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RESUMO 
A grande diversidade floral presente entre as espécies de Passiflora é o produto de 

diversas adaptações à grande variedade de polinizadores. A presença de um verticilo de 

filamentos denominado corona, entre os verticilos de pétalas e estames, é uma das principais 

características florais em Passiflora. Estes filamentos são de fundamental importância na 

interação com polinizadores e suas características (tamanho, forma, cor) estão sob forte 

pressão de seleção. A coloração dos filamentos da corona pode ter a mesma pigmentação do 

perianto, ou possuir cores contrastantes. Geralmente esta pigmentação é dada pela presença 

de antocianinas, garantindo um grande espectro de cores para as flores. Com frequência há 

uma distribuição diferencial dos pigmentos ao longo dos filamentos da corona. O estudo 

desta distribuição diferencial dos pigmentos permitiu a identificação de pelo menos 5 tipos 

de padrões de pigmentação da corona em Passiflora, sendo eles: “dégradée”, bandeado e 

ponteado, bem como pigmentação uniforme e ausência aparente de pigmentação. 

Devido à grande importância da pigmentação da corona para o sucesso reprodutivo 

em Passiflora, propôs-se estudar a influência hormonal no processo de pigmentação desta 

estrutura. Pretendeu-se identificar o efeito da concentração de auxinas (por meio da 

aplicação de diferentes concentrações de ácido 2,4-diclorofenoxiacético, 2,4-D, e um 

inibidor do transporte polar de auxina, o ácido naftil-ftalâmico, NPA) e de giberelinas (por 

meio da aplicação de diferentes concentrações de ácido giberélico, GA3, e de um inibidor de 

sua síntese, o paclobutrazol, PACLO) na pigmentação de filamentos da corona em 

desenvolvimento das espécies de P. edulis, P. morifolia e P. suberosa, sendo os tratamentos 

hormonais realizados in vitro e in planta. Após as aplicações hormonais, os pigmentos 

florais foram analisados por espectrofotometria UV-vis. A aplicação de GA3 causou 

aumento da pigmentação floral e a aplicação de um inibidor de sua síntese, PACLO, causou 

a redução da pigmentação. A Aplicação de auxina (2,4-D) e um inibidor do seu transporte 

polar (NPA) tiveram efeitos similares no sentido da redução da pigmentação. Determinou-se 

o padrão de expressão, mediante RT-PCR e hibridização in situ, do gene MYB-

R2R3/PACEPS7022E07 de P. suberosa, potencialmente envolvido na modulação da síntese 

de antocianinas, e demonstrou-se que o mesmo é expresso preferencialmente em órgãos 

florais.  
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ABSTRACT 
The floral diversity present in the species of Passiflora is the product of several 

adaptations to the wide variety of pollinators. The presence of a whorl of filaments called 

corona, between the whorls of stamens and petals, is a major floral trait in Passiflora. These 

filaments are of fundamental importance in the interaction of pollinators and their 

characteristics (size, shape, color) are under strong selective pressure. The pigmentation of 

the corona filaments might have the same color of the perianth, or have contrasting colors. 

Generally the pigmentation is given by the presence of anthocyanins, ensuring a wide range 

of colors for the flowers. Often there is a differential distribution of pigment throughout the 

corona filament. Studying a variety of patterns of corona pigmentation, it was established 

that there are at least 5 types of pigmentation patterns in Passiflora: “dégradée”, stripped 

and dotted, as well as uniformly pigmented and non-pigmented.  

Due to the great importance of the corona pigmentation for the reproductive success 

in Passiflora, we proposed to study the influence of hormones on the pigmentation process 

of this structure. In order to identify the effect of the application of auxins (through different 

doses of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-D, and of the inhibitor of auxin polar transport, 

naphthyl ftalamic acid, NPA) and gibberellins (through the application of different doses of 

gibberellic acid, GA3, and its synthesis inhibitor, paclobutrazol, PACLO) in pigmentation of  

corona filament developing of species P. edulis, P. morifolia and P. suberosa, and hormonal 

treatments performed in vitro, in cultured corona filaments, and in planta spraying floral 

buds. For the verification of the effect of hormone applications, the flower pigments were 

analyzed by spectrophotometer UV-vis where only GA3 caused increased floral 

pigmentation contrary to PACLO, which caused the reduction of pigmentation. The auxin 

2,4-D and an inhibitor of polar auxin transport, NPA had the same effect, reducing the floral 

pigmentation. We determined the pattern of expression (by RT-PCR and in situ 

hybridization) of the R2R3-MYB/PACEPS7022E07 gene of P. suberosa, potentially 

involved in the regulation of anthocyanin synthesis, demonstrating that it is expressed 

preferentially in floral organs.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Características florais: Adaptações à interação com polinizadores 

 

 Características florais como forma, tamanho e arranjo dos órgãos florais, bem como 

coloração do perianto, produção de néctar e aromas exigiram uma série de passos 

evolutivos, ao longo da história das angiospermas. Em algumas linhagens de plantas, 

transições evolutivas em pigmentação, forma e aroma permitiram o surgimento de espécies 

polinizadas por diferentes grupos de animais. A principal evidência dessas transições, 

segundo Rausher (2008), são os “sistemas de polinização”, que determinam grupos de 

características florais que são mais adaptadas para receber um determinado agente 

polinizador, em determinada espécie. 

 De acordo com Shang et al. (2011), para que um polinizador retorne a uma flor 

visitada com sucesso, ele necessita memorizar sinais específicos como odor, morfologia 

floral e padrões de coloração, sendo que a ocorrência de qualquer alteração tem efeitos 

dramáticos na prevalência de um polinizador. 

 A ampla variedade de cores dos diferentes tipos florais evoluiu, portanto, de acordo 

com seus sistemas de polinização, sendo os pigmentos derivados de flavonóides os mais 

frequentes em angiospermas (Rausher 2008). Dentre estes, as antocianinas são os melhores 

representantes e exercem importante função fisiológica de atração de polinizadores e 

dispersores de sementes (Winkel-Shirley 2001; Grotewold 2006; Peel et al. 2009; Chiu et al. 

2010). 
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1.2. Pigmentação floral 

 

A grande diversidade de formas e cores das flores é adquirida através de processos 

evolutivos, a fim de garantir o sucesso da reprodução. A coloração brilhante causada pelo 

acúmulo de pigmentos nas flores é, na maioria dos casos, um sinal para atrair polinizadores 

como insetos e pássaros, quer seja diretamente, por estímulo visual, ou pelo calor refletido 

por estes pigmentos (Willmer et al. 2009; Miller et al. 2011; Nishihara e Nakatsuka 2011). 

Muitas vezes a superfície adaxial das pétalas possue células cônicas que otimizam a 

absorção de luz pelos pigmentos, aumentando sua capacidade de atração de polinizadores 

(Glover 2007). 

O padrão de coloração das flores fornece guias para a localização de pólen e néctar 

(Lunau et al. 2006; Shang et al. 2011). Após a polinização, a senescência do perianto e a 

mudança de cor do mesmo ou de outros órgãos florais servem como sinais para que os 

polinizadores possam discriminar flores receptivas daquelas que já avançaram para as fases 

posteriores do desenvolvimento reprodutivo (O’Neill 1997). O processo de polinização pode 

induzir diversos padrões de alterações da pigmentação floral, incluindo desbotamento da 

cor, intensificação da pigmentação em toda a flor ou em pontos discretos, como observado 

em Vanda, Lupinus e Cymbidium (O’Neill 1997). 

As antocianinas (pigmentos vermelhos e azuis) são os pigmentos mais comuns 

encontrados entre as plantas, mas outros pigmentos, tais com as betalaínas (vermelhos e 

amarelos) e os carotenóides (vermelhos, laranjas e amarelos) também podem ocorrer em 

flores e frutos, dependendo da linhagem de angiosperma em questão (Grotewold 2006; 

Tanaka et al. 2010). De acordo com Grotewold (2006) e Chiu et al. (2010), as vias de 

biossíntese de antocianinas estão entre as mais estudadas em plantas. A maioria das enzimas 
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envolvidas nestas vias e seus respectivos genes codificadores têm sido isolados e 

caracterizados em um grande número de espécies de plantas modelo (Lo Piero et al. 2005), 

tais como o milho (Zea mays), Arabidopsis thaliana, Petunia, Anthurium, macieira (Malus 

domestica e videira (Vitis vinífera L.) (Dixon et al. 2005; Koes et al. 2005; Pattanaik et al. 

2010).  

 

1.3. Biossíntese de antocianinas 

 

As antocianinas são o maior grupo de pigmentos heterosídeos hidrossolúveis 

(pigmentos associados com açucares), encontrados no vacúolo das células de plantas 

expostas à luz (Tanaka et al. 2010; Lin-Wang et al. 2011; Liu et al. 2012), sendo 

responsáveis pela maioria das colorações vermelhas, azuis e púrpuras das flores (Ghosh e 

Konishi 2007; Miller et al. 2011). 

De acordo com Grotewold (2006) e Chiu et al. (2010), a via de biossíntese de 

antocianinas é a mais estudada em plantas sendo regulada por estímulos ambientais bióticos 

e abióticos (Weiss 2000) e coordenada pela regulação da transcrição de vários genes, os 

quais têm sido isolados e caracterizados em um grande número de espécies de plantas, como 

as de Nicotiana tabacum (Pattanaik et al. 2010), Petunia hybrida (Quattrocchio et al. 1999), 

Arabidopsis thaliana (Burbulis e Winkel-Shirley 1999), Zea mays (Winkel-Shirley 2001; 

Grotewold 2006) e Ipomoea nil (Morita et al. 2006).  

A primeira enzima chave da biossíntese de antocianinas (Figura 1) é a chalcona-

sintase (CHS), a qual catalisa a reação de condensação de três moléculas de malonil-CoA 

com uma molécula de p-coumaroil-CoA, para produzir naringenina chalcona 

(tetrahidroxichalcona), o primeiro flavonóide formado em muitas plantas (Forkmann 1991; 
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Davies e Schwinn 2006; Tanaka et al. 2008; He et al. 2011). Reações enzimáticas 

subsequentes de CHS para naringenina são catalisadas pela chalcona isomerase (CHI) (Liu 

et al. 2012). A chalcona fornece o precursor para todas as classes de flavonóides, entre elas, 

as antocianinas. 

A hidroxilação da naringenina na posição 3 por flavanona 3-hidroxilase (F3H) 

produz dihidrokaempferol, um dihidroflavonol, que pode ser hidrolisado na posição 3’ ou 5’ 

do anel B pela flavonóide 3- hidroxilase (F3’H) ou flavonóide 3’5’ hidroxilase (F3’,5’H) 

produzindo dihidroquercetina e dihidromiricetina respectivamente (Tanaka et al. 2008; Liu 

et al. 2012). 

Um passo importante é realizado pela enzima dihidroflavonol 4-redutase (DFR) a 

qual converte os precursores de antocianidinas produzindo as leucoantocianidinas não 

coloridas, provendo estrutura para biossíntese de antocianinas (Irani et al. 2003; Davies e 

Schwinn 2006). A conversão de leucoantocianidinas em antocianidinas é realizada por 

consecutivas reações catalisadas por antocianidina sintase (ANS) (Lo Piero et al. 2005; 

Grotewold 2006; Tanaka et al. 2010; Liu et al 2012). O último passo na biossíntese de 

antocianinas é realizado pelas enzimas GT (O-glucosiltransferases) as quais realizam a 

conversão de antocianidinas em diferentes moléculas de antocianinas “decoradas”. As 

enzimas GT podem ainda ser substituídas por glucosil-, acil- ou grupos metiltrasferases 

(Koes et al. 2005; Aizza e Dornelas, 2011).  
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Figura 1: Esquema simplificado da via de biossíntese de antocianinas. As enzimas estão indicadas 

em vermelho.  

 

Antocianidinas são moléculas sem açúcares ligados (agliconas) que fornecem a base 

da pigmentação floral. Todos os pigmentos de antocianinas são derivados de uma das três 

agliconas: cianidina, delfinidina, e pelargonidina (Tahara 2007; Ghosh e Konishi 2007; 

Aizza e Dornelas, 2011). Flores com os mesmos tipos e concentrações de antocianidinas 

podem ter diferentes intensidades de cores, dependendo da identidade e concentração dos 

co-pigmentos (Figueiredo et al. 1999) e do pH vacuolar (Farzad et al. 2002). Mudanças na 

estrutura das antocianinas, principalmente por hidroxilação e padrões de metilação, bem 

como o número e o tipo de açúcares no anel-B afetam a coloração das plantas. Antocianinas 
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tornam-se mais azuis quando aumentam os números de grupos hidroxilas no anel-B e 

ligações de grupos acil aromáticos (Tsuda et al. 2004). 

 

1.4. Função de fatores de transcrição na regulação da biossíntese de antocianinas  

 

A regulação da biossíntese de antocianinas e seu acúmulo em plantas são controlados 

pela expressão coordenada de genes que codificam enzimas-chave da via biossintética. Esta 

expressão coordenada é controlada transcricionalmente (Allan et al. 2008; Chiu et al. 2010; 

Shang et al. 2011). Dois grupos de genes são necessários para a biossíntese de antocianinas. 

O primeiro é representado por genes estruturais, codificadores de enzimas responsáveis pela 

produção de precursores de flavonóides e que também estão envolvidas na formação de 

moléculas particulares de antocianinas “decoradas”. O segundo tipo inclui genes que 

codificam fatores de transcrição, que controlam a expressão dos genes estruturais (Winkel-

Shirley 2001; Ramsay e Glover 2005; Koes et al. 2005; Grotewold 2006). Estes genes 

pertencem a três grandes famílias conservadas de fatores de transcrição: MYB, basic helix-

loop-helix (bHLH) e WD40 (Davies 2009; Pattanaik et al. 2010; Hichri et al. 2011).  

Proteínas MYB podem ser classificadas em três subfamílias dependendo do número 

de repetições adjacentes de domínios MYB. Assim, a subfamília MYB1R possui membros 

contendo apenas uma repetição, a subfamília MYB-R2R3 possui proteínas com duas 

repetições e, finalmente, proteínas da subfamília MYB3R possuem três repetições (Stracke 

et al. 2010). Uma vez que o número de repetições dos domínios MYB interfere na forma 

como o fator de transcrição se liga ao DNA, é provável que cada subfamília de proteínas 

MYB possua funções distintas (Jin e Martin 1999). 
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A subfamília MYB com duas repetições (R2R3) é a melhor caracterizada em plantas 

(Jin e Martin 1999; Stracke et al. 2001; Du et al. 2009). MYB-R2R3 regulam a expressão de 

genes codificadores de enzimas envolvidas na via biossintética das antocianinas (Tanaka et 

al. 2010; Yamagishi et al. 2010) e controlam o padrão e a intensidade da pigmentação floral. 

De acordo com Schwinn et al. (2006) e Chiu et al. (2010), os genes MYB-R2R3 podem ser a 

chave para determinar o padrão espacial e temporal da síntese de antocianinas em plantas.  

O complexo formado por proteínas do tipo MYB-R2R3 e as das famílias bHLH e 

WD40 pode se ligar a promotores de genes estruturais de flavonóides (Feng et al. 2010). A 

ação combinada destes três genes fornece o controle da produção temporal de antocianinas 

em pétalas e os padrões complexos de distribuição espacial (Schwinn e Davies 2004). Além 

disso, membros da família de genes de fatores de transcrição LBD são relatados como 

reguladores negativos da biossíntese de antocianinas em Arabidopsis (Rubin et al. 2009). 

Porém, segundo Koes et al. (2005), estes modelos devem ser vistos como hipóteses, 

estando propensos a modificações a partir de resultados de novas pesquisas. Em estudos 

realizados com Petunia, Koes et al. (2005) concluíram que a síntese de pigmentos é regulada 

por um complexo gênico intimamente ligado ao controle de vias aparentemente não 

relacionadas com a pigmentação das plantas, tais como desenvolvimento de tricomas, pêlos 

radiculares e acidificação vacuolar. Em geral, o complexo formado por WD40, bHLH e 

MYB exerce efeito pleiotrópico de padronização da epiderme, ou seja, um gene traduzindo 

vários efeitos fenotípicos, e as proteínas MYB promovem a especificidade de atuação. 
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1.5. Fatores hormonais e ambientais alteram a pigmentação das flores 

 

A pigmentação de tecidos vegetais pode ser alterada por diversos fatores, como 

temperatura, luz, acidez vacuolar e possíveis ligações com co-pigmentos (Mol et al. 1998; 

Miller et al. 2011). De igual maneira, flutuações nas concentrações de hormônios vegetais ao 

longo do desenvolvimento influenciam a síntese e deposição de pigmentos (Loreti et al. 

2008). Fatores ambientais como a exposição à luz solar podem reforçar e controlar a 

biossíntese de antocianinas em plantas como pereira, macieira e pessegueiro (Feng et al. 

2010). Além disso, estudos realizados por Teng et al. (2005) em plantas de A. thaliana 

mostraram que a sacarose é um indutor eficaz da biossíntese de antocianinas, como 

observado também em corola de Petunia hybrida (Weiss 2000) e hipocótilo de Raphanus 

sativus (Hara et al. 2003). 

A coloração das pétalas das flores é responsável pela atração de polinizadores e após 

a polinização, muitas espécies de plantas sinalizam que a ação dos polinizadores já não é 

mais necessária. Uma vez polinizadas, algumas flores alteram sua pigmentação (Brito e 

Sazima, 2012). Esse processo frequentemente é mediado por etileno endógeno, o principal 

regulador da senescência floral. Em resposta à polinização ou tratamento com etileno, 

algumas flores fecham a corola, enquanto outras mudam de cor (Van Doorn 1997; Van 

Doorn 2002; Klee e Clark 2010).  

Em experimentos realizados por MacNish et al. (2010), foi observado que, durante o 

desenvolvimento da flor de Nicotiana mutabilis suas pétalas sofrem alteração marcante de 

cor do branco ao rosa e, finalmente, para o vermelho no início da senescência. Esta alteração 

está associada com o aumento do teor de antocianinas nas pétalas devido à alta concentração 
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de etileno. Neste caso, a quantidade de antocianinas nas pétalas é precedida por um aumento 

da expressão do gene CHS, que atua no início da via de biossíntese de antocianinas. 

Além do etileno, outros hormônios têm sido sugeridos como indutores de 

pigmentação de tecidos vegetais. Assim, a aplicação exógena de metil jasmonato ou ácido 

jasmonico promove a expressão de genes da biossíntese de antocianinas e consequentemente 

a pigmentação (Devoto et al. 2005; Loreti et al. 2008; Shan et al. 2009). Em estudos 

realizados por Peng et al. (2011), foi sugerido que o acúmulo de antocianinas induzido por 

ácido jasmonico é reduzido por deficiência de brassinosteróide, indicando que estes 

cooperam na regulação positiva da indução de antocianinas. 

Em plantas, os produtos derivados da via dos flavonóides podem funcionar como 

pigmentos e como reguladores do transporte de auxinas (Buer e Muday 2004; Devoto et al. 

2005; Santelia et al. 2008; Stracke et al. 2010). Em estudos realizados até o momento em 

plantas de A. thaliana foi sugerido que flavonóides como quercetina e kaempferol sejam 

reguladores endógenos de transporte de auxinas, pois são capazes de bloquear ligações de 

inibidores de transporte de auxina, como o inibidor do transporte de auxina sintética, ácido 

naftil-ftalâmico (NPA) (Murphy et al. 2000; Brown et al. 2001; Buer e Muday 2004; 

Santelia et al. 2008). Além disso, plantas de Arabidopsis com mutações em genes que 

codificam enzimas da biossíntese de flavonóides, apresentam aumento no transporte de 

auxinas (Buer e Muday 2004). 

Há relatos na literatura que descrevem tanto efeitos inibitórios quanto estimuladores 

das auxinas na biossíntese de antocianinas. Em culturas de células de morango, Mori et al. 

(1994) e Loreti et al. (2008) observaram um efeito indutor, enquanto aplicações in vivo de 

auxina em uvas levaram a um efeito inibidor da pigmentação (Jeong et al. 2004). 
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 Giberelinas também exercem efeitos contraditórios sobre a síntese de antocianinas 

(Loreti et al. 2008). Em flores de Petunia (Moalem-Beno et al. 1997), Vinca (Ohlsson e 

Berglund 2001) e Hyacinthus spp. (Hosokawa 1999) houve um efeito indutor da aplicação 

exógena de giberelina, levando a um maior acúmulo ou a uma distribuição espacial mais 

ampla de pigmentos. No entanto, em morangos (Martínez et al. 1996), e folhas de plantas de 

milho (Kim et al. 2006), observou-se efeito inibidor de giberelina na biossíntese de 

antocianinas.   

Loreti et al. (2008) realizaram experimentos de PCR em tempo real para estudar o 

efeito de flutuações na concentração de giberelinas na biossíntese de antocianinas em 

plântulas de Arabidopsis. Genes codificando enzimas à jusante da naringenina foram 

expressos em nível muito mais alto em mutantes ga1-5 (defeituosos na síntese de 

giberelinas). Observou-se uma redução nesta alteração após 3 horas da aplicação de 1M de 

GA3. Estes resultados indicaram que giberelinas poderiam alterar diretamente a expressão de 

genes da síntese de antocianinas podendo inibir o processo de pigmentação. Este mecanismo 

pode ser explicado pela ação das proteínas DELLA, que são potentes inibidores de 

transcrição, e em resposta à giberelina são degradadas pelo complexo formado pelo receptor 

ativo de giberelinas (Itoh et al. 2008; Achard e Genschik 2009). A redução das proteínas 

DELLA, ocasiona novamente o aumento de giberelinas (Itoh et al. 2008). 

Além disso, GA produzido por anteras e translocado para a corola (Shvarts et al. 

1997; Weiss 2000; Loreti et al. 2008; Shan et al. 2009) induz a pigmentação da corola pela 

sua interação com a luz, resultando na ativação da expressão de genes da biossíntese de 

antocianinas, incluindo PAL, CHS, CHI, DFR e ANS (Weiss et al. 1995). 
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Foi identificada a presença de GA1 e GA4 em anteras e corolas de Petunia. Com a 

remoção das anteras, observou-se uma redução da transcrição de genes de algumas enzimas 

da biossíntese de antocianinas (Weiss 2000; Davies e Schwinn 2006). Quando as flores que 

tiveram suas anteras removidas foram tratadas com GA1, GA3 ou GA4 exógeno, a excisão de 

anteras foi compensada com recuperação da atividade transcricional. Ainda em flores de 

Petunia, as giberelinas promovem a expressão dos genes AN1 e AN2. O gene AN1 codifica 

um fator de transcrição bHLH, que ativa a transcrição do gene estrutural de antocianinas 

DFR, e AN2 codifica uma proteína do tipo MYB expressa somente em pétalas (Spelt et al. 

2002). Assim, tanto AN1 quanto AN2 regulam genes da biossíntese de antocianinas 

modulados por GA (Weiss 2000; Quattrocchio et al. 2006). 

 Outro hormônio que afeta a pigmentação floral é o ácido abscísico (ABA). Na 

epiderme de uvas, por exemplo, ABA aumenta a expressão dos genes responsáveis pelo 

acúmulo de antocianinas, enquanto a auxina sintética ANA (ácido naftalenacético) reduz a 

expressão dos mesmos genes (Jeong et al. 2004). 

A temperatura é um dos principais fatores ambientais que influenciam o acúmulo de 

antocianinas em tecidos vegetais. A expressão dos genes da biossíntese de antocianinas, 

incluindo PAL, CHS, DFR e ANS (Martin e Gerats 1993) é induzida por baixas 

temperaturas, e reprimida por altas temperaturas em diversas espécies de plantas (Biran e 

Halevy 1974; Dela et al. 2003; Lin-Wang et al. 2011), tais como Aster (Shaked-Sachray et 

al. 2002) e rosa (Biran e Halevy 1974; Dela et al. 2003).  

Lo Piero et al. (2005) observaram que laranjeiras sanguinea [Citrus sinensis (L.) 

Osbeck] expostas a baixas temperaturas induziram fortemente a expressão dos genes PAL, 

CHS, DFR, e UFGT aumentando 40 vezes o teor de antocianinas no suco dos frutos em 

relação às amostras controle. De forma semelhante, em epiderme de uvas da cultivar 
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Cabernet Sauvignon sob altas temperaturas houve redução das antocianinas totais em 

relação ao controle (Mori et al. 2007). As flores de Anigozanthos sp. possuem pigmentação 

mais intensa em plantas cultivadas à baixa temperatura (Ben-Tal e King 1997). Esta 

pigmentação floral diminuiu linearmente com a elevação da temperatura (Ben-Tal e King 

1997).  Além disso, folhas de A. thaliana, também apresentaram acúmulo de pigmentos em 

resposta à baixa temperatura, resultando na ativação da transcrição de genes (Leyva et al. 

1995; Lin-Wang et al. 2011). Observou-se também a redução ou completa inibição da 

pigmentação de botões florais de rosas da cultivar "Baccara" quando os mesmos foram 

mantidos sob alta temperatura (Biran e Halevy 1974). 

A temperatura pode interferir não apenas na concentração de antocianinas, mas na 

cor observada das antocianinas produzidas, como observado em flores de Hibiscus 

mutabilis. As flores desta espécie apresentam-se brancas durante a parte da manhã, 

tornando-se rosadas no período da tarde e vermelhas durante a noite (Wong et al. 2009). 

Flores brancas conservadas em geladeira mantêm a coloração branca, porém quando 

retiradas da geladeira e aquecidas, lentamente tornam-se rosadas (Ng 2006).  

De acordo com Stiles et al. (2007) e Lacey e Herr (2005), o aumento da produção de 

antocianinas nas flores em baixas temperaturas é adaptativo por causa do efeito de 

aquecimento promovido pelas antocianinas. Em experimentos realizados por Mu et al. 

(2010) mostrou-se que a cor das pétalas de Gentiana leucomelaena está associada à 

diferença entre a temperatura ambiental e a temperatura interna da flor. Este polimorfismo 

na temperatura interna da flor influencia o comportamento de abertura e fechamento das 

pétalas, sendo que flores azuis abrem mais cedo e fecham mais tarde que as flores brancas 

(Mu et al. 2010). Em um experimento descrito por estes autores, flores azuis foram pintadas 

de vermelho e de roxo, mostrando que as flores roxas abriram mais tarde e fecharam mais 
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cedo que as pintadas de vermelho, além de apresentarem maior temperatura das anteras.  De 

forma semelhante, flores de Plantago lanceolata são mais escuras em temperaturas mais 

baixas (Stiles et al. 2007). Esta modificação na pigmentação floral influencia a temperatura 

interna da flor e atua no desenvolvimento dos grãos de pólen e no crescimento do tubo 

polínico (Lacey e Herr 2005; Webber et al. 2005; Stiles et al. 2007). 

A presença de luz também é reconhecidamente necessária para a síntese de 

antocianinas em muitas plantas, mas muito pouco se sabe sobre o papel da luz no controle da 

pigmentação das flores. Estudos têm demonstrado que na presença de baixas intensidades 

luminosas há diminuição ou até desaparecimento da cor das flores em várias espécies (Ben-

Tal e King 1997; Uddin et al. 2001; Farzad et al. 2002). Em geral, o efeito da luz no 

aumento da produção de antocianinas é atribuído ao seu efeito sobre a fotossíntese e, 

portanto, ao teor de carboidratos (Biran e Halevy 1974). No entanto, estudos mais recentes 

apontam um papel para os fitocromos e criptocromos na influência da luz sobre a 

pigmentação, uma vez que a exposição à luz vermelha e à azul induz o acúmulo de 

antocianinas em tecidos vegetais e em células cultivadas in vitro (Weiss 2000).   

A luz é conhecida por ser necessária para a produção de antocianinas em muitas 

plantas, incluindo as de milho, berinjela, mostarda e Lisianthus. Em Eustoma grandiflorum, 

Petunia e Chrysanthemum a baixa intensidade de luz diminui a pigmentação das flores 

(Ben-Tal e King 1997), da mesma maneira que em Viola cornuta a luz é necessária para o 

surgimento da coloração nas flores, mas se flores pigmentadas forem mantidas no escuro 

não sofrem alteração de cor (Farzad et al. 2002). 

Em algumas plantas tais como Petunia, as folhas sob alta luminosidade mostram 

maior expressão de genes da biossíntese de flavonóides necessários para a produção de 
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antocianinas tais como os genes precoces CHS e CHI, assim como os genes tardios DFR e 

ANS (Farzad et al. 2002; Albert et al. 2009). 

De acordo com Farzad et al. (2002), o acúmulo dos mRNAs de genes envolvidos na 

síntese de antocianinas induzidos pela luz tem sido relatado, e uma série de elementos 

sensíveis à luz foram caracterizados nos promotores de tais genes regulados por luz. Estudos 

realizados por Biran e Halevy (1974) em rosas, mostraram que a síntese de pigmentos das 

pétalas é ativada apenas após a abertura dos botões florais. Quando as pétalas que estavam 

em condições de escuro, devido à proteção exercida pelas sépalas, entram em contato com a 

luz, observou-se um aumento na intensidade da pigmentação. Além disso, Nguyen e Cin 

(2009) observaram o efeito da luz na cor das folhas de duas variedades de coleus 

(Solenostemon scutellarioides) cultivadas em maior ou menor intensidade de luz. A variação 

foliar de coleus é caracterizada principalmente por sua vasta coloração, a qual varia de 

vermelha a púrpura, devido à diferença de distribuição de antocianinas e clorofila ao longo 

da folhagem (Marcotrigiano et al. 1990). As plantas cultivadas em menor intensidade de luz 

tiveram a transição da coloração mais lenta do que as plantas cultivadas sob maior 

intensidade (Nguyen e Cin, 2009). 

Em Passiflora, a interferência da luz pode ser facilmente observada em folhas de 

Passiflora suberosa (Barp et al. 2006). Folhas verdes expostas a pleno sol mudaram sua 

coloração de verde para violeta e folhas artificialmente mantidas em áreas sombreadas 

continuaram com a coloração verde. Cobrindo as folhas expostas ao sol com papel contendo 

furos, a pigmentação violeta foi induzida em regiões localizadas da folha (manchas). Os 

autores sugeriram que essa variação de cor foi devida a um aumento da fotoinibição do 

aparelho fotossintético e a correspondentes danos resultantes da incidência de luz UV, 
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sugerindo que o fotorreceptor relacionado com a biossíntese de antocianinas é muito 

sensível à incidência de luz (Barp et al. 2006). 

Meng et al. (2004), utilizando inflorescências jovens de Gerbera hybrida mantidas 

no escuro, observaram bloqueio da pigmentação e inibição da expressão dos genes de CHS e 

DFR, confirmando o papel da CHS e DFR como enzimas fundamentais responsáveis pela 

biossíntese de antocianinas induzida por luz. Resultados adicionais para as diferentes 

qualidades de luz avaliadas indicaram que os fotorreceptores de luz azul e vermelha estão 

envolvidos na fotorregulação da pigmentação em Gerbera, onde a expressão gênica de CHS 

e DFR foi promovida pela luz azul, e a de CHS foi reforçada pela luz vermelha. 

A via de biossíntese de antocianinas ocorre principalmente no citoplasma (Zhao e 

Dixon 2010) sendo finalizada com o depósito de antocianinas no vacúolo celular onde 

permanecem acumuladas e as condições permitem a plena expressão da cor do pigmento 

(Schwinn e Davies 2004). Esse mecanismo de transporte para o vacúolo, não é tão 

conhecido como a biossíntese de antocianinas.  

O pH vacuolar tem grandes efeitos sobre a mudança de cor e de pigmentos das 

flores, pois as moléculas de antocianinas sofrem mudanças dependentes do pH (Davies 

2004; Tanaka et al. 2009; Miller et al. 2011), que determinam a sua estrutura final e o seu 

espectro de absorção (Glover 2007). Na maioria das espécies, a coloração das flores resulta 

do acúmulo de antocianinas no vacúolo de células epidérmicas, assim, o pH vacuolar destas 

células é um fator importante para a coloração final das flores. Em ambientes com baixo pH, 

as antocianinas apresentam cor vermelha e em ambientes de pH neutro ou alcalino, cor azul 

(Yoshida et al. 2003; Tanaka et al. 2009, 2010). Isto acontece porque uma molécula de 

antocianina sofre rearranjos complexos em soluções aquosas, existindo em diferentes formas 

coloridas ou incolores, dependendo do pH do seu ambiente (Davies 2004). Em pH ácido as 
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antocianinas estão numa forma estável e em pH alcalino as formas são mais instáveis 

(Yoshida et al. 2003).  

A atuação do pH pode ser observada em várias espécies, como em flores de Aechmea 

(Bromeliaceae) que mudam de rosa para azul, Pulmonaria (Boraginaceae) mudando de 

vermelho para azul, Oxypetalum (Asclepiadaceae) de azul para rosa (Weiss 1995), e em 

brácteas de Hydrangea nas quais alterações na absorção de metais do solo, levam à mudança 

na cor. A adição de acidificante em solos permite a absorção de alumínio pela flor, o 

alumínio é sequestrado dentro dos vacúolos de células, uma vez que é tóxico, e assim 

verificam-se antocianinas rosa em brácteas de flores azuis (Miller et al. 2011). Em células 

vegetais, geralmente o vacúolo é mais ácido que o citoplasma. Em Petunia, quanto mais 

ácido o pH vacuolar, mais vermelha a flor será. Assim, as flores de um mutante de Petunia 

que não pode acidificar o vacúolo são mais azuladas (Nguyen e Cin 2009; Miller et al. 

2011). Alguns dos fatores de transcrição envolvidos na síntese de antocianinas em Petunia, 

como os genes AN1, AN2 e AN11 regulam múltiplas vias, incluindo as que alteram o pH 

vacuolar (Spelt et al. 2002). 

Em Ipomoea tricolor foi demonstrada a presença de uma proteína que se acredita 

estar envolvida no transporte de H
+
 entre vacúolos (Glover 2007). Para confirmar se a 

alteração da cor das pétalas de I. tricolor de púrpura para azul, durante a abertura da flor, é 

devida a uma mudança no pH, Yoshida et al. (2005) trataram flores abertas com um 

acidificante (dióxido de carbono), resultando na redução do pH celular das pétalas e na 

reversão da cor de azul para púrpura. Adicionalmente, observou-se que a relação Na
+
/H

+
 

estava mais elevada em membranas celulares das pétalas de flores maduras, azuis. 

As bombas membranares de Na
+
/H

+
 sequestram o sódio armazenado no vacúolo em 

troca de prótons e, consequentemente, reduzem o gradiente de pH contribuindo para a 
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acidificação do vacúolo (Fukada-Tanaka et al. 2000). Entre as proteínas mais abundantes na 

membrana vacuolar estão as ATPase vacuolares (v-ATPase) e as pirofosfatases (PPases), 

bombas de prótons responsáveis por transportar prótons do citoplasma para o vacúolo e, 

portanto, por regular o pH vacuolar (Quattrocchio et al. 2006; Verweij et al. 2008). Yoshida 

et al. (2005) e Pittman (2012), sugerem que o fluxo de H
+
 em troca com K

+
 em vez de Na

+
, 

aumenta o pH vacuolar e o aumento de K
+
 no vacúolo pode simultaneamente contribuir para 

modificações osmóticas que induzem a expansão celular e, assim, coordenar a abertura da 

flor com a mudança de cor. 

 

1.6. Diversidade e pigmentação floral em Passifloraceae 

 

Há uma grande diversidade floral na natureza, com ampla variedade de formas, 

tamanhos e cores, resultando em diferentes fenótipos florais. As características florais 

possuem uma importante função adaptativa, relacionada à atração de polinizadores e ao 

sucesso reprodutivo (Weiss 2000; Nishihara e Nakatsuka 2011). Esta diversidade é 

amplamente representada no gênero Passiflora. 

Passiflora é o maior gênero da família Passifloraceae compreendendo grande 

diversidade de lianas e pequenas árvores. O maior subgênero pertencente ao gênero 

Passiflora é o subgênero Passiflora, seguido pelo subgênero Decaloba (Muschner et al. 

2003; Hansen et al. 2006). O gênero Passiflora apresenta várias características florais únicas 

como a presença de uma ou múltiplas séries de filamentos da corona, geralmente com cores 

vivas, órgãos sexuais organizados em um androginóforo e um elaborado nectário floral 

(Krosnick e Freudenstein 2005).  
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Localizada entre a coluna do androginóforo e o perianto, no interior do tubo floral, a 

corona forma um conjunto de estruturas (geralmente filamentos), de várias formas e 

tamanhos, ordenadas em séries circulares sucessivas, caracterizando cada espécie (Cervi 

1997).  

 Segundo Ulmer e Macdougal (2004), a corona exerce um papel fundamental na 

atração de polinizadores, pois seus filamentos são como plataformas de pouso para abelhas e 

outros insetos atraídos pelo odor das flores. Além de a coloração ser responsável pela 

atração de polinizadores, ela exerce função estética, devido ao amplo espectro de cores, 

principalmente em plantas ornamentais (Grotewold 2006).  

Portanto, além das razões ecológicas relacionadas com as modificações dos agentes 

polinizadores ao longo do processo evolutivo do gênero, relacionadas à pigmentação da 

corona, há ainda um apelo econômico ao estudo da pigmentação da corona de flores de 

Passiflora. Passiflora edulis Deg. e Passiflora alata são espécies comerciais, o 

maracujazeiro amarelo (ou maracujá azedo), e o maracujá doce, respectivamente.  Possuindo 

importância econômica pelos frutos, consumidos em natura ou na forma de sucos 

concentrados.  

Essa diversidade floral amplamente observada entre as espécies de Passiflora é 

caracterizada pela ampla variedade de pigmentação encontrada em filamentos de corona, 

devido ao acúmulo de pigmentos no vacúolo das células epidérmicas e diferentes tipos de 

moléculas de antocianinas, como observado para outras angiospermas (Davies 2009; Shang 

et al. 2011; He et al. 2011; Albert et al. 2011). Estes pigmentos florais geralmente estão 

presentes em uma única camada de células da epiderme (camada L1) onde se expressam os 

genes estruturais e regulatórios necessários para a biossíntese de pigmentos (Shang et al. 

2011).  Desta forma, nosso interesse em estudar os padrões de pigmentação da corona de 
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espécies de Passiflora foi ampliado pela possibilidade de estudar estes processos no nível 

molecular, devido à disponibilidade do banco de etiquetas de sequências expressas (ESTs) 

produzidas de botões florais das espécies de Passiflora, P. edulis Deg. e P. suberosa L. pelo 

projeto “PASSIOMA” (Dornelas et al. 2006, Cutri et al. 2012). 
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2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

 

1) Estudar o padrão de pigmentação dos filamentos da corona de Passiflora spp. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

1) Avaliar a influência da manipulação da concentração de auxinas e giberelinas na 

pigmentação da corona em Passiflora em desenvolvimento, in vivo e in vitro, com 

verificação dos efeitos sobre a intensidade de pigmentação da corona e modificações 

no padrão de deposição de antocianinas por espectrofotometria. 

 

2) Identificar e caracterizar o padrão de expressão de um gene codificador de fator de 

transcrição potencialmente envolvido na regulação de síntese de antocianinas, MYB 

R2R3, durante o desenvolvimento floral em Passiflora suberosa, mediante o uso de 

RT-PCR e hibridização in situ.  

 

3) Verificar modificações do padrão de expressão do gene acima, mediante 

manipulação da concentração de auxinas e giberelinas em botões florais de P. 

suberosa. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Material vegetal e estabelecimento de estágio de desenvolvimento de botões florais 

 

O material vegetal utilizado neste trabalho foi proveniente de plantas mantidas no 

Banco de Germoplasma de Passiflora do Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de 

Biologia da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, São Paulo, Brasil. 

Para caracterizar os padrões de pigmentação da corona de Passiflora, botões florais 

das espécies P. morifolia Mast, P. coccinea Aubl., P. alata C., P. suberosa L., P. foetida L. 

var. hirsuta, P. mucronata Lam. e P. edulis Deg. em vários estágios de desenvolvimento 

foram coletados do banco de Germoplasma (Figura 2). 

Figura 2: Flores de Passiflora pertencentes ao banco de Germoplasma da UNICAMP. A: P. 

morifolia, B: P. coccinea, C: P. alata, D: P. suberosa, E: P. foetida, F: P. mucronata, G: P. edulis. 

 

Os estágios de desenvolvimento dos botões florais foram determinados de acordo 

com a posição ocupada pelo botão no ramo, determinada pelo número de folhas desdobradas 

e pela pigmentação dos filamentos da corona, segundo Nave et al. (2010). Neste sistema de 
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posicionamento, os nós de um ramo são numerados conforme a posição da folha mais 

madura formada, mas ainda não totalmente desdobrada, a qual se localiza a 

aproximadamente 13-15 nós do meristema apical caulinar, demonstrado na figura 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema do sistema de posicionamento de nós em um ramo de Passiflora edulis. 

Enumeração do nó 17 a partir da primeira folha não totalmente desdobrada. 

 

As espécies selecionadas para avaliar a influência da aplicação de fitorreguladores 

foram P. edulis, P. morifolia e P. suberosa, (Figuras 2A,D e G, respectivamente)  sendo os 

tratamentos hormonais realizados in vitro e in planta. Para a análise da expressão do gene 

MYB-R2R3 foi utilizada a espécie P. suberosa, para a qual um clone de cDNA 

putativamente correspondente a este gene estava disponível no banco de dados do 

PASSIOMA. Para tal, botões florais em diferentes estágios de desenvolvimento foram 

coletados em nitrogênio líquido e devidamente armazenados a -80
o
C até o momento de sua 

utilização. As amostras utilizadas para hibridização in situ foram fixadas em 

paraformaldeído a 4% por 16 horas a 4°C e desidratadas em série etanólica. 
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3.2. Padrões de pigmentação da corona de Passiflora 

 

Tanto botões florais quanto os filamentos da corona das espécies selecionadas 

(Figura 2) foram medidos usando um paquímetro digital (Worker Inc., USA), considerando 

desde a base do pedúnculo até o ápice do botão floral. As medidas iniciaram-se em botões 

com ausência de pigmentação nos filamentos da corona e foram finalizadas em botões em 

pré-antese, com filamentos totalmente desenvolvidos e pigmentados.  

Os números de séries de filamentos da corona, o comprimento e a porção pigmentada 

dos filamentos da corona foram analisados em todas as espécies e os botões fotografados 

usando uma câmera SONY Cyber-shot DSC-HX100V. Pelo menos dez botões de cada 

espécie em diferentes estágios foram analisados. 

Devido à grande disparidade em terminologia de cores, a nomenclatura de cores 

descritas nesse estudo seguiu o The Royal Horticultural Society Colour Chart (RHSCC) e 

foi comparada com ISCC-NBS (Inter- Society Color Council - United States National 

Institute of Standards and Technology). 

 

3.3. Aplicação de fitorreguladores in planta 

 

Durante todo período de florescimento, diariamente botões florais, em estágios 

adequados, das plantas de Passiflora edulis, P. morifolia e P. suberosa previamente 

selecionados e medidos receberam pulverização diária (duas aplicações, uma pela manhã, 

por volta das 9 horas e outra no período da tarde, por volta das 16 horas) com água e agente 

espalhante (Tween 20,0 a 0,01%; controle) ou com uma das soluções dos fitorreguladores e 

agente espalhante. As concentrações dos fitorreguladores utilizadas nos tratamentos foram 
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baseadas em dados de literatura, de experimentos semelhantes com outras espécies de 

plantas (Loreti et al. 2008) e foram as seguintes: 

 

- 5; 10 e 100 micromolar de 2,4-D (ácido 2,4-diclorofenoxiacético); 

- 5; 10 e 100 micromolar de GA3 (ácido giberélico); 

- 5; 10 e 100 micromolar de NPA (ácido naftil-ftalâmico); 

- 5; 10 e 100 micromolar de PACLO (paclobutrazol). 

 

Após os tratamentos, os filamentos de corona foram coletados, fotografados e 

analisados. Filamentos de corona de P. suberosa tratados com NPA e botões florais não 

tratados (controle) foram macerados e utilizados para as técnicas de RT-PCR e hibridização 

in situ.  

  

3.4. Aplicação de fitorreguladores in vitro 

 

Foram utilizados botões florais de P. edulis com aproximadamente 1,8 cm de 

comprimento. Experimentos-piloto e análises preliminares revelaram que botões florais de 

P. edulis com o tamanho descrito acima não possuem corona pigmentada e que o processo 

de pigmentação, a partir deste estágio, dura cerca de três dias. Desta forma, os experimentos 

de cultivo in vitro foram idealizados para durar 72 horas. Após assepsia, os botões florais 

foram cortados e os filamentos de corona retirados e cultivados axenicamente em cultura in 

vitro em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com fitorreguladores e 

solidificado com 2,8 g/L de Phytagel (Sigma). Os fitorreguladores foram utilizados nas 

mesmas concentrações que as empregadas nas aplicações in planta, sendo dez botões 
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utilizados por tratamento, totalizando 130 botões florais. Como controle, dez amostras foram 

cultivadas somente em meio MS. Os filamentos de corona foram cultivados sob 16/8 horas 

de regime de luz/escuro com 23 µmol
-2

 s
-1

 de radiação de luz, fornecida por duas lâmpadas 

Gro-Lux (Sylvania, 20 W) e por uma lâmpada branca fria fluorescente (GE, 80 W). A 

temperatura da sala de cultura foi mantida em 26 ± 2°C. 

Após 72 horas em cultura, os filamentos foram fotografados e a quantidade de 

pigmentação presente nos filamentos foi comparada com a de filamentos de botões florais de 

plantas controle. Para tal, amostras de 0,05 g de filamentos de corona foram submetidas à 

extração de pigmentos no escuro, em 1 mL de solução de metanol-água-ácido acético na 

proporção de 11:5:1 (v/v/v) por 24 horas. Após este período, os extratos foram centrifugados 

a 12000 rpm durante 10 minutos de acordo com Markham e Oftman (1993) e analisados em 

espectrofotômetro UV-vis Synergy
TM

 2 BioTek, equipado com o programa Gen 5 Data 

Analysis Software. Amostras-padrão de antocianinas, como cianidina-3-O-glicosideo, 

malvidina-3-O-glicosideo e pelargonidina-3-O-glicosideo (Sigma), foram utilizadas nas 

concentrações de 0,2% diluídas em solução extratora para comparação das amostras. 

Amostras contendo apenas a solução extratora foram utilizadas como “branco” (controle 

negativo), e as leituras foram realizadas em triplicatas. 

 

3.5. Análise da expressão do gene MYB R2R3 por RT-PCR 

 

Para a realização de RT-PCR, RNAs totais foram isolados pelo método do Trizol® 

(Invitrogen®) de tecidos de raiz, caule, folha, botão floral, botão floral tratado com NPA, 

fruto imaturo, fruto maduro, tépala, corona, androginóforo, antera e estigma de P. suberosa. 

Os tecidos foram inicialmente congelados em nitrogênio líquido e, após a extração, sofreram 
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tratamento com DNase®. A síntese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit “Super Script 

First Strand Synthase” (Invitrogen). As fitas de cDNA obtidas foram utilizadas como molde 

nas reações de PCR. Foram desenhados primers específicos para o gene MYB R2R3 (clone 

PACEPS7022E07 selecionado do banco de dados do Projeto PASSIOMA): 5’-

CCCAAAAGCTGCTGGTCTTCT-3’ e 5’-CCATCGCTACAACTACGA-3’) (Dornelas et 

al 2006). Primers para um homólogo do gene ACTINA (PACTINF, 5´-

ACCCACAACAGAGCACAACA-3´e PACTINR: 5´-CCAGTGGTGGTGAAGGAGTAA-

3´), foram utilizados para a normalização das amostras. As condições de PCR foram as 

seguintes: 95
o
C por 3 min, seguidos de 30 ciclos de 20 s a 95

o
C; 20 s a 57

o
C; 40 s a 72

o
C; 

com extensão final de 5 min a 72
o
C. Os produtos de PCR foram separados por eletroforese 

em gel de agarose a 1% e os resultados obtidos foram documentados e analisados. 

 

3.6. Hibridização in situ 

 

Após a validação por RT-PCR, o clone PACEPS7022E07, que contém o ortólogo de 

MYB R2R3 em P. suberosa foi utilizado para a síntese de sonda para a detecção do padrão 

de expressão através da técnica de hibridização in situ em botões florais em diferentes fases 

de desenvolvimento. Esta análise permitiu a contextualização do padrão de expressão gênica 

nas estruturas anatômicas observadas, ao nível celular. 

As sondas sense e antisense foram obtidas pela síntese in vitro de moléculas de RNA 

com incorporação de digoxigenina (DIG), segundo as instruções do fabricante do material 

de marcação (Boehringer-Mannheim). Para a hibridização in situ, as amostras de botões 

florais foram fixadas a vácuo, em 4% de paraformaldeído (p/v), por menos de 16 horas e 

submetidas à desidratação etanólica total e posteriormente tratadas com série de xilol. As 
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amostras vegetais foram emblocadas em parafina, seccionadas seriadamente (8 μm) e 

montadas em lâminas de vidro. A hibridização foi conduzida sob condições de estringência 

apropriadas no material desparafinado em xilol e submetido ao tratamento de pré-

hibridização com proteinase-K (Dornelas et al. 1999; Dornelas et al. 2000). Através de 

reação colorimétrica, utilizando-se anticorpos anti-DIG conjugados à fosfatase alcalina, 

empregando NBT/BCIP como substrato (PIERCE) obteve-se a visualização do sinal. As 

lâminas hibridizadas foram observadas ao microscópio e fotografadas para posterior análise. 

 

3.7. Determinação do pH celular em tecidos da corona de Passiflora alata  

 

Filamentos de corona foram removidos de flores de P. alata em antese e divididos 

em duas partes, de acordo com a coloração das bandas: a parte superior da corona apresenta 

bandas roxas azuladas e as bandas basais variando de vermelho à purpura. Para esta análise 

de coloração da corona, as bandas brancas intermediárias foram excluídas. O material foi 

macerado em 6 mL de água destilada e o pH medido diretamente por 1 minuto, com um 

pHmetro digital (Micronal, modelo B474). Inicialmente os resultados de pH de cada amostra 

foram registrados e, posteriormente, o pH foi ajustado com ácido clorídrico (HCl) e 

hidróxido de potássio (KOH) para obter os valores de pH 2,5, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12 de todas 

as amostras. Como controle negativo utilizou-se água destilada. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Padrões de pigmentação e estágios de desenvolvimento da corona em Passiflora 
 

Os botões florais de cada espécie foram classificados em estágios de acordo com 

Nave et al. (2010) passando por modificações realizadas por nosso grupo concordando com 

estudos preliminares,  baseadas na posição do botão floral em relação à extremidade do 

ramo, número do nó (Figura 3). Observou-se que as posições das flores em antese 

correspondiam, em geral, ao vigésimo quarto nó em espécies do subgênero Decaloba, 

Passiflora suberosa, e ao vigésimo oitavo nó em espécies do subgênero Passiflora, 

Passiflora edulis. 

Em seguida, diferentes fases de desenvolvimento da pigmentação da corona durante 

o desenvolvimento floral foram estabelecidas. Dessa forma, foi utilizado um botão floral no 

período de pré-pigmentação (ausência de pigmentação), um botão definido como o período 

de estabelecimento de padrão com o início do acúmulo de pigmentos e um botão antes da 

antese, com padrão completamente estabelecido. 

Os padrões de pigmentação observados em filamentos da corona de Passiflora foram 

organizados em cinco grupos distintos, sendo eles: padrão não pigmentado, uniforme, 

“pontuado”, “dégradée” e bandeado. 

 

Padrão não pigmentado 

P. mucronata, P. galbana, P. misera e P. vespertilio (Ulmer e MacDougal 2004) são 

exemplos de espécies com coronas não pigmentadas. Em P. mucronata suas flores brancas 

têm duas séries de corona e um opérculo filiformes. Durante todas as fases de 
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desenvolvimento de corona, nenhum sinal de pigmentação foi observado nas células do 

filamento (Figura 4). 

 

Figura 4: Caracterização dos estágios de desenvolvimento do padrão de pigmentação em botões 

florais de Passiflora mucronata. Padrão não pigmentado. Os números de 20 a 27 são referentes a 

posição ocupada pelo botão floral no ramo durante o período de desenvolvimento. Barra: 5 mm. 

 

Padrão uniforme 

Este padrão de pigmentação não é comumente encontrado entre espécies de 

Passiflora, mas pode ser visto, por exemplo, em P. edmundoi, que pertence ao subgênero 

Passiflora exibindo pigmentação da corona uniforme na cor púrpura azul brilhante 

contrastando com pétalas rosa (Ulmer e MacDougal 2004). 

 

Padrão "Ponteado" 

Algumas espécies podem apresentar filamentos da corona e outras partes do perianto 

manchadas com pontos coloridos. Um exemplo é P. haematostigma do subgênero Astrophea 

(Ulmer e MacDougal 2004), cuja corona verde amarelada tem pontos vermelho escuro ao 

longo dos filamentos. 
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Padrão “Dégradée” 

Caracterizado por um gradiente de cor nos filamentos da corona com pigmentação 

tendendo a ser mais intensa na porção proximal (basal), do centro da flor para fora, como 

observado em P. edulis, P. foetida, P. morifolia e P. suberosa (Figura 5A-D). Podendo 

também ser, em contraste, mais pigmentados na porção distal (terminal) como observado em 

flores de P. coccinea que apresentam pigmentação vermelha escura no ápice dos filamentos, 

que clareia em direção à porção basal (Figura 5E). 

Em P. edulis, (Figura 5A) as séries externas de filamentos em botões florais com 

aproximadamente 1,5 cm de comprimento ainda não apresentavam pigmentação (estágio 

22). Esta iniciou-se com a coloração rosa púrpura na porção basal dos filamentos, bem como 

na série interior reduzida e nas pontas do opérculo (estágios 23 e 24, Figura 5A). A alteração 

da pigmentação de rosa púrpura para púrpura escuro correspondeu a 30% da área total dos 

filamentos (estágio 25). No estágio de desenvolvimento 27, a área pigmentada manteve-se a 

mesma e a coloração permaneceu púrpura escura. 

Em P. foetida, (Figura 5B), os botões no estágio 17 apresentaram duas séries de 

filamentos de corona desenvolvidos e não apresentavam pigmentação. Já em botões com 0,9 

cm de comprimento observaram-se filamentos de corona ligeiramente pigmentados de roxo 

claro (estágio 18). Subsequentemente, a pigmentação púrpura rosa foi observada em 

filamentos curtos de duas séries interiores em botões com 1,0 cm de comprimento (estágio 

19). Botões com 1,2 cm de comprimento exibiram filamentos completamente pigmentados, 

que mudaram do roxo ao violeta vívido no estágio 20 e uma pequena pigmentação foi 

observada nas células do opérculo. 

O desenvolvimento da pigmentação de botões florais de P. morifolia também foi 

examinado (Figura 5C). No início do desenvolvimento da corona no estágio 16, a 
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pigmentação não estava presente. A coloração púrpura só foi detectada no estágio 17, 

seguindo-se um aumento na intensidade da pigmentação na região basal atingindo 57% da 

pigmentação dos filamentos da corona e a completa pigmentação do opérculo até o estágio 

20. Em fase mais avançada a corona apresentou pigmentação púrpura vívida, correspondente 

a 66% do comprimento do filamento (estágios 21 e 23). 

Já a corona de P. suberosa apresentou duas séries de filamentos, porém, somente os 

filamentos menores da série interna e o opérculo são pigmentados. No estágio 20, os botões 

apresentaram 0,4 cm de comprimento com ausência de pigmentação na corona. O início da 

pigmentação do opérculo foi observado em botões florais no estágio 21 e a pigmentação 

basal dos filamentos da corona teve início no estágio 22 com coloração vermelho púrpura 

moderado (Figura 5D). 

Por outro lado, em flores de P. coccinea foi observado um exemplo do padrão de 

pigmentação “dégradée” basípeta (Figura 5E), contrário aos casos de padrão “dégradée” 

apresentados anteriormente. Não foi observada pigmentação da corona em botões florais 

com até 2,3 cm (estágio 21). Porém, em botões com 2,5 cm pode-se observar o acúmulo de 

pigmentos em pontos avermelhados na parte terminal dos filamentos externos continuando 

até o estágio 25 em botões com 4,7 cm de comprimento aproximadamente. Botões florais 

com 5,2 cm e 6,7 cm (estágios 26 e 27, respectivamente) apenas apresentaram intensificação 

da pigmentação vermelha vívida. 
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Figura 5: Caracterização dos estágios de desenvolvimento do padrão de pigmentação “dégradée” 

em botões florais de Passiflora. A: P. edulis B: P. foetida C: P. morifolia D: P. suberosa. e E: P. 

coccínea. Os números abaixo dos botões indicam a posição ocupada pelo mesmo no ramo durante o 

período de desenvolvimento. Barra: 5 mm. 
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Padrão "Bandeado" 

Observado em um grande número de espécies como P. alata (Figura 6), P. gibertii, 

P. platyloba, P. amethystina e P. cincinata (Ulmer e MacDougal 2004) este padrão é 

caracterizado pela pigmentação "bandeada" dos filamentos da corona. Geralmente há 

variação na intensidade da coloração das bandas ao longo dos filamentos. 

Em P. alata (Figura 6), os filamentos da corona de botões florais com 1,5 cm de 

comprimento estavam em estágio de pré-pigmentação (estágio 21). O primeiro estágio de 

desenvolvimento da pigmentação teve início com a presença de listras de cor rosa clara 

visível em botões com 1,7 cm de comprimento (estágio 22). Subsequentemente, uma banda 

adicional rosa clara desenvolveu-se na região basal nos filamentos de botões com 2,0 cm de 

comprimento (estágio 23). Quatro bandas foram identificadas nos botões florais com 2,3 cm 

de comprimento, onde a mais distal apresentou coloração azul clara (estágio 24). Nos botões 

com 2,5 cm de comprimento foram observados filamentos com cinco bandas e início da 

sexta na parte basal do filamento (estágio 25). Desta forma, bandas sucessivas foram 

adicionadas na base dos filamentos com o progresso do desenvolvimento da corona até o 

estágio 27, quando o padrão foi estabelecido apresentando filamentos de corona com bandas 

em coloração vermelha púrpura intensa (porção basal), rosa púrpura profunda (porção 

mediana), azul arroxeado pálido (porção superior) e as pontas brancas levemente onduladas. 

Além disso, até o último estágio de desenvolvimento o opérculo permaneceu não 

pigmentado.  
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Figura 6: Caracterização dos estágios de desenvolvimento do padrão de pigmentação bandeado em 

botões florais de Passiflora alata. Os números de 21 a 27 são referentes a posição ocupada pelo 

botão floral no ramo durante o período de desenvolvimento. Barra: 5 mm. 

 

4.2. Acúmulo e distribuição de pigmento  
 

Os padrões de pigmentação observados em diferentes espécies de Passiflora estão 

provavelmente relacionados à quantidade de pigmentos produzidos e ao acúmulo e 

distribuição destes pigmentos ao longo das células da epiderme da corona. Para uma melhor 

caracterização, filamentos de corona de flores de P. alata e P. coccinea em antese foram 

examinados em maior detalhe (Figura 7). 

 Secções longitudinais e transversais de filamentos de corona P. alata apresentaram 

pigmentos exclusivamente nas células da epiderme (Figuras 7B-C). Além disso, foi possível 

verificar que o acúmulo de pigmentos ocorre apenas em um determinado grupo de células 

em diferentes regiões dos filamentos, de acordo com o padrão de pigmentação de cada 

espécie observada.  

Não foi possível identificar diferenças morfológicas ou estruturais de limites entre 

células pigmentadas e não pigmentadas de ambas as espécies (Figuras 7D-I e 7M-O). 

Geralmente, em uma área pigmentada da corona, há presença de células que contêm 

pigmento ou não (Figuras 7F e 7I). 
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Figura 7: Padrão de pigmentação da corona em Passiflora. A: flor de P. alata em corte longitudinal. A 

região no inserto vermelho é mostrada em detalhes em D e a região do inserto branco em H; B: Secção 

longitudinal e C: transversal de filamentos de corona de P. alata com acúmulo de pigmentos nas células da 

epiderme; D-I distribuição irregular de pigmentos em P. alata. J: Flor de P. coccinea em corte 

longitudinal; K: Filamento da corona de P. coccinea; o inserto em K é mostrado em L. L: Detalhe da 

pigmentação mais intensa no ápice do filamento; M: distribuição irregular de pigmentos em filamentos da 

corona de P. coccinea; O inserto mais apical é mostrado em N e o mais basal da região pigmentada é 

mostrado em O. N: Detalhe da pigmentação na região superior do filamento; O: Detalhe da pigmentação 

na região inferior do filamento. Barras: A e J: 1cm; B, D, G, H, I, K, L, M, N, O: 0,1 cm; E-F: 0,07 

mm e C: 0,5 cm. 

 

O padrão de pigmentação “dégradée” ilustrado na figura 3 observado em flores de P. 

coccinea apresenta quantidade e distribuição de pigmentos vermelhos que variam entre 



 

43 

 

diferentes regiões, tendo nas pontas dos filamentos células com elevada quantidade de 

pigmentos, distribuídos uniformemente, contribuindo para a coloração vermelha escura, 

como observado nas figuras 7L-O. O tipo de pigmento encontrado nas células é sempre o 

mesmo, porém, a quantidade de células pigmentadas diminui na direção da base do 

filamento até não apresentar nenhuma célula pigmentada, dando a aparência de que a 

coloração vermelha está mais clara (Figura 7O). 

 
4.3. Determinação do pH celular em tecidos da corona de Passiflora alata 
 

A fim de determinar se a variação de cores observada no padrão bandeado dos 

filamentos da corona de P. alata é devida a uma alteração no pH celular, determinou-se o 

pH de extratos celulares das regiões coloridas da corona. Bandas superiores de cor azul 

arroxeada pálida apresentaram extratos celulares com pH 5,45 (Figura 8A). Já as bandas 

basais dos filamentos, que possuíam coloração variando de vermelho púrpura vívido para 

rosa púrpura profundo, apresentaram pH de 5,18 (Figura 8B). Quando foram adicionados 

ácido clorídrico ou hidróxido de potássio aos extratos celulares, visando a modificação de 

pH para 2,5, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12, (Figura 8) ambas as amostras mostraram variação de 

coloração (Figura 8), porém não foi possível retornar a coloração inicial nos valores de A e 

B. O pH da água destilada utilizada como controle negativo e como diluente foi de 7,5. 
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Figura 8: Análise do pH de extratos celulares de filamentos de corona de P. alata. A imagem da 

direita mostra um corte longitudinal de uma flor de P. alata. O extrato de bandas similares à 

mostrada no inserto vermelho é mostrado em A com valor do seu pH 5,45 abaixo. O extrato de 

bandas similares à mostrada no inserto branco é mostrado em B e abaixo o valor do seu pH 5,18. O 

pH dos dois tipos de extrato foi ajustado com ácido clorídrico (HCl) e hidróxido de potássio (KOH) 

para obter os valores de pH 2,5, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12. 

 

4.4. Efeitos da aplicação de fitorreguladores in planta na pigmentação da corona em 

Passiflora 

 

 Dentre os quatro fitorreguladores aplicados em ramos de P. suberosa e P. morifolia, 

obtivemos resultados visíveis apenas com os fitorreguladores NPA e PACLO nas 

concentrações de 100 µM. A aplicação de PACLO causou apenas a redução do tamanho das 

flores (Figura 9). Além do efeito de redução da pigmentação floral, a aplicação de NPA 

também causou retardamento no desenvolvimento dos botões florais e redução do tamanho 

das flores (Figura 10).  

Com a aplicação de 2,4-D e GA3 nas doses empregadas, não foi possível visualizar 

efeito, pois em todas as concentrações testadas os fitorreguladores causaram o aborto de 

100% dos botões.  
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Figura 9: Efeito da aplicação de paclobutrazol a 100 µM (PACLO) em flor de P. morifolia. Barra: 

10 mm. 

 

Em P. suberosa observou-se uma redução de 90% da área pigmentada do 

androginóforo e, em menor proporção, nos filamentos da corona (Figura 10D) com a 

aplicação de 100 µM de NPA. Em botões florais de P. morifolia observou-se a redução da 

pigmentação roxa apenas na base dos filamentos da corona, com o mesmo tratamento 

(Figuras 10F e H).  
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Figura 10: Efeito da aplicação de ácido naftil-ftalâmico a 100 µM (NPA) na pigmentação de 

flores de P. suberosa e P. morifolia. A e C: Flor de P. suberosa sem aplicação de fitorregulador 

(controle); B e D: tratamento com 100 µM de NPA. E e G: Flor de P. morifolia sem aplicação de 

fitorregulador (controle); F e H: flor tratada com 100 µM de NPA. Barras: A-D: 5mm;  E-H: 10 mm. 
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4.5. Efeitos da aplicação de fitorreguladores in vitro na pigmentação da corona em 
Passiflora 
 

 O efeito dos fitorreguladores 2,4-D, GA3, NPA e PACLO foi analisado em 

filamentos de corona de P. edulis em cultura in vitro. A presença de antocianinas nas 

amostras de extratos celulares dos filamentos foi avaliada por espectrofotometria UV-vis. 

 De acordo com os resultados obtidos, os picos de absorção de amostras-padrão de 

antocianinas estão localizados na região de comprimento de onda de 510 a 530 nm (Figuras 

11 e 12). As antocianinas utilizadas como padrão foram: cianidina-3-O-glicosideo (λ máx. 

absorção 530 nm), malvidina-3-O-glicosideo (λ máx. absorção 540 nm), pelargonidina-3-O-

glicosideo (λ máx. absorção 510 nm) e apresentaram, respectivamente, coloração rosa claro, 

rosa escuro e laranja. 

 O tratamento com auxina (2,4-D) causou a inibição da pigmentação dos filamentos in 

vitro em todas as concentrações estudadas (Figura 13). O tratamento com o inibidor de 

transporte polar de auxinas, NPA, gerou uma coloração adicional nos filamentos da corona 

(Figura 13), com uma possível presença de antocianinas, principalmente pelargonidina-3-O-

glicosideo no tratamento com 100 µM, de acordo com a análise espectrofotométrica na 

região de 450 a 600 nm (Figura 11). 
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Figura 11: Análise de varredura entre os comprimentos de ondas de 400 a 750 nm, por 

espectrofotometro UV-vis em extratos de filamentos da corona de P. edulis tratados com 

fitorreguladores NPA e 2,4-D em doses de 5, 10 e 100 µM. Além de padrões de antocianinas, 

amostras controle e branco.   
 

O tratamento com GA3 apresentou aumento da pigmentação em filamentos de P. 

edulis (Figura 13). Observou-se um maior efeito com a aplicação de 5 µM de GA3 com um 

pico de absorção a 540 nm indicando a possível presença de cianidina-3-glicosideo, de 

acordo com a comparação com padrão respectivo. Tratamentos com concentrações 

superiores de GA3 não apresentaram efeito indutor claro. Apesar da presença de uma 

pigmentação nas amostras de corona sob tratamento com PACLO (Figura 13) as análises 

espectrofotométricas não permitiram a identificação de presença significativa de 

antocianinas (Figura 12). 
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Figura 12: Análise de varredura entre os comprimentos de ondas de 400 a 750 nm, por 

espectrofotometro UV-vis em extratos de filamentos da corona de P. edulis tratados com 

fitorreguladores GA3 e PACLO em doses de 5, 10 e 100 µM. Além de padrões de antocianinas, 

amostras controle e branco.   
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Figura 13: Filamentos de corona de P. edulis cultivados in vitro com os fitorreguladores NPA, 2,4-

D, GA3 e PACLO, nas doses de 5, 10 e 100 µM. 
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4.6. Identificação de um homólogo de MYB R2R3 em P. suberosa 
 

Uma investigação do banco de dados do projeto PASSIOMA (Dornelas et al 2006) 

com a ferramenta BLAST e utilização da palavra-chave ¨MYB¨, revelou a presença de 14 

resultados positivos, indicando a presença putativa de 14 genes codificadores para proteínas 

MYB expressos durante o desenvolvimento floral em Passiflora. Uma análise mais 

detalhada destes resultados indicou que duas destas sequências não correspondem a genes 

MYB. Alternativamente, a sequência de aminoácidos de uma proteína MYB-R2R3 de 

Petunia foi comparada com as sequências na base de dados PASSIOMA utilizando o 

tBLASTN, módulo que compara sequências de aminoácidos consenso com uma sequência 

de nucleotídeos na base de dados de nucleotídeos traduzidos. Esta investigação detectou a 

presença do clone de cDNA de P. suberosa PACEPS7022E07. A análise de BLAST desta 

sequência com o banco de dados público GenBank indicou uma maior similaridade desta 

sequência de Passiflora com homólogos de Populus e Ricinus. Estes dois gêneros pertencem 

à ordem Malpighiales, a mesma que Passiflora, o que pode explicar a similaridade de 

sequencias. Estes resultados indicaram que o clone PACEPS7022E07 contém uma 

sequência codificadora de um homólogo putativo de MYB-R2R3 em P. suberosa. De forma 

concordante, o clone de cDNA de P. suberosa PACEPS7022E07 codifica uma proteína de 

132 aminoácidos mostrando 91% de similaridade com MYB-R2R3 de Ricinus communis. 

Assim, no restante do texto indicaremos o gene MYB-R2R3/PACEPS7022E07 apenas como 

MYB-R2R3. 
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4.7. Caracterização da expressão de MYB-R2R3 por RT-PCR 
  

A expressão temporal do gene MYB-R2R3 foi analisada em cDNAs sintetizados a 

partir de amostras de RNA total de diferentes tecidos de P. suberosa,  pela técnica de RT-

PCR. Um homólogo do gene ACTINA de P. suberosa foi utilizado como controle positivo 

da reação de PCR.  

Os resultados de RT-PCR revelaram que o gene MYB-R2R3 expressa-se 

preferencialmente em tecidos de antera e estigma (bandas mais fortes), além da corona e 

tépala (bandas mais fracas, Figura 14). 

 

 

Figura 14: RT-PCR do gene MYB-R2R3. Análise da expressão temporal em amostras de cDNA de 

tecidos de P. suberosa. Raiz (R), caule (C), folha (F), botão floral (B), botão floral tratado com NPA 

(Bt), fruto imaturo (Fi), fruto maduro (Fm), tépala (T), corona (Co), androginóforo (A), antera (At), 

estigma (E) e controle negativo (C(-)) através da técnica de RT-PCR. Um homólogo do gene 

ACTINA de P. suberosa foi utilizado para padronização dos dados.  

 

4.8. Caracterização da expressão de MYB-R2R3 por hibridização in situ 

 

Nos estágios iniciais do desenvolvimento dos botões florais, os transcritos de MYB-

R2R3 foram encontrados principalmente na camada de células epidérmicas e 

subepidérmicas dos primórdios dos filamentos externos da corona de P. suberosa (Figuras 

15 A e B), e em toda região central do androginóforo e estigma, incluindo óvulos e pólen, 

sendo que a expressão nestes tecidos manteve-se ao longo de todo desenvolvimento dos 

botões florais (Figuras 15 C, D, E e F). No entanto, a expressão de MYB-R2R3 nas tépalas 
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diminuiu ao longo do desenvolvimento, até não ser mais observada nos botões florais em 

estágios mais avançados (Figura 15F). Em estágio inicial da formação da corona (Figura 

15B), observa-se a expressão do gene na camada externa de células que formam o primórdio 

de corona e opérculo, além de estar expresso também na região que originará o nectário 

floral. 

A expressão do gene começa a se restringir apenas para o ápice de cada órgão em 

desenvolvimento, e o sinal expresso torna-se mais intenso na figura 15 C. Com os órgãos já 

formados a expressão de MYB-R2R3 permanece na camada externa das células dos 

filamentos externos e internos da corona, sendo mais intensa na parte superior dos 

filamentos internos da corona, esta parte denominada martelo, e expressa intensamente em 

todas as células do opérculo e nectário floral (Figuras 15 E e F).  

  



 

54 

 

 
Figura 15: Hibridização in situ para o gene MYB-R2R3 em botões florais de P. suberosa em 

diferentes estágios de desenvolvimento. A: Visão geral do botão em desenvolvimento. B: início da 

formação dos primórdios de corona e opérculo (seta). C: Botão floral durante a diferenciação de 

corona e opérculo (seta). D e E: Diferenciação dos primórdios de filamentos internos e externos da 

corona e opérculo. F: Corona totalmente desenvolvida. a: antera, T: tépala, e: estigma, an: 

androginóforo, co: corona, op: opérculo, n: nectário, fe: filamentos externos, fi: filamentos internos. 

Barras: 50 µm.  
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5. DISCUSSÃO 
 

5.1. Caracterização dos padrões de pigmentação da corona em Passiflora 
 

De acordo com nossas observações, espécies de Passiflora podem apresentar cinco 

padrões de pigmentação florais diferentes encontrados exclusivamente nos filamentos da 

corona: 1) completa ausência de pigmentação, 2) inteiramente de uma única cor, 3) manchas 

pigmentadas ("pontilhado"), 4) “dégradée” e 5) múltiplas faixas transversais ("bandeado"). 

Em geral, os padrões de pigmentação florais são conservados entre os subgêneros, onde 

filamento de corona "bandeado" e “dégradée” são comumente encontrados em Passiflora e 

Decaloba, considerados os dois subgêneros mais ricos em espécies. Por outro lado, padrões 

de pigmentação uniforme e pontilhado são considerados menos comuns nestes dois 

subgêneros, mas são particularmente comuns entre espécies do subgênero Astrophea (Ulmer 

e MacDougal 2004). 

A grande diversidade de pigmentação da corona observada nas espécies Passiflora é 

devida ao acúmulo diferencial de pigmentos (antocianinas) nos vacúolos das células 

epidérmicas. A presença de antocianinas como componentes principais da pigmentação 

floral é comum na maioria das angiospermas  (Thomas et al. 2009; Toleno et al. 2010; 

Albert et al. 2011). A biossíntese de antocianinas está sob controle espacial e temporal 

rigoroso, coordenada pela regulação da transcrição de vários genes que codificam as 

enzimas envolvidas em sua via biossintética (Castellarin e Di Gaspero 2007; Pourcel et al. 

2010; Yamagishi et al. 2010; Martin et al. 2010). 

Padrões de pigmentação distintos encontrados principalmente em pétalas e outras 

estruturas florais observados em Passiflora são devidos a combinações de diferentes 

antocianinas, à localização espacial e à proporção relativa destes pigmentos entre as células. 
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Com ajuda dos métodos cromatográficos, antocianinas com várias hidroxilações diferentes e 

padrões de metilação, bem como ligações com diferentes tipos de açúcar foram identificadas 

nos filamentos da corona de algumas espécies de Passiflora (Aizza e Dornelas 2011). 

Padrões de pigmentação são importantes para a atração de polinizadores, devido ao fato de 

cada pigmento floral refletir diferentes comprimentos de onda de luz, proporcionando aos 

polinizadores sinais específicos dentro da flor e funcionando como guias para auxilia-los na 

obtenção de alimento, de modo que realizem uma polinização eficaz (Glover e Martin 1998; 

Miller et al. 2011). 

As espécies de Passiflora estudadas, P. alata, P. edulis, P. foetida, P. morifolia e P. 

suberosa mostraram características florais frequentemente associadas com polinização por 

abelhas, como longos filamentos da corona, de coloração azulada e roxa e, principalmente, 

padrões “bandeados” ou “dégradée”, que reforçam a função da corona como uma estrutura 

especializada para a orientação do polinizador ao néctar e de plataforma de pouso para 

explorar a flor (Janzen 1968; Koschnitzke e Sazima 1997; Varassin et al. 2001). 

 Certamente, muitas das transições de polinizadores encontradas durante a história 

evolutiva das espécies de Passiflora são acompanhadas por modificações morfológicas e 

fisiológicas, mais especificamente relacionadas à função de atração e sinalização da corona e 

às preferências dos polinizadores (MacDougal 1994). 

Observações anteriores sugerem que P. coccinea é adaptada à polinização por beija-

flores com bicos longos. Suas flores são caracterizadas por filamentos externos de corona 

altamente reduzidos em tamanho, com coloração vermelha nas extremidades, longo 

androginóforo e ausência de superfície de pouso (Fischer e Leal 2006). Estas modificações 

florais provavelmente contribuíram para exclusão de insetos visitando estas flores e a 
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redução da corona é provavelmente devida à perda da função, não sendo mais necessária 

para o pouso dos insetos.  

Existem duas explicações para as transições evolutivas na coloração das flores. A 

primeira é a inativação de uma ou mais enzimas envolvidas na biossíntese de antocianinas, 

com maior número de grupos hidroxila ligados e, consequentemente um aumento da 

mudança de cor de azul ou púrpura para vermelho. A segunda explicação é a ocorrência de 

mutações de "perda de função" em genes estruturais e em fatores de transcrição envolvidos 

na biossíntese de antocianinas, levando à menor concentração de pigmentos e, como 

consequência, mudando a cor da flor ou mais notavelmente a transição das flores 

pigmentadas para flores brancas. Essa é uma hipótese possível para explicar a evolução da 

polinização noturna (Holton e Cornish 1995; Mol et al. 1998; Quattrocchio et al. 1999; 

Schwinn et al. 2006; Rausher 2008; Streisfeld e Rausher 2009). 

Supomos que muitas das enzimas envolvidas na biossíntese de antocianinas são 

provavelmente induzidas precocemente no desenvolvimento do botão floral, quando está 

ausente a pigmentação. Esta indução está sob controle temporal e espacial da expressão de 

genes. Além disso, a expressão diferencial desses genes da biossíntese de pigmentos pode 

controlar a formação de padrões complexos durante as fases de desenvolvimento seguintes, 

uma vez que a pigmentação tenha sido iniciada. No entanto, os mecanismos moleculares 

responsáveis pelo desenvolvimento do padrão de pigmentação e sua evolução em Passiflora 

são desconhecidos. 

Baseados em certas suposições sobre observações morfológicas e de 

desenvolvimento, sugerimos alguns modelos para explicar os elaborados padrões de 

pigmentação gerados durante o desenvolvimento da corona em Passiflora.  
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Há pelo menos duas hipóteses possíveis que explicariam a formação do padrão 

“dégradée” independentemente de ser do tipo basípeto ou acrópeto: 1) Há um aumento 

progressivo entre a proporção da área de células com pigmento em relação à área total do 

filamento (Figura 16A) e 2) há uma proporção fixa entre a área contendo células 

pigmentadas e a área total do filamento, mas há um acúmulo gradual de pigmentos 

(intensificação da coloração) nas células da área pigmentada.  (Figura 16B). 

 

Figura 16: Modelos hipotéticos de padrões de pigmentação “dégradée” em filamento de corona de 

Passiflora. A: aumento do número de células pigmentadas durante o desenvolvimento. B: aumento 

da quantidade de pigmentos nas células durante o desenvolvimento. 

 

 Pelas análises dos resultados da formação do padrão “dégradée” em 5 espécies de 

Passiflora (ver Figura 5) foi descartada a primeira hipótese e confirmada a segunda hipótese. 

Por outro lado, o fenótipo “bandeado” observado em P. alata é aparentemente o 

resultado da localização espacial diferencial dos pigmentos, principalmente com base na 

ordem de aparecimento de listras. O esquema mostrado na figura 17 representa quatro 

hipóteses que poderiam explicar a formação deste padrão de pigmentação. Na primeira 

hipótese sugere-se a formação basípeta das bandas. Uma primeira banda apical seria 

formada, seguida da formação sucessiva de bandas mais basais (Figura 17A). Na segunda 
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hipótese propõe-se que todas as bandas originam-se simultaneamente com o aumento 

gradual da intensidade da pigmentação (Figura 17B). Na terceira hipótese sugere-se que as 

bandas podem surgir da base dos filamentos em direção ao ápice dos mesmos (Figura 17C). 

E na quarta e última hipótese propõe-se que bandas novas podem se desenvolver 

gradualmente entre as bandas pré-existentes (Figura 17D). 

 

Figura 17: Modelos hipotéticos de padrões de pigmentação “bandeados”. A: Formação basípeta de 

bandas; B: Formação simultânea de bandas; C: Formação acrópeta de bandas; D: bandas novas 

desenvolvendo-se gradualmente entre as bandas pré-existentes (nova banda indicada pela ponta de 

seta). 
 

Observações durante a formação da pigmentação da corona em P. alata indicaram 

que as bandas apareceram a partir da base de filamentos, tendo se desenvolvido no sentido 

basípeto, correspondente à primeira hipótese (modelo A). No entanto, a última hipótese 

(modelo D) não pode ser totalmente descartada devido à observação da formação de novas 

bandas, entre bandas anteriormente formadas, nos estágios finais do desenvolvimento do 
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botão floral (Figura 6). Assim, o padrão de pigmentação bandeado pode ser explicado por 

uma associação das hipóteses A e D. 

 

5.2. Determinação do pH celular em tecidos da corona de Passiflora alata 
 

Nossa hipótese inicial para explicar as diferentes cores observadas em filamentos de 

corona de P. alata foi baseada em um efeito do pH. De acordo com a literatura, uma 

propriedade interessante das antocianinas é apresentar cores diferentes, devido ao seu 

espectro de absorção, que depende em grande parte da acidez ou alcalinidade do meio, o que 

resulta em mudanças estruturais na molécula de antocianina (Mol et al. 1998; Yoshida et al. 

2005). O pH vacuolar das células epidérmicas pode afetar a coloração final das flores 

(Whitney e Glover 2007). 

Os resultados obtidos com nossos experimentos estão em concordância com esta 

propriedade, uma vez que a mudança de cor azul arroxeada pálida para rosa púrpura 

profundo correlacionou-se com uma diminuição no pH celular. Estas observações 

assemelham-se às reportadas para flores de Ipomoea e Petunia, nas quais a acidificação do 

vacúolo de células das pétalas resulta em coloração vermelha, enquanto o aumento do pH 

vacuolar mostra a mudança de coloração de vermelho púrpura para azul (Quattrocchio et al. 

1999; Grotewold 2006). 

Uma vez que o pH celular pode afetar grandemente a coloração final da flor, testou-

se a mudança de cor de ambos os extratos iniciais. Quando o extrato alcalino foi acidificado, 

o mesmo apresentou coloração igual a do extrato ácido. No entanto, tentando manipular o 

pH celular na direção inversa (alcalinização), não foi possível voltar para a coloração 

original. Uma explicação possível é que em condições ácidas antocianinas essencialmente 
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existem em forma estável, mas dependendo do pH, estas moléculas sofrem complexas 

alterações estruturais, bem como uma ruptura do anel heterocíclico da molécula e a reação 

torna-se irreversível (de Pascual-Teresa e Sanchez-Ballesta 2008). 

Com base nestes resultados, supomos que as diferenças observadas na coloração dos 

filamentos da corona em P. alata podem ser atribuídas, ao menos parcialmente, à influência 

do pH celular. Não podemos descartar, no entanto, a hipótese de que moléculas de 

antocianinas diferentes também estejam presentes em cada extrato. Apenas análises mais 

detalhadas (e.g. espectrometria de massas) poderão esclarecer este aspecto. 

 

5.3. Efeito de fitorreguladores na pigmentação da corona de Passiflora 

 

A relação entre pigmentação floral e fitorreguladores vegetais foi verificada em 

botões florais de Passiflora edulis, P. suberosa e P. morifolia, como observada para outras 

plantas como em espécies de Petunia que apresentam uma relação direta entre a fertilização 

da flor e a indução de genes da biossíntese de antocianinas, através da influência do 

ambiente e da liberação de ácido giberélico, resultando na ativação da expressão diferencial 

de genes desta via (Weiss et al. 1990; Weiss et al. 1995). 

 Botões florais de espécies de Passiflora pulverizados in planta com concentrações 

diferentes de NPA e PACLO não apresentaram total inibição da pigmentação da corona, 

porém, NPA, um inibidor de transporte de auxina, foi capaz de reduzir visivelmente a 

pigmentação floral em P. suberosa e P. morifolia, não sendo possível observar alteração em 

P. edulis. Já em P. suberosa, além da redução da pigmentação dos filamentos de corona, 

ocorreu redução de 90% na pigmentação roxa do androginóforo, ficando a pigmentação 

concentrada na base do órgão. Por meio de análise espectrofotométrica foi possível obter 
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uma varredura dos comprimentos de onda absorvidos diferencialmente por extratos metanol-

água-ácido acético 11:5:1 (v/v/v) de corona e de androginóforo, mostrando maior 

concentração de antocianinas em extrato de flores tratadas com NPA. A hipótese que pode 

explicar o acúmulo de antocianinas é a de que o tratamento com NPA provavelmente 

bloqueou o transporte de auxina, mas não sua síntese. Assim, bloqueando o transporte, a 

auxina possivelmente não foi conduzida até o ápice do androginóforo, concentrando-se em 

na base da estrutura (androginóforo em P. suberosa e filamentos da corona em P. morifolia). 

 Uma vez que os botões florais foram pulverizados com fitorreguladores em 

condições de campo, pode-se considerar que fatores ambientais como luz e temperatura 

tenham interferido na quantidade de pigmentação, já que estes fatores ambientais afetam o 

processo de pigmentação floral em muitas espécies de plantas (Mori et al. 2007; Weiss 

2000; Davies 2009). Por exemplo, flores de Petunia que se desenvolvem em temperaturas 

médias de 17/12°C contêm mais pigmentos que as crescidas em altas temperaturas, 32/27°C 

(Shvarts et al. 1997). Altas temperaturas igualmente reduzem a pigmentação de rosas da 

cultivar “Jaguar” (Dela et al. 2003) e de uvas cv. Cabernet Sauvignon, que reduzem à 

metade a quantidade de antocianinas presentes (Mori et al. 2007). 

Nos experimentos realizados in planta, observou-se elevada taxa de aborto dos 

botões florais, provavelmente devido ao acúmulo de etileno levando à senescência do botão 

floral, ou mesmo devido à aplicação exógena de fitorreguladores, como 2,4-D o qual induz 

resposta semelhante à aplicação de etileno em diversas plantas tal como tomateiro (Morgan 

e Hall, 1962).   

 Entretanto, botões florais mantidos em cultura in vitro suplementados com 

fitorreguladores apresentaram resultados isentos de interferência ambiental, uma vez que luz 

e temperatura foram controladas. Porém, a alta taxa de oxidação dos botões in vitro, 
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dificultou a observação da pigmentação dos filamentos. O início da pigmentação em 

filamentos da corona de P. edulis ocorreu em botões florais com tamanho superior a 2,0 cm, 

sendo possível assim introduzir em meio de cultura apenas os filamentos da corona sem o 

restante dos tecidos do botão floral. Já a pigmentação da corona em P. morifolia e P. 

suberosa iniciou-se em botões florais com o comprimento médio de 0,6 cm e 0,3 cm 

respectivamente, impossibilitando a montagem de experimentos com amostras destas 

espécies similares às obtidas para P. edulis. 

 A influência da aplicação exógena de fitorreguladores sobre o acúmulo de pigmentos 

florais não é totalmente compreendida e um mesmo tipo de fitorregulador pode apresentar 

efeitos diferentes (muitas vezes opostos) em espécies vegetais diferentes (Loreti et al. 2008). 

Desta forma, em flores de Petunia (Weiss et al. 1995; Moalem-Beno et al. 1997), Vinca 

(Ohlsson e Berglund 2001) e em sépalas de Hyacinthus (Hosokawa 1999), o tratamento com 

giberelinas (GA3), tem o efeito de intensificar a pigmentação floral, como observado para P. 

edulis. Nessa espécie, observou-se um aumento da pigmentação roxa da corona proporcional 

à concentração de GA3. De forma concordante, nessa mesma espécie, com a aplicação de 

um inibidor de síntese de giberelina, o paclobutrazol, observou-se um resultado inverso, ou 

seja, um gradiente decrescente da pigmentação dos filamentos quanto maior a concentração 

de PACLO aplicada.  

De forma similar ao observado para giberelinas, a aplicação de auxinas sobre a 

síntese de pigmentos florais também leva a resultados conflitantes (Mori et al. 1994). Em P. 

edulis, a aplicação de um inibidor de transporte de auxina, NPA, nos filamentos da corona, 

causou a oxidação na região basal dos filamentos, apresentando-se mais escura na 

concentração de 100 µM. Aplicando a auxina sintética 2,4-D, o resultado obtido foi a total 

inibição da pigmentação dos filamentos da corona, concordando com os resultados obtidos 
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nos experimentos de aplicação in planta, onde a aplicação de NPA provavelmente inibiu o 

transporte polar de auxina levando à redução da concentração de antocianinas. 

 

5.4. Caracterização da expressão de MYB-R2R3 
 

Em P. suberosa, a análise de uma sequência deduzida de aminoácidos da etiqueta de 

sequência expressa PACEPS7022E07, obtida do banco de dados do PASSIOMA confirmou 

a presença de um domínio conservado MYB-R2R3 nesta sequência e também de um 

segundo domínio conservado necessário para interação entre MYB e fatores de transcrição 

bHLH, além de apresentar um motivo conservado em R3, também envolvido na regulação 

da via de biossíntese de antocianinas (Aizza e Dornelas 2011). 

 A expressão do clone PACEPS7022E07 do gene MYB-R2R3 observada através da 

técnica de hibridização in situ em botões florais de P. suberosa em desenvolvimento, foi 

bastante generalizada, sendo expressa em óvulos, pólen, androginóforo, tépalas, corona, 

opérculo e nectário floral. Este amplo padrão de expressão dos genes tipo MYB-R2R3 já foi 

relatado em outras espécies vegetais, uma vez que estes genes são responsáveis por controlar 

muitos aspectos da regulação como o metabolismo secundário das plantas, o controle da 

morfogênese celular, a regulação da formação de meristema e o ciclo celular (Jin e Martin 

1999), além de estarem envolvidos no controle da identidade e do destino das células 

vegetais (Stracke et al. 2001) e nas respostas das plantas ao estresse ambiental (Du et al. 

2009). Assim, os diferentes MYB-R2R3 PhMYB1 (Petunia hybrida) e AmMYBMIXTA 

(Antirrhinum majus) atuam no desenvolvimento de células cônicas das pétalas. Genes 

AtMYBGL1 (Arabidopsis thaliana) e CotMYBA (Gossypium hirsutum), atuam no 

desenvolvimento de tricomas e, principalmente, as proteínas: ZmMYBC1, ZmMYBPL e 
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ZmMYB1 (Zea mays), GAMYB (Hordeum vulgare),  PhMYBAN2 e PhMYB3 (Petunia 

hybrida) e MYBROSEA (Antirrhinum majus) agem no controle da biossíntese de 

antocianinas (Jin e Martin 1999). PhPH4 expressa-se na epiderme e ativa a acidificação 

vacuolar de  pétalas em Petunia (Quattrocchio et al. 2006). Estes genes que codificam 

produtos semelhantes podem exercer funções similares na regulação da biossíntese de 

antocianinas, mas ainda não se sabe com precisão quais genes-alvo são regulados por eles 

(Du et al. 2009). 

Apesar de semelhanças funcionais existirem entre proteínas MYB-R2R3, que estão 

intimamente relacionadas estruturalmente, existem diferenças significativas na forma como 

estas proteínas muito semelhantes funcionam em diferentes espécies (ortólogos) e também 

dentro do mesmo organismo (parálogos). Assim, apesar do grande número de proteínas 

MYB-R2R3 em plantas, é improvável que muitas sejam precisamente redundantes em suas 

funções, sendo mais provável que suas ações se sobreponham (Jin e Martin 1999). A 

preferência de local de ligação e afinidade de proteínas MYB pode ser influenciada por 

outros fatores de proteínas que interagem com elas (Du et al. 2009). 

Uma árvore filogenética de fatores de transcrição MYB-R2R3 de plantas 

selecionadas, incluindo a sequência PACEPS7022E07, de P. suberosa foi construída pelo 

nosso grupo (Aizza e Dornelas 2011), utilizando o alinhamento das repetições conservadas 

R2R3. A sequência de Passiflora foi colocada dentro do clado incluindo ZMC1 (Zea mays), 

PhPH4 (Petunia hybrida), VvMYB5a e VvMYB5b (Vitis vinifera), que são conhecidos por  

estarem envolvidos na regulação da biossíntese de antocianinas nestas espécies (Grotewold 

et al. 2000; Deluc et al. 2008). 

A técnica de RT-PCR permitiu a detecção de transcritos do gene MYB-R2R3 de P. 

suberosa em diferentes órgãos de flores na antese, como antera e estigma, além de corona e 
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tépala (Figura 11), sugerindo que este gene é preferencialmente expresso em tecidos 

reprodutivos e em alguns órgãos florais em particular. Esta observação está de acordo com o 

fato de que os tecidos reprodutivos de P. suberosa produzem quantidades significativas de 

antocianinas. Consideramos a hipótese de que o gene MYB-R2R3 de P. suberosa regula a 

via da biossíntese de antocianinas nas fases iniciais do desenvolvimento floral. A partir dos 

dados obtidos por hibridização in situ observamos que a expressão de MYB-R2R3 foi alta 

em fases iniciais do desenvolvimento do botão floral (Figura 15B), permanecendo alta nas 

fases intermediárias de desenvolvimento (Figura 15 C, D e E) e declinando rapidamente em 

botões no estágio final de desenvolvimento (Figura 15F). A análise dos padrões de 

expressão de MYB-R2R3 de P. suberosa por hibridização in situ também permitiu 

identificar a presença preferencial de transcritos no androginóforo, em grãos de pólen 

(micrósporos), ovário e corona, sendo a presença de sinal de hibridização particularmente 

mais baixa em tépalas. Portanto, os resultados apresentados sugerem que a expressão 

preferencial de PACEPS7022E07 nas flores pode ser um mecanismo de regulação tecido 

especifico de produção de antocianinas em P. suberosa. 
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6. CONCLUSÕES 
 

Foram estabelecidos ao menos 5 tipos de padrões de pigmentação da corona em 

Passiflora, os quais podem estar relacionados à atração preferencial de certas classes de 

polinizadores. As espécies estudadas com mais detalhes neste trabalho, apresentaram padrão 

“dégradée” observado em P. edulis, P. morifolia e P. suberosa e padrão bandeado, 

observado em P. alata. Análises do efeito de fitorreguladores sobre a pigmentação de 

filamentos de corona com padrão “dégradée” em Passiflora permite concluir que a 

aplicação exógena de giberelina, GA3, causou aumento da pigmentação floral ao contrário a 

aplicação de um inibidor de sua síntese, PACLO, causou redução. Já a aplicação de uma 

auxina sintética, 2,4-D e de um inibidor do transporte polar de auxinas, NPA, tiveram efeito 

inibidor na pigmentação.  

Nas análises realizadas em P. alata, padrão “bandeado”, ao longo dos filamentos de 

corona constatou-se a existência um gradiente de pH, sendo que na porção apical dos 

filamentos o pH é ácido e diminui ficando mais ácido na porção basal. Porém, necessita-se 

de outras análises para comprovar se a variação do pH é devida a rearranjos na estrutura 

molecular ou à presença de antocianinas diferentes. 

Com relação ao gene MYB-R2R3/PACEPS7022E07, demonstrou-se que este é 

expresso preferencialmente em órgãos florais pigmentados de P. suberosa, como 

androginóforo, corona e opérculo. 

Este trabalho abre outras possíveis abordagens em estudos da influência de fatores 

hormonais e ambientais na pigmentação da flor de Passiflora spp. 
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