corona podem ser resultado do acumulo
majoritario de pelargonidina 3-O-glicosideo (4,1 pg/mL).

A composicdo das antocianinas dos filamentos da corona de P. incarnata foi
caracterizada pela presenca de 3,5-O-diglicosideos de cianidina, petunidina, peonidina e
malvidina (Tabela 3 e Anexo XI). O primeiro pico mostrou o ion de m/z 611 e resultou na
fragmentacdo em dois ions de m/z 449 e m/z 287, devido as duas perdas sequenciais de
moléculas de hexoses ([M-162-162]), condizentes com a massa molecular da cianidina 3,5-
O-diglicosideo.

O segundo pico com um ion de m/z 641 e a fragmentacido em dois ions de m/z 479 e
m/z 317 sugere ser petunidina 3,5-O-diglicosideo. A terceira antocianina apresentou um ion
de m/z 625 e dois ions de m/z 463 e m/z 301, indicativo de peonidina com duas hexoses, isto
¢ 3,5-O-diglicosideo de peonidina.

Finalmente, o ion de m/z 655 e dois fragmentos de m/z 493 e m/z 331 correspondeu
a malvidina 3,5-O-diglicosideo, representando a principal antocianina identificada nos
filamentos da corona desta espécie (8,1 pg/mL), seguida por 3,5-diglicosideos de
petunidina (2,1 ug/mL), peonidina (1,8 pg/mL) e cianidina (1,1 pg/mL). Dessa forma,
pode-se sugerir que a coloragdo lavanda-parpura exibida pela corona de P. incarnata deve-
se a concentracdo majoritaria de malvidina.

No caso do hibrido P. ‘Lady Margaret’, os filamentos da corona apresentaram o
mesmo perfil de antocianinas dos seus parentais € quatro antocianinas adicionais foram

identificadas (Tabela 3 e Anexo XII). 3,5-diglicosideos de cianidina, petunidina, peonidina
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e malvidina foram identificadas de acordo com os dados espectrais observados em P.
incarnata (Anexo XI).

Dois picos mostraram ions de m/z 595 com tempos de retencdo e padrdes de
fragmentacdo MS/MS diferentes. O primeiro ion, com um tempo de retencdo de 1.89
minutos, apresentou uma fragmentacdo em dois ions de m/z 433 e m/z 271, indicando a
presenca de uma pelargonidina com duas hexoses, isto ¢ 3,5-diglicosideo de pelargonidina.
Enquanto o outro ion de m/z 595, com um tempo de retengdo de 2.30 minutos mostrou um
principal fragmento de m/z 287 devido a perda de 308 Da que corresponde a uma molécula
de rutinosideo (composta por dois agucares: ramnose ¢ glicose), sendo caracterizada como
cianidina 3-O-rutinosideo.

Os trés ultimos picos no extrato de P. ‘Lady Margaret’ indicaram a presenga de
antocianinas monoglicosiladas. Um ion de m/z 449 com o principal fragmento de m/z 287
correspondeu a massa molecular da cianidina 3-O-glicosideo. A identificagao da outra
antocianina como peonidina 3-O-glicosideo foi proposta devido ao ion de m/z 463 com a
perda de uma molécula de hexose, resultando um ion de m/z 301. Finalmente, o pico com o
ion de m/z 493 e um fragmento de m/z 331 correspondeu a malvidina 3-O-glicosideo.

De acordo com esses resultados, as antocianinas principais identificadas na corona
de P. ‘Lady Margaret’ foram 3,5-O-diglicosideos de malvidina (4,5 pg/mL), cianidina (2,9
ug/mL) e peonidina (1,4 pg/mL). Enquanto, as antocianinas em menores quantidades foram
cianidina 3-O-glicosideo (0,8 pg/mL), pelargonidina 3,5-O-diglicosideo (0,7 pg/mL) e
petunidina 3,5-O-diglicosideo (0,2 pg/mL). Malvidina 3-O-glicosideo, cianidina 3-O-
rutinosideo e peonidina 3-O-glicosideo foram encontradas somente como tracos. Assim, a
variedade e propor¢do das antocianinas identificadas nos filamentos da corona podem

explicar a coloragdo vermelho-ptrpura do hibrido P. ‘Lady Margaret’.
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4.2. Caracterizacao morfologica da epiderme dos filamentos da corona em P. edulis, P.
suberosa e em P. coccinea

A corona multisseriada de P. edulis com os filamentos filiformes de coloragdo
purpura escura na base e os filamentos dentiformes coloridos (seta) nas séries internas esta
ilustrada nas Figuras 5A,D e 6A,B. Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV)
foram realizadas na regido basal e pigmentada do filamento (Figuras 5B,C) e na regido
apical ndo-pigmentada (Figuras SE,F). Em ambas as regides, a epiderme apresentou células
conicas, porém no caso da regido pigmentada, as células mostraram-se mais justapostas

(Figuras 5B,C) em relagdo as células da regido ndo-pigmentada (Figuras SE,F).

Figura 5: Caracterizagdo morfoldgica da epiderme dos filamentos da corona em P. edulis. (A) Imagem das
varias séries de filamentos filiformes pigmentados, as séries internas com filamentos reduzidos pigmentados
(seta) e o opérculo na porgdo inferior do tubo floral com a margem pigmentada. (B, C) Microscopia eletronica
de varredura da epiderme do filamento filiforme pigmentado destacado em (A). (C) Visdo mais detalhada das
células conicas. (D) Imagem do limite da pigmentacdo na base e auséncia de pigmentagdo no apice dos
filamentos. (E, F) Microscopia eletronica de varredura da epiderme do filamento filiforme néo-pigmentado
destacado em (D). (F) Visdo mais detalhada das células conicas. fi: filamentos filiformes, op: opérculo.
Barras= 50mm (A), 100 pm (B, C), 50 um (E), 20 pum (F).
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Adicionalmente, sec¢do transversal do filamento filiforme com o acimulo de
antocianinas nas células epidérmicas (Figuras 6C,D) e em algumas células subepidérmicas

(Figuras 6E) que proporciona a coloracdo marcante na corona de P. edulis.

Figura 6. Acimulo de antocianinas em P. edulis examinado em microscopia de luz: (A) Flor em antese com a
corona multisseriada seccionada longitudinalmente com os filamentos filiformes pigmentados na base. (B)
Detalhe dos filamentos filiformes mostrado em (A). (C) Pequeno fragmento do filamento mostrado em (B).
(D) Secgdo transversal do filamento indicada pela linha pontilhada em (C). (E) Detalhe da regido selecionada
em (D), mostrando o acumulo de antocianinas em todas as células epidérmicas e em algumas células
subepidérmicas (seta). Ep: epiderme. Barras= 50 mm (A, B) e 100 um (C-E).
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Em P. suberosa, as antocianinas estdo presentes somente na regido basal dos
filamentos menores de dpice capitado e na base do opérculo plicado com suas extremidades
fimbriadas (Figura 7A). Os filamentos filiformes da série externa ndo exibem pigmentagado
(Figura 7A) e imagens de MEV mostraram a presenca de células poliédricas na epiderme
(Figuras 7B,C). Enquanto, células epidérmicas com cuticula ornamentada foram observadas

em ambas as regides apical e basal do filamento menor (Figuras 7D-F). As Figuras 7G-H

mostram detalhes das extremidades fimbriadas do opérculo com as células papilares.

Figura 7: Caracteriza¢do morfoldgica da epiderme dos filamentos da corona e do opérculo em P. suberosa.
(A) Duas séries distintas de corona: filamentos filiformes externos nao-pigmentados e os filamentos menores
com apice capitado exibindo pigmentacio na base e o opérculo plicado com extremidades fimbriadas
pigmentadas na coloragdo purpura. (B) Microscopia eletronica de varredura da epiderme do filamento
filiforme da série externa destacado em (A). (C) Detalhe das células poliédricas da regido selecionada em (B).
(D) Microscopia eletronica de varredura da epiderme do filamento filiforme com apice capitado. (E) Detalhe
das células com cuticula ornamentada na por¢ao basal do filamento menor destacado pelo retangulo branco
em (D). (F) Detalhe das células com cuticula ornamentada na porg¢do apical do filamento menor destacado
pelo retangulo vermelho em (D). (G) Extremidades fimbriadas do opérculo. (H) Detalhe de uma regido
equivalente & mostrada em (G) com as células apresentando morfologia papilar. fi: filamentos filiformes, fm:
filamentos menores, op: opérculo. Barras= 50mm (A) e 100 um (B, C, D, E, F, G, H).
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Diferentemente, a corona de P. coccinea apresenta pigmentacdo nas extremidades
apicais dos filamentos da série externa (Figura 8 A). Imagens de microscopia eletronica de
varredura foram realizadas na epiderme de duas diferentes regides do filamento:
pigmentada (Figuras 8B-D) e ndo-pigmentada (Figuras 8B,E,F). Diferengas na morfologia
celular epidérmica foram observadas. Na regido apical e pigmentada do filamento conforme
destacado em vermelho (Figura 8B), as células sdo ligeiramente conicas (Figuras 8C,D),
enquanto a regido mediana caracterizada pela auséncia de pigmentagdo e destacada em
branco (Figura 8B) mostrou as células mais planas (Figuras 8E-F) se comparadas com a

regido apical.

Figura 8: Caracterizagdo morfologica da epiderme dos filamentos da corona em P. coccinea. (A) Duas séries
de filamentos da corona, onde os filamentos da série externa apresentam as extremidades apicais pigmentadas
em vermelho. (B) Microscopia eletronica de varredura da epiderme do filamento da corona. (C) Regido apical
pigmentada do filamento destacada em vermelho em (B). (D) Detalhe da regido selecionada em (C),
mostrando a morfologia da epiderme com as células ligeiramente conicas. (E) Regido mediana do filamento
sem pigmentacdo destacada em branco em (B). (F) Detalhe da regido selecionada em (E) com células mais
planas na epiderme. Barras= 50mm (A) e 100 um (B, C, D, E, F, G, H).
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4.3. Identificacdo e analises filogenéticas dos genes de Passiflora potencialmente
envolvidos na biossintese e no transporte de antocianinas

Uma andlise de “Data Mining” do banco de dados PASSIOMA foi realizada com o
objetivo de identificar genes potencialmente envolvidos na via biossintética das
antocianinas em Passiflora. Os resultados obtidos desta andlise foram publicados no
Journal of Nucleic Acids: A genomic approach to study anthocyanin synthesis and flower
pigmentation in Passionflowers (doi: 10.4061/2011/371517; Aizza e Dornelas, 2011).

Esta andlise in silico das sequéncias possibilitou a identificacdo e a classificacio
total de 75 sequéncias de ESTs de Passiflora, onde 34 corresponderam as sequéncias de P.
edulis e 41 oriundas da biblioteca de P. suberosa. Quando todas as sequéncias foram
alinhadas com o algoritmo CAP3, o nuimero valido de clusters foi reduzido a 15,
correspondendo potencialmente a 15 diferentes genes (Tabela 4).

Na maioria das vezes, quando as sequéncias desses aminoacidos foram comparadas
as sequéncias de proteinas de outras espécies em bancos de dados publicos, o primeiro
BLAST (hit) correspondeu as sequéncias de Populus e Ricinus. Esta observagdo poderia ser
esperada, uma vez que estes géneros e o género Passiflora pertencem a ordem Malpighiales
e sdo, portanto, filogeneticamente relacionados (Moore et al., 2010).

Para determinar suas relagdes evolutivas, as 15 sequéncias deduzidas de
aminodcidos de Passiflora foram alinhadas com as sequéncias das proteinas de outras
espécies depositadas em bancos de dados publicos. Os alinhamentos permitiram a
constru¢do de arvores filogenéticas para cada uma dessas familias de proteinas envolvidas
nas diferentes etapas enzimaticas da biossintese das antocianinas. Desta forma, esta
anadlise permitiu a identificagdo de homologos de CHALCONA SINTASE

(CHS), DIHIDROFLAVONOL 4-REDUTASE (DFR),
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GLICOSILTRANSFERASE (GT), GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST), MYB e

WD40 (Tabela 4).

Tabela 4. ESTs de Passiflora com similaridade as proteinas envolvidas nas diferentes

etapas da via biossintética das antocianinas.

Enzima Passiflora* Primeiro BLAST e-value ID/SM
CHS PACEPE3010G11.g ABD24222 CHS Populus alba Te-72 85/90
PACEPE3014B06.g ABCB86919 CHS Populus alba 9e-67 7784
PACEPE3007G06.9 XP_002305446 CHS-like Populus trichocarpa Te-121 84/92
PACEPE3023H10.g XP_002326830 CHS-like Populus trichocampa 3e-110 82/91
PACEPS7017D03.g AAQB2589 CHS3 Glcine Max 1e-98 82/88
DFR PACEPE3003G04.g XP_002307667 DFR2 Populus tric hoc arpa 1e-95 82/94
GT PACEPE3030G03.g XP_002532899 UFGT Ricihus communis Be-31 53/70
PACEPS7021H07.g XP_002518725 UFGT Ricinus communis B8e-57 56/72
GST PACEPE3013H01.g AF048978 GST Glycine Max 7e-52 79/90
PACEPE3007A05.g XM _002519342 GST theta Ricinus communis 4e-52 T77/89
PACEPE3018F08g ADB 11335 GSTF7 phi Populus trichocarpa 2e-82 68/83
PACEPS4006H06.g ADB 11332 GSTF4 phi Populus trichocarpa 2e-61 63/78
PACEPS7023B03g AF243378 GST 23 Glcine max 1e-51 80/88
MYB PACEPST7022E07.g9 XP_002530824 RZR3MYB Ricinus communis 7e-80 88/91
XP_002512788 WD-repeat proten Ricinus
WD40 PACEPE3007G07.a communis 3e-124 92/96

Abreviagdes: CHS: Chalcona sintase; DFR: Dihiidroflavonol 4-redutase; GT: Glicosiltransferase e GST:
Glutationa S-transferase; PACEPE: Passiflora edulis; PACEPS: Passiflora suberosa.

ID/SM = identidade/similaridade (ambas baseadas na sequéncia de aminodcidos) com o primeiro BLAST.
* codigos referem-se aos clones de cDNAs mais longos.

Devido as limitacdes gerais da abordagem baseada em ESTs, homodlogos de

Passiflora que correspondessem a chalcona isomerase (CHI), flavanona 3-hidroxilase

(F3H), antocianidina sintase (ANS) e os fatores de transcri¢do da familia bHLH ndo foram

encontrados no PASSIOMA. Trés sequéncias correspondentes a um homologo putativo de
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flavondide 3’-hidroxilase (F3’H) e uma sequéncia que mostrou similaridade significante ao
gene codificando flavondide 3’5’°-hidroxilase (F3’5’H) foram identificadas, porém nao
utilizadas nas andlises filogenéticas por se apresentarem muito incompletas e

consequentemente com valores de bootstrap baixos.

Chalcona sintase (CHS)

Cinco genes supostamente codificadores de enzimas chalconas sintases foram
identificados no PASSIOMA: PACEPE3010Gl11.g, PACEPE3014B06.g,
PACEPE3007G06.g, PACEPE3023H10.g e PACEPS7017D03.g. Estas proteinas deduzidas
mostraram mais que 80% de similaridade a chalconas sintases de outras espécies,
codificando 231, 158, 254, 237 e 222 aminoacidos, respectivamente.

Para determinar a relagdo filogenética das diferentes CHSs, sequéncias protéicas de
espécies diferentes, dentre elas: cianobacteria (Synechococcus sp.) e de algumas bridfitas,
pteridéfitas, gimnospermas, angiospermas foram alinhadas com as sequéncias de
Passiflora.

A arvore filogenética foi resolvida em trés clados altamente suportados com valores
de bootstrap de 100% (Figura 9). As proteinas CHS de Passiflora foram posicionadas em
dois clados diferentes: trés sequéncias foram agrupadas no clado com proteinas envolvidas
no metabolismo de flavonoides, incluindo as antocianinas (destacado na Figura 9),
enquanto as duas sequéncias remanescentes foram agrupadas em outro clado monofilético

que contém as proteinas chalconas sintases consideradas anteras-especificas.
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Figura 9. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining obtida pela anélise de sequéncias
de aminoacidos de chalcona sintase (CHS). O cluster destacado agrupou as enzimas CHS envolvidas no
metabolismo de flavonoides. Valores de bootstrap para 1000 repeti¢des foram usados para acessar a robustez
da arvore. Os valores em cada no indicam os numeros de repeticdes de bootstrap e somente os valores
superiores a 75% foram indicados. Os nomes das espécies e os respectivos codigos das proteinas do
GenkBank encontram-se no anexo XIII.
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Dihidroflavonol 4-redutase (DFR)

Uma tunica sequéncia de cDNA de 850 pares de base codificando uma proteina de
240 aminodacidos foi identificada em Passiflora: PACEPE3003G04.g ¢ mostrou 94% de
similaridade a sequéncia de dihidroflavonol 4-redutase de Populus trichocarpa (Tabela 4).
A Figura 10 ilustra o alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos de DFR de P.
edulis com as sequéncias de outras espécies, mostrando um dominio de ligacdo ao NADP,
considerado uma regido de especificidade do substrato das enzimas DFRs (Beld et al.,
1989; Johnson et al., 2001). Adicionalmente, a enzima DFR de P. edulis mostrou um acido
aspartico (Asp) na posicdo 134 da proteina (indicado pela seta), igualmente observado em
Petunia e Populus (Figura 10).

A andlise filogenética baseada no alinhamento das sequéncias deduzidas de
aminoacidos de DFRs estd representada na Figura 11. As DFRs das monocotiledoneas e das
eudicotiledoneas foram posicionadas separadamente. Enquanto, as monocots formaram um
unico clado, as eudicots divergiram em dois clados. A terminologia para determinar os
motivos conservados presentes na sequéncia de DFR, bem como designar os tipos de DFRs

esta de acordo com Shimada e colaboradores (2005).
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Figura 10. Alinhamento da sequéncia de P. edulis com sequéncias de proteinas DFRs de diferentes espécies.
Os aminoacidos idénticos e similares estdo sombreados em preto e em cinza, respectivamente. O dominio de
ligacdo NADP esta sublinhado. Aminoacidos dentro do retdngulo vermelho sdo considerados essenciais para a
especificidade do substrato da enzima DFR (Beld et al., 1989) ¢ o aminoacido indicado pela seta ¢
especialmente importante para essa especificidade (Johnson et al., 2001). O alinhamento foi realizado usando
os programas CLUSTAL X e BOXSHADE.
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Figura 11. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining obtida pela analise de sequéncias
de aminoacidos de dihidroflavonol 4-redutase (DFR). Valores de bootstrap para 1000 repetigdes foram usados
para acessar a robustez da arvore. Os valores em cada nd indicam os nimeros de repeticdes de bootstrap e
somente os valores superiores a 75% foram indicados. DFRs do tipo Asn, do tipo Asp ¢ DFRs de nenhum dos
dois tipos estdo indicadas em azul, vermelho e preto, respectivamente de acordo com Shimada et al., 2005. Os
nomes das espécies e os respectivos codigos das proteinas do GenkBank encontram-se no anexo XIV.
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Glicosiltransferase (GT)

Duas sequéncias de ESTs foram identificadas: PACEPE3030G03.g de P. edulis e
PACEPS7021H02.g de P. suberosa. Ambas apresentaram similaridades a
glicosiltransferase de Ricinus communis (Tabela 4).

Para a andlise filogenética, as provaveis glicosiltransferases (GTs) de Passiflora
foram comparadas com as proteinas GTs de diferentes espécies vegetais, baseando-se na
especificidade do substrato in vitro conforme Kovinick et al. (2010).

O clado I retne as enzimas flavonoide-3-O-glicosiltransferases, o clado II inclui
GTs com alta especificidade catalitica para mais de uma classe de flavondides como
chalconas, flavonas e flavonois. Enzimas do clado III tém atividades relacionadas ao
substrato das enzimas isoflavona-7-O-glicosiltransferases e/ou flavondide 3,5-O-
glicosiltransferases, enquanto as enzimas do clado IV apresentam maior afinidade aos
flavondis e isoflavondis e por fim, as enzimas do clado V estdo relacionadas as enzimas
flavondide-5-O-glicosiltransferases e/ou flavonoide-7-O-glicosiltransferases.

A Figura 12 mostra a arvore filogenética com cinco clados, onde as duas sequéncias
de Passiflora foram posicionadas com as glicosiltransferases do clado I que mostraram

especificidade in vitro a diferentes subclasses de flavondides.
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Figura 12. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining obtida pela analise de sequéncias
de aminoacidos de glicosiltransferase (GT). Valores de bootstrap para 1000 repeticdes foram usados para
acessar a robustez da arvore. Os valores em cada n6 indicam os nimeros de repeti¢des de bootstrap e somente
os valores superiores a 75% foram indicados. Os nomes das espécies e os respectivos codigos das proteinas do
GenkBank encontram-se no anexo XV.
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Glutationa S-Transferase (GST)

Cinco sequéncias de ESTs codificando provaveis GSTs foram identificadas em
Passiflora. Comparagdes dessas sequéncias deduzidas de aminoacidos com aquelas
depositadas no GenBank indicaram similaridade com GSTs de Populus, Ricinus e Glycine
(Tabela 4).

Para caracterizar as relagdes filogenéticas das enzimas GSTs, as sequéncias
deduzidas de aminoacidos de Passiflora foram comparadas com as sequéncias de GSTs de
diferentes espécies de acordo com Dixon et al (2002). Baseado na similaridade de
sequéncias, as cinco supostas proteinas GSTs de Passiflora foram agrupadas em trés
diferentes  clados  (Figura 13). PACEPE3018F08.g, PACEPS4006H06.g e
PACEPS7023B03.g foram posicionadas no mesmo clado das GSTs do tipo I,
PACEPE3007A05.g representa uma GST do tipo II, enquanto PACEPE3013HO01.g foi

agrupada ao clado do tipo III.

4.4. lIdentificacdo e analises filogenéticas de genes de Passiflora potencialmente
envolvidos na regulacdo da biossintese de antocianinas

Dando continuidade a analise in silico das sequéncias, vinte e quatro sequéncias de
P. edulis e P. suberosa mostraram similaridade ao fator de transcricdio MYB, porém
somente um homdlogo potencial ao fator de transcricdo MYB com os dominios R2R3 foi
identificado no banco de dados PASSIOMA. PACEPS7022E07 ¢ oriunda da biblioteca de
P. suberosa e codifica uma proteina de 132 aminodcidos com 91% de similaridade a
subfamilia R2R3 do gene MYB de Ricinus communis (Tabela 4).

O alinhamento da sequéncia de P. suberosa com outras 17 sequéncias de MYB-

R2R3 esta representado na Figura 14 e indicou um motivo de aminoacidos conservado no
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dominio R3 destacado pelo retangulo vermelho, sendo considerado importante para a
interacdo entre as proteinas MYB e bHLH em Arabidopsis (Zimmermann et al., 2004),
além de quatro aminodcidos especificos (representados pela seta) anteriormente
identificados em milho e considerados necessarios para a interacdo com proteinas bHLHs

(Grotewold et al., 2000).
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Figura 13. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining obtida pela analise de sequéncias
de aminoacidos de Glutationa S-Transferase (GST) com trés tipos de classes representados por phi, tau e zeta,
de acordo com Dixon et al., 2002. Valores de bootstrap para 1000 repeti¢cdes foram usados para acessar a
robustez da arvore. Os valores em cada no indicam os nimeros de repeticdes de bootstrap e somente os
valores superiores a 75% foram indicados. Os nomes das espécies e os respectivos codigos das proteinas do
GenkBank encontram-se no anexo XVI.
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Um segundo motivo conservado, ANDV ou DNEI no dominio R3, destacado no
retangulo azul esta relacionado a biossintese de antocianina e/ou proantocianidina. No caso,

a sequéncia de P. suberosa mostrou a presenca do dominio DNEI (Figura 14).
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Figura 14. Alinhamento da sequéncia de P. suberosa com sequéncias de MYB- R2R3 de diferentes espécies.
Os aminoacidos idénticos e similares estdo sombreados em preto e em cinza, respectivamente. Retdngulo
vermelho mostra um motivo importante para a interagdo com as proteinas bHLH no dominio R3
(Zimmermann et al., 2004) e as setas indicam quatro aminoacidos especificos identificados em milho e
necessarios para a interacdo com um cofator bHLH (Grotewold et al., 2000). Retangulo azul destaca um
segundo motivo conservado no dominio R3 relacionado a biossintese de antocianina e/ou proantocianidina
(Quattrocchio et al., 2006). O alinhamento foi realizado usando os programas CLUSTAL X e BOXSHADE.

A Figura 15 representa a arvore filogenética usando apenas a regido conservada dos
dominios R2R3 do alinhamento. A sequéncia de Passiflora mostrou-se ortdloga as
proteinas ZMC1 (Zea mays), PhPH4 (Petunia hybrida), VVMYB5a e VVMYBS5b (Vitis

vinifera).
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Figura 15. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining obtida pela analise de sequéncias
de aminoacidos de MYB- R2R3. Valores de bootstrap para 1000 repeti¢des foram usados para acessar a
robustez da arvore. Os valores em cada nd indicam os numeros de repeticdes de bootstrap e somente os
valores superiores a 75% foram indicados. Os nomes das espécies e os respectivos codigos das proteinas do
GenkBank encontram-se no anexo XVII.

E finalmente, o clone PACEPE3007G07.g codifica uma proteina com 291
aminoacidos e mostrou 96% de similaridade a proteina WD40 de Ricinus communis
(Tabela 4). Comparacdes de proteinas WD40 de outras espécies e da sequéncia obtida de P.
edulis indicaram a presenca de quatro dominios conservados na regido C-terminal (Figura
16). Relacdes filogenéticas mostraram que WD40 de P. edulis ¢ ortdloga a proteina WD40

de Ricinus communis (Figura 17).
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Figura 16. Alinhamento da sequéncia de P. edulis com as sequéncias de proteinas WD40 de outras espécies.
Os aminodcidos idénticos e similares estio sombreados em preto e em cinza, respectivamente. Quatro
dominios conservados nas proteinas WD40 estdo sublinhados em vermelho. O alinhamento foi realizado
usando os programas CLUSTAL X e BOXSHADE.
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Figura 17. Arvore filogenética construida pelo método de Neighbor Joining obtida pela analise de sequéncias
de aminoacidos de WD40. Valores de bootstrap para 1000 repetigdes foram usados para acessar a robustez da
arvore. Os valores em cada nd indicam os numeros de repeticdes de bootstrap e somente os valores superiores
a 75% foram indicados. Os nomes das espécies e os respectivos codigos das proteinas do GenkBank
encontram-se no anexo X VIIL

4.5. Analise temporal e espacial da expressao dos genes potencialmente envolvidos na
biossintese das antocianinas em P. edulis e em P. suberosa

Com o objetivo de determinar se os genes identificados sdo expressos apenas nos
orgaos pigmentados, os cDNAs sintetizados a partir de amostras de RNA total de diferentes
orgaos vegetativos e florais de P. edulis e P. suberosa foram utilizados em reagdes de
analise semi-quantitativa RT-PCR.

A amplificagdo foi realizada com pares de primers especificos para cada gene
conforme descrito no item 3.2.7 e com o controle interno, o gene PeACTINAI ou
PsACTINAI que serviu para a padronizacdo dos dados (Figuras 18 e 19, respectivamente).
Os pares de primers utilizados para cada gene geraram fragmentos especificos com os
tamanhos esperados, demonstrando a eficiéncia dos primers e das condi¢cdes empregadas

para amplificacdo dos cDNAs de interesse.
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Apds a identificacdo de alguns genes potencialmente envolvidos na biossintese das
antocianinas e a confirmac¢do de suas identidades a partir de arvores filogenéticas, os clones
escolhidos para a andlise de expressdo génica foram renomeados com a adi¢do do prefixo
Pe (para P. edulis) ou Ps (para P. suberosa).

Os clones PACEPE3003G04, PACEPE3030G03 e PACEPE3007G07 foram
identificados como os possiveis ortdlogos de P. edulis dos genes codificadores das
proteinas DIHIDROFLAVONOL 4-REDUTASE, GLICOSILTRANSFERASE e WD40,
respectivamente. Enquanto, a sequéncia de PACEPS7022E07 mostrou grande similaridade
a sequéncia codificadora da proteina MYB-R2R3 em P. suberosa. Por esta razdo, daqui em

diante os referidos genes serdo indicados como PeDFR, PeGT, PeWD40 e PsMYB-R2R3.

Caracterizacio de PeDFR, PeGT e PeWD40 em P. edulis
A Figura 18 mostra a expressao diferencial de PeDFR, PeGT e PeWD40 nos 6rgaos

vegetativos e florais de P. edulis. De modo geral, a expressdo de PeDFR mostrou-se fraca
em raiz, caule, folha jovem, botdo floral I, botdo floral II, sépala, corona, androgindforo e
estame. Transcritos de PeGT foram detectados em botao floral I e II, corona, androginoforo
e estame. Enquanto PeWD4( apresentou uma expressao generalizada em todos os 6rgaos

com excecao do pistilo que apresentou uma banda mais fraca.

Caracterizacdo de PsMYB-R2R3 em P. suberosa

Analises de RT-PCR em P. suberosa indicaram a presenga de transcritos do gene
PsMYB-R2R3 em raiz, caule, folha adulta, apice caulinar reprodutivo, botao floral I e II,

porém preferencialmente em todos os drgaos florais (Figura 19).
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Figura 18. Analise da expressdo temporal dos genes PeDFR, PeGT e PeWD4(0 em diferentes orgios de
Passiflora edulis. Raiz hidropdnica (RH), caule (CA), folha jovem (FJ), apice caulinar juvenil (ACJ), apice
caulinar adulto vegetativo (ACAYV), apice caulinar reprodutivo (ACR), botdo floral T (BFI), botdo floral 11
(BFID), sépala (SE), pétala (PE), corona (CO), androgindforo (AN), estame (ES) e pistilo (PI). O padrao de

expressdo do gene PeACT1 foi considerado como constitutivo e utilizado como normalizador.
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Figura 19. Andlise da expressdo temporal do gene PsMYB-R2R3 em diferentes 6rgdos de Passiflora
suberosa. Raiz hidropénica (RH), caule (CA), folha jovem (FJ), folha adulta (FA), apice caulinar reprodutivo
(ACR), botdo floral I (BFI), botao floral II (BFII), tépala (TE), corona (CO), androgindforo (AN), estame
(ES) e pistilo (PI). O padrio de expressdo do gene PsACT! foi considerado como constitutivo e utilizado
como normalizador.
Hibridizacio in situ

Neste trabalho, houve interesse pela andlise do padrao de expressdo de alguns genes
que codificam as enzimas e fatores de transcricdo envolvidos na fase tardia da via
metabdlica dos flavonodides, em especial na biossintese das antocianinas. Para verificar o

padrdo espacial destes genes durante o desenvolvimento da corona relacionado ao acimulo

de pigmentos, a expressdo de PeDFR, PeGT e PeWD40 foi investigada por hibridizagado in
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situ em P. edulis e do gene PsMYB-R2R3 em P. suberosa. Para isso, houve a preocupacao
em sintetizar sondas especificas para cada gene estudado de acordo com a espécie.

Com aten¢do em especial a corona, vale reforcar que observacdes morfo-anatomicas
previamente realizadas durante o desenvolvimento floral em diferentes espécies de
Passiflora mostraram evidéncias de que a formagdo ontogenética dessa estrutura € tardia,
aparecendo apds a formacdo de todos os orgdos florais como uma emergéncia do tubo
floral, constituida pelo opérculo na porcao inferior e por uma a varias séries de filamentos
filiformes acima do opérculo, dependendo da espécie (Aizza, 2010).

Botdes florais de ambas as espécies em diferentes estdgios de desenvolvimento
seccionados longitudinalmente e transversalmente foram hibridizados com sondas antisense
e sense correspondentes ao gene de interesse. De modo geral, o sinal de hibridizagdo foi
observado como um precipitado purpuro ou roxo-avermelhado nas células dos diferentes
tecidos em caso da presencga de transcritos.

O padrao de expressdao génica de PeDFR foi verificado durante o desenvolvimento
floral em Passiflora edulis conforme representado pela Figura 20. Um botdo floral com 0,8
cm de comprimento seccionado longitudinalmente mostra o inicio do desenvolvimento da
corona e a presenga de transcritos do respectivo gene nas células dos diferentes tecidos
(Figura 20A).

O sinal de hibridizacdo apareceu fraco e uniforme nas células epidérmicas e
subepidérmicas desde o inicio, quando a corona surge como uma emergéncia do tubo floral
e no primordio do nectario (asterisco, Figura 20B). Em seguida, a distribuicdo uniforme
e a intensidade fraca do sinal permaneceram nos primodrdios dos filamentos filiformes
da série externa (seta vermelha), do opérculo (seta preta) e do nectdrio (asterisco) e

um pouco mais pronunciado nos micrdsporos (seta verde, Figura 20C).
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No estagio avancado de desenvolvimento, verificou-se ainda a expressao fraca do
gene nas c¢lulas epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos externos (seta vermelha), do
opérculo (seta preta), do nectdrio (asterisco) e na regido interna correspondente aos
primdrdios dos filamentos dentiformes (seta azul, Figura 20D). Na seccdo transversal do
botdo floral de 2,2 cm de comprimento que corresponde a um estagio pigmentado, duas
séries de filamentos filiformes desenvolvidas, cujas células epidérmicas e subepidérmicas
apareceram hibridizadas (Figura 20E). Adicionalmente, um sinal de hibridizac¢do forte de
PeDFR foi visualizado nas células epidérmicas da superficie abaxial das sépalas (seta,
Figura 20E). Na Figura 20F, a seta indica a presenca de transcritos nas células epidérmicas
da superficie abaxial das pétalas. Expressdo de PeDFR niao foi detectada nos filamentos
filiformes da corona hibridizados com a sonda sense (Figura 20G).

A Figura 21 apresenta o padrdo de expressio do gene PeGT observado nos
diferentes estagios de desenvolvimento floral em P. edulis. Na Figura 21 A observa-se o
botdo floral no inicio do desenvolvimento da corona seccionado longitudinalmente e
hibridizado com sonda antisense do gene de interesse, mostrando o sinal de hibridizagao
nas células dos diferentes orgaos florais. Transcritos de PeGT foram observados nas células
do nectario ao longo de todo o desenvolvimento floral conforme indicado pelo asterisco
(Figuras 21B-E). Inicialmente, verificou-se uma distribuicdo uniforme do sinal de
hibridizacdo nas células epidérmicas e subepidérmicas no inicio do desenvolvimento da
corona como uma emergéncia do tubo floral e no primérdio do nectario (asterisco,
Figura 21B). Posteriormente, o sinal manteve-se nas células dos primordios dos
filamentos da série externa (seta vermelha), do opérculo (seta preta), do nectario

(asterisco), das sépalas e nos microsporos (Figura 21C).
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Figura 20. Analise da expressdo espacial do gene PeDFR por hibridizacao in situ em diferentes estagios do
desenvolvimento floral em Passiflora edulis. Seccdes longitudinais (A, B, C, D) e transversais (E, F, G). (A)
Visao geral do botdo floral. (B) Sinal fraco de hibridizacdo nas células epidérmicas e subepidérmicas no inicio do
desenvolvimento da corona e no primdrdio do nectario (asterisco). (C) Sinal de hibridizagdo nos primérdios dos
filamentos filiformes (seta vermelha), do opérculo (seta preta) e do nectario (asterisco). Sinal mais intenso
nos micrdsporos (seta verde). (D) Expressao fraca de PeDFR no estagio tardio de desenvolvimento nas células
epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da séries externas (seta vermelha), do opérculo (seta preta), do
nectario (asterisco) e dos filamentos dentiformes das séries internas (seta azul). (E) Sec¢lo transversal do
botdo floral de 2,2 cm de comprimento com duas séries de filamentos filiformes, mostrando as células
epidérmicas ¢ subepidérmicas hibridizadas. Adicionalmente, expressdo forte de PeDRF nas células
epidérmicas da superficie abaxial das sépalas (seta). (F) A seta indica a presenga de transcritos nas células
epidérmicas da superficie abaxial das pétalas. (G) Expressdo de PeDFR ndo foi detectada nos filamentos
filiformes hibridizados com sonda sense. s: sépala, p: pétala, a: antera, c: carpelo, an: androgindforo, fi:
filamentos filiformes, co: corona, op: opérculo, n: nectario. Barras= 100 pm.
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O sinal de hibridizagdo de PeGT mostrou um aumento de intensidade nas células
epidérmicas e subepidérmicas do opérculo (seta preta), nos filamentos das séries externas e
no nectario (asterisco). Adicionalmente, a expressao foi observada nas células epidérmicas
e subepidérmicas da sépala (seta laranja), em alguns grupos de células da pétala (seta
branca) e nos microsporos (Figura 21D).

No estdgio tardio de desenvolvimento, a expressdo intensificou-se nas células
epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos das séries externas (seta vermelha), no
nectario (asterisco) e nos micrdsporos (seta azul). No entanto, o sinal de hibridizacao
manteve-se restrito as células epidérmicas do opérculo (seta preta) e dos filamentos
dentiformes das séries internas (seta azul) e nas células do tapete (seta verde, Figura 21E).
Na secgdo transversal da antera, o sinal de hibridizacdo visualizado nas células do tapete
(seta preta) e nos micrdsporos (seta vermelha, Figura 21F). A Figura 21G ilustra uma
secgao transversal do botao floral de 2,2 cm de comprimento com duas séries de filamentos
filiformes da corona. Um detalhe da Figura 21G com o sinal de hibridizacdo forte nas
células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos filiformes da série mais externa,
enquanto nos filamentos da série interna foi observado um sinal mais fraco (Figura 21H).
Transcritos ndo foram detectados nos filamentos da corona hibridizados com sonda sense

(Figura 211).
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Figura 21. Analise da expressdo espacial do gene PeGT por hibridizagdo in situ em diferentes estagios do
desenvolvimento floral em Passiflora edulis. Sec¢des longitudinais (A, B, C, D, E) e transversais (F, G, H, I).
(A) Visio geral do botdo floral. (B) Distribui¢ao uniforme do sinal de hibridizagdo nas células epidérmicas e
subepidérmicas no inicio do desenvolvimento da corona e no primoérdio do nectario (asterisco). (C) Presenga do
sinal nas células dos primdrdios dos filamentos da série externa (seta vermelha), do opérculo (seta preta), do
nectario (asterisco). (D) Aumento da intensidade da expressdo génica no opérculo (seta preta), no nectario
(asterisco), nas células epidérmicas e subepidérmicas da sépala (seta laranja), em alguns grupos de células da
pétala (seta branca) e nos micrésporos. (E) Estagio tardio de desenvolvimento com sinal de hibridizagio forte
nas células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos das séries externas (seta vermelha) e do nectario
(asterisco), mantendo-se somente nas células epidérmicas do opérculo (seta preta) e dos filamentos das séries
intermedidrias (seta azul) e micrdsporos (seta verde). (F) Seccdo transversal da antera com as células do tapete
(seta preta) e os micrdsporos (seta vermelha) hibridizados. (G) Seccdo transversal do botdo floral de 2,2 cm de
comprimento com duas séries de filamentos filiformes da corona. (H) Detalhe mostrado em (G) com sinal de
hibridiza¢do intenso nas células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da série externa e o sinal mais
fraco nos filamentos da série interna. (I) Expressdo de PeGT ndo foi detectada nos filamentos da corona
hibridizados com sonda sense. s: sépala, p: pétala, a: antera, ¢: carpelo, an: androginéforo, fi: filamentos
filiformes, co: corona, op: opérculo, n: nectario. Barras= 100 um.
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A expressdo do gene PeWD4(0 durante o desenvolvimento da corona esta ilustrada
na Figura 22. Visdo geral do botdo floral seccionado longitudinalmente com a localizacao
da corona (Figura 22A). O sinal de hibridizagao forte foi observado nas células epidérmicas
e subepidérmicas desde o inicio do desenvolvimento da corona no tubo floral e no
primdérdio do nectario (asterisco, Figura 22B). Subsequentemente, a intensidade e a
distribuicdo uniforme do precipitado foram igualmente observadas nas células epidérmicas
e subepidérmicas dos filamentos das séries externas (seta vermelha), da regido mais interna
dessa emergéncia (seta azul) e do nectario (asterisco, Figura 22C). A Figura 22D mostra
transcritos de PeWD40 nas células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da série
externa (seta vermelha), do tapete (seta verde) e nos microsporos, mantendo-se presente
apenas nas células epidérmicas do opérculo (seta preta) e dos filamentos dentiformes das
séries internas (seta azul).

Em estagio tardio de desenvolvimento, a expressdo generalizada de PeWD4(
permaneceu nas células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos das séries mais
externas (seta vermelha) e do nectario (asterisco), ficando restrita as células epidérmicas do
opérculo (seta preta) e dos filamentos dentiformes das séries internas (seta azul, Figura
22E). A Figura 22F mostra uma sec¢do transversal do botdo floral de 2,2 cm de
comprimento com duas séries de filamentos filiformes que mostra a presenca de transcritos
nas células epidérmicas e subepidérmicas da superficie abaxial das sépalas (seta preta) e nas
células epidérmicas da superficie abaxial das pétalas (seta vermelha). A Figura 22G mostra
o sinal de hibridizagdo nas células epidérmicas e em algumas células subepidérmicas
hibridizadas dos filamentos filiformes destacados na Figura 22F. Na seccdo transversal do

ovario as setas indicam a expressao fraca de PeWWD4() nas paredes do ovario (seta branca) e
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los (seta preta, Figura 22H). A presenga de transcritos ndo foi visualizada no

nos ovu

filamento da corona hibridizado com a sonda sense (Figura 22T1)
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Figura 22. Analise da expressdo espacial do gene PeWWD40 por hibridizagdo in situ em diferentes estagios do
desenvolvimento floral em Passiflora edulis. Sec¢des longitudinais (A, B, C, D, E) e transversais (F, G, H, I).
(A) Visao geral do botdo floral. (B) Sinal de hibridizacdo forte foi observado nas células epidérmicas e
subepidérmicas desde o inicio do desenvolvimento da corona no tubo floral e no primérdio do nectario
(asterisco). (C) Sinal de hibridizagdo intenso e uniforme nas células epidérmicas e subepidérmicas dos
filamentos da série externa (seta vermelha), dos filamentos dentiformes das séries internas (seta azul), do
opérculo (seta preta) e no nectario (asterisco). (D) Intensidade de sinal manteve-se nas células epidérmicas e
subepidérmicas dos filamentos da série externa (seta vermelha), do opérculo (seta preta), do nectdrio
(asterisco), do tapete (seta verde) e dos microsporos e somente nas células epidérmicas dos filamentos das
séries internas (seta azul). (E) Expressdo forte de PeWD4(0 nas células epidérmicas e subepidérmicas dos
filamentos das séries mais externas (seta vermelha) e do nectario (asterisco), ficando restrita as células
epidérmicas dos filamentos dentiformes das séries internas (seta azul) e do opérculo (seta preta). (F) Secgido
transversal do botdo floral de 2,2 cm de comprimento com duas séries de filamentos filiformes hibridizados e
presenca de transcritos nas células epidérmicas e subepidérmicas da superficie abaxial das sépalas (seta preta)
e nas células epidérmicas da superficie abaxial da pétala (seta vermelha). (G) Detalhe do sinal de hibridizacéo
nas células epidérmicas e em algumas células subepidérmicas dos filamentos filiformes mostrados em (F).
(H) Secgio transversal do ovario com expressdo baixa de PeWD40 nas paredes do ovario (seta branca) e nos
ovulos (seta preta). (I) Presenga de transcritos ndo foi visualizada no filamento da corona hibridizado com a
sonda sense. s: sépala, p: pétala, a: antera, c: carpelo, an: androgindforo, fi: filamentos filiformes, co: corona,

op: opérculo, n: nectario. Barras= 100 um (A, B, C, D, E, F, H, I) ¢ 50 um (G).

Estes resultados estao em concordancia com os resultados obtidos anteriormente na
analise semi-quantitativa RT-PCR, mostrando expressdo generalizada nos o6rgaos do
perianto (sépala e pétala), corona, estames e a expressao fraca no pistilo.

A expressao do gene PsMYB-R2R3 ao longo do desenvolvimento floral em
Passiflora suberosa esta ilustrada na Figura 23. A sec¢do longitudinal do botio floral mostra
a presenca de transcritos de PsMYB-R2R3 em diferentes 6rgdos como tépalas,
androginoforo, ovarios, évulos, microsporos, nectdrio € na corona, estrutura que
compreende o opérculo na por¢do inferior do tubo floral, os filamentos filiformes da

série externa e os filamentos menores com dapice capitado na série intermedidria (Figura

23A).
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Desde o inicio do desenvolvimento floral, a distribui¢do uniforme do sinal de
hibridizagdo foi observada na tépala, nas células dos primordios dos filamentos filiformes
da série externa (seta vermelha), do opérculo (seta preta), do nectdrio (asterisco), da base do
androginoforo e micrdsporos (seta verde, Figuras 23 B-C). Adicionalmente, a expressdo foi
visualizada no filamento menor indicada pela seta branca (Figura 23D). No estdgio tardio
de desenvolvimento, a expressdo generalizada foi observada nas células epidérmicas e
subepidérmicas dos filamentos da corona das duas séries, do opérculo, do ovario e dvulos
(seta preta), da base do tubo floral (seta branca), da tépala e do nectario (asterisco). A
expressao nao foi detectada nas células da regido superior da tépala (Figura 23E).

A Figura 23F apresenta a sec¢do transversal do botdo floral com 0,8 cm de
comprimento, mostrando a expressdo de PsMYB-R2R3 nos filamentos filiformes da série
externa e nos feixes vasculares do estame (seta). Figura 23G representa os filamentos
filiformes da série externa com o sinal de hibridizacdo nas células epidérmicas e
subepidérmicas destacado na Figura 23F. A Figura 23H representa uma sec¢ao longitudinal
equivalente aquela mostrada na Figura 23E hibridizada com sonda sense de PsMYB-R2R3,

onde a presenga de transcritos ndo foi visualizada.
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Figura 23. Analise da expressdo espacial do gene PsMYB-R2R3 por hibridizacdo in situ em diferentes
estagios do desenvolvimento floral em Passiflora suberosa. Secgdes longitudinais (A, B, C, D, E, H) ¢
transversais (F, G). (A) Visdo geral da expressdo de PsMYB-R2R3 no botdo floral. (B) Sinal de hibridizacao
uniforme durante emergéncia do filamento da série externa (seta vermelha) e do opérculo (seta preta) no tubo
floral, no primdrdio do nectario (asterisco) e na base da tépala. (C) Intensificagdo do precipitado no filamento
externo da corona, no opérculo, no nectério (asterisco), na base da tépala e nos micrdsporos (seta verde). (D)
Sinal de hibridiza¢do intenso manteve-se em todas as células anteriormente detectado, estendendo-se as
células do filamento menor (seta azul). (E) Desenvolvimento tardio da corona, expressdo generalizada nas
células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da corona das duas séries, do opérculo plicado, do
nectario (asterisco), da base do tubo floral (seta branca), da tépala, do ovario e 6vulos (seta verde). (F) Seccdo
transversal do botdo floral em estagio tardio de desenvolvimento com 0,8 cm de comprimento. (G) Detalhe
dos filamentos filiformes da série externa mostrada em (F) com a presenga de transcritos nas suas células
epidérmicas e subepidérmicas. (H) Sec¢@o longitudinal equivalente aquela mostrada em (E) hibridizada com
sonda sense. Ndo foi detectado sinal de hibridizac@o. te: tépala, a: antera, es: estigma, ov: ovdrio, an:
androginoforo, fi: filamentos filiformes, fm: filamentos menores com dapice capitado, co: corona, op:
opérculo, n: nectério. Barras= 50 pm.
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5. DISCUSSAO
5.1. Caracterizacio do perfil de pigmentacio nos filamentos da corona em espécies de

Passiflora

Pigmentos s@o comumente encontrados em pétalas ou tépalas (Shang et al., 2010;
Boase et al., 2010; Yamagishi, 2013; Qi et al., 2013). Entretanto, a sintese ¢ o acumulo de
pigmentos também podem ser observados em outros 6rgdos florais como estames roxos que
se destacam das tépalas amarelo-esverdeadas em Stemona kerrii, estames e anteras de
coloragdo alaranjada que contrastam com as pétalas amarelo-esverdeadas de Anigozanthos
flavidus, anteras pretas que se diferenciam dos estigmas e ovarios verdes em Tulipa
armena, anteras amarelas presentes em flores de coloragdo laranja na espécie Caesalpinia
pulcherrima (Miller et al., 2009). No caso das espécies do género Passiflora, os diferentes
padrdes de pigmentagdo sdo principalmente exibidos nos filamentos da corona, estrutura
localizada entre a pétala e o androgindforo, uma coluna que eleva os drgaos reprodutivos
(Ulmer e MacDougal, 2004).

Dentre os cinco padrdes de pigmentagao floral identificados em Passiflora (Monte
Bello, 2012), as espécies analisadas neste estudo caracterizam-se como padrao “degradée”
(P. edulis, P. suberosa e P. coccinea) e “bandeado” (P. alata e P. incarnata). No caso do
hibrido P. ‘Lady Margaret’, os filamentos apresentam um discreto bandeamento devido aos
diferentes padrdes “degradée” e “bandeado” dos respectivos parentais.

Em relagdo a caracterizacdo do perfil de pigmentacao nas espécies selecionadas para
este estudo, antocianinas O-glicosiladas foram identificadas pelo fato de apresentarem uma
fragmentacdo mais facil de detectar a antocianidina e os possiveis glicosideos ligados a

molécula. Comparagdes entre os dados de separagcdo dos compostos por UPLC e do padrao
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de fragmentagdo por ESI-MS/MS provém importante informagdo estrutural para a
identificacdo e caracterizagdo das antocianinas em amostras que apresentam um complexo
perfil de antocianinas (Nagy et al., 2009; Horai et al., 2010).

Espectros de massas dos outros picos indicaram a presenga de demais compostos.
Uma explicacdo provavel € que antocianinas com acgucares ligados ao carbono (C-
glicosiladas) também compdem a pigmentacdo da corona, entretanto a andlise desses
respectivos espectros exige um estudo mais aprofundado. Outra explicagdo possivel € que
os filamentos da corona podem apresentar outros flavondides C-glicosilados, uma vez que
os extratos de folhas e frutos de P. incarnata, P. edulis e P. alata sdo comumente utilizados
como fitoterdpicos devido a sua ag@o ansiolitica, cuja propriedade ¢ atribuida pela presenca
predominante das flavonas C-glicosiladas derivadas de apigenina e luteolina (Pereira et al.,
2005; Zucolotto et al., 2011).

De acordo com os resultados obtidos, a variabilidade de cores exibida na corona de
Passiflora pode ser explicada parcialmente pela combinagdo de moléculas de antocianinas
especificas acumuladas. As antocianinas identificadas na corona das espécies analisadas
derivaram de ramos diferentes da via metabdlica (ver Figura 2).

P. edulis, P. alata e P. incarnata apresentaram antocianidinas de dois ramos
distintos, correspondentes a cianidina e malvidina. Supostamente pela presenca dos genes
que codificam as enzimas F3’H e F3°5’H associado ao uso preferencial de
dihidroquercetina e/ou dihidromiricetina como substrato para produgdo de outros derivados
azul-arroxeados.

P. coccinea e P. suberosa apresentaram duas das trés antocianidinas principais:
cianidina e pelargonidina. Provavelmente, o ramo da delfinidina pode ter sido perdido

nestas espécies ao decorrer da evolugdo como resultado de alguma mutacao ao longo da via
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metabodlica e consequentemente, flores azuladas ndo sdo encontradas nestas espécies como
nas espécies de rosa, cravo e Ipomoea (Holton e Tanaka, 1994; Rausher, 2008; Tomielli et
al., 2009).

Diferentemente, o hibrido P. ‘Lady Margaret’ mostrou antocianidinas derivadas dos
trés ramos da via metabolica, resultado da combinagdo das antocianinas herdadas de seus
parentais. Todas as antocianinas identificadas na corona de P. incarnata foram encontradas
no hibrido, mas somente cianidina 3-O-glicosideo identificada na corona de P. coccinea foi
caracterizada na amostra do hibrido. Pelargonidina 3,5-O-diglicosideo, cianidina 3-
rutinosideo, malvidina 3-O-glicosideo e peonidina 3-O-glicosideo foram exclusivamente
identificadas na corona de P. ‘Lady Margaret’. Porém, vale ressaltar que duas destas quatro
antocianinas: cianidina 3-rutinosideo e pelargonidina 3,5-O-diglicosideo também foram
identificadas neste estudo nas pétalas vermelhas de P. coccinea.

Adicionalmente, pode-se sugerir que a localizagdo espacial e a proporcao relativa de
antocianinas especificas acumuladas nos vactolos das células epidérmicas contribuem para
a diversidade de pigmentacdo em Passiflora. Afinal, o perfil das antocianinas esta
correlacionado com a coloracdo final das flores como descrito em muitas outras espécies:
petunia (Ando et al, 1999), Anagallis monelli (Quintana et al., 2007), hibridos de
Lagerstroemia (Zhang et al., 2008), azaléias (Mizuto et al., 2009), Cleomeae (Nozzolillo et
al., 2010), Muscari latifolium (Qi et al., 2013).

Dessa forma, o efeito apresentado pela diferenciacdo de cores na corona bandeada
em P. alata pode ainda ser explicado como resultado da combinacdo das diferentes
moléculas de antocianinas identificadas neste estudo que compdem especificamente cada
regido do filamento associada a influéncia do pH celular previamente investigado (Monte

Bello, 2012). O teste foi baseado na propriedade das antocianinas alterarem o espectro de

73



absor¢do e consequentemente a cor refletida em funcdo da acidez ou alcalinidade do meio
como resultado de modificacdes estruturais complexas nas moléculas de antocianinas (de
Pascual-Teresa e Sanchez-Ballesta 2008). Em Ipomoea tricolor a variacio de cor em
diferentes regides das tépalas € influenciada pelas diferengas do pH vacuolar (Yoshida et al.
2005, 2009a, b).

E ainda com base nos estudos realizados nas espécies-modelo petunia e Antirrhinum
(Quattrocchio et al., 1999; Schwinn et al., 2006; Shang et al, 2010), a hipdtese da
expressao diferencial dos genes estruturais e/ou regulatdrios resultando na diversidade de
distribui¢do de antocianinas ao longo da corona como o padrdo bandeado observado em P.
alata ndo pode ser desconsiderada.

Considerando os resultados obtidos do padrio de fragmentacdo das antocianinas
caracterizadas em Passiflora pode-se constatar que a glicose foi o actcar prevalente ligado
as antocianidinas nos extratos de filamentos da corona. Convém ressaltar que o tempo de
retencdo, parametro baseado na hidrofobicidade da molécula, ¢ influenciado pelo grau de
glicosilag@o, de metilagdo e pela natureza dos agucares presentes nesses pigmentos (Barnes
et al., 2009). Portanto, de acordo com os tempos de retencdo e, consequentemente, a ordem
de eluicdo, pode-se inferir os tipos de antocianinas presentes nos extratos, entretanto o

padrao de fragmentagdo ainda permite uma maior informacao sobre a estrutura molecular.

5.2. Analise morfologica da epiderme dos filamentos da corona em P. edulis, P.
suberosa e P. coccinea

Baseado nas informagdes da literatura e na andlise morfoldgica da epiderme dos
filamentos da corona pode-se sugerir que as c€lulas conicas na base da corona de P. edulis

proporcionam um aumento do efeito da coloracdo, possibilitando o direcionamento do
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inseto para os Orgdos reprodutivos, portanto funcionando como um “guia visual”.
Adicionalmente, as células conicas de ambas as regides (pigmentada e ndo-pigmentada)
podem também funcionar como um “guia tatil” para o direcionamento ao néctar e aos
orgaos reprodutivos.

Em P. suberosa, as células epidérmicas com cuticula ornamentada na base dos
filamentos menores e as células papilares do opérculo fimbriado pigmentado podem
funcionar como um sinal visual, enquanto as células poliédricas dos filamentos externos
podem servir como apoio para a atividade de forrageamento e contribuir para a polinizacao.

Provavelmente em P. coccinea, somente as extremidades apicais dos filamentos
com as células ligeiramente cdnicas refletem mais eficientemente a luz ressaltando a
intensidade da colorag@o, funcionando como sinal visual para os beija-flores. Por outro lado,
a regido ndo-pigmentada dos filamentos com células planas aparentemente nio ¢&
funcionalmente importante como superficie de apoio, uma vez que as aves nao precisam de

plataforma de pouso (Fenster et al., 2004).

5.3. Identificacdo e caracterizacio dos genes potencialmente envolvidos na via
biossintética das antocianinas em P. edulis e em P. suberosa

A terceira parte deste estudo focou-se na identificagdo e na analise do padrao de
expressdo espacial e temporal de alguns genes estruturais e fatores de transcrigdo
envolvidos na biossintese e no transporte de antocianinas em P. edulis € em P. suberosa.

Chalcona sintase € considerada enzima-chave na biossintese de antocianinas,
flavondis, isoflavonoides e taninos condensados, desempenhando diversas fung¢des na
planta como protecdo UV, defesa contra patdgenos, sintese de pigmentos e fertilidade do

polen (Durbin et al., 2000; Koduri et al., 2010). Chalcona sintase (CHS) € codificada pela
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familia policetideo sintase ou PKS (do inglés polyketide synthase). Genes pertencentes a
familia da CHS foram descritos em Azotobacter vinelandii € Neurospora crassa (Funa et al.,
2006; 2007), indicando que as fun¢des de CHS podem ter divergido anteriormente as
plantas.

Analises filogenéticas indicaram que duas chalconas sintases identificadas em
Passiflora foram agrupadas no clado denominado chalcona sintase antera-especifica. De
acordo com a literatura, transcritos de chalcona sintase foram detectados nas células do
tapete durante o estdgio de micrdsporo em Silene latifolia e em trigo (Triticum sp),
indicando uma importante funcdo no desenvolvimento da antera e fertilidade do pdlen
(Ageez et al., 2005; Wu et al, 2008).

As trés proteinas remanescentes de Passiflora foram reunidas no clado-irmio
juntamente com outras chalconas sintases, dentre elas as proteinas CHSA e CHSJ
identificadas em tecidos florais e envolvidas na pigmentagao floral em Petunia (Koes et al.,
1989; Nakatsuka et al., 2007).

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos de dihidroflavonol 4-redutase de P.
edulis com DFRs de outras plantas foi baseado nas analises filogenéticas realizadas por
Shimada et al. (2005). Segundo Johnson et al. (2001), a presenca de um tinico aminoacido ¢
essencial para a atividade da enzima. Em P. edulis, a sequéncia do gene codificador para a
dihidroflavonol 4-redutase tem um acido aspartico (Asp) na posicdo 134 como pettnia e
Populus. De tal forma, enzimas DFR que apresentam o dcido aspartico (Asp) nesta posicao
ndo conseguem utilizar dihidrokaempferol como substrato para produzir pelargonidina
(Nakatsuka et al., 2007; 2009).

Diferentemente, uma asparagina (Asn) na mesma posicdo foi observada nas

proteinas DFRs de Gerbera hybrida. Alguns gendtipos de Gerbera sdo capazes de utilizar
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os trés possiveis dihidroflavondis: dihidrokaempferol (DHK), dihidromiricetina (DHM)
e/ou dihidroquercetina (DHQ) como substrato das enzimas DFRs e consequentemente,
flores alaranjadas a azuladas sdo encontradas (Helariutta et al., 1993; Nakatsuka et al.,
2007; 2009).

De acordo com os resultados obtidos por espectrometria de massas neste estudo,
pelargonidina ndo foi identificada no extrato de P. edulis e associada a presenca do
aminodcido 4cido aspartico na posicdo 134 na sequéncia dihidroflavonol 4-redutase
pode-se sugerir que esta espécie também ndo produz flores vermelho-alaranjadas porque ¢
incapaz de usar dihidrokaempferol como substrato para produzir pelargonidina.

Apesar da expressdo fraca de PeDFR observada nas células epidérmicas e
subepidérmicas dos filamentos de P. edulis pode-se dizer que ela esta em concordancia com
o acimulo de pigmentos nos filamentos da corona ao longo do desenvolvimento floral e
portanto indicaria uma regulacdo tecido-especifica deste gene.

Por outro lado, a discrepancia de expressdo do respectivo gene em Orgaos nao-
pigmentados como caule, raiz, folha jovem e em botdo floral ndo-pigmentado poderia
sugerir que a transcricdo de PeDFR esta envolvido na sintese de outros flavondides
incolores. Sabe-se que DFR catalisa a reducdo de dihidroflavonol a incolor leucocianidina,
comum precursor para antocianinas € proantocianidinas (Mol et al., 1998; Davies et al.,
2012; Tereschenkol et al., 2013). Recentemente, proantocianidinas foram identificadas em
extratos foliares de P. coccinea e P. alata relacionadas a sua atividade antifingica (Sakalem
et al., 2012; Vasic et al., 2012).

As proantocianidinas emergiram com as primeiras plantas vasculares como fung¢do
protetora contra agentes herbivoros e fungos, enquanto as antocianinas foram identificadas

mais tarde coincidindo com o aparecimento das angiospermas conforme bem documentadas
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na atracao de polinizadores e dispersores de sementes (Koes et al., 1994). Presumivelmente,
as diferentes enzimas e os respectivos genes envolvidos na via metabolica dos flavondides
apareceram em diferentes tempos de acordo com a sua funcionalidade na planta e desta
forma seria prematuro dizer a fungdo especifica de DFR em Passiflora.

Para a analise filogenética das glicosiltransferases identificadas no PASSIOMA, a
classificagdo destas enzimas foi baseada segundo Kovinick e colaboradores (2010). As duas
glicosiltransferases de Passiflora foram agrupadas no clado correspondente as
glicosiltransferases que mostraram preferéncia a multiplos flavondides como substratos.

Entretanto, a especificidade do substrato da enzima glicosiltransferase e nem a
fun¢do in vivo podem ser previstas exclusivamente baseadas nas semelhancas de sequéncias
de aminodcidos. Porém com base nas informag¢des obtidas pelo padrao de fragmentacido por
ESI-MS/MS e por comparag@o com os padrdes, as glicosilagdes ocorreram nas posi¢des 3’
ou 3’ e 5 das antocianidinas, podendo indicar que o gene PeGT, cujo o padrio de
expressao espacial e temporal foi observado neste estudo codifica uma enzima flavondide-
3-0-glicosiltransferase ou flavondide-5-0-glicosiltransferase.

Adicionalmente, um aumento da expressio de PeGT observado ao longo do
desenvolvimento da corona de P. edulis foi correlacionado com o acimulo de antocianinas
nos filamentos e condizente com a atividade da enzima glicosiltransferase na estabilidade
das antocianinas e responsavel pela intensidade da coloragao.

Chen e colaboradores (2011) verificaram um aumento gradual e significante da
expressao espacial e temporal do gene PeF3GT que codifica a enzima flavonoide-3-O-
glicosiltransferase associado com o acimulo de pigmentacdo nos diferentes estagios florais
de Phalaenopsis equestri, desempenhando um papel crucial na formagdo da coloragdo

floral nesta espécie.
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O nivel elevado de transcritos do respectivo gene também foi correspondente com o
acuimulo de antocianinas em estdgios tardios de desenvolvimento dos frutos de maca,
morango e lichia conferindo maior estabilidade as moléculas de antocianinas e intensidade
na coloragdo dos frutos (Given et al., 1988; Ju et al., 1995; Zhao et al., 2012).

Glutationa S-transferases (GSTs) sdo proteinas multifuncionais codificadas por uma
familia génica grande presentes em todos os organismos multicelulares (Lan et al., 2010).
Estas enzimas e proteinas carreadoras especificas da familia MATE presentes na membrana
vacuolar sdo indispensaveis para o transporte das antocianinas do citosol para os vactolos
das células epidérmicas (Sun et al., 2012, Saito et al., 2013).

Segundo Dixon e colaboradores (2002), as GSTs podem ser classificadas em quatro
classes com base na identidade das sequéncias de aminoacidos: phi, tau, theta, and zeta. As
duas primeiras sdo especificas as plantas, enquanto theta e zeta sio compartilhadas por
plantas e animais. No caso de animais, as GSTs estdo envolvidas no metabolismo e
desintoxica¢ao de xenobioticos (Wilce e Parker, 1994).

Trés sequéncias de Passiflora identificadas neste estudo podem ser consideradas do
tipo GST I como PhAN9 (Petunia) e AtTT19 (Arabidopsis), proteinas envolvidas
exclusivamente no transporte de antocianinas (Alfenito et al., 1998; Kitamura et al., 2004;
Sun et al., 2012). A quarta putativa glutationa S-transferase de Passiflora foi agrupada com
as trés sequéncias de cravo (Dianthus caryophyllus) do tipo GST II, que estdo relacionadas
a senescéncia das flores em resposta ao etileno (Meyer et al., 1991; Itzhaki et al., 1994). E a
ultima representa o tipo GST III com fungdo similar a GST I no sequestro de compostos,
incluindo antocianinas (Alfenito et al., 1998).

Diante dessas observagdes, as GSTs de Passiflora foram identificadas como tipo I

(phi), II (zeta) e III (tau). Pelo menos quatro GSTs podem ser recrutadas para o transporte
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das antocianinas, enquanto a quinta GST provavelmente esta relacionada a outro processo
biologico associado ao desenvolvimento floral como observado em espécies de cravo
(Meyer et al., 1991; Itzhaki et al., 1994). Entretanto, o mecanismo preciso de transporte de
antocianinas em Passiflora ainda permanece desconhecido.

Numerosos estudos focaram na importancia dos fatores de transcricdio MYB com os
dominios R2R3 envolvidos em diferentes processos bioquimicos e fisioldgicos durante o
desenvolvimento da planta (Martin and Paz-Ares, 1997; Jin and Martin, 1999; Quattrocchio
et al., 1999; Schwinn et al, 2006; Shang et al., 2010). Dentre eles, a regulagdo do
metabolismo de compostos secundarios, o controle da morfogénese celular, da formacdo do
meristema, do ciclo celular e do desenvolvimento de flores e sementes, além de respostas
de defesa a estresses abidticos ou bidticos tais como exposi¢ao ultravioleta, hormonios,
seca ou herbivoria (Martin e Paz-Ares 1997; Kranz et al. 2000; Gould, 2004; Schwinn et
al., 2006; Shang et al., 2010; Dubos et al. 2010; Heppel et al., 2013).

Relacdes filogenéticas das proteinas MYB-R2R3 indicaram que a sequéncia de
PsMYB-R2R3 foi posicionada com as proteinas PhPH4 de petinia, VVMYB5a e VVMYB5b
de uva e curiosamente com a proteina ZmC1 de milho, uma monocotiledonea.

Como descrito na introdugdo deste trabalho, a proteina ZmCl1 interage com
proteinas bHLHs e WD40 para a ativagdo de todos os genes da via metabdlica dos
flavondides em milho, incluindo aqueles envolvidos na sintese de antocianinas nas anteras e
folhas do milho (Hernandes et al., 2004). PhPH4 ¢ expressa na epiderme de pétalas e regula
a acidificagdo do vacuolo em petunia, interferindo na coloragdo final da flor (Quattrocchio
et al., 2006). VVMYBS5a regula a biossintese de proantocianidinas nas sementes e
VvVMYB5b controla a produgdo e o acimulo de proantocianidinas e antocianinas

durante todo o desenvolvimento do fruto em uvas (Deluc et al., 2006; 2008).
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Portanto, sugere-se que o gene MYB-R2R3 pode ter sido recrutado para
desempenhar ambas as fun¢des durante a evolugdo do género Passiflora. Por exemplo, a
biossintese de proantocianidinas e antocianidinas ¢ espacialmente coexistente nas células
epidérmicas das pétalas de Trifolium repens com um padrao temporal concomitante dos
genes de ambas as vias em flores parcialmente abertas (Abeynayake et al., 2012).

E ainda considerando a regulacdo diferencial do complexo transcricional MYB-
bHLH-WD40 em diversos processos fisiologicos entre as espécies vegetais, supde-se que a
proteina PsMYB-R2R3 depende de parceiros distintos para regular o metabolismo de cada
classe de flavonoide em drgaos diferentes. Além disso, poderia desempenhar uma funcio
na acidificagdio do vactolo celular e consequentemente regular a coloragdo final
dos filamentos da corona como descrito em petania.

Do mesmo modo, a expressdo ampla de PsMYB-R2R3 observada em alguns 6rgios
vegetativos (raiz, caule, folha adulta, apice reprodutivo), no botdo floral ndo-pigmentado e
nos filamentos filiformes ndo-pigmentados da corona pode ser justificada pelo fato da
necessidade de recrutamento desta proteina regulatoria, sozinha ou em combinagdo com
outras proteinas, no controle de processos fisiologicos especificos. Enquanto, a presenga de
transcritos do respectivo gene em folhas adultas deve-se ao acumulo de antocianinas
observado na epiderme da superficie abaxial e/ou adaxial (Barp et al., 2006), um indicativo
da regulacio génica tecido-especifica da sintese de antocianinas em P. suberosa.

Evidéncias apontam para os fatores de transcrigdio MYB-R2R3 como os principais
responsaveis pela variacdo natural de pigmentacdo em flores de petinia e Antirrhinum
(Quattrocchio et al., 1999; Schwinn et al., 2006; Shang et al., 2010). De fato, estas proteinas
regulatorias ativam diferentemente a transcri¢gdo dos diversos genes estruturais envolvidos

na fase inicial ou tardia da via das antocianinas.
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Embora o padrdo de expressio de MYB-R2R3 ndo tenha sido analisado em P.
edulis, espera-se que este fator de transcricdo desempenha papel crucial na pigmentacdo em
Passiflora, especialmente nas espécies do subgénero Passiflora que apresentam uma
variabilidade maior nos padrdes de pigmentacdo na corona (Ulmer e MacDougal, 2004).

As proteinas com dominio WD40 sdo conservadas em diferentes organismos e
representam proteinas regulatorias envolvidas em uma variedade de processos como
controle do ciclo celular, transdugdo de sinal, processamento e sintese de RNA, trafego
vesicular, apoptose (Neer et al.,, 1994). Em plantas elas estdo relacionadas a multiplos
processos fisiologicos, incluindo a regulacio da sintese de antocianinas e proantocianidinas
junto com os fatores de transcrigdo MYB e bHLH (de Vetten et al., 1997; Mol et al., 1998;
Ramsay e Glover, 2005; Brueggemann et al, 2010; Davies et al., 2012). Assim seria
prematuro sugerir as funcgdes precisas que a proteina WD40 pode realizar em Passiflora,
uma vez que o gene PeWD4() mostrou uma expressao generalizada nos 6rgéos vegetativos e
florais analisados no experimento de RT-PCR.

Como descrito anteriormente, a proteina WD40 TRANSPARENT TESTA
GLABRA1 (TTG1) de Arabidopsis esta envolvida na biossintese de antocianinas € na
formacao de tricomas em folhas, pigmentagdo do tegumento e producdo da mucilagem na
semente (Nesi et al., 2001; Zhang et al., 2003; Gonzalez et al., 2008). Enquanto, MdTTG1,
proteina ortologa a TTG1 de Arabidopsis, é necessaria para a ativagdo de proantocianidinas
nos frutos de magd (Malus x domestica, Brueggemann et al., 2010). Por outro lado, a
proteina WD40 isolada de Medicago truncatula (MtWD40-1) estd envolvida com a sintese
tecido-especifica de antocianinas e proantocianidinas, porém ndo ¢ funcionalmente

importante para o desenvolvimento de tricomas (Pang et al., 2009).
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Por isso, a expressdo alta de PeWWD4(0 observada nos filamentos da corona na
hibridizagdo in situ poderia indicar a participagcdo desta proteina no controle transcricional
da via biossintética das antocianinas em combinacdo com os genes regulatorios MYB e
bHLH, considerando que a caracteristica comum das proteinas WD40 ¢ facilitar a interacao
proteina-proteina entre estes fatores de transcri¢do para a formag¢do do complexo MBW
(Ramsay e Glover, 2005).

Sompornpailin et al. (2002) identificaram uma proteina WD40 responsavel pelo
acumulo de antocianinas em folhas de Perilla frutescens. Igualmente, a proteina PgWD40
estd envolvida na regulagdo da sintese de antocianinas durante o desenvolvimento do fruto
de roma (Prunus granatum, Bem-Simhon et al., 2011).

A biossintese de antocianinas ocorre durante o desenvolvimento das pétalas na
maioria das angiospermas, com o aumento gradual da expressdo das enzimas envolvidas na
via biossintética ao longo da formagdo da coloragdo nas flores, principalmente duragdo a
expansao celular (Jackson et al., 1992, Martin e Gerats, 1993).

Neste estudo, o padrao de expressao espacial ao longo do desenvolvimento floral foi
muito similar para todos os genes analisados. A presenca de transcritos foi visualizada
desde o inicio da formagdo da corona em P. edulis e P. suberosa, sugerindo que muitas das
enzimas envolvidas na biossintese de antocianinas sdo provavelmente induzidas
precocemente no desenvolvimento do botdo floral quando a pigmentagdo ainda estd
ausente. Entretanto, seria prematuro sugerir como o fator de transcricdo MYB e a proteina
WD40 modulam a transcrigdo da biossintese de antocianinas e controlam a formacao dos
diferentes padrdes de pigmentacdo na corona de Passiflora.

Apesar dos estames ndo apresentem pigmentacdo nas especies analisadas neste

estudo, os microsporos e principalmente as células do tapete mostraram expressdo alta
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independentemente dos genes analisados. Uma possivel explicagdo ¢ a presenga de
flavondis como protecdo a radiacdo UV (Gould e Lister, 2006). Estes compostos
secunddrios sdo importantes para o desenvolvimento normal do tubo polinico e
consequentemente para a fertilidade masculina (Ylstra et al., 1992, 1994). Constatacdo
semelhante poderia ser sugerida para a expressao elevada dos genes analisados no nectério
floral, sendo que recentemente apigenina, uma flavona, foi identificada no néctar de P.
alata e P. edulis (Cardoso-Gustavson et al, 2013). Experimentos adicionais de
identificacdo e quantificacdo total dos flavondides em outros orgdos florais poderiam
confirmar a presenga de outros flavonoides, além das antocianinas.

Este estudo apresentou as primeiras informagdes sobre o perfil das antocianinas e a
identificacdo de alguns genes envolvidos na pigmentacdo dos filamentos da corona de
flores de Passiflora. Mediante estas informacdes, outras possiveis abordagens poderdo ser
utilizadas para a elucidagao dos mecanismos moleculares envolvidos na biossintese das
antocianinas ¢ na formagdo dos diferentes padrdes de pigmentagdo observados
principalmente na corona das flores de Passiflora e que poderiam explicar as diferengas que

atuam na atragdo dos polinizadores ao longo da historia evolutiva do género.
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6. CONCLUSAO

Este estudo apresentou o perfil de antocianinas O-glicosiladas na corona de
Passiflora por meio de uma técnica precisa e confidvel (UPLC-ESI-MS/MS). Os resultados
indicaram que a diversidade de pigmentagdo observada nas flores do género Passiflora
deve-se a combinag¢do de moléculas especificas de antocianinas acumuladas nos vactolos
das células epidérmicas e subepidérmicas dos filamentos da corona.

As partes pigmentadas e ndo-pigmentadas dos filamentos da corona das espécies de
Passiflora analisadas possuem morfologia celular da epiderme diferenciada e pode
funcionar como guia visual e tatil para os polinizadores.

A andlise in silico das sequéncias de ESTs obtidas do banco de dados PASSIOMA
representou 0s primeiros passos para a compreensao da biossintese de antocianinas em
Passiflora e que poderiam explicar as diferencas nas preferéncias dos polinizadores
encontrados no género. Comparagdes das 15 sequéncias deduzidas de aminoacidos
encontradas na biblioteca de cDNAs de duas distintas espécies P. edulis e P. suberosa
apresentaram grande similaridade com genes que codificam elementos-chave envolvidos na
biossintese (8 sequéncias), na regulacdo da transcri¢do (2 sequéncias) e no transporte das
moléculas de antocianinas (5 sequéncias).

A determinacdo da expressdo temporal e espacial de dois genes estruturais (PeDFR
e PeGT) e dois reguladores transcricionais (PeWD40 e PsMYB-R2R3) pode contribuir para
a compreensao dos mecanismos da biossintese de antocianinas em Passiflora.

Este trabalho forneceu bases e contribuira para a compreensdao de como os agentes
polinizadores moldaram o genoma das espécies do género Passiflora em relacdo aos genes

envolvidos na sintese ¢ modulacdo do acimulo de antocianinas.
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Anexo I. Antocianinas identificadas nos extratos de jamboldo: cianidina 3,5-O-diglicosideo (A) MS/MS,
peonidina 3,5-O-diglicosideo (B) MS/MS, petunidina 3,5-O-diglicosideo (C) MS/MS e malvidina 3,5-O-
diglicosideo (D) MS/MS. Os numeros destacados representam uma cépia ampliada dos valores dos ions
resultantes da fragmenta¢do MS/MS.
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Anexo II. Antocianinas identificadas nos extratos de mirtilo: malvidina 3-O-glicosideo (A) MS/MS, cianidina
3-0-glicosideo (B) MS/MS, peonidina 3-O-glicosideo (C) MS/MS. Os numeros destacados representam uma
copia ampliada dos valores dos ions resultantes da fragmentagdo MS/MS.
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Anexo III. Antocianinas identificadas nos extratos de ameixa: cianidina 3-O-glicosideo (A) MS/MS,
cianidina 3-O-rutinosideo (B) MS/MS, peonidina 3-O-glicosideo (C) MS/MS. Os numeros destacados
representam uma copia ampliada dos valores dos ions resultantes da fragmentagdo MS/MS.
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Anexo IV. Antocianinas identificadas nos extratos de jussara: cianidina 3-O-glicosideo (A) MS/MS e
cianidina 3-O-rutinosideo (B) MS/MS. Pelargonidina 3-O-glicosideo (C,D) MS/MS em morango ¢ amora,
respectivamente. Os numeros destacados representam uma copia ampliada dos valores dos ions resultantes da
fragmentagdo MS/MS.
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Anexo V. Padroes auténticos de antocianinas: cianidina 3-O-glicosideo (A) cromatograma e (B) MS/MS,
cianidina 3,5-O-diglicosideo (C) cromatograma e (D) MS/MS, malvidina 3-O-glicosideo (E) cromatograma e
(F) MS/MS, malvidina 3,5-O- diglicosideo (G) cromatograma ¢ (H) MS/MS. Os numeros destacados
representam uma copia ampliada dos valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da fragmentacdo
MS/MS.
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Anexo VI. Antocianinas identificadas em P. edulis: cianidina 3,5-O-diglicosideo (A) cromatograma e (B)
MS/MS, peonidina 3,5-O-diglicosideo (C) cromatograma e (D) MS/MS, malvidina 3,5-O-glicosideo (E)
cromatograma e (F) MS/MS, cianidina 3-O-glicosideo (G) cromatograma e (H) MS/MS. As setas nos
cromatogramas indicam os picos que resultaram na fragmentac@o de antocianinas O-glicosiladas. Os nimeros
destacados representam uma cdpia ampliada dos valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da
fragmentagdo MS/MS.
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Anexo VI (continuaciio). Antocianinas identificadas em P. edulis: peonidina 3-O-glicosideo (I)
cromatograma ¢ (J) MS/MS, malvidina 3-O-glicosideo (K) cromatograma e (L) MS/MS. As setas nos
cromatogramas indicam os picos que resultaram na fragmentac@o de antocianinas O-glicosiladas. As setas nos
cromatogramas indicam os picos que resultaram na fragmentac@o de antocianinas O-glicosiladas. Os numeros
destacados representam uma cdpia ampliada dos valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da
fragmentagdo MS/MS.
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Anexo VII. Antocianinas identificadas na regido superior dos filamentos da corona de P. alata: cianidina 3,5-
O-diglicosideo (A) cromatograma e (B) MS/MS, peonidina 3,5-O-diglicosideo (C) cromatograma e (D)
MS/MS, malvidina 3,5-O-diglicosideo (E) cromatograma e (F) MS/MS. As setas nos cromatogramas indicam
o0s picos que resultaram na fragmentacdo de antocianinas O-glicosiladas. Os numeros destacados representam
uma copia ampliada dos valores dos tempos de retengio e dos ions resultantes da fragmentagdo MS/MS.
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Anexo VIII. Antocianinas identificadas na regido inferior dos filamentos da corona de P. alata: cianidina 3,5-
O-diglicosideo (A) cromatograma ¢ (B) MS/MS, petunidina 3,5-O-diglicosideo (C) cromatograma ¢ (D)
MS/MS, peonidina 3,5-O-diglicosideo (E) cromatograma e (F) MS/MS, malvidina 3,5-O-diglicosideo (G)
cromatograma ¢ (H) MS/MS, cianidina 3-O-glicosideo (I) cromatograma e (J) MS/MS, peonidina 3-O-
glicosideo (K) cromatograma e (L) MS/MS. As setas nos cromatogramas indicam os picos que resultaram na
fragmentag@o de antocianinas O-glicosiladas. Os numeros destacados representam uma cépia ampliada dos
valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da fragmentagdo MS/MS.
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Anexo IX. Antocianinas identificadas em P. suberosa: cianidina 3-O-glicosideo (A) cromatograma e (B)
MS/MS, pelargonidina 3-O-glicosideo (C) cromatograma e (D) MS/MS. As setas nos cromatogramas indicam
0s picos que resultaram na fragmentac@o de antocianinas O-glicosiladas. Os nimeros destacados representam
uma copia ampliada dos valores dos tempos de retengio e dos ions resultantes da fragmentagdo MS/MS.
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Anexo X. Antocianinas identificadas em P. coccinea: cianidina 3-O-glicosideo (A) cromatograma e (B)

MS/MS, pelargonidina 3-O-glicosideo (C) cromatograma e (D) MS/MS. Os numeros destacados representam
uma copia ampliada dos valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da fragmentacdo MS/MS.
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Anexo XI. Antocianinas identificadas em P. incarnata: cianidina 3,5-O-diglicosideo (A) cromatograma e (B)
MS/MS, petunidina 3,5-O-diglicosideo (C) cromatograma e (D) MS/MS, peonidina 3,5-O- diglicosideo (E)
cromatograma e (F) MS/MS, malvidina 3,5-O-diglicosideo (G) cromatograma e (H) MS/MS. As setas nos
cromatogramas indicam os picos que resultaram na fragmentac@o de antocianinas O-glicosiladas. Os nimeros
destacados representam uma cdpia ampliada dos valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da
fragmentagdo MS/MS.
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Anexo XII. Antocianinas identificadas no hibrido P. ‘Lady Margaret’: cianidina 3,5-O-diglicosideo (A)
cromatograma ¢ (B) MS/MS, petunidina 3,5-O-diglicosideo (C) cromatograma e (D) MS/MS, pelargonidina
3,5-O-diglicosideo (E) cromatograma e (F) MS/MS, cianidina 3-O-rutinosideo (E) cromatograma e (G)
MS/MS, peonidina 3,5-O-diglicosideo (H) cromatograma e (I) MS/MS. As setas nos cromatogramas indicam
os picos que resultaram na fragmentag@o de antocianinas O-glicosiladas. Os nimeros destacados representam
uma copia ampliada dos valores dos tempos de retengdo e dos ions resultantes da fragmentacdo MS/MS.
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Anexo XII (continuagido). malvidina 3,5-O-diglicosideo (J) cromatograma e (K) MS/MS, cianidina 3-O-
glicosideo (L) cromatograma e (M) MS/MS, peonidina 3-O-glicosideo (N) cromatograma e (O) MS/MS,
malvidina 3-O-glicosideo (P) cromatograma e (Q) MS/MS. As setas nos cromatogramas indicam os picos que
resultaram na fragmentagdo de antocianinas O-glicosiladas. Os niimeros destacados representam uma cdpia
ampliada dos valores dos tempos de retenc@o e dos ions resultantes da fragmentagdo MS/MS.
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Anexo Xlll. Cédigo do GenBank das proteinas usadas na Figura 9.

CHALCONA SINTASE (CHS)

Espécie Proteina Cédigo do GenBank
Synechococcus sp. SyPKS NP 897086
Pinus radiata PrCHS AAB80804
Oryza sativa OsCHSL AAL59036
Hypericum perforatum HpCHSL ABP98922
Nicotiana benthamiana NbCHS ABN80439
Nicotiana tabacum NtCHS AAK49457
Nicotiana sylvestris NsCHSL CAA74847
Hordeum vulgare HvCHSL AAV49989
Triticum aestivum TaCHSL CAJ15412
Aegilops tauschii AtCHSL CAJ13966
Arabidopsis halleri AhCHSL AAZ23686
Arabidopsis thaliana AthCHS CAI30411
Arabidopsis thaliana AthCHSL1 NM_100085
Arabidopsis thaliana AthCHSL2 NM_119651
Arabidopsis thaliana AthCHSL3 AAM63363
Vitis vinifera VvCHSL CAO47307
Silene latifolia SICHSL BAES80096
Equisetum arvense EaCHS AB030004
Psilotum nudum PnCHS AB022682
Populus trichocarpa PtCHS1 ABK95168
Populus trichocarpa PtCHL1 XP_00230548
Populus trichocarpa PtCHL2 XP_002326830
Medicago ativa MsCHS P30074

Pinus sylvestris PsCHS X60754
Rheum palmatum RpCHS DQ205352

Zea mays ZmCHS CAA42763
Oryza sativa OsCHS2 BAA19186
Oryza sativa OsCHS BAB39764
Physcomitrella patens PpCHSO01 XP 001756277
Physcomitrella patens PpCHS10 ABU87504
Physcomitrella patens PpCHS11 XP_ 001781520
Petunia hybrida PhCSHa P08894
Petunia hybrida PHCSH;j P22928
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Anexo XIV. Codigo do GenBank das proteinas usadas na Figura 11.

DIHIDROFLAVONOL 4-REDUTASE (DFR)

Espécie Proteina Cédigo do GenBank
Antirrhinum majus AmDFR X15536
Arabidopsis thaliana AtDFR AB033294
Bromheadia finlaysoniana BfDFR AF007096
Callistephus chinensis CcDFR 267981
Camellia sinensis CsDFR AB018686
Cymbidium hybrid ChDFR AF017451
Daucus carota DcDFR AF18427
Dianthus caryophyllus DicDFR 767983
Forsythia x intermedia FiDFR Y09127
Fragaria x ananassa FaDFR AF029685
Gentiana triflora GtDFR D85185
Gerbera hybrida GhDFR 217221
Hordeum vulgare HvDFR S69616
Ipomoea nil INDFRA AB006793
Ipomoea purpurea IpPDFRA AB011667
Lilium_hybrid LhDFR AF169801
Lotus corniculatus LcDFR3 AF117263
Lotus japonicus LiDFR1 AB162109
Lotus japonicus LiDFR2 AB162110
Lotus japonicus LiDFR3 AB162111
Lotus japonicus LiDFR4a AB162112
Lotus japonicus LiDFR5 AB162114
Solanum lycopersicon SIDFR 218277
Malus domestica MdDFR AF117268
Medicago truncatula DFR1 MtDFR1 AY38934
Medicago truncatula DFR2 MtDFR2 AY 389347
Oryza sativa OsDFR AB003496
Perilla frutescens PfDFR AB002817
Petunia x hybrida PhDFR AF233639
Populus trichocarpa DFR1 PtDFR1 XM 00230072
Populus trichocarpa DFR2 PiDFR2 XP 00230766
Rosa hybrida RhDFR D85102
Solanum tuberosum StDFR AF449422
Torenia hybrida ThDFR AB012924
Triticum aestivum TaDFR AAQT77347
Triticum monococcum TmDFR AF434703
Vaccinium macrocarpon VmDFR1 AF483835
Vaccinium macrocarpon VmDFR2 AF483836
Vitis vinifera VvDFR Y11749
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Anexo XV. Codigo do GenBank das proteinas usadas na Figura 12.

GLICOSILTRANSFERASE

Espécie Proteina Cédigo do GenBank
Glycine Max UGT78K1 GU434274
Glycine Max GmIF7GT AB292164
Clitoria ternatea Ct3GT-A AB185904
Arabidopsis thaliana UGT78D2 NM_ 121711
Verbena x hybrida HGT8 AB013598
Perilla frutescens PfUASGT AB013596
Gentiana triflora GtUF3GT D85186
Gentiana triflora Gt5GT7 AB363839
Vitis vinifera VvGT1 AF00037
Iris hollandica Ih3GT AB161175
Dianthus caryophyllus DicGT1 AB191245
Dianthus caryophyllus DicGT2 AB191246
Dianthus caryophyllus DicGT3 AB191247
Dianthus caryophyllus DicGT4 AB191248
Dianthus caryophyllus DicGT5 AB191249
Rosa hybrid RhGT1 AB201048
Rosa hybrid RhGT2 AB201049
Rosa hybrid RhGT3 AB201050
Solanum sogarandinum Ssci17 AY033489
Fragaria x ananassa FaGT1 AY663784
Fragaria x ananassa FaGT6 DQ289587
Fragaria x ananassa FaGT7 DQ289588
Fragaria x ananassa FaUF3GT AY695815
Medicago truncatula UGT73C8 DQ875459
Medicago truncatula UGTS88E1 DQ875460
Medicago truncatula UGTS88E2 DQ875461
Medicago truncatula UGT71G1 AAW56092
Medicago truncatula UGT78G1 DQ875464
Citrus x paradisi Cp1UF3GT GQ141630
Citrus x paradisi Cp2UF3GT GQ141631
Forsythia x intermedia FiUF3GT AF127218
Malus x domestica MdUF3GT DQ156906
Perilla frutescens PfUF3GT AB002818
Solanum tuberosum StUF3GT AY954034
Scutellaria baicalensis SbUF7GT AB031274
Beta vulgaris BvFGT AY526080
Beta vulgaris BvFGT2 AY526081
Arabidopsis thaliana UGT73C6 NM_ 129234
Oryza sativa UGT707A3 BAC83989
Oryza sativa UGT709A4 BAC80066
Crocus sativus CsGT45 FJ194947
Populus trichocarpa PtFGT1 EEE95837
Populus trichocarpa PtFGT2 EEE74119
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Anexo XVI. Codigo do GenBank das proteinas usadas na Figura 13.

GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

Espécie Proteina Cédigo do GenBank
Vitis vinifera VvGST1 AAN85826
Vitis vinifera VvGST2 EF088687
Vitis vinifera VvGST3 EF469244
Vitis vinifera VvGST4 AY971515
Vitis vinifera VvGST5 EF140721
Arabidopsis thaliana AtPM239 P42769
Papaver somniferum PsGST1 AAF22517
Zea mays ZmBz2 AAA50245
Arabidopsis thaliana AtGST5 BAAQ7917
Arabidopsis thaliana AtPM24 CAA53051
Arabidopsis thaliana AtERD11 BAA04553
Arabidopsis thaliana AtTT19 NP_197224
Glycine Max GmGST26-A AAA33973
Solanum tuberosum Stprp-1 AAAG8430
Nicotiana tabacum NtGNT1 CAA39709
Nicotiana tabacum NtGNT35 CAA39710
Nicotiana tabacum NtGNT103 CAA39704
Nicotiana tabacum NtparA BAA14243
Nicotiana tabacum NtparB BAA01394
Nicotiana tabacum NtparC CAA45740
Nicotiana tabacum Nt114 AAAB7894
Nicotiana tabacum Nt107 CAA39707
Dianthus caryophyllus DcGST1 AAA72320
Dianthus caryophyllus DcGST2 AAA5145
Dianthus caryophyllus DcpSR8 AAA33277
Silene vulgaris SvGST AAA33930
Petunia x hybrida PhANn9 CAAG8993
Triticum aestivum TaGST1A CAA39487
Zea mays ZmGSTI CAA29929
Zea mays ZmGStlll CAA27957
Zea mays ZmGSTIV AAA20585
Populus alba x Populus

tremula PtGST18 BAD91094
Populus trichocarpa PtGST AAT98377
Ricinus communis RcGST XP_002509785
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Anexo XVII. Codigo do GenBank das proteinas usadas na Figura 15.

MYB-R2R3

Espécie Proteina Cédigo do GenBank
Vitis vinifera VvMYBA1 AB242302
Vitis vinifera VVMYBA2 BAD18978
Vitis vinifera VVMYBA3 BAD18979
Vitis vinifera VvMYB5a AAS68190
Vitis vinifera VvMYB5b AAX51291
Petunia x hybrida PhAN2 AAF66727
Petunia x hybrida PhPH4 AAY51377
Arabidopsis thaliana AtPAP1 AAG42001
Arabidopsis thaliana AtPAP2 AAG42002
Arabidopsis thaliana MYB113 NP_176811
Arabidopsis thaliana MYB114 NP_176812
Antirrhinum majus AmRosea ABB83826
Antirrhinum majus AmRosea2 ABB83827
Antirrhinum majus AmRosea3 ABB83828
Lilium hybrid LhMYB6 BAJ05399
Lilium hybrid LhMYB12 AB534586
Zea mays ZmC1 AAA33482

Anexo XVIII. Cédigo do GenBank das proteinas usadas na Figura 17.

WD 40

Espécie Proteina Caodigo do GenBank
Petunia x hybrida PhAN11 AAC18914
Arabidopsis thaliana ATTG1 CAB45372
Gossypium hirsutum GhTTG1 AAM95641
Gossypium hirsutum GhTTG3 AAM95645
Perilla frutescens PfWD BAB58883

Zea mays ZmPAC1 AAM76742
Vitis vinifera VWD XP 002270777
Populus trichocarpa PtWD XP_002318500
Oryza sativa OsWD BAF09665
Ricinus communis RcWD XP_002512788
Ipomoea nil INWDR1 BAE94398
Ipomoea purpurea IpWDR1 BAE94396
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