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Resumo

RESUMO

Mesmo especies proximamente relacionadas podem apresentar enormes diferencas em
caracteres florais, como cor da flor, emissdo de esséncia floral e producdo de néctar. Essas
diferencas séo frequentemente relacionadas a polinizacéo por grupos especificos, conhecidos
como sindrome de polinizacdo. Adaptacdo para um especifico tipo de polinizador, pode levar a
mudancas em sindrome de polinizacdo, através de complexos processos, que envolvem
alteracbes em diferentes caracteristicas. Portanto uma maneira de entender como esses
processos ocorrem se da através de analises moleculares de caracteres individuais dentro das
sindromes de polinizacao.

Por consequéncia, caracteristicas florais presentes em duas espécies proximamente
relacionadas no género Calibrachoa, C. parviflora e C. pygmaea, as quais apresentam
diferentes sindromes de polinizacéo foram analisadas no intuito de entender os mecanismos e
bases moleculares responsaveis pelas diferengas em sindrome de polinizagdo nessas duas
espécies e que podem ser relacionadas a processos de diversificacdo do género dirigida por
interagdes planta- polinizador. C. parviflora apresenta flores na cor rosa, e possui caracteristicas
adaptadas a polinizacdo por abelhas, enquanto que C. pygmaea possui flores brancas, emitem
aroma floral e é adaptada para polinizacdo via mariposas.

O género Calibrachoa é relacionado com o género Petunia, e espécies de ambos 0s géneros
compartilham as mesmas sindromes de polinizacdo, em Petunia muitos dos genes relacionados
a cor das flores e emissdo de compostos esséncia ja foram identificados e caracterizados. Por
exemplo o gene AN2 responsavel pela diferenga de cor das flores entre as espécies Petunia
integrifolia e P. axillaris. Porém, andlises desse gene em espécies de Calibrachoa
demonstraram que nas espécies de C. parviflora e C. pygmaea esse gene nao é o responsavel
pela diferenca na cor das flores como se observa entre as espécies de Petunia.

Alem disso, os pigmentos que compGem a cor das flores dessas duas espécies foram
identificados como pertencentes as duas classes de pigmentos as antocianinas e os carotenoides,
sendo a composi¢do majoritaria de antocianinas, da classe das delfinidinas. A composicao dos
pigmentos das duas classes, mostrou ser bastante espécie-especifica em que C. pygmaea produz
maiores quantidades de carotenos do tipo B-caroteno e antocianidinas do tipo petunidina.
Enquanto que, C. parviflora sintetiza maiores quantidade de carotenos do tipo luteina e
antocianidinas do tipo petunidina e malvidina. As duas espécies sdo capazes de sintetizar
antocianinas, embora apresentem diferencas na quantidade de produto originado, C. parviflora
produz maiores quantidades de antocianinas do que C. pygmaea, portanto apresenta flores com
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maior pigmentacdo, ja C. pygmaea produz baixa quantidade de antocianinas e entdo apresenta
flores com baixa pigmentacéo.

Atraveés de obtencdo de dados de transcriptoma para as duas espécies e via analises dos niveis
de expressao génica dos genes da via de biossintese das antocianinas e flavonoides, observou-
se que 0s genes responsaveis pela formacéo das antocianinas, e consequentemente pela cor das
flores séo expressos em maiores niveis em C. parviflora comparados com C. pygmaea. Portanto
a diferenca na cor das flores entre essas duas espécies pode ser atribuida a diferenca de
expressao dos genes responsaveis pela sintese de antocianinas. Com destaque a expressao do
gene responsével pelo transporte das antocianinas para o vacuolo (AN9) e dos genes
responsaveis pela acidificacdo do lumen vacuolar (genes do PH) em C. pygmaea. Além disso,
fatores regulatdrios do tipo trans parecem estar atuando na regulacdo destes genes em C.
pygmaea.

Ademais, observacdes das flores de C. pygmaea mostraram que essa espécie possui um
interessante fendmeno de mudanca de cor das flores durante o dia, o qual mostrou ser
influenciado pela presenca de luz, induzindo pigmentacdo e mudando a cor das flores de
brancas para amarelo claras no lado adaxial da corola e purpura/ amarronzada no lado abaxial
da corola, retornando a cor das flores para brancas ao crepusculo e permanecendo brancas
durante toda a noite. Esse fenbmeno se relaciona com a sindrome de polinizacao da espécie.

Uma outra caracteristica floral importante na relacdo planta x polinizador € a emissdo de aroma
floral. Sabe se que espécies adaptadas para serem polinizadas por mariposas frequentemente
liberam esséncia floral. Entdo, os compostos organicos volateis de aroma emitidos pelas flores
de C. pygmaea foram identificados e caracterizados neste trabalho. As analises revelaram que
a maioria dos compostos de esséncia emitidos por C. pygmaea fazem parte dos benzenoides/
fenilpropanoides e mostram um ritmo controlado de emissdo noturna, também associados a
sindrome de polinizacao.

Portanto, as caracteristicas florais que estdo conectadas com a sindrome de polinizacdo foram
analisadas pela primeira vez em espécies silvestres do género Calibrachoa pygmaea e C.
parviflora. Os resultados aqui obtidos contribuem para um melhor entendimento de como se da
0s processos de transicdo entre sindromes florais no género Calibrachoa, e que podem ser
associados aos processos de diversificagdo no género. Através da identificacdo dos tipos de
pigmentos produzidos pelas flores, bem como a identificagdo dos primeiros genes candidatos
envolvidos na diferenca de cor das flores entre estas duas espécies, e 0s tipos de compostos de
esséncia floral emitidos por C. pygmaea.
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ABSTRACT

Closely related plant species can display very different floral traits, as flower colour, scent floral
emission and production of nectar as a reward, known as pollination syndromes, which are
often correlated with specific groups of pollinators. Adaption to a specific type of pollinator
can result in change in the pollination syndrome through a complex process involving alteration
in different traits. Therefore, one way to understand how these processes evolve is through
molecular analysis and characterization of single traits within pollination syndromes.

Thus, the floral traits in two close species of Calibrachoa genus, Calibrachoa parviflora and
C. pygmaea, which display different polination syndromes, the former species has pink flowers
and are adapted to bee-polinated, while C. pygmaea has white flowers, emit scent and are
adapted to moth-pollination were analysed in order to understand the mechanisms and
molecular bases responsible for the differences in pollination syndrome that can leads to species

diversification driven by plant-pollinator interactions.

The Calibrachoa genus is related with Petunia genus, in which species from both genera
sharing the same pollination syndromes. In petunia species many of the genes involves with the
differences in flower colour and floral scent release were identified. For instance, the AN2 gene,
that is responsible for the flower colour differences between Petunia integrifolia and P.
axillaris. Therefore, analysis of this gene in Calibrachoa species showed that for C. pygmaea

and C. parviflora this gene does not play the same role as in Petunia species.

The pigments that composes the flower colour in C. parviflora and C. pygmaea were identified
as belonging to the two class of pigments the anthocyanins and carotenoids, yet constituted
mainly of anthocyanins from the class of the delphinidins. The composition of the pigments
from both class showed to be specie-specific in which C. pygmaea produces more p-carotene
from the carotenoids and petunidin as anthocyanidins, whereas C. parviflora synthesize more
lutein carotenoid type and petunidin and malvidin as anthocyanidins in the corolla limb. These
two species are able to synthesize anthocyanins, despite the differences in the amount of
production, C. parviflora makes more anthocyanins thus shows strong flower pigmentation and
C. pygmaea produces low amonts of anthocyanins, therefore has flowers with low

pigmentation.

By construction a transcriptomic data between these two species, and then, the analysis of
expression levels of the genes from the flavonoid/anthocyanins biosynthetic pathway it was
observed that the genes which are responsible for the flower colour are higher expressed in C.

8
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parviflora than in C. pygmaea. Thus, the differences in flower colour between these two species
can be attribute to the differences in the expression levels of all the genes involved in
anthocyanin synthesis. Highlighting, the very low expression of the gene responsible for
transport the anthocyanins to the vacuole (AN9) and the genes involved in the acidification of
the vacuole (PH genes) in C. pygmaea. Moreover, a trans regulatory factor is likely to be
responsible for the regulation of these genes in C. pygmaea.

Furthermore, observations of Calibrachoa pygmaea flowers showed that this species displays
an interesting phenomenon of flower colour change during the day. That showed to be under
the influence of light, inducing pigmentation and change the flower colour from white to pale
yellow in the adaxial side of corolla and purplish/ brownish at the abaxial side, and then turning
back the flower colour to white at dusk, and remain the white colour of the flowers overnight.
This phenomen showed to be associated with the pollination syndrome in this species.

Floral scent emission is another important trait in the relationship plant x pollinator, and is
known that species adapted to be pollinated by moths often releases floral aroma. Thus, the
floral volatiles compounds were identified and characterized in C. pygmaea. The analysis
revealed that the majority of the scent compounds are part of the benzenoid/ phenilpropanoid
class and shows a controlled nocturnal rhythm of emission, which is also related with the

pollinator syndrome.

Thus, the floral traits that are connected with pollination syndrome were analysed for the first
time in Calibrachoa pygmaea and C. parviflora species, these findings contribute to a better
understand of the process of pollination syndrome transition in Calibrachoa genus. Through
the identification of of the class of pigments synthesized by the flowers in both species and the
identification of the first candidate genes involved in the flower colour difference between these
two species, as well as the identification of the scent compounds emitted by C. pygmaea

flowers.



Nomenclatura

Nomenclatura

Na maioria dos casos, 0s genes que codificam enzimas séo referidos pelo nome da enzima com
letras maiUsculas, e quando em itéalico para indicar que se referem aos genes (ex: ANS codifica
a enzima ANS). Quando mais de um gene codifica a mesma enzima, 0os nomes estabelecidos
para os genes sdo usados (ex: HF1 e HF2 para F3’5’H). Letras mintsculas ¢ em italico sao
usadas para indicar loci. Para genotipos de certos locus, letras em maitsculo indicam loci
funcional (ex: AN2) e letras em minusculo e italico indicam loci ndo-funcional/mutante (ex:

an2).

10



Capitulo |

CAPITULO |

INTRODUCAO GERAL

1. Evolugéo floral e polinizadores

Embora ndo possam se locomover, as plantas utilizam mecanismos surpreendentes para
atrair o tdo importante polinizador (Whitney & Glover, 2013) como, por exemplo, a emissdo
de compostos volateis pelas plantas que atua como linguagem de sinal para atrair 0s
polinizadores (Dudareva et al., 2000). Plantas emitem fragrancia através das flores, frutos e
folhas. O tipo de buqué de esséncia floral, bem como o ritmo circadiano de emisséo de cheiro
estdo fortemente relacionados com os habitos e preferéncias do polinizador (Dudareva et al.,
2006). Assim como a emissao de fragrancia, algumas espécies de plantas usam como estratégia
o oferecimento do néctar como recompensa para o polinizador. O néctar € composto
basicamente de agucares e aminoacidos e é uma rica fonte de energia para os insetos e animais
polinizadores. Ele € produzido em estruturas denominadas nectéarios e é localizado, geralmente,
na estrutura floral, acessivel ao polinizador eficiente (Brandenburg et al., 2009; Heil, 2011).
Além dessas caracteristicas, a cor da flor € um carater de bastante importancia na relacao flor x

polinizador (Klahre et al., 2011) e sera discutida em mais detalhes durante esta secéo.

Desde que Darwin prop6s as flores como estruturas adaptativas, os polinizadores tém
sido considerados como 0s principais agentes seletivos para a evolucdo das plantas com flores
(Darwin, 1862; Fenster et al., 2004; van der Niet & Johnson, 2012), sugerindo que plantas
aumentam seu fitness reprodutivo via adaptagdo ao mais eficiente e abundante polinizador, o
qual é capaz de, satisfatoriamente, transferir o polen para flores coespecificas (Waser et al.,
1996; 2006). A maioria das plantas tem suas flores polinizadas por animais, sendo que algumas
podem ser polinizadas por diferentes espécies de animais (generalistas) enquanto que outras

espécies de plantas sdo polinizadas por um grupo especifico de polinizadores (especialistas).

11
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Estes sdo os chamados polinizadores funcionais como, por exemplo, mariposas noturnas e

abelhas.

Tem sido proposto que polinizadores especificos, exercem uma forte pressdo de selecéo
positiva, 0 que leva a um cenario de evolugdo convergente de caracteristicas florais, no qual
espeécies de diferentes grupos taxondmicos apresentam combinacdes similares de caracteristicas
florais (Fenster et al., 2004; Chittka & Raine, 2006; Whitney & Glover, 2013; Schiestl &
Johnson, 2013).

Desta forma, as relacdes complexas entre as flores e seus polinizadores seriam o fator
chave na evolucgéo e na radiacdo das angiospermas. Em parte, isto se deve ao fato de que o
isolamento reprodutivo e a especiacdo estdo ligados (Proctor et al., 1996). A complexidade
destas relacdes deu origem a um sistema de classificacao das flores através de suas sindromes
florais criado inicialmente por van der Pijl (1960) e ampliado posteriormente por diversos
autores. As sindromes florais s&o um conjunto de caracteristicas florais adaptadas para atrair
tipos especificos de animais polinizadores (Fenster et al., 2004).

Determinadas cores de flores sdo associadas a tipos especificos de polinizadores, devido
ao fato de que polinizadores, muitas vezes, apresentam preferéncia inata por determinadas cores
de flores (Faegri & Van der Pijl, 1979). Essa preferéncia esta fortemente relacionada com a
capacidade de percepcao de cor pelo animal (Chittka & Raine, 2006). Por exemplo, dentro do
espectro visivel ao olho humano, abelhas apresentam sindrome floral associada a flores nas
cores azul e magenta; mariposas tém preferéncia pelas flores de cor branca, enquanto que beija-
flores, pelas flores de cor vermelha. Essa preferéncia do polinizador por determinadas cores
leva a existéncia de convergéncia evolutiva de sinais florais em que diferentes espécies de
plantas com determinadas caracteristicas florais atraem o mesmo grupo de polinizadores (Fig.
1) (Gumbert, 2000; Goyret et al., 2008; Schiestl & Johnson, 2013). Os polinizadores também
utilizam aprendizado associativo na determinacdo da escolha das flores a serem visitadas,
associando determinada cor a recompensa como, por exemplo, oferta de néctar em volume e
qualidade (Goyret et al., 2008; Schiestl & Johnson, 2013).

12
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Figura 1: Exemplos de sindromes de polinizagdo em que flores de diferentes espécies mostram
convergéncia evolutiva de sinais florais para atrair polinizadores: a) o beija-flor € o frequente
polinizador de flores vermelhas de diferentes espécies, da esquerda para a direita imagem de flores das
espécies de Delphinium nudicaule, Ipomea quamoclita e Silene virginica, cuja as flores geralmente ndo
emitem fragrancia; b) as abelhas sdo polinizadores de flores das cores azul e magenta, de diferentes
espécies (imagem de flores das espécies de D. dasycaulon e |. pes-caprae, respectivamente), as quais
emitem fragrancia como estratégia para atrair o polinizador como o composto volatil de cheiro -
ocimeno (estrutura molecular demonstrada na cadeia de carbono acima da flor); ¢) mariposas sdo
polinizadores de flores de cor branca de diferentes espécies (da esquerda para a direita imagem de flores
de D. leroyi, Petunia axillaris e Silene latifolia). As flores polinizadas por mariposas também emitem
forte aroma (estrutura molecular representando um composto de esséncia aldeido lilas, esquematizada
na imagem acima da flor) e, frequentemente, fornecem néctar como recompensa ao polinizador. Figura
adaptada de Schiestl & Johnson (2013).

Embora seja frequentemente observado que determinadas caracteristicas florais atraem
polinizadores especificos, existe uma certa controvérsia em relacéo a sindrome de polinizacéo,
devido ao fato de que espécies de plantas associadas a um Unico tipo de polinizador sdo bastante
raras. Diversas espécies de flores, apesar de possuirem seu polinizador especifico via sindrome
floral, também podem ser visitadas por outros polinizadores conhecidos como visitantes florais.
Em alguns casos, o polinizador ndo especifico pode ser de grande importancia para manter a
reproducdo da espécie. Isso ocorre em determinados ambientes em que o polinizador especifico
esteja ausente ou seja raro (Herrera, 1996). Outro ponto debatido baseia-se no fato de que a
adaptacdo a um tipo especifico de polinizador pode acarretar o risco de extingdo, devido ao fato
de que, se determinado polinizador se tornar escasso ou mesmo ausente, a espécie corre risco
de declinio (Fenster et al., 2004). Apesar do continuo debate sobre o tema, 0 conceito de
sindrome de polinizador é bastante utilizado e Gtil para gerar hipéteses sobre polinizadores e

valores adaptativos das caracteristicas florais (Gubitz et al., 2009).

13
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A existéncia de sindromes de polinizagdo distintas pode ser vista como um fator
importante no isolamento reprodutivo entre espécies evolutivamente relacionadas e, mais
tardiamente, ser relacionada a processos de especiacdo, o que explicaria a enorme diversidade
de novas espécies de plantas (Schemske & Bradshaw, 1999; Lorenz-Lemke et al., 2006). Os
fatores responsaveis pelos processos de especiacdo sdo complexos e dependem tanto da
constituicdo genética e molecular dos organismos, quanto dos fatores ecol6gicos bem como da
atuacdo de forcas evolutivas (Coyne & Orr, 2004). Uma maneira de penetrar nessa
complexidade se da atraveés da identificacdo de genes responsaveis pelo isolamento reprodutivo
em espécies proximamente relacionadas, seja através de um mecanismo de isolamento inicial
(barreira reprodutiva) ou atraves de especia¢do em continuo (Orr, 2005). Por esta razdo, existe
um grande interesse cientifico em relacdo a rapida divergéncia dos caracteres florais presentes

nas angiospermas.

Mudangas em caracteres florais podem significar a perda do sucesso reprodutivo, visto
gue podem acarretar uma diminuicéo da visitacao pelo polinizador especifico, por outro lado,
podem levar a adaptagdo a um novo tipo de polinizador (Hoballah et al., 2007; Dell’Olivo &
Kuhlemeier, 2013). Neste ultimo caso, contudo, para garantir o sucesso reprodutivo, €

necessario que mudancas coordenadas em caracteristicas multiplas sejam implementadas.

Dentre todas as estratégias desenvolvidas pelas plantas, considerando as estruturas
florais, a fim de atrair o polinizador, o carater cor tem sido extensamente abordado e grandes
avancos no entendimento dos mecanismos relacionados a determinacdo da cor tém sido
elucidados (Quattrocchio et al., 1999; Yuan et al., 2014; Sheehan et al., 2016).

Diversos estudos tém demonstrado a importancia da cor das flores na preferéncia do
polinizador como, por exemplo, em espécies de Antirrhinum (Comba et al., 2000), Mimulus
(Bradshaw & Schemske, 2003) e Petunia (Hoballah et al., 2007). Em espécies de Petunia,
Hoballah et al. (2007) demonstraram que o carater cor altera significativamente a preferéncia
inata do polinizador. Nesse estudo, com insetos sob condi¢des controladas em casa de
vegetacao, verificou-se que abelhas possuem preferéncia inata por flores parpuras e mariposas
por flores brancas. Em um segundo experimento, usando plantas geneticamente modificadas,
nas quais a cor das flores foi alterada e as demais caracteristicas foram mantidas, a diferenca da

cor das pétalas foi suficiente para alterar a preferéncia do polinizador.

A variacdo da cor das flores esté relacionada a expresséo e a regulacdo de enzimas

biossinteticas (Whittall et al., 2006). A transi¢do evolutiva entre as sindromes florais dentro dos
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diversos géneros envolve um sistema genético-regulatério bastante complexo. Na familia
Solanaceae, por exemplo, sdo descritos pelo menos dez eventos independentes de aquisicdo da
polinizacdo por péssaros (Knapp, 2010) a partir da condicdo melitofila (polinizacdo por

abelhas) mais frequente.

A familia Solanaceae é formada por 99 géneros e cerca de 3000 espécies, sendo a maior
diversidade encontrada no Neotropico, onde mais de dois tercos dos géneros sao endémicos
(The Angiosperm Phylogeny Group, 2016). Membros desta familia habitam os mais diversos
biomas Sul-Americanos e eventos de radiagdo adaptativa tém sido descritos e amplamente
exemplificados envolvendo sindromes florais e especiagdo (Cocucci, 1999; Stehmann et al.,
2009), colonizacgdo de novos ambientes (Linder, 2008) e novidades evolutivas na exploracéo de
um mesmo ambiente (Lorenz-Lemke et al., 2006; Gavrilets & Losos, 2009; Stehmann et al.,
2009). Este é um dos trés grupos de plantas mais importantes comercialmente e tem evoluido
amplamente na auséncia de poliploidizacdo, sendo que grupos bastante diversos da familia
apresentam 0s mesmos nimeros cromossémicos basicos e compartilham a mesma arquitetura
cariotipica (Wu & Tanksley, 2010). Nesta familia encontram-se o0s géneros Solanum,

Capsicum, Lycorpesicum, Ipomea, e, entre muitos outros, os géneros Petunia e Calibrachoa.

2. Os géneros Petunia e Calibrachoa

Em 1803, Jussieu estabeleceu o género Petunia como pertencente a familia Solanaceae,
onde foram descritas, inicialmente, duas espécies: Petunia nyctaginiflora e Petunia parviflora.
Posteriormente, diversas espécies foram descritas sob outros géneros até que, em 1911, Fries
reuniu sob 0 nome Petunia 27 espécies (Stehmann, 1999). Estudos realizados por Wijsman
(1982) e Wijsman & Jong (1985) mostraram que estas espécies constituiam dois grupos
distintos que diferiam em relacdo ao numero cromossémico, capacidade de intercruzamento,
bem como em diversos caracteres morfoldgicos, propondo assim, a separacdo em dois géneros.
As espécies com numero cromossémico 2n = 14 foram mantidas como Petunia e as espéecies
com nimero cromossdmico 2n = 18 passaram a ser consideradas como pertencentes ao género
Calibrachoa La Llave & Lex. (Wijsman, 1990). As principais caracteristicas morfoldgicas que
distinguem os dois grupos sdo: 1) o tipo de prefloracdo, enquanto a maioria das espécies de
Petunia possuem prefloracdo coclear imbricada, as espécies de Calibrachoa apresentam
prefloracdo conduplicada (Wijsman & Jong, 1985); 2) diferencas na parede anticlinal das
sementes, em que as sementes de Petunia apresentam células com paredes onduladas e finas,
enquanto que as de Calibrachoa possuem paredes retas e espessadas (Watanabe et al., 1999);
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3) diferencas na anatomia foliar, onde as espécies de Calibrachoa apresentam células foliares
bem diferenciadas no tecido da endoderme de contorno na nervura nas folhas, enquanto que
nas de Petunia o mesmo tecido ndo possui diferenciacdo. Diferencas entre os géneros também
sdo encontrados no tipo de habito, pois espécies de Calibrachoa sdo subarbustivas enquanto
que as especies de Petunia possuem habito herbaceo (Stehmann, 1999). A realizacdo de
cruzamentos artificiais entre espécies dos dois géneros ndo foi bem sucedida, o que sugere a
presenca de uma forte barreira genética (Watanabe et al., 1996, 1997, 2001; Ando et al., 2001).
Além das diferencas cromossomicas e morfologicas, dados moleculares suportam fortemente a
divisdo dos géneros (Ando et al., 2005). Por outro lado, as espécies dos dois géneros
compartilham diversas caracteristicas como sindromes florais, padrGes biogeogréficos,
processos evolutivos e proximidade filogenética (Fregonezi et al., 2013) (Fig. 2 e 3).

2.1 Petunia

O género Petunia compreende 14 espécies (Stehmann et al., 2009), é endémico da
América do Sul, sendo a maioria das espécies encontradas no sul e no sudeste do Brasil e em
parte da Argentina, Uruguai e Bolivia. As espécies se reproduzem de forma sexuada e,
geralmente, florescem no mesmo periodo (Stehmann, 1999). Os mecanismos de isolamento
reprodutivo dentro do género sdo em relacdo a distribuicdo geografica e, para as espécies
simpatricas, as diferentes sindromes florais parecem ser responsaveis pelo isolamento e
manutencdo da integridade genética das espécies (Stehmann, 1999; Lorenz-Lemke et al., 2006;
Hoballah et al., 2007; Segatto et al., 2014). A sindrome de polinizacdo predominante é a
melitofilia, ocorrendo também a esfingofilia (polinizacdo por mariposas) e a ornitofilia
(polinizacdo por passaros) (Ando, 2001). O género apresenta flores nas cores branca, magenta
e vermelha, as quais atraem diferentes tipos de polinizadores, sendo, portanto, um modelo
interessante para estudos relacionados as sindromes florais (Stuurman et al., 2004). Dentre as
espécies, duas delas apresentam caracteristicas florais contrastantes e diferentes tipos de
polinizadores: Petunia axillaris (Lam.) Britton, Sterns & Poggenb e P. integrifolia (Hook.)
Schinz & Thell. (Fig. 3a e b).

Petunia axillaris (Fig. 3a) possui ampla distribuicdo geografica, ocorrendo no sul do
Brasil, Uruguai, Argentina e Bolivia (Ando, 1996; Turchetto et al., 2014). As flores s&o brancas
e apresentam corola com tubo longo, emitem forte fragrancia noturna e produzem grande
guantidade de néctar (Ando et al., 1995; Hoballat et al., 2005, 2007). O principal polinizador

da espécie sdo as mariposas noturnas (Ando et al., 2001), predominantemente das espécies
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Manduca sexta e Eumorpha vitise, menos frequentemente tem sido observada também a

presenca de himenopteros e abelhas como visitantes florais (Hoballah et al., 2007).

Enquanto que, Petunia integrifolia (Fig. 3b) tem sua distribuicdo geografica no Brasil,
Argentina, Uruguai e Paraguai. Apresenta flores na cor purpura e com tubo curto, pouca
producdo de néctar e sem perfume (Ando et al., 1995; Hoballah et al., 2005), sendo polinizadas
por abelhas (Ando et al., 2001).

Espécies silvestres de Petunia, embora apresentem diferencas morfolégicas e ecoldgicas
possuem baixa diversidade genética, sendo observado bastante compartilhamento de alelos
ancestrais, e pequena distancia genética observada entre taxa, o que indica uma recente
diversificacdo do género (Ando et al., 2005; Zhang et al., 2008; Lorenz-Lemke et al., 2010,
Segatto et al., 2013). Espécies de P. integrifolia e P. axillaris, embora algumas vezes
observadas em simpatria, ndo foram encontrados hibridos naturais, 0 que sugere que 0S
diferentes tipos de polinizadores podem ser uma barreira efetiva de isolamento reprodutivo
(Ando et al., 2001; Lorenz-Lemke et al., 2006).

2.2 Calibrachoa

O género Calibrachoa pertence a familia Solanaceae e compreende 27 espécies que se
distribuem principalmente no sul da América do Sul (Fregonezi et al., 2012). As espécies deste
género sdo, geralmente, auto-incompativeis e polinizadas principalmente por abelhas, embora
algumas espécies apresentem sindromes florais adaptadas a polinizacdo por passaros e
mariposas. No género, sdo encontradas espécies com flores nas cores branca, magenta,

alaranjada e vermelha (Fig. 2).

Dentre as espécies do género, duas se distinguem bastante das demais em relacdo a
biologia reprodutiva, aos habitos (Stehmann et al., 1999) e as relacdes filogenéticas (Fig. 2)
(Fregonezi et al., 2012): Calibrachoa pygmaea (R. E. Fr.) Wijsmann e C. parviflora (Juss.)

Wijsman (Fig. 3c e d, respectivamente).
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Figura 2: Arvore filogenética de Calibrachoa, apresentando as sindromes de polinizag&o, bem como a
identificacdo da cor das flores em cada espécie, alem de mostrar a proxima relacdo do género
Calibrachoa com espécies do género Petunia (grupo externo P. integrifolia e P. axillaris). A arvore
filogenética também mostra C. pygmaea e C. parviflora como pertencentes a um grupo distinto das
demais espécies (Fregonezi et al., 2012). Figura adaptada de Fregonezi et al. (2013).

Calibrachoa pygmaea e C. parviflora sdo tipicamente espécies herbaceas, com ciclo de
vida anual, enquanto que as demais espécies do género sdo arbustivas e perenes (Fregonezi et
al.,, 2012). Ambas as espécies apresentam reduzido conteddo de DNA nuclear,
aproximadamente 50% da média do conteido de DNA nuclear se comparadas com as demais
especies do género e com especies do género proximamente relacionado Petunia (Mishiba et

al., 2000). Baseado nas relacfes evolutivas e no conjunto de evidéncias morfologicas, C.
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pygmaea e C. parviflora agrupam-se no subgénero Calibrachoa, enquanto as demais espécies

foram incluidas no subgénero Stimomphis (Fregonezi et al., 2012).

Calibrachoa pygmaea (Fig. 3c) apresenta flores brancas, com corola hipocrateriforme,
semelhante a P. axillaris. Emite forte fragrancia ao entardecer, caracteristica tipica de flores
polinizadas por mariposas. A espécie apresenta distribuicdo geografica bastante restrita
(pequena area no sul da América do Sul) comparada com C. parviflora, sendo encontrada em

pequenas areas temporariamente alagadicas. (Fregonezi et al., 2012).

Calibrachoa parviflora (Fig. 3d) apresenta uma das menores flores do género, com
didmetro floral em torno de 1 cm. Possui flores na cor magenta e é a Unica espécie
autocompativel do género, embora apresente caracteristicas adaptadas relacionadas a sindrome
de melitofilia, especialmente no que se refere ao formato das flores, a cor e a antese diurna.
Calibrachoa parviflora é a espécie do género com maior distribuicdo geogréafica, sendo
encontrada no sul do Brasil, Argentina, Paraguai e na América do Norte. E uma espécie bastante
generalista, presente em &reas urbanas, regides portuérias e beiras de estradas (Fregonezi et al.,
2012). A ocorréncia desta espécie em uma distribuicdo anfiamericana ¢ atribuida a migracéao
ocasional recente, especialmente por atividades humanas que teriam levado acidentalmente
sementes de C. parviflora que, por suas caracteristicas reprodutivas, acabaram por se
estabelecer (Stehmann, 1999).

Os pares de espécies P. axillaris e P. integrifolia e C. pygmaea e C. parviflora
compartilham importantes caracteristicas na relagcdo flor x polinizador. Ambos os pares de
espécies contrastam entre si em relacdo a sindrome floral, enquanto as espécies com flores
brancas de ambos 0s géneros sdo polinizadas por mariposas, as flores de cor magenta, tanto em
Petunia como em Calibrachoa, possuem caracteristicas relacionadas a melitofilia. Além da cor

da flor, outros atrativos aos polinizadores sdo comuns entre as espécies dos dois géneros de

acordo com a sindrome floral que apresentam (Fig. 2 e 3).

Figura 3: Detalhe das flores do género Petunia e Calibrachoa: a. Petunia axillaris; b. P. integrifolia;

c. Calibrachoa pygmaea; d. C. parviflora. (Barra de escala 1 cm).
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3. Pigmentos florais e polinizadores

Como j& mencionado anteriormente, a exuberante diversidade de flores tem sido
considerada como um dos aspectos mais importantes, responsaveis pela evolucéo e radiacéo
das angiospermas (Glover, 2007). Um dos fatores responsaveis por essa enorme diversidade
floral se relaciona a co-evolucéo das relagBes planta-polinizador (Whitney & Glover, 2013).
Flores exibem caracteristicas distintas em relacdo a forma, textura, simetria e tamanho, sendo
a cor das pétalas a caracteristica mais importante, especialmente no papel de atrair os animais
polinizadores, além de contribuir para o isolamento reprodutivo (Grant, 1949; Faegri & van der
Pijl, 1979; Hoballah et al., 2007).

O que determina a cor das flores sdo os chamados pigmentos florais, os quais funcionam
como um sinal de atracdo visual para os polinizadores, aumentando as chances de que o
polinizador as visite e, de modo eficiente, transfira o polen para outras flores, 0 que contribui
para o sucesso reprodutivo da espécie. Além disso, 0s pigmentos constituem um dos principais
fatores determinantes do valor ornamental das flores, devido ao atrativo visual e estético que
encanta os olhos humanos. Portanto, os estudos de pigmentacdo sdo um dos tépicos favoritos
para a area de melhoramento genético, visto que, além de ter grande importancia do ponto de
vista ornamental, o mercado de consumo de flores ornamentais tem gerado bilhdes de ddlares
a cada ano (Chandler, 2003; Tanaka et al., 2008).

Existem trés classes principais de pigmentos florais na natureza: flavonoides, betalainas,
e carotenoides (Fig. 4) (Grotewold, 2006; Tanaka et al., 2008). No ramo dos flavonoides, esta
a classe das coloridas antocianinas, que sdo 0s pigmentos responsaveis por conferir as cores
vermelha, magenta, violeta e azul do espectro visivel das flores (Koes et al., 2005). Os
flavonoides estdo relacionados a absorcdo de luz ultravioleta (UV) e também atuam como co-
pigmentos na presenca das antocianinas (Winkel-Shirley, 2001). Ja as betalainas sdo uma classe
de pigmento bastante restrita, sendo encontradas apenas na ordem das Caryophyllales e s&o
responsaveis pelas cores variando do amarelo ao vermelho (Grotewold, 2006). Os carotenoides
sdo responsaveis pelas cores de flores amarelas, laranjas e vermelhas de uma enorme variedade
de flores (Grotewold, 2006). Nesta secdo, as classes de pigmentos das antocianinas/flavonoides

e carotenoides serdo destacadas.

Um ponto importante na relacdo pigmento floral e animais polinizadores estd na
amplitude de captacdo da cor que os animais possuem em relacéo a luz visivel e invisivel, do

ponto de vista do polinizador. Por exemplo: os seres humanos séo capazes de perceber as cores
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através de reflectancia ou ondas de luz em torno de 380 e 730 nm, enquanto que o0s insetos
conseguem captar luz e pigmentos em uma amplitude de onda bem menor. As abelhas tém um
espectro de visdo com comprimento de onda de luz ultravioleta (UV) em torno de 300-400 nm
(Dyer, 2001) e todos os insetos possuem a capacidade de enxergar na luz UV. Nesse aspecto,
os flavonois sdo um dos principais componentes que contribuem para a aparéncia das flores na
luz UV (Koski & Ashman, 2014). Os polinizadores identificam e escolhem as flores usando
uma variedade de caracteristicas, dentre as quais, 0 seu tamanho e o contraste da cor servem
como orientagdo para os visitantes florais (Papiorek et al., 2016) e estdo fortemente
relacionados com a capacidade de captacdo da cor (visivel e invisivel) pelos polinizadores.
Abelhas, por exemplo, possuem visdo de cor tricromatica com trés diferentes classes de
fotorreceptores sensiveis a luz UV e sdo frequentemente associadas como potenciais
polinizadores de flores nas cores azul, magenta e amarela, que sdo tipicamente UV-reflectantes
nas bordas da corola e UV-absorventes no centro, funcionando como um importante guia visual
de atracdo a longa distancia para estes insetos. As mariposas, por sua vez, parecem ser mais
fortemente atraidas pelas flores de cor branca e tipicamente UV-absorventes. Para elas, as flores
brancas aparecem na cor verde-azulada e fazem contraste com a cor das folhas. Ja os beija-
flores sdo conhecidos pela sua preferéncia em polinizar, principalmente, as flores de cor
vermelha que sdo, na maioria das vezes, UV-absorventes. Entretanto, alguns tipos de passaros
sdo atraidos, principalmente, pelas flores amarelas, também tipicamente UV-absorventes
(Chittka et al., 1994; Papiorek et al., 2016).
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Figura 4: Principais classes de pigmentos encontrados na natureza e suas correspondentes estruturas a.
flor de portulaca (Portulaca grandiflora), as flores dessa espécie acumulam primariamente betalainas.
b. flor de galhardas (Gaillardia aristata), cujas flores acumulam grandes quantidades de carotenoides.
c. flor de petunia (Petunia secreta) na qual as flores acumulam principalmente antocianinas. Imagem
adaptada de Grotewold (2006). Fonte fotos das flores; a.web; b e ¢: da autora.

3.1 Os flavonoides e antocianinas

Os flavonoides sdo um grupo de metabdlitos secundarios, sollveis em agua,
amplamente encontrados na natureza e fazem parte da classe dos compostos polifenolicos, com
padréo de cor variando desde o incolor ao amarelo claro (Tanaka et al., 2008). No ramo dos
flavonoides estdo as antocianinas, um dos pigmentos mais abundantes, ocorrendo em quase
todas as plantas vasculares (Winkel-Shirley, 2001). As antocianinas sdo responsaveis pelas
cores exuberantes das flores de cor vermelha, magenta, violeta e azul (Grotewold, 2006). A cor
final das flores € determinada por uma combinacdo de fatores como a estrutura das antocianinas;
coexisténcia com flavonoides (co-pigmentos); pH do vactolo onde as antocianinas estdo
localizadas e a quantidade e qualidade de metais idnicos nas células das pétalas (Kondo et al.,

2009). Os precursores das antocianinas (cromoforos) sdo compostos pelas antocianidinas e
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aglicones. Embora exista uma enorme diversidade de antocianinas na natureza, as quais
originam os diversos tons de cor das flores, existem apenas seis maiores classes de
antocianidinas que sdo compostas por pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina,
petunidina e malvidina. Em termos de biossintese, a peonidina se apresenta na forma metilada,
derivada da cianidina e da petunidina, enquanto a malvidina é a forma derivada metilada da
delfinidina (Fig. 5). O numero de grupos hidroxilados no anel B vai desde monohidroxil,
bihidroxil e trihidroxil. J& os grupos hidroxila contribuem para a coloracdo das pétalas de forma
que quanto mais grupos hidroxilados, mais azuladas sdo as flores. Ja as flores da cor violeta
tendem a conter mais antocianinas da série das delfinidinas, enquanto que as de cor magenta
tendem a conter, predominantemente, cianidina e as de cor alaranjada ou vermelha contém, em

sua maioria, pelargonina (Tanaka et al., 2010).
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Figura 5: Representacdo esquematica da rota de biossintese das antocianinas. Os nomes de cada
componente sdo indicados. Compostos representados pelos quadrados pretos correspondem as enzimas:
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CHS, chalcona sintase; CHI, chalcona isomerase; F3’H, flavonona 3-hidroxilase; F3°5’H, flavonona
3’,5’-hidroxilase;  DFR,  dihidroflavonol  4-reductase; LDOX/ANS, leucoantocianidina
dioxigenase/antocianidina sintase. Os anéis com 0s numeros de carbono A-B-C sdo indicados na
estrutura correspondente ao flavonol naringenin. Imagem adaptada de Grotewold (2006).

A genética e 0s processos bioquimicos que contribuem para a coloracdo das pétalas das
flores tém sido extensivamente estudados em diversas espécies, em especial no género Petunia
(Quattrocchio et al., 1993, 1999; Spelt et al., 2000, 2002; Griesbach, 2002; Sheehan et al.,
2016). Diversos estudos, principalmente em Petunia hybrida, identificaram genes regulatérios
que codificam fatores de transcricdo e os genes estruturais que codificam enzimas envolvidas
na sintese das antocianinas, acimulo e estabilizacdo vacuolar, sintese dos co-pigmentos
(flavonoides) e acidificacdo vacuolar do limen onde as antocianinas sdo estocadas (Koes et al.,
2005; Bliek et al., 2016) (Fig. 6).

3.1.2 Os genes biossintéticos envolvidos na rota da producdo dos flavonoides e

antocianinas

A rota da biossintese de flavonoides, metabdlitos secundérios, € uma das mais bem
estudadas em plantas, do ponto de vista quimico, bioquimico, genético e molecular (Grotewold,
2006; Tanaka et al., 2008). Excelentes revisdes ja foram publicadas, detalhando a rota de sintese
de flavonoides e antocianinas em Petunia e outras espécies (Winkel-Shirley, 2001; Koes et al.,
2005; Grotewold, 2006; Tornielli et al., 2009, Tanaka et al., 2010; Bliek et al., 2016). Portanto,
nesta secdo, serd mostrada uma visdo geral da via de sintese de antocianinas bem como as

enzimas e genes que estdo envolvidos na formagdo da cor das flores.

Os flavonoides possuem sua estrutura basica constituida por trés anéis de carbono Ce-
C3-Cs, sendo amplamente distribuidos entre as plantas terrestres. Dependendo da estrutura
apresentada, os flavonoides podem ser classificados em diferentes grupos como: chalconas,

flavanonas, flavondis e antocianinas (Tanaka et al., 2010).

A rota da sintese dos flavonoides e antocianinas é dividida em trés partes maiores (Figs.
5 e 6). A rota geral dos fenilpropanoides inicia com a conversdo de fenilanina em 4-cumaril-
coenzima-A em uma reacao realizada pelas enzimas fenilalanina amonia liase (PAL), cinamato-
4-hidroxilase (C4H) e 4-cumarato-CoA ligase (4CL). Estes sdo 0s precursores para a sintese de

varios compostos como os volateis e flavonoides (Tanaka et al., 2010).
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A parte central do metabolismo dos flavonoides inicia com a conversdo da enzima 4-
coumaril-CoA em hidroflavonoides, dando origem aos precursores para a sintese de todas as
classes de flavonoides, incluindo as antocianinas e flavonodis. O processo envolve a
condensacdo da enzima 4-cumaril-coenzima-A, juntamente com trés moléculas de malonil-
CoA realizada pela enzima chalcona sintase (CHS) que gera, entdo, a chalcona amarela que é
convertida pela chalcona isomerase (CHI) na classe dos flavonones, pigmento incolor
(narigenina). O passo seguinte envolve isomerizacao espontanea, mesmo na auséncia da enzima
CHI, e gera uma mistura de dois esteroisdmeros, dos quais apenas um pode ser convertido pela
flavonona 3-hidroxilase (F3H) no hidroflavonoide (dihidrokaempferol) (Winkel-Shirley,
2001). A adigéo de duas hidroxilases, flavonoide 3’hidroxilase (F3’H) codificada pelo locus
HT1 e a F3’5’H (codificada por HF1 e HF2) produzem 3’ e ou 5’ dihidroflavonoides
hidroxilados: dihidroguercetina (F3’H) e dihidromiricetina (F3’5°3°H), respectivamente. Estes
sdo os precursores dos diferentes tipos de antocianinas e dos flavonoides UV-absorventes (Fig.
5). Espécies que sintetizam grandes quantidades de chalconas e flavonoides tendem a produzir
baixa quantidade de antocianinas nas pétalas, devido a competicdo pelo mesmo substrato
(Davies et al., 1998).

A primeira reacdo que especifica o ramo que ird produzir as antocianinas e as
protoantocianidinas (taninos condensados) se da pela catalise especifica da sintese dos
flavonoides que é realizada pela enzima flavonol sintase (FLS). Entdo a enzima
dihidroflavonoide redutase (DFR) dedica-se ao ramo que da origem as coloridas, ao olho

humano, antocianinas, através do ramo de a¢do da enzima antocianina sintase (ANS).

Os dihidroflavonoides sdo substratos comuns para a sintese das antocianinas e flavonais,
0s quais se apresentam incolores ou amarelados. Existem trés tipos de flavonois glicosideos:
quercetina, kaempferol e miricetina, dos quais 0s mais comuns em Solanaceae sdo quercetina e
kaempferol. Petunia, por exemplo, ndo acumula altos niveis de miricetina, presumidamente,
devido a competicdo por substrato, uma vez que FLS compete com DFR para produzir
dihidromiricetina. Em Petunia, FLS apresenta baixa afinidade com dihidromiricetina (Mol et
al., 1998).

As trés principais classes de antocianidinas sdo compostas pelas pelargonidinas que
apresentam cores alaranjada/vermelha; cianidinas que apresentam as cores magenta/purpura e,
por fim, as delfinidinas apresentando as cores violeta/azulada (Fig. 5). Estas séo as
antocianidinas basicas que podem ser ‘decoradas’ através de reagdes enzimaticas como, por

exemplo, a adicdo de diferentes compostos como aglcares e grupos acil ao esqueleto das
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antocianinas, o que resulta em produtos mais estaveis, com diferentes tonalidades de cor. Essas
diferentes composicdes ocorrem pela adigdo de glucose pela 3-glucosil transferase (3GT) e 5-
glucosil transferase (5GT) a mistura de ramnose pela antocianina ramnosil transferase (ART)
codificada pela RHAMNOSYLATION AT THREE (RT) e grupos metil pela antocianina 3’metil
transferase (A3’MT e A3°5°MT) codificadas pelos genes da METHYLATION AT THREE (MT)
e METHYLATION AT FIVE (MF), respectivamente, e os grupos acil pela antocianina acil
transferase (AAT) (Tanaka et al., 2008) (ver Fig. 6).

A adicdo desses componentes segue uma ordem precisa que é condicionada pela
especificidade do substrato das enzimas que catalisam reacgdes individuais e produzem
componentes especificos. A classe das peonidinas origina-se das cianidinas e as petunidinas e
malvidinas sdo originadas da classe das delfinidinas. Por exemplo, Petunia integrifolia produz
grande gquantidade de antocianinas como a malvidina-3- (p-cumaril) -rutinoside-5-glucoside,
enquanto que P. exserta produz antocianinas como as delfinidina-3-rutinoside e cianidina-3-
rutinoside. Em Petunia hybrida, a baixa afinidade de DFR com os hidroflavonoides
dihidrokaempferol e dihidroquercetina resulta na producdo majoritaria de antocianinas da
classe das delfinidinas. Isso ocorre devido a especificidade da sequéncia de aminoécidos no
substrato que se liga a regido de DFR (Quattrocchio et al., 2006). Competicdo por substrato
pode ocorrer entre diferentes ramos da rota de sintese das antocianinas e da rota de sintese de
flavonoides, resultando em diferente composicéo e quantidade de antocianinas produzidas (Mol
etal., 1998).
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Figura 6: Via de biossintese dos flavonoides e antocianinas em Petunia. A formacgdo das antocianinas
ocorre atraves de diversos passos enzimaticos e inicia a partir da via geral dos fenilpropanoides, que
leva a producd de flavonoides em um dos ramos e segue até a formacéo das coloridas antocianinas. Na
figura, as enzimas sdo grafadas em preto, os genes que codificam para P. inflata S6 sdo grafados em
rosa e os genes de P. axillaris N em verde. Alelos mutados séo grafados em letras mindsculas, na cor
vermelha e duplicagcfes sdo marcadas em negrito. S6 e N correspondem a linhagens cultivadas em casa
de vegetacdo destas espécies. Abreviagdes correspondente ao nome das enzimas, 0s respectivos genes
gue sao codifciados pelas enzimas estao indicados em parenteses: PAL: fenilalanina aménia liase (PAL-
a, PAL-b); C4H: cinamato-4-hidroxilase (C4H-a, C4H_b); 4CL: 4-cumarato-CoA ligase (4CL-a,
4CL_b; 4CL-c, 4CL_d); CHS: chalcona sintase (CHS_a, CHS_j); CHI: chalcona isomerase
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(CHI_a,CHI_b); F3H: flavonona 3-hidroxilase (F3H); FLS: flavonol sintase (FLS); F3’H and F3‘5’H:
flavonoide 3¢ e 3°5°¢ hidroxilase (HT1 and HF1,, HF2); DFR: dihidroflavonol 4-redutase (DFR); ANS:
antocianidina sintase (ANS); 3GT and 5GT: antocianidina 3 and 5 glucosiltransferase (3GT, 5GT); ART:
antocianidina 3-glucoside ramnosiltransferase (RT); 3‘AMT and 35’ AMT: antocianidina 3 e 3‘5‘O-
metilltransferase (MT e MF); GST: glutationa-S-transferase (AN9). Os nomes dos genes sao 0S mesmos
das enzimas acima nomeadas, exceto para HT1l: HYDROXILATION AT THREE1; HF1, HF2:
HYDROXILATION AT FIVE 1 AND 2, respectivamente; RT: RHAMNOSYLATION AT THREE; MT:
METHYLATION AT THREE and MF2: METHYLATION AT FIVE 2, respectivamente. Adaptado de Bliek
et al. (2016), imagem das flores: da autora.

3.1.3 O papel do transporte e estoque das antocianinas e da acidificacdo do pH do vacuolo

na determinacao da cor das flores

A maioria das enzimas envolvidas na sintese das antocianinas reside no citoplasma, com
excecdo do citocromo P450 e das hidroxilases C4H, F3°H e F3’5’H que se localizam no reticulo
endoplasmatico (Koes et al., 2005). O produto final das antocianinas ¢ acumulado no vacutolo
central. O transporte das antocianinas para o vacuolo é realizado pelo gene ANTHOCYANIN9
(AN9), que codifica a glutationa transferase (GST) que parece ser requerida para o transporte
dos pigmentos pelo tonoplasto. A atividade do gene AN9 esté ligada a pigmentacédo das pétalas

e mutantes desse locus apresentam pétalas palidas (Gerats et al., 1982; Alfenito et al., 1998).

Desde que as antocianinas sdo estocadas no vacuolo, a regulacdo da acidificacdo do pH
vacuolar é um importante fator para a cor das mesmas, pois elas sdo vermelhas sob pH baixo
(pH < 3) e azuladas em pH alto (pH > 6) nas células epidérmicas das pétalas (Tanaka et al.,
2010). Em P. hybrida, o vacuolo é moderadamente &cido, o que leva a cor avermelhada das
antocianinas. Em Petunia, mutacfes em um dos sete loci do pH (PH1-PH7) resultam em flores
2006). Em flores de caléndula (Calendula sp.), as cores das pétalas mudam de purpura para
azul, sem diferenca do tipo de antocianina produzida, apresentando apenas diferencas no pH
entre as flores de cada tonalidade, pH = 6.6 e pH=7.7, respectivamente. As antocianinas sao
pigmentos instaveis e a estabilidade das diferentes antocianinas em diferentes pH é altamente
influenciada pela glicosilagéo e acilagdo aromatica e alifatica, o que influencia diretamente a
durabilidade e a cor conferida aos determinados tecidos das plantas. Expressao dos genes PH1,
PH3, PH4 e PH5 e acidificagdo vacuolar requerem um complexo de regulagdo e estéo,
consequentemente, ligados a sintese de antocianinas através do compartilhamento dos mesmos
reguladores MBW: MYB (R2R3-MYB); basic helix-loop-helix (0HLH) e a proteina repetida
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W40 (WDR) (Verweij, 2008). O complexo regulatorio dos genes estruturais das antocianinas

MBW seré discutido na proxima secao.

3.1.4 Regulacgao da sintese de antocianinas

A pigmentacdo, na maioria das plantas, € limitada a tecidos especificos e regulada por
fatores internos e externos, como luz e relégio circadiano (Mol et al., 1998). A maioria da
regulacédo da sintese de pigmentos ocorre via controle de transcrigao de genes estruturais. Todas
as angiospermas apresentam um complexo regulatério comum dos genes estruturais das
antocianinas (MBW), que € composto pelos fatores de transcricdo MYB (R2R3-MYB) e basic
helix-loop-helix (bHLH) e a proteina repetida W40 (WDR) (Quattrocchio et al., 1993; Koes et
al., 2005; Ramsay & Glover, 2005). Esse complexo regulatério atua apenas na regulacdo dos
genes, a partir de um determinado ponto da rota de sintese das antocianinas. Por exemplo, em
Petunia, a regulacdo inicia no ponto de acdo da enzima dihidroflavonoide redutase (DFR)
(Quattrocchio et al., 1993). Os reguladores dos genes responsaveis pelo inicio da sintese dos
genes biossintéticos (PAL, C4H, 4CL, CHS, CHI e F3H) ainda ndo foram identificados. Sabe-
se que 0s mesmos atuam independentemente da regulacdo da biossintese dos genes posteriores
a eles (Brugliera et al., 1999; Sheehan et al., 2012). J4 em Ipomea, os genes CHS, CHI e F3H
parecem ser parcialmente regulados pelo complexo MYB-bHLH-WDR (Morita et al., 2006).
Em milho, todos os genes biossintéticos da rota das antocianinas sao regulados pelo complexo
MBW (Mol et al., 1998). A divisdo na regulacdo dos genes biossintéticos é bastante espécie-
especifica e parece ser importante para que tecidos ndo pigmentados possam acumular

flavonoides e flavonones (Koes et al., 2005).

Em Petunia, muitos dos reguladores dos genes ja foram identificados (Fig. 7) e
diferentes MBW sdo responsaveis pelo acimulo de antocianinas em diferentes partes da planta.
Por exemplo, 0 R2R3-MYB ANTHOCYANIN2 (AN2) é expresso, principalmente, no limbo da
corola, podendo também ser expresso no tubo floral e € um dos principais reguladores da
producdo das antocianinas (Quattrocchio et al., 1999). J& 0 gene ANTHOCYANIN4 (AN4) atua
primariamente na pigmentacédo das anteras e do tubo floral (Kroon, 2004; Povero 2011). O gene
DEEP PURPLE (DPL/MYBB) esté correlacionado com a venacdo do tubo floral, enquanto que
0 R2R3-MYB, PURPLE HAZE (PHZ) regula a producdo de antocianinas no botéo floral
quando exposto a luz (Albert et al., 2011). A proteina WDR regula a produgdo de
ANTHOCYANIN11 (AN11). Este gene é expresso em toda a planta e mutacfes no mesmo

abolem a sintese de antocianina em todos os seus tecidos (de Vetten et al., 1997). A proteina
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bHLH regula a producdo da ANTHOCYANIN1 (AN1), sendo a expressao deste gene encontrada
nos tecidos que acumulam antocianinas ou taninos e esta também ao pH vacuolar (Spelt et al.,
2000; 2002). Outro gene regulado pela proteina bHLH é 0 JOHNANDFRANCESCAL3 (JAF13),
que também atua na producdo das antocianinas e provavelmente tendo funcdo como
intensificador da acdo do complexo de AN1, AN11 e AN2, mas sua funcdo exata ainda nédo foi
identificada (Spelt et al., 2000; Tornielli et al., 2009; Bliek et al., 2016).
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Figura 7: Mapa de interagdo entre os fatores da rede regulatoria que controlam a cor da flor em Petunia.
As interagBes descritas nessa figura esquematica foram demonstradas via experimentos de co-
imunoprecipitacdo e via ensaio de leveduras com dois hibridos (Quattrocchio et al., 2006). Nesse
esquema os fatores bHLH (AN1 e JAF13) interagem um com o outro devido ao dominio conservado da
regido C-terminal. Esses dois fatores interagem com diferentes proteinas do tipo MYB (AN2, AN4,
MYBB, PH4 e MYBX) através da regido conservada N- terminal. O fator WDR (AN11) é capaz de
formar complexos de interacdo com a parte central das proteinas bHLH (AN1 e JAF13), bem como com
as proteinas do tipo MYB (AN4 e MYBB). Imagem adaptada de Tornielli et al. (2009).

3.2 Os pigmentos carotenoides

Os carotenoides sé@o o0 segundo pigmento mais abundante encontrado na natureza
(Britton, 1998). Eles fazem parte do grupo de isoprenoides, a maioria composta por 40 carbonos
polienos e todos derivados do fitoeno (Grotewold, 2006). Os carotenoides séo sintetizados por
todos os seres fotossintetizantes e também por bactérias e fungos e desempenham papel

essencial para esses organismos, sendo importantes na protecdo contra danos foto oxidativos
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em alta intensidade de luz, estresse hormonal e no desenvolvimento (Demmig-Adams et al.,
1996; Niyogi, 1999; Baroli & Niyogi, 2000; Dall’Osto et al., 2007; Ruiz-Sola & Rodriguez-
Concepcion, 2012). Além disso, os carotenoides desempenham importante papel na atracao de
polinizadores e dispersores de sementes, proporcionando a coloracéo das pétalas das flores e
dos frutos nas cores amarela, laranja e vermelha (Grotewold, 2006; Tanaka et al., 2008). Os
carotenoides também sdo pigmentos de grande interesse para a industria de flores e para o
melhoramento genético, com o objetivo de desenvolver novas tonalidades e padrdes de cores
nas variedades de plantas comerciais. Carotenoides sdo encontrados em vegetais como cenoura,
tomate, pimenta e também nas flores das caléndulas, mimulus, gérberas, rosas e lirios. Os tipos
de carotenoides mais abundantes nas plantas sao luteina; B-caroteno; violaxantina e neoxantina
(Britton, 1993). Os carotenoides podem coexistir com as antocianinas de cores vermelha e
pUrpura e, nesse caso, podem originar pigmentos de tonalidade bronze/marrom. Essa coloracao
S0 é possivel de ser obtida com a interacdo dessas duas classes de pigmentos (Forkmann, 1991;
Grotewold, 2006).

Os carotenoides sdo sintetizados nos plastidios e se acumulam, principalmente, nos
cloroplastos em tecidos vegetativos e nos cromoplastos de frutos e pétalas (Grotewold, 2006).
Nos ultimos anos, muito se tem estudado sobre o impacto dos carotenoides na cor das flores e
as bases moleculares, os mecanismos regulatérios envolvidos na determinacdo das cores das
pétalas tém sido descritos usando, principalmente, espécies modelo como Capsicum annuum,
Solanum lycopersicum e Tagetes sp. (Zhu et al., 2010). Experimentos com mutantes de
Arabidopsis também contribuiram bastante para o entendimento da sintese dos carotenoides em
plantas (Cunningham & Gantt, 1998; Hirschberg, 2001; Fraser & Bramley, 2004; Ruiz-Sola &
Rodriguez-Concepcion, 2012).

3.2.1 A rota da sintese de carotenoides em plantas

A via de sintese de carotenoides ja foi bem estabelecida. Diversas revisdes detalham os
passos necessarios para a formacdo dos pigmentos e a mesma sera brevemente descrita nesta
secdo. Para revisdo mais detalhada veja referéncias como Grotewold (2006) Tanaka et al.
(2008), Zhu et al. (2010) e Nisar et al. (2015), entre outras. A rota para a producdo de
carotenoides inicia com a isopentenil difosfato (IPP), fornecendo os 5 carbonos iniciais para a
formacao dos carotenoides. Entdo, a condensacdo de duas moléculas de geranilgeranil difosfato
(GGPP) permite a formacdo do precursor incolor dos carotenoides, o fitoeno, através da

atividade catalitica da enzima fitoeno sintase (PSY). O fitoeno é convertido através de uma
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série de quatro reagdes de dessaturizagdo, catalisadas pela fitoeno desaturase (PDS), {-caroteno
isomerase (Z-ISO), (-caroteno desaturase (ZDS) e caroteno isomerase (CRTISO), em
carotenoides vermelhos brilhantes (Fig. 8) o licopeno, este é um dos tipos de carotenoides que

estad presente em grande quantidade no tomate, por exemplo.

A formacdo de licopeno representa um importante ponto na rota de sintese de
carotenoides, visto que o licopeno atua como substrato para duas enzimas competidoras, a
licopeno B-ciclase (LYCB) e a licopeno e-ciclase (LYCE). Nesse ponto, a adi¢do de anéis por
uma das duas enzimas resultard na producdo de diferentes tipos de carotenoides. A adicdo
ciclica de um anel € e um anel  pela enzima LYCE ao licopeno leva a formagao de a-caroteno,
que é entdo convertido em zeinoxantina e transformado pela acdo da CYP97C no carotenoide
amarelo luteina. Por outro lado, a enzima LYCB proporciona a adigao ciclica de dois anéis 3
ao licopeno, resultando na producdo dos pigmentos alaranjados conhecidos como [-carotenos,
0s quais podem entdo continuar sendo sintetizados e hidroxilados pela enzima HYDB ao ponto
de serem convertidos, através de reacdes enzimaticas, no caroteno amarelo zeaxantina, que
pode ser sequencialmente convertido em outros carotenoides amarelos como as anteraxantina,
violaxantina e neoxantina. Algumas espécies de plantas, como as que produzem frutas
vermelhas, as pimentas e os pimentdes, ttm a capacidade de produzir os ceto-carotenoides,
conhecidos como capsantina e capsorubina, carotenoides vermelhos, que sdo obtidos através da
via de sintese da anteraxina, violaxantina e neoxantina e, para tanto, requerem a adicdao de um

grupo ceto a cada anel de zeaxantina (Fig. 8).
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Figura 8: Representacdo esquematica da rota de sintese de carotenoides em plantas. Abreviaturas: IPP,
isopentenil difosfato; DMAPP, dimetilalil difosfato; GGPP, geranilgeranil difosfato; PSY, fitoeno
sintase; PDS, fitoeno desaturase; Z-1SO, {-caroteno isomerase; ZDS, { —caroteno desaturase; CRTISO,
isomerase; LYCB, licopeno B-ciclase; LYCE, licopeno e-ciclase; CCS, capsantina—capsorubina sintase;
CYP97C, anel g-caroteno hidroxilase; HYDB, B-caroteno hidroxilase (BCH, CYP97A ou CYP97B);
ZEP, zeaxantina epoxidase; VDE, violaxantina de-epoxidase; NXS, neoxantina sintase; NCED, 9-cis-
epoxi carotenoide dioxigenase. As cores das estruturas dos carotenoides (vermelho, laranja e amarelo)
correspondem a cor produzida por cada um dos tipos de carotenoides. Imagem adaptada de Zhu et al.

(2010).
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3.2.2 A biossintese e 0 acumulo dos carotenoides sdo controlados predominantemente por

regulacdo em nivel de transcrigdo

A quantidade e a diversidade de carotenoides presentes nas plantas variam grandemente
nos cromoplastos, mesmo em uma Uunica espécie (Tanaka et al., 2008). A explicacdo para
tamanha diversidade é baseada nos diferentes mecanismos regulatorios que levam a sintese dos
carotenoides. Flores de cor branca, por exemplo, tendem a possuir niveis baixos de carotenoides
se comparadas com flores de cor laranja. Essa diferenca se da pela capacidade de acimulo
desses pigmentos no cromoplasto. Mecanismos tém sido postulados como importantes para o
acumulo de carotenoides nos cromoplastos e estes se dao através da regulagdo da transcrigcdo
ou pos-transcricdo dos genes que controlam a sintese e a degradacdo dos carotenoides e a
regulacdo do sequestro de estruturas lipoprotéicas que atuam como dissipadoras de carotenoides

de uma maneira espécie-especifica (Zhu et al., 2010).

A regulacdo da transcricdo dos genes carotenoicos € um importante mecanismo que
contribui para o acimulo de carotenoides especificos durante o desenvolvimento floral. Estudos
em tomate, por exemplo, servem como um bom modelo para o estudo de carotenoides, pois
essa espécie é capaz de sintetizar diferentes carotenoides em diferentes tecidos como folhas,
flores e frutos, seguindo diferentes mecanismos regulatorios. Por exemplo, 0s genes que
controlam a intensa cor amarela das flores s&o resultantes do acimulo de xantofila, violaxantina
e neoxantina, enquanto que o vermelho dos frutos é devido ao acimulo de licopeno. Em tomate,
alguns dos genes responsaveis pela producdo dos carotenoides sdo sintetizados em pares, nos
quais GGPPS1, PSY2 e CRTL-b1 séo expressos preferencialmente nas folhas, enquanto que
GGPPS2, PSY1 e CRTL-b2 sdo expressos nas flores (Galpaz et al., 2006). Giuliano et al. (1993)
mostraram que a quantidade de carotenoides produzida nas flores de tomate é mais elevada
durante os estagios de desenvolvimento floral o que coincide com o aumento dos niveis de
mMRNA de PSY1l e PDS e evidencia que o acumulo de carotenoides é controlado,
predominantemente, a nivel de transcricdo. Posteriormente, Bramley (2002) demonstrou

ocorrer também a regulacéo pés-transcricdo na formacéao de carotenoides no fruto do tomate.

Flores do género Calendula apresentam uma grande variedade de cores devido a
presenca de carotenoides, desde aquelas de cor branca, amarela até as de cor laranja. A
quantidade de carotenoides diverge enormemente entre as flores, nas quais as mais pigmentadas
produzem cerca de 100 vezes mais carotenoides do que as flores de cor branca. Da mesma

maneira que em tomate, a regulacdo de sintese de carotenoides em Calendula é
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majoritariamente a nivel de transcri¢éo, sendo os niveis de PSY fortemente correlacionados com
a quantidade de carotenoides encontrado nas flores (Zhu et al., 2010). Ja em Ipomea, as flores
amarelas e brancas (Ipomea nil) acumulam carotenoides no mesmo nivel, durante os estagios
iniciais de desenvolvimento floral, porém nos estagios tardios, as flores brancas ndo acumulam
cromoplastos para produzir carotenoides. Yamamizo et al. (2010) isolaram 0s genes
responsaveis pela producdo de carotenoides em bot@es florais de Ipomea nil e observaram que
esses genes apresentam baixa expressdo, quando comparados com as espécies de flores
amarelas de Ipomea, sugerindo entéo que a cor branca das pétalas em Ipomea nil é causada pela
perda da habilidade de sintetizar cromoplastos devido a baixa regulacdo dos genes carotenoicos.
Contudo, em lirios, o nivel de genes carotenoicos (PSY, PDS, ZDS, CRTISO e BHC) em flores
de pétalas amarelas e brancas é similar, indicando que, diferentemente de Ipomea nil, outro
mecanismo de regulacdo é o responsavel pela perda de carotenoides nas flores de cor branca
(Yamagashi et al., 2009).

3.3 A cor das flores e pigmentagdo em Calibrachoa

Estudos genéticos relacionados a coloragdo das pétalas e aos pigmentos envolvidos no
carater cor tém sido bastante explorados, principalmente, em espécies modelo (Grotewold,
2006). Os pigmentos mais bem distribuidos em plantas sdo antocianinas e carotenoides, 0s quais
tém sido amplamente estudados em espécies dos géneros Petunia, Lycorpesicum e Mimulus
(Koes et al., 2005; Galpaz et al., 2006; Yuan et al., 2013; 2014). Os pigmentos, como ja foi
mencionado nas secOes anteriores, tém papel importante na atragdo dos polinizadores, 0 que
contribui para o aumento do sucesso reprodutivo da espécie e tém também importancia

econbmica.

Espécies de flores do género Calibrachoa tém sido inseridas no mercado de floricultura
desde o inicio dos anos 1990 (Rice, 1997). Atualmente, mais de 90 diferentes variedades de
cultivares comerciais ja se encontram disponiveis no mercado florista (Kanaya et al., 2010) e
existe um interesse crescente em desenvolver novas variedades de Calibrachoa atraves de
melhoramento genético porque, em compara¢do com as conhecidas petUnias-de-jardim,

possuem maior numero de flores por planta (Kanaya et al., 2010; Chu et al., 2014).

Entretanto, apesar do interesse comercial, estudos que reportam a composi¢do de
pigmentos florais e as bases moleculares para as diferentes cores encontradas, tanto nas

variedades comerciais, quanto nas espécies naturais, Sa0 escassos ou inexistentes no género
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Calibrachoa. Apenas os estudos, Waterworth & Griesbach (2001), Murakami et al. (2004),
relatam a presenca de pigmentos responsaveis pela cor das flores e as bases bioquimicas em
Calibrachoa, tendo como foco principal as cultivares comerciais, usando espécies silvestres (C.
sellowiana e C. thymifolia, respectivamente) apenas como controle para os estudos. Mais
recentemente, Ng & Smith (2016) relataram a presenca de antocianinas e carotenoides em

espécies de cor vermelha de Calibrachoa.

Com base nesses estudos, sabe-se que Calibrachoa é capaz de sintetizar tanto
antocianinas como carotenoides, sendo a composi¢cdo de antocianinas para as variedades
comerciais magenta e purpura compostas, principalmente, pela série das delfinidinas e suas
formas derivativas a malvidina e a petunidina. Os carotenoides presentes nas variedades
comerciais de coloragdao amarela e avermelhada sdo compostos, principalmente, por 3-caroteno.
Aspectos mais profundos em relacdo aos genes envolvidos na sintese e na regulagdo para a
coloracdo em espécies selvagens de Calibrachoa sdo, ao nosso conhecimento, inexistentes até

0 presente momento.

Em relacdo ao aspecto ecoldgico, o carater cor representa papel de extrema importancia
na atracdo do polinizador, devido ao fato de que determinados polinizadores possuem
preferéncia por certas cores de flores (Fenster et al., 2004, Schiestl & Johnson, 2013). Entéo,
diversidade de caracteristicas florais, como por exemplo cor, em espécies proximamente
relacionadas sdo muitas vezes associadas a isolamento reprodutivo, e podem promover
diversificacdo em um género (Ramsey et al., 2003; Bradshaw & Schemske, 2003). Portanto,
entender o0s processos que levam a transicdo de cor em espécies proximamente relacionadas e
0s genes envolvidos nesse processo, tem uma grande importancia do ponto de vista ecoldgico
e evolutivo e Calibrachoa aparece entdo como um importante grupo para o desenvolvimento

desse tipo de estudo, relacionado a cor da flor e a interacdo com o polinizador.

Embora ndo se tenha, ainda, trabalhos que identifiquem os tipos de pigmentos, as bases
moleculares, a rota e 0os genes envolvidos no processo especifico de transicdo de cor em
Calibrachoa, o género Petunia serve de excelente referéncia para estudos em espécies de
Calibrachoa, visto que ambos os géneros sdo proximamente relacionados e compartilham
espécies que apresentam a mesma cor e 0 mesmo tipo de polinizador. Os genes relacionados
com a transicdo de cor e a rota metabdlica j& foram extensamente estudados em Petunia,
servindo entdo de base solida para o processo de entendimento de cores e pigmentos em

especies nativas de Calibrachoa. Porém, vale salientar que, embora a rota de producédo de
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pigmentos e cor seja bastante conservada, ainda assim, o tipo de regulacéo € bastante espécie-

especifico.

3.4 Genes envolvidos na producéo de cor em diferentes espécies de plantas

A cor da flor € uma das caracteristicas mais ébvias de serem observadas e desempenha
papel de bastante importancia na ecologia e na evolucao de uma espécie. Transi¢do de cor entre
espécies proximamente relacionadas envolve, frequentemente, mudancas na regulacdo da via
de sintese de antocianinas, tanto por genes regulatorios (mudancas em trans), quanto por alvos
de genes regulatorios ou elementos regulatorios (mudanca em cis) (Streisfeld & Rausher, 2011;
Sheehan et al., 2012; Sobel & Streisfeld, 2013), além de mudancas de cor causadas por
mutacdes em genes estruturais como, por exemplo, em Ipomea purpurea (Zufall & Rausher,
2003).

Em Petunia, como ja foi citado anteriormente, os genes responsaveis pela producao de
pigmentos e cor j& foram bastante estudados (Quattrocchio et al., 1999; Hoballah et al., 2007:
Sheehan et al., 2016). Os genes envolvidos nas diferentes cores de P. integrifolia e P. axillaris
sdo expressos no limbo da corola e regulados pela acdo dos genes AN2, HF1 e HF2, que em
conjunto controlam a quantidade e a qualidade de antocianina produzida (Holton et al., 1993;
Quattrocchio et al., 1999).

Diferencas na produgdo da cor invisivel aos olhos humanos luz ultravioleta (UV)
emitida pelas flores, também sdo importantes na atracdo ao polinizador e ja foram
caracterizadas em Petunia. Por exemplo, P. axillaris (exceto P. axillaris ssp. parodii) possui
flores UV-absorvente em grande quantidade no lado adaxial do limbo da corola, a qual aparece
escura (opaca) na luz UV, enquanto que flores de P. integrifolia sdo UV-reflectante,
apresentando brilho (reflectiva) sob luz UV. A diferenca na luz UV produzida nas duas espécies
é explicada, em parte, pela variacdo no locus FL que codifica a flavonol sintase (FLS) e controla

a producao de flavondis (Holton et al., 1993; Sheehan et al., 2016).

Um exemplo interessante de diferencas de cor pode ser visto no género Mimulus que
tem especies com flores coloridas devido a producao de carotenoides e outras por antocianinas.
Por exemplo, o ganho da cor vermelha das espécies do género foi elucidado e atribuido a uma
Unica mutagdo de ganho de funcdo nos loci codificador da proteina R2R3-MYB do subgrupo
6. O locus petal lobe anthocyanin 1 (plal) esta associado a cor vermelha na espécie de Mimulus
cupreus, enquanto que o locus pla2 produz pigmentacdo vermelha nas flores de M. luteus
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variegatus. Cada um dos locus contém homologos duplicados de R2R3-MYBs e 0s proprios
loci sdo provavelmente relacionados a um prévio evento de duplicacéo (Cooley & Willis, 2009;
2011). Na espécie de M. lewisii, que possui flores de cor magenta, e em M. cardinallis, que
possui flores de cor vermelha, a diferenca de cor é atribuida ao locus yellow upper (yup), no
qual o alelo dominante de M. lewisii previne o acimulo de carotenoides e plantas homozigotas
para o alelo recessivo do mesmo locus em M. cardinallis ativa o acimulo de carotenoides
(Bradshaw & Schemske, 2003).

Conforme revisado por Sheehan et al. (2012), diversos genes ja foram identificados, em
diferentes géneros, como responsaveis pela transicdo de cor observada entre espécies
proximamente relacionadas ou mesmo em populaces de uma mesma espécie. Em lochroma
(Smith et al., 2008; Smith & Rausher, 2011), a delecdo do gene F3’5’H em |. gesnerioides
comparada com I. cyaneum leva a uma producdo de antocianinas derivadas das pelargoninas ao
invés da producédo de antocianinas derivadas das cianidinas, promovendo diferenca de cor das
flores nestas duas espécies. Em Mimulus aurantiacus, a regulacéo diferencial do gene DFR,
devido a uma mutacao cis-regulatéria na regido proximamente ligada ao fator de transcricédo
R2R3-MYB (MaMyb2) influencia na variagdo de cor das flores de amarelas para vermelhas em
populacdes distintas da mesma espécie (Streisfeld & Kohn, 2005, 2007; Streisfeld & Rausher,
2009; Streisfeld et al., 2013). Ainda em Mimulus, o trabalho de Wu et al. (2013) sugere que a
perda de antocianinas, tornando a cor das flores brancas em dois morfotipos de M. lewisii,
ocorreu devido a insercdo de dois pares de bases (pb) na regido codificadora no gene DFR
presente nas plantas com flores brancas, tornando-o inativo, indicando o gene DFR como sendo

responsavel pela diferenca da cor observada entre esses dois morfotipos.

Caracterizacdo e identificacdo de genes responsaveis pela transicdo de cor em espécies
proximamente relacionadas tém obtido recente progresso (Hoballah et al., 2007; Yuan et al.,
2013, 2014) porém ainda existem muitas espécies em que 0S genes responsaveis pelas
diferencas em cor ainda ndo foram identificados. O constante desenvolvimento de técnicas
como 0 sequenciamento e a anotacdo de transcriptomas e genomas inteiros sdo de grande

importancia na identificacdo desses genes.

4. Fatores de transcrigdo do tipo MYB e gene AN2

Proteinas do tipo MYB constituem uma classe diversa de proteinas de ligagdo ao DNA
(DNA ligantes), presentes em todos os eucariotos. A maioria das proteinas do tipo MYB atua
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como fator de transcricdo através da repeticdo de um numero variavel de dominios que
conferem, assim, habilidade de se ligar ao DNA (Ramsay & Glover, 2005). Os membros da
familia MYB sédo caracterizados por ter um dominio estruturalmente conservado, conhecido
como dominio MYB, sendo especialmente conservado na regido N-terminal, que € essencial
para a ligacdo do DNA durante a transcri¢do. A regido de dominio MYB consiste de até quatro
sequéncias imperfeitas de repeti¢cbes de aminoacidos (R), em torno de 52 amino&cidos, cada
um formando trés a-hélices que se ligam ao DNA de uma maneira bastante especifica (Ogatallz
et al., 1996). As proteinas do tipo MYB podem ser divididas em diferentes classes, de acordo
com o namero de repeticdes que apresentam desde R1 até R4 (R1, R2, R3, R4). Em plantas, 0s
dominios de dupla repeticdo R2R3-MYB sdo 0s mais comuns e mais diversos (Rosinski &
Atchley, 1998). As proteinas do tipo R2R3-MYB sdo muito importantes para o controle de
processos especificos em plantas como, por exemplo, o controle do metabolismo primario e
secundario, do desenvolvimento e em resposta ao estresse biotico e abidtico (Dubos et al.,
2010).

Muitas proteinas do tipo R2R3-MYB estdo envolvidas na regulacdo da biossintese de
flavonoides, por exemplo, R2R3-MYB do subgrupo 7, que controla a producéo de flavonoides
enquanto que a R2R3-MYB do subgrupo 6 controla a producéo de antocianinas (Stracke et al.,
2001; Dubos et al., 2010).

A funcdo de cada proteina MYB € bastante conservada entre um mesmo subgrupo em
diferentes angiospermas e homdlogos ja foram identificados em diferentes grupos de plantas
como, por exemplo, em Zea, Arabdopsis, Petunia, Lycopersicum, Antirrhinum (Paz-Ares et al.,
1987; Kranks et al., 1998; Stracke et al., 2001; Quattrocchio et al., 1999; Mathews et al., 2003;
Schwinn et al., 2006). Entretanto, embora as proteinas do tipo MYB desempenhem funcéo
semelhante, a regulacdo de genes alvo parece funcionar de um modo bastante espécie-
especifico (Mol et al., 1998; Quattrocchio et al., 1999; Jin & Martin, 1999; Stracke et al., 2001,
Ramsay & Glover, 2005).

Por exemplo, no género Mimulus, a cor vermelha presente em algumas espécies do
género é atribuida ao ganho de funcéo do locus que contém dominios R2R3-MYB do subgrupo
6. O locus petal lobe anthocyanin 1 (plal) esta associado a cor vermelha das pétalas das flores
em Mimulus cupreus. J& em M. Luteus variegatus o locus pla2 é envolvido na producéo da cor
vermelha das pétalas (Cooley & Willis, 2009; Cooley et al., 2011). Cada um desses locus
contém um homdlogo duplicado R2R3-MYB e ambos os loci mostraram que o nivel de
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antocianina produzido esta diretamente relacionado a regulacdo coordenada dos genes da rota

de producéo das antocianinas.

Yuan et al. (2014) em seu trabalho com M. lewisii demonstraram que a presenca de dois
fatores de transcri¢do do tipo R2R3-MYB, o gene PETAL LOBE ANTHOCYANIN (PELAN),
estd diretamente envolvido com a coloracdo da corola e o pardlogo NECTAR GUIDE
ANTHOCYANIN (NEGAN) esta envolvido na pigmentacdo da estrutura atuante como guia de
néctar presente em M. lewisii. Estes autores também descobriram que em M. cardinalis,
espécie-irma de M. lewisii, a perda da expressdo do gene (PELAN), via mecanismos distintos
de acgéo, explica a existéncia de flores amarelas em algumas populagdes de M. cardinalis que
possuiam, originalmente, flores de cor vermelha. Além disso, observaram que um ortélogo do
gene NEGAN atua como o Unico ativador do gene R2R3-MYB, levando a producdo de
antocianinas na espécie de flores amarelas de M. guttatus, que possuem flores que apresentam
um anel de cor na garganta da corola, o qual, possivelmente, funciona como guia de néctar para
a atracdo do polinizador. Os resultados encontrados sugerem, entdo, que o gene NEGAN ¢é
responsavel pela producéao de antocianina e pigmentacdo nos dois diferentes clados de Mimulus,
sugerindo que existe uma evolucdo paralela de fungdo dos genes em espécies relacionadas
(Yuan et al., 2014).

Dentre os fatores de transcricdo do tipo R2R3-MYB estd o gene ANTHOCYANIN2
(AN2). Este gene € capaz de interagir com as proteinas do tipo bHLH devido a presenca na
regido N-terminal da sequéncia codificadora do motivo conservado [DE]Lx2[RK]x3LXsLx3R
(Zimmermann et al., 2004). Conforme ja foi referido nas sessGes anteriores, o papel do AN2
consiste na regulacdo da sintese das antocianinas, sendo um importante fator na coloracéo das
pétalas (Quattrocchio et al., 1999; Hoballah et al., 2007). Quattrocchio et al. (1999), através de
analises moleculares, identificaram a estrutura do gene AN2, em Petunia, que é composta por

uma regido codificadora de 765 pb, com 3 exons, dividido por duas regides intronicas (Fig. 9).

Quattrocchio et al. (1999) também investigaram o papel do gene AN2 nas espécies de
Petunia integrifolia e P. axillaris. Os autores descobriram que em P. axillaris, espécie com
flores brancas, o AN2 € inativo devido a diferentes mutac6es na regido codificadora, enquanto
gue em P. integrifolia, o gene AN2 é ativo, o que leva a completa sintese das antocianinas nessa

espécie, resultando na producao de flores com corola na cor magenta.

Outro trabalho desenvolvido por Hoballah et al. (2007) realizaram experimentos com 0

gene AN2 em plantas silvestres e transgénicas de Petunia axillaris e P. integrifolia. Nesse
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trabalho, todas as sequéncias derivadas de diferentes individuos de P. axillaris apresentaram
mutacdes na regido codificadora do AN2 que as tornaram n&o-funcionais, sugerindo que a cor
branca de suas flores foi adquirida em eventos evolutivos multiplos. E quando estes autores
transferiram o gene ativo AN2 de P. integrifolia para P. axilllaris restaurando a funcionalidade
da via de sintese das antocianinas, tornando as flores, originalmente brancas, em flores de cor
magenta, sem que outras caracteristicas distintivas das duas espécies fossem alteradas,
independentemente da sequéncia original do individuo. Nesse estudo também observou-se o
papel do AN2 na atracdo ao polinizador, por via de experimentos de transformacéo na qual o
ANZ2 funcional, inserido em P. axillaris, tornaram as flores pigmentadas. Em experimentos de
teste de escolha pelo polinizador, observou-se que o polinizador preferencial de P. axillaris, a
mariposa (Manduca sexta), demonstrou preferéncia pelas flores brancas de P. axillaris. Ja
abelhas (Bombus terrestris) apresentaram maior preferéncia pelas plantas de P. axillaris
transformadas e pigmentadas, as quais continham o AN2 funcional o que indica que a expressao
do AN2 € responsavel pela mudanca de preferéncia do polinizador (Gubitz et al., 2009).
Comparando as espécies do género, no qual a maioria apresenta flores de cor parpura, este
resultado sugere que a presenca de pigmento na corola de espécies como em P. integrifolia
representaria um carater ancestral e as flores brancas seriam um fenotipo derivado e que o gene

AN2 é o responsavel pela transicdo de cor entre as duas espécies (Hoballah et al., 2007).

AN2
Exon 1 }—{ Exon 2 H Exon 3
ATG TAA
L Rw |
ATG TAA

Figura 9: Representacdo esquematica da estrutura do R2R3, fator de transcrigdo do tipo MYB AN2. Esse
gene é composto por trés regiGes exonicas, intercaladas por dois introns de tamanhos diferentes. Com a
presenca da repeticdo R2 e R3 entre os aminoacidos de nimero 13-60 e 66-111, respectivamente, em
Petunia integrifolia. Imagem adaptada de Quatrocchio et al. (1999).

5. A emissdo de aroma floral como estratégia na atracéo do polinizador

Os compostos organicos volateis (COV), especialmente os volateis florais, séo
ricamente utilizados na industria para a elaboracéo de perfumes, cosméticos e esséncias. Porém,

na natureza, esses compostos tém como funcédo principal mediar as interagdes ecoldgicas entre
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as flores e seus visitantes como, por exemplo, os polinizadores (Dudareva et al., 2004; Klahre
etal., 2011; Muhleman et al., 2014).

As plantas sdo capazes de emitir fragrancia através de diversos 6rgdos como flores,
frutos, folhas e raizes (Dudareva et al., 2004; 2006). Entretanto, a emissdo por via da estrutura
floral é importante para maximizar seu sucesso reprodutivo (Pichersky & Gershenzon, 2002).
A emissao de aroma floral atua como um sinal de linguagem olfativa para atrair o polinizador,
sendo essa estratégia observada em diversas espécies (Knudsen & Gershenzon, 2006). Os COV
também possuem acdo de defesa, funcionando como mecanismo repelente contra herbivoros e

patégenos (De Moraes et al., 2001).

As flores, geralmente, emitem um conjunto de COV conhecido como buqué de esséncia
floral. A maioria das espécies emite cerca de 20 a 60 diferentes compostos, principalmente,
através das pétalas (Knudsen & Gershenzon, 2006). A quantidade e composic¢do de compostos
emitidos é bastante espécie-especifica e espécies proximamente relacionadas mas que possuem
diferentes polinizadores emitem diferentes odores e em diferentes quantidades, refletindo a
sensibilidade olfativa e/ou a preferéncia do polinizador (Raguso & Pichersky, 1995). Os
polinizadores como abelhas, borboletas, mariposas e morcegos sdo capazes de reconhecer e
fazer distincdo entre buqués de esséncia floral especificos, emitidos por uma determinada
espécie, 0 que aumenta a especificidade e a eficiéncia da polinizacdo. Diversos estudos tém
demonstrado a capacidade de aprendizado associativo em que os polinizadores sdo capazes de
lembrar e associar determinada fragrancia com a respectiva recompensa (néctar e/ou polen) e,
portanto, preferir determinados cheiros (Schiestl & Johnson, 2013). As plantas polinizadas por
mariposas, normalmente, possuem a capacidade de emissdo de compostos volateis a longa
distancia, a fim de guiar o polinizador até as flores alvo, o que serve de explicacdo para a grande
guantidade de volateis emitidos por essas plantas em comparacdo com a quantidade de esséncia
emitida pelas flores polinizadas por abelhas. Em P. axillaris, polinizada por mariposas da
espécie Manduca sexta, as plantas emitem enorme quantidade de fragrancia se comparadas com
as flores de P. integrifolia, polinizadas por abelhas (Hoballah et al., 2005). O mesmo se observa
entre os pares de espécies como Clarkia breweri e C. concina (Raguso & Pichersky, 1995;
Dudareva et al., 2000) e Silene latifolia e S. dioica (Waelti et al., 2008), em que a espécie
polinizada por mariposas libera maiores volumes de volateis do que a espécie polinizada por
abelhas. O nivel de esséncia emitido pelas flores varia de acordo com determinados fatores
como o ritmo circadiano, o estagio de desenvolvimento floral, o estatus de polinizagéo e

condigdes ambientais como luz e temperatura (Dudareva et al., 2004).
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5.1 Classes dos compostos organicos volateis

As plantas sintetizam e emitem uma grande variedade de compostos organicos volateis
de baixo peso molecular. A maioria dos COV sdo liquidos lipofilicos de alta pressdo de
vaporizacdo que, livremente, podem transpassar as membranas bioldgicas das células

epidérmicas das pétalas (Pichersky et al., 2006).

Existem, aproximadamente, 1700 tipos de COV florais ja identificados (Knudsen et al.,
2006), que sdo derivados de poucas redes bioquimicas, as quais incluem trés classes principais:
os terpenoides; os derivados dos &cidos graxos e os fenilpropanoides/ benzenoides (Fig. 10).
Nas flores, a diversidade de compostos ocorre via modificacfes enziméaticas como a metilacéo,
a acetilacdo e a hidroxilacdo dos precursores de formacéo de fragrancia, proporcionando uma
maior diversidade e volatilidade dos compostos de cheiro (Dudareva et al., 2004; Muhlemann
et al., 2014). Os COV também sdo emitidos pelos tecidos vegetativos de diversas espécies e
possuem importante funcdo, como ja foi citado anteriormente, porém as secBes seguintes

discutirdo, principalmente, os COV produzidos pelas flores para atrair o polinizador.

Fenilpropanoides/ Benzenoides ___ Terpenoides
/’\\ 1 / N
(S Y /\ i
N LU
\GLTLU

S i
e
\
¢
4
NI R
=N
/\/\/\/\/\/u\n/\/\ )
leperaret

Derivados dos acidos graxos

Figura 10: Representacdo esquematica da estrutura das principais classes de compostos organicos
volateis emitidos pelas flores, sendo representadas pelos terpenoides, fenilpropanoides/ benzenoides e
o0s derivados dos &cidos graxos Imagem adaptada de Muhlemann et al. (2014).

Os terpenoides, também conhecidos como isoprenoides, compdem a maior classe de
metabolitos secundarios em plantas, possuindo muitos volateis como representantes. Sao mais
de 550 compostos de cheiro, 0s quais sao sintetizados nos plastidios por precursores que contém

cinco carbonos, os mesmos utilizados para a sintese de carotenoides. O processo inicia com a
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isomerizacdo do isopentil difosfato (IPP) para dimetilatil difosfato (DMAPP). Entdo, uma
molécula de IPP é condensada com uma molécula da enzima geranil pirofosfatase sintase
(GPPS) para formar GPP, o precursor universal de todos os monoterpenos. Para a descri¢do
detalhada da rota de sintese dos terpenoides ver revisdo em Dudareva et al. (2006; 2013),
Vranova et al. (2013) e Muhlemann et al. (2014).

Os terpenos, especialmente, os monoterpenos como linalool, limoneno, mirceno e trans-
B-mirceno, além de alguns sesquiterpenos como farnese, nerolidol e cariofileno, séo
constituintes comuns da emissao de cheiro pelas flores (Dudareva & Pichersky, 2000). Estudos
envolvendo os terpenoides de flores tém focado no isolamento e na caracterizagdo da enzima
terpeno sintase e nos genes responsaveis pelos passos finais da biossintese dos terpenoides.
Alguns dos produtos derivados das terpenos sintase ja foram isolados e caracterizados em flores
como, por exemplo, os monoterpenos linalool (C. breweri, Antirrhinum majus e Arabidopsis
thaliana); E-(B)-Ocimeno e mirceno (A. majus) (revisado por Muhlemann et al., 2014). Entre
os volateis presentes em 6rgdo vegetativos da planta, os mais extensivamente estudados sao 0s
isoprenos, cuja funcdo esta relacionada, principalmente, ao mecanismo de defesa da planta

contra os danos causados por herbivoros (Sharkey & Yeh, 2001).

A segunda maior classe de COV é composta pelos fenilpropanoides e os benzenoides
(Knudsen et al., 2006; Maeda et al., 2010), que sdo derivados, exclusivamente, dos aminoacidos
aromaticos fenilalaninas (PHE). Dependendo da estrutura do esqueleto carbbnico, essa classe
estd dividida em trés subclasses de acordo como o numero de carbonos na cadeia:
fenilpropanoides (Ces-Cs); compostos relacionados aos fenilpropanoides (Cs-C2) e benzenoides
(Ce-C1). Os fenilpropanoides e seus relativos originados das fenilalaninas constituem,
aproximadamente, 24% de todos os compostos volateis ja descritos (Knudsen & Gershenzon,
2006). Exemplos de compostos volateis produzidos por essa classe sdo 0s (Ce-C3): (iso)eugenol;
metil (iso)eugenol e os compostos de cadeia dupla de carbono (Cs-C>): fenil acetaldeido e fenil
etanol; ja os alcoois benzil, benzaldeido, benzil benzoato, metil benzoato, benzil acetato e o
metil salicilico fazem parte da cadeia composta de apenas um carbono (Ce-C1). Diversas
espécies de plantas emitem COV derivados dos benzenoides. Alguns exemplos séo as flores de
Silene (Aktar & Pichersky, 2013), Clarkia (Wang & Pichersky, 1998; Dudareva et al., 1998),
Antirrhinum (Murfitt et al., 2000) e Petunia (Negre et al., 2003; Hoballah et al., 2005; Verdonk,
2006; Orlova et al., 2006; Van Moerkercke et al., 2011).

A terceira classe de COV é formada pelos derivados dos acidos graxos (fatty acid

derivative), os quais sdo derivados dos acidos graxos insaturados (C18), que incluem o acido
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linoleno e o acido linoleico. Uma série de reagdes enzimaticas leva a formacgdo do acido
jasmonico, que é convertido no volatil éster—metil jasmonato pela enzima acil jasmonica
carboxil metiltransferase. A hidroperoxidase liase possui a capacidade de converter o0s
derivados dos acidos graxos em aldeidos com cadeia carb6nica Ce e Co, que sdo substratos para
a alcool desidrogenase e que ddo origem aos alcoois volateis, 0s quais sdo compostos comuns,
presentes nos tecidos vegetativos das plantas, sendo também importantes constituintes do buqué
de esséncia floral de espécies de plantas como Dianthus caryophyllus e Antirrhinum majus
(Schade et al., 2001; Suchet et al., 2011). As orquideas também produzem compostos volateis
derivados de &cidos graxos como o0s alquenos, que sdo um importante composto de emissdo de
fragrancia na relagéo flor x polinizador no género Ophrys (Schluter et al., 2011). Para revisao
detalhada da rota da biossintese dos derivados dos &cidos graxos ver Dudareva et al. (2006,
2013).

5.2 Sintese dos compostos organicos volateis da classe dos fenilpropanoides/ benzenoides

Os fenilpropanoides/ benzenoides constituem uma vasta classe de metabolitos
secundéarios em plantas e muitos deles s&o intermediarios na sintese de componentes celulares
estruturais (lignina) e na formacao de pigmentos (antocianinas). Existe uma certa interacdo na
rota de biossintese destes com a producdo dos COV (Dudareva & Pichersky, 2000),

previamente descritos.

Em Petunia, os compostos volateis de aroma, emitidos pelas flores, fazem parte
principalmente da classe dos fenilpropanoides/benzenoides (Orlova et al., 2006; Clark et al.,
2009; Colguhoun et al., 2010). Como o género Petunia é proximamente relacionado com
Calibrachoa e, até o presente momento, a rota de producdo de esséncia em espécies de
Calibrachoa néo foi reportada, existe a possiblidade de que a sintese de volateis e algumas das
enzimas e genes envolvidos na producdo dos mesmos sejam semelhantes nos dois géneros.
Portanto, a rota da sintese de fenilpropanoides/benzenoides em Petunia serd um pouco mais

detalhada nesta secédo (Fig. 10).

O primeiro passo da rota de sintese dos benzenos (Cs-C1) e fenilpropanoides (Ce-C3)
inicia com a conversdo de fenilalanina em &cido trans-cindmico (CA), em uma reacdo catalisada
pela fenilalanina-amonia-liase (PAL). Ja, para o grupo dos compostos de fragrancia de cadeia
de carbono (Ce-C2), a enzima chave é a fenilacetaldeido sintase (PAAS) que catalisa a

descarboxilagdo da fenilanina no composto fenilacetaldeido, o qual pode ser subsequentemente
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reduzido, oxidado ou esterificado. O fenilacetaldeido produz o composto 2-fenil etanol
(Kaminaga et al., 2006).

A biossintese dos compostos volateis florais da cadeia de carbono Ce-C3 inicia com a
conversdo do CA pela enzima C4H em &cido-p-cumarico que, através da a¢do da enzima 4CL,
é convertida em p-cumaril CoA. Em seguida, por acdo enzimatica ainda desconhecida, forma o
alcool coniferil que é acetilado pela acdo da enzima aciltransferase (CFAT), produzindo
coniferil acetato, que serve como substrato para a isoeugenol sintase (IGS) e a eugenol sintase
(EGS), as quais catalisam a formacdo dos compostos de cheiro isoeugenol e eugenol,
respectivamente (Clark et al., 2009).

A formacéo dos benzenos pelo CA envolve um encurtamento do lado da cadeia propil
pela C», 0 qual ocorre por dois mecanismos (Fig. 11): via dependente da CoA [-oxidativa, ou
via independente da CoA, tendo entdo benzaldeido como intermediario por via p-ndo-oxidativa,
ou mesmo pela combinacdo desses dois mecanismos (Orlova et al., 2006). A sintese dos
volateis florais do tipo benzoicos, presentes em grandes quantidades nas flores de Petunia, da-
se a partir do volateis alcool benzilico e benzil aldeido, juntamente com o acido benzoico
(Verdonk et al., 2003; Orlova et al., 2006) As reacdes especificas que ddo origem a esses
grupos, pela via de agédo das fenilalaninas ou mesmo por outra via da rota Chiquimato, ainda
ndo foram elucidadas. Contudo, modificagdes que levam a formacédo dos produtos finais foram
identificadas recentemente. Em Petunia, o gene BSMT codifica acido benzoico/acido salicilico
metil transferase, os quais transferem um grupo metil da S-adenosil-L-metionina (SAM) para
4cido benzoico, originando entdo o composto metilbenzoato (Negre et al., 2003). Alcool
benzilico e benzoil-CoA sdo combinados em éster benzilbenzoato em uma reacdo catalisada
pela enzima alcool benzil/fenil etanol benzil transferase (BPBT). Esta enzima catalisa também
a formacdo do éster feniletil benzoato pela acdo da 2-fenil etanol e benzil-CoA (Clark et al.,
2009).

As espécies de plantas polinizadas por mariposas, geralmente, emitem voléateis da classe
dos benzoicos e terpenoides. (Knudsen & Tollsten, 1993), enquanto que as plantas polinizadas
por passaros emitem terpenoides e derivados dos &cidos lipidicos (Knudsen et al., 2004).
Schiestl (2010) demonstrou que a atragdo ao polinizador é, frequentemente, relacionada a

emissdo de compostos da classe dos benzenoides.
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Figura 11: Representacdo da rota de sintese dos fenilpropanoide/benzenoides que leva a producéo dos
compostos organicos volateis de fragrancia em Petunia. Os COV emitidos por Petunia estdo marcados
em parpura; enzimas escritas em vermelho indicam os passos da rota j& identificados; passos
enzimaticos desconhecidos sdo identificados com setas pontilhadas; multiplas setas indicam passos
ainda desconhecidos; reguladores de transcri¢do sdo marcados em amarelo; classe de cadeia de carbono:
Cs-C1, Cs-Cy, C6-Cs. Abreviaturas: (4CL) 4-cumaril CoA-ligase, (ADT) arogenate dehidratase,
(BALDH) benzaldeido dehidrogenase, (BSMT) (S-adenosil-L-metionina) acido benzoico / carboxil
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acido salicilico metiltransferase, (BPBT) benzil-CoA: alcool benzil /2-fenil etanol benziltransferase,
(C4H) cinamato 4-hidroxilase, (CFAT) coniferil alcool aciltransferase, (CHD) cinamoil-CoA hidratase-
desidrogenase, (CM) corismato mutase, (CNL) cinamato CoA-ligase, (DAHPS) 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonate-7-fosfato sintase, (EGS) eugenol sintase, (EPSPS) 5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato
sintase, (IGS) isoeugenol sintase, (KAT1) 3- cetoacil-CoA tiolase, (PAAS) fenilacetaldeido sintase,
(PAL) fenilalanina amonia liase. Adaptado de Sheehan et al. (2012).

5.3 Genes envolvidos na producdo e emissdo de compostos organicos volateis

Embora a producdo dos compostos organicos volateis florais seja controlada por
enzimas biossintéticas, também é necessario o envolvimento dos fatores de transcricdo que
atuam no controle da regulacdo da biossintese destes compostos (Colquhoun & Clark, 2011).
Apesar do papel essencial que os fatores de transcricdo desempenham na regulacdo da produgéo
dos compostos organicos volateis, poucos dos genes responsaveis pela sintese de fragrancia

foram identificados até o momento.

Dentre os fatores de transcricdo ja identificados que atuam na regulacdo da producéo de
fragrancia estdo o ODORANT1 (ODO1), EMISSION OF BENZENOIDS (EOBII) e 0 PhMYB4
(Verdonk et al., 2005). Em Petunia, ODOL1 é positivamente regulado por R2R3-MYB (EOBI]I),
o0 qual ativa também o promotor do gene biossintético isoeugenol sintase (IGS) (Spitzer-Rimon
et al., 2010; Colquhoun et al., 2011b; Van Moerkercke et al., 2011, 2012). O ODO1 também é
responsavel por ativar o promotor do gene que codifica EPSPS (5-enolpiruvil chiquimato-3-
fosfato sintase), uma das enzimas da via Chiquimato, o que sugere que ODOL1 esta envolvido
na hiperregulacdo da fenilalanina, como precursor da producdo de volateis (Verdonk et al.,
2005). Experimentos em plantas transgénicas de Petunia hybrida demonstraram que a
regulacdo negativa do ODOL1 reduz em grandes proporc6es o nivel de emissao de benzenoides
(Verdonk et al., 2005). O fator de transcricdo EOBII também é responsavel pela ativacdo dos
promotores da enzima PAL (Spitzer-Rimon et al., 2010) (Fig. 11). Spitzer-Rimon et al. (2012)
demonstraram que o silenciamento do EOBII provoca a downregulation do ODOL e que o fator
de transcricdo EOBI atua downstream ao EOBII e upstream ao ODO1 e descobriram também
que o silenciamento de EOBI leva a regulacdo negativa de iniUmeros genes da rota do
Chiquimato e que este atua downstream aos genes relacionados com a emissdo de esséncia
como (PAL e IGS). Em contraste com EOB e ODO1, o fator de transcricdo PhMYB4 atua como
repressor da enzima C4H, controlando entdo o fluxo dos compostos volateis da via dos

fenilpropanoides em Petunia (Colquhuoun et al., 2011a).
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5.4 Regulacéo da sintese e da emissao floral dos compostos organicos volateis

Como foi dito anteriormente, a producdo de compostos organicos volateis desempenha
papel importante nas interacfes ecoldgicas, aroma floral x atragdo ao polinizador. Para atingir
seu objetivo principal, as plantas regulam o tempo e espaco de sintese e emissao de fragrancia
a fim de maximizar a eficiéncia de atrair os polinizadores efetivos, garantir que sejam
polinizadas e reduzir os custos energéticos (Dudareva & Pichersky, 2000; Schiestl & Ayasse
2001; Muhlemann et al., 2014).

As plantas entdo controlam a emisséo de esséncia de acordo com diversos fatores, tais
como 0s mecanismos regulatérios internos, a disponibilidade de substrato, o estagio de
desenvolvimento floral, além de diversos fatores externos que também influenciam como, por
exemplo, a composicdo, a quantidade e o horario de emissdo dos volateis (Kolosova et al.,
2001; Colquhoun et al., 2010; Maeda et al., 2010). As plantas atingem o maior nivel de emisséo,
tanto em quantidade como em diversidade de compostos volateis, quando as flores estdo prontas
para serem polinizadas, sendo reduzida a quantidade de esséncia liberada, ou até mesmo
eliminada, quando a flor ja foi polinizada ou estd em fase de senescéncia (Negre et al., 2003;
Muhlemann et al., 2006; Rodriguez-Saona et al., 2011). Apds a fertilizacdo, diferentes
mecanismos foram reportados como responsaveis pela reducdo da quantidade de emissdo de
esséncia. Em Petunia, a reducéo de emissdo do metilbenzoato é resultado da regulacdo negativa
da transcricdo de genes cognatos ao etileno-dependente. J& em Antirrhinum, a diminuicdo de
metil benzoato esta relacionada a redugdo da enzima S-adenosill-L-metionina: acido benzoico
carboxil metil transferase (BAMT) (Negre et al., 2003).

Em diversas espécies, a emissao de volateis varia de acordo com o periodo especifico
do dia, sequindo um padrdo ritmico de emissao de fragrancia. Algumas espécies tém seu pico
maximo de emissdo durante o dia e outras, a noite (Kolosova et al., 2001). Essa emisséo ritmica
de esséncia, geralmente, coincide como os habitos de forrageio do polinizador especifico, o que
representa uma vantagem evolutiva para as plantas, sendo controlada pelo reldgio circadiano
ou pela luz (Dudareva & Pichersky, 2000; Kolosova et al., 2001; Raguso et al., 2003). Por
exemplo, em Petunia axillaris, o maior pico de emissdo de compostos volateis ocorre durante
0 entardecer e 0 inicio da noite, periodo em que as mariposas sdo vistas em forrageio (Hoballah
et al., 2005). Em P. hybrida, trés dos fatores de transcricdo, ODO1, EOBI e EOBII, apresentam
ritmo diurno na expressdo de mRNA e atuam como reguladores positivos de diversos genes e

enzimas na rota de sintese de compostos volateis. Recentemente, homoélogos dos genes do
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relogio do ritmo circadiano em Arabidopsis LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) foram
identificados em P. hybrida e Nicotiana attenuata (Fenske et al., 2015; Yon et al., 2016) e, em
P. hybrida, demonstrou-se que esse gene (PhLHY) atua como repressor de ODOL1 e de outras
enzimas envolvidas na producdo de compostos volateis durante o dia, sendo importante para
bloquear a emissdo de esséncia durante esse periodo e liberar a sua emissdo ao anoitecer
(Fenske & Imaizumi, 2016). J& as espécies polinizadas por abelhas tém o seu pico de emissdo
de voléateis durante o dia, como em Antirrhinum majus (Dudareva et al., 2000). Todavia, flores
da espécie Clarkia breweri, embora sejam polinizadas por mariposas, ndo apresentam flutuacéo

ritmica de emissdo dos volateis (Dudareva et al., 2000).

Fatores ambientais como a temperatura também demostraram influéncia na emissédo de
volateis pelas flores. Em Trifolium repens, a emissao de fragrancia é 58% maior a 20°C, quando
comparada com os niveis de emissdo de fragrancia a 10°C (Jakobsen & Olsen, 1994).
Entretanto, Cna’ni et al. (2015) demonstraram que o0 aumento da temperatura de 22/16°C para
28/22°C (dia/noite) promoveu um decréscimo de sintese de COV em duas variedades de
Petunia hybrida, P720 e Blue Spark.

5.5 Exemplos de compostos volateis de cheiro, polinizadores e alguns dos genes envolvidos

As plantas emitem compostos volateis de esséncia que variam enormemente entre
espécies e géneros. Normalmente, o cheiro é oriundo de uma mistura de compostos que
compdem o aroma, 0s quais variam em quantidade e qualidade e sdo emitidos ritmicamente,
sendo regulados em tempo e espaco. Estudos demonstraram que compostos volateis emitidos
pelas flores funcionam como sinalizadores essenciais na atracdo de mariposas (Raguso &
Willis, 2005), o que sugere que o ganho de fragrancia, em determinadas espécies, pode ter sido
um dos primeiros passos no recrutamento de mariposas como polinizadores. Em Petunia
axillaris, por exemplo, os principais compostos sdo metilbenzoato, benzaldeido e alcool benzil
emitidos durante a noite. O pico de emissao de fragrancia coincide com a atividade noturna do
polinizador principal de P. axillaris, a mariposa Manduca sexta. Experimentos de
eletroantenograma (EAG) obtidos de fémeas das mariposas demonstraram que os trés principais
volateis emitidos por P. axillaris sdo os maiores responsaveis pela atracdo da mariposa
polinizadora (Hoballah et al., 2005).

Em relacéo aos genes responsaveis pela regulacéo da producdo de esséncia floral, sabe-
se que em P. hybrida o gene ODO1 tem sido investigado como sendo o responsavel pela
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regulacdo da producdo de fragrancia (Verdonk et al., 2005) e o fator de transcricdo EOBII,
como regulador da biossintese dos volateis da classe dos fenilpropanoides (Spitzer-Rimon et
al., 2010). Em populagdes naturais de P. axillaris, o gene CNL tem sido investigado como

potencial responsavel pela regulacéo da producao de fragrancia (Amhad et al., submetido).

Nas espécies do género Mimulus, os principais volateis responsaveis pelo aroma emitido
pelas flores s@o da classe dos terpenoides. A espécie M. lewisii produz trés diferentes tipos de
volateis florais: D-limoneno, -mirceno e E-B-ocimeno, enquanto que a espécie M. cardinalis
produz apenas D-limoneno e em menor quantidade que M. lewisii (Byers et al., 2014). Estudos
de mapeamento de populaces levaram a proposi¢cdo de um modelo de dois locus como
responsaveis pelas diferencas na producdo de compostos emitidos pelas duas espécies de
Mimulus. Um dos locus sendo responsavel pela producao de 92% e 98% de D-limoneno ¢ 8 —
mirceno, respectivamente, e esse locus € provavelmente determinado devido a uma mutagéo do
tipo sem sentido no alelo do gene estrutural LIMONENE-MYRCENE SYNTHASE de M.
cardinalis. O outro locus explica os 98% de diferenca na producdo de E-B-ocimeno e esta
relacionada a diferencas encontradas na sequéncia de aminoacidos do gene OCIMENE
SYNTHASE (OCS) (Byers et al., 2014). Experimentos controlados em que o gene OCS foi
suprimido e o E-B-ocimeno reduzido, resultaram na reducéo da visitacdo de polinizadores na
taxa de 6% menos visitacdo de abelhas nas flores sem aroma ou com aroma reduzido nestas

espécies.

6. A doce recompensa

Plantas e polinizadores mantém uma relagéo de mutualismo, na qual o polinizador serve
de vetor para a transferéncia de polen, aumentando o sucesso reprodutivo da espécie, via
fecundacdo cruzada, e, em contrapartida, as plantas fornecem alimento para nutrir o polinizador
(Molbo et al., 2003; Brandenburg et al., 2009; 2012).

O néctar floral é utilizado na atragéo e é oferecido como recompensa ao polinizador. O
mesmo e formado por uma complexa mistura de substancias pertencentes a vérias classes
bioguimicas e de composigdo variada, podendo ser definido como uma solucdo aquosa, rica em
acucares e aminoacidos. Os principais tipos de agUcar presentes na sua constitui¢do sao sucrose,
fructose e glucose (De La Barrera & Nobel, 2004). A maioria das angiospermas produz néctar,
0 qual tem a sua producdo induzida pela presenca do acido jasmonico e requer um custo

energético elevado para a planta (Radhika et al., 2010).
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Além de ser um atrativo para o polinizador, o néctar também atrai a atengéo de insetos
oportunistas, interessados apenas em rouba-lo, sem oferecer qualquer retribuigdo para a planta.
Para contornar essa situacao, as plantas utilizam compostos secundérios que bloqueiam a agdo
dos insetos oportunistas devido a sua toxicidade, Ademais, 0 néctar € geralmente estocado em
uma localizacao estratégica nao facilmente acessivel, a fim de evitar que 0 mesmo seja roubado

inapropriadamente (Gonzalez & Heil, 2009).

O néctar floral é produzido e secretado por estruturas chamadas nectarios, as quais estao
localizadas, preferencialmente, na estrutura floral e possibilitam o acesso adequado ao tipo
especifico de polinizador. Por exemplo, as espécies polinizadas por mariposas de longa
proboscides, geralmente, possuem 0s nectarios na base da estrutura floral (Baker & Baker,
1983; Brandenburg et al., 2012). O néctar, quando ndo é utilizado pelo polinizador, pode ser
reabsorvido pela planta, sendo utilizado no desenvolvimento dos 6vulos ou na formagéo de

novas flores (Nepi & Stpiczynska, 2008).

A composicdo do néctar parece estar relacionada com a preferéncia do polinizador
especifico. Por exemplo, beija-flores, borboletas e mariposas preferem o néctar rico em sucrose,
enquanto que abelhas e preferem maiores quantidades de hexose. Aminoacidos também
parecem afetar positivamente a atratividade do polinizador, especialmente em se tratando de
borboletas polinizadoras (Baker & Baker, 1983; Martinez et al., 1990; Heil, 2011). O volume
de néctar produzido também esta associado ao tipo de polinizador. As abelhas, usualmente, se
alimentam de menor quantidade de néctar quando comparado com as mariposas, por exemplo
(Galliot et al., 2006). Curiosamente, em orquideas por exemplo, as plantas secretoras de néctar
apresentam maior sucesso reprodutivo que aquelas que ndo o produzem (Neiland &Wilcock,
1998). O néctar é, portanto, um carater seletivamente positivo para as plantas e, apesar de
demandar custo energético, parece ser essencial para atrair o polinizador e favorecer o sucesso
reprodutivo da planta. Um exemplo disso pode ser observado em P. axillaris. Esta espécie
produz grande quantidade de néctar, quando comparada com a espécie proximamente
relacionada, P. integrifolia, polinizada por abelhas (Galliot et al., 2006). Brandenburg et al.
(2012) mostraram que a reducdo da quantidade de néctar em flores originadas do cruzamento
de P. axillaris x P. integrifolia, com todos os caracteres semelhantes ao parental P. axillaris,
porém com a quantidade de néctar produzido bastante reduzida, ocasionou uma diminui¢do do

numero de visitas da mariposa polinizadora.

Embora o néctar seja de grande importancia para o sucesso reprodutivo de uma espécie,

conforme foi demonstrado no exemplo anterior, pouco se sabe sobre os genes envolvidos na
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regulacdo de sintese e secrecdo e como a interacdo entre a planta e o polinizador é mediada
(Nicolson & Thornburg, 2007; Brandenburg et al., 2009; Heil, 2011).

7. Ferramentas moleculares, bioquimicas e sequenciamento de transcriptoma como

metodologia para desvendar processos biologicos em plantas

N&o é mais novidade o revolucionario progresso que se tem obtido em estudos
moleculares na atual era gendmica, através do sequenciamento de nova geragao em larga escala.
Desde o inicio do uso da reagdo de cadeia de polimerase (PCR), no inicio dos anos 50, com
analises de sequéncia de DNA, frequentemente usada em estudos de genética de populacdes,
filogenia, filogeografia, passando pelas analises de RNA, por meio da quantificacdo dos niveis
de expressdo de genes especificos através de gRT-PCR até a era genbmica, com
sequenciamento de genomas e transcriptomas completos (Pareek et al., 2011; Soon et al., 2013).

A prova desses grandes avangos se evidencia pelo nimero de trabalhos cientificos
publicados nos ultimos anos, nos quais genomas inteiros ja foram sequenciados e muitos outros
estdo em progresso, tanto de organismos modelo como também de espécies silvestres. O
nimero de publicacbes cresce rapidamente e o custo financeiro para a realizacdo de
sequenciamento em larga escala esta cada vez mais acessivel (Pagani et al., 2012; Soon et al.,
2013). Alguns exemplos de genomas ja sequenciados: humano (Bernstein et al., 2012); The
1001 Genomes Project for Arabidopsis (1001genomes.org); Drosophila melanogaster
(Consortium et al, 2010); Caenorhabditis elegans (Gerstein et al.,, 2010); rato
(Stamatoyannopoulos et al., 2012); Heliconius (Dasmahapatra et al., 2012); Petunia
(Bombarely et al., 2016).

Todas essas técnicas tém favorecido enormemente os avangos das pesquisas de cunho
molecular de biotecnologia, medicina e estudos de genética de populacBGes e integram,
especialmente, conhecimentos de outras areas como a protedmica e a bioinformatica. O uso
dessas novas tecnologias moleculares é de extrema importancia para que se possam entender

cenarios mais complexos como, por exemplo, a funcdo de genes e as rotas metabolicas.

Estudos de genomas possibilitam a caracterizacdo detalhada de cadeias regulatorias de
genes, a caracterizacdo de genes diferencialmente expressos em diferentes especies, as redes
regulatdrias, entre inimeras outras possibilidades. O numero de dados disponiveis para serem
analisados é incalculavel e apresenta extrema importancia na tentativa de que cenarios
complexos sejam entendidos em todos os tipos de organismos, de acordo com o carater de
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interesse da pesquisa. Além do avanco das técnicas, da disponibilidade de equipamentos
robdticos e da grande acuracia, o desenvolvimento de diferentes Kits usados para a extra¢do de
DNA e RNA também contribuem para uma maior qualidade das amostras, o0 que resulta em

maiores chances de obtencédo de resultados acurados.

As secOes seguintes sdo referentes a algumas das principais técnicas utilizadas para a

elaboracdo dos trabalhos da presente tese.

7.1 Reacéo de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR) na determinacéo de expressao
génica de genes de interesse

Para os estudos de expressao de genes, 0 método recorrentemente escolhido e de maior
eficacia é a reacdo de PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR), a qual permite o acesso a
relativa abundancia de transcritos e a determinacdo do padrdo de expressdo génica entre
amostras (Van Guilder et al., 2008; Rocha et al., 2015).

Reacdo de RT-gPCR pode ser vista como uma variante da técnica padrdo de PCR. Com
0 uso de sequéncias especificas de primers, o nimero de cdpias de uma sequéncia de DNA ou
RNA pode ser determinado. Porém, em uma reacdo de RT-qPCR, é possivel verificar a
quantidade de produto obtido em cada estagio durante os ciclos da reacdo. Se a quantidade de
transcritos for baixa, a amplificacdo sera observada apenas nos ciclos finais da reacdo. A
quantificacdo do produto amplificado é obtida através do uso de fluorescéncia emitida ou sonda,
e é verificada e quantificada a cada ciclo termal, em tempo real, durante a reacdo. A capacidade
de monitorar a reacdo durante a fase exponencial permite que seja determinada com grande

precisdo a quantidade inicial do gene alvo (Galchon et al., 2004; Wong & Medrano, 2005).

O primeiro passo para a realiza¢do de uma reacdo de RT-qPCR se da na preparacdo da
amostra com a extracdo de RNA do tecido escolhido (vegetativo ou floral) e, posteriormente,
faz-se a analise quantitativa e qualitativa da amostra, observando-se a concentragdo (ng/uL) e
o valor de integridade do RNA (RNA integrity number — RIN, valores acima de 7 séo
considerados adequados) da mesma. Em seguida, realiza-se a sintese de cDNA através da
utilizacdo da enzima transcriptase reversa. Com as amostras de cCDNA disponiveis, 0s reagentes
séo adicionados: fluorescéncia de cor (SYBRgreen, por exemplo) ou sondas (TagMan®, por
exemplo), conjunto de primers e tampé&o de rea¢do. Entdo, as amostras sdo aplicadas em placa
apropriada e séo injetadas em termociclador de RT-gPCR (LightCycler, por exemplo). Para a
garantia de acurécia dos resultados de uma reacdo de RT-PCR, torna-se necessaria, tanto a
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repeticdo técnica quanto a bioldgica das amostras analisadas, além da adicdo de controles para
cada reacao: controle positivo (amostras sem transcriptase reversa) e controle negativo (reacéo
com todos os reagentes, mas sem a presenca da amostra de cDNA). Os primers a serem
utilizados devem ser desenhados para amplificar regides pequenas e podem ser oligos (dT) ou

de sequéncia especifica, dependendo do objetivo do estudo (revisado em Rocha et al., 2015).

Para a acuracia dos resultados de RT-qPCR, a reacdo precisa ser normalizada. Existem
duas maneiras de normalizar uma reacdo de RT-qPCR: normalizacdo para a quantidade de
amostra (quantidade de DNA ou RNA), ou a mais frequentemente utilizada, normalizagdo para
genes de referéncia (preferencialmente mais de um gene), aqueles genes que apresentam nivel
de expressao relativamente constante nos diferentes tipos de tecidos, células, ou estagios de
desenvolvimento. Estudos de validacdo de genes de referéncia para rea¢bes de RT-qPCR séo
abundantes em diversas espécies de plantas e animais (populus, Brunner et al., 2004; porco,
Nygard et al., 2007; péssego, Tong et al., 2009; soja, Hu et al., 2009; pettnia, Mallona et al.,
2010; amendoim, Chi et al., 2012; eucalipto, Oliveira et al., 2012; cenoura, Tian et al., 2015;
borboleta, Zhang et al., 2015; sorgo, Reddy et al., 2016; entre outros). Além disso, diversos
programas computacionais estdo disponiveis para anélise dos genes que apresentam expressao
mais estavel e sdo, entdo, adequados para ser o gene de referéncia de escolha. Alguns desses
sdo, por exemplo, 0 geNORM (Vandesompele et al., 2002), o Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004) e
0 NormFinder (Anderson et al., 2004).

Existem diversas maneiras de analisar os resultados de uma reacdo de RT-qPCR. Uma
delas se baseia na comparagdo dos resultados com a curva padrdo que €, entdo, usada para
definir a eficiéncia da reacgéo, a sensitividade e a reprodutibilidade do experimento (Gachon et
al., 2004), possibilitando a realizacdo de uma quantificacdo absoluta. Para tanto, amostras alvo
de concentracdo conhecida sdo diluidas em diversas ordens (10x, 100x, 1000x, 10000x) e
amplificadas, via RT-gPCR e os dados obtidos com as dilui¢cdes sédo usados para gerar a curva
padrdo, na qual, cada diluicdo de concentracdo especifica é plotada contra o valor de Ct
(threshold cycle, ou ciclo limiar). Entdo, as amostras que apresentarem valor de Ct
desconhecido sdo comparadas com a curva padrdo para determinar 0 numero de cdpias
presentes. O Ct equivale ao ciclo em que o nimero de sinal fluorescente da reagdo cruza o
limite, sendo usado para calcular o numero inicial de copias, visto que o valor de Ct é
inversamente relacionado com a quantidade inicial de produto da amostra de interesse (Van
Guilder et al., 2008). A reacgdo de eficiéncia e determinada pela percentagem de RNA alvo que

é convertido em cDNA. Uma reacdo de 100% de eficiéncia significa que, a cada ciclo, a
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quantidade de produto inicial foi duplicada. Para validar a eficiéncia de uma reacao, a curva
padrdo deve ser analisada, juntamente com a comparacao entre os genes de referéncia utilizados
e 0s genes de interesse. Os tipos de dados obtidos em uma reacdo de RT-qPCR sé&o referentes
a quantificacdo absoluta, a determinacdo da quantidade de numero de copias do alvo, a
quantificacdo comparativa e a high resolution melt curve (HRM) (Gachon et al., 2004, Van
Guilder et al., 2008).

A quantificacdo comparativa é usada na maioria dos estudos de expressdo génica. Neste
caso, 0 gene de interesse é quantificado, sob regulacdo positiva ou negativa, na calibracéo
normal de uma amostra ou de um conjunto de amostras. O valor de Ct é obtido para a expresséo
do gene de interesse, de acordo com o teste de calibragdo e a diferenca entre o teste e o ACt. O
nimero de diferencas é estimado por 22 (Livak & Schmittgen, 2001). Outra maneira de
realizar a quantificacdo relativa se da através da comparacdo entre o calibrador (gene alvo) e o
normalizador da reacdo (gene de referéncia). Este método é conhecido como AACt. Para tanto,
o0 Ct do gene de interesse no teste de amostra e no teste de calibracdo € ajustado em relacdo ao
normalizador da reacdo. Os resultados sdo, entdo, incorporados para determinar o nimero de
diferencas de expressdo na seguinte expressdo: diferenca = 224t (Livak & Schmittgen, 2001).
Portanto, a escolha do método de anéalise dos resultados de uma RT-qPCR depende do objetivo
final do experimento, ou seja, se 0 interesse é a obtencdo de uma quantificacdo absoluta ou

relativa.

7.2 Espectrometria de Massa na identificacdo e quantificacdo de moléculas e compostos

A espectrometria de massa (mass spectrometry) € uma técnica usada para detectar,
identificar e quantificar moléculas. E baseada na medida da relacdo massa/carga de fons (m/z)
da molécula. Esta técnica tem sido amplamente utilizada na identificacdo e quantificacdo de
peptideos e o seu uso tem sido fundamental para o entendimento da estrutura, da funcéo e da
modificacdo de proteinas (Finehout & Lee, 2004). Com a espectrometria de massa acoplada
(MS/MS) tem sido possivel a identificagdo de compostos desconhecidos, através da
comparacao via determinacao da relacdo m/z, além de possibilitar a quantificacdo de compostos
conhecidos e auxiliar na elucidacao estrutural de moléeculas. A MS/MS apresenta uma vasta
gama de aplicacdes como, por exemplo, estudos de ecologia, toxicologia, geologia,
biotecnologia, como também na descoberta e no desenvolvimento de farmacos (Glish &
Vachet, 2003).
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Amostras bioldgicas, frequentemente, sdo complexas e contém moléculas que podem
mascarar a deteccdo da molécula alvo. Para solucionar esse problema, dois métodos de
separagdo de moléculas sdo comumente utilizados quando se analisam amostras complexas de
liqguido ou de gas. Sdo eles a LC/MS (Liquid cromatography/ Mass Spectrometry; ou
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa), e a GC/MS (Gas
chromatography/ Mass Spectrometry; ou Cromatografia de gés acoplada a Espectrometria de
Massa) (Hoffmann & Stroobant, 2007).

A LC-MS é tipicamente aplicada a analise de moléculas termalmente instaveis e néo
volateis (ex.: fluidos bioldgicos sensiveis e pigmentos), enquanto que GC-MS é utilizada na
analise de compostos volateis, como petroquimicos e compostos organicos volateis florais. A
técnica de HPLC (High performance liquid chromatography ou cromatografia liquida de alto
desempenho) é a mais comumente utilizada na separacdo de moléculas em estudos biol6gicos
por MS, ja que a maioria das amostras bioldgicas séo liquidas e ndo volateis. As colunas usadas
para experimentos de cromatografia liquida (LC) possuem, geralmente, diametro bem pequeno
(por exemplo,75 um; nano HPLC) e baixa taxa de fluxo (ex: 200 nL/min), 0 que torna essa
técnica ideal para uma andlise rdpida, sendo possivel analisar multiplos peptideos em uma

mistura complexa em poucos segundos (Mallick & Kuster, 2010).

Na técnica de HPLC, a analise dos componentes de uma mistura, mesmo em
concentracdes muito baixas, pode ser realizada através do emprego de detectores (por exemplo,
indice de refracdo, ultravioleta, espalhamento de luz, fluorescéncia, entre outros), aliados ao
uso de programas computacionais especificos. Entdo, as analises sdo baseadas no tempo de
retencdo que, idealmente, deveria ser Unico para cada componente da molécula. Porém, em
amostras complexas, é possivel que ocorra a presenca de mais de um analitico no mesmo ponto
de retencdo. Para contornar esse problema, a HPLC necessita da cromatografia liquida de
espectrometria de massa, que é capaz de realizar uma analise qualitativa da molécula, podendo
fornecer uma identificacdo acurada, utilizando medidas de massa/carga e caracteristicas

estruturais da molécula de interesse.

Os resultados séo obtidos através das analises de cromatogramas (Fig. 11), integrando
valores de &rea, pico, tempo de retengdo e comparagdo com os valores dos controles internos,
indispensaveis para esse tipo de analise. Com esses dados, o peptideo em estudo pode ser
quantificado e, no caso de peptideos desconhecidos, atraves dos valores de medida de m/z,
podem ser identificados, por meio de busca em base de dados de predicdo de peptideos como,

por exemplo, Swiss-Prot (Bairoch et al., 2004) e InterPro (Hunter et al., 2011).
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Diversos estudos tém utilizado esse tipo de analise via LC-MS e HPLC na identificacdo
e na quantificacdo de componentes como, por exemplo, na identificacdo de antocianinas, em
diversas espécies de frutas (Wu & Prior, 2005), alcachofra (Schutz et al., 2006), arroz colorido
(Kim et al., 2008), uva (Huang et al., 2009), pettinia (Ando et al., 2000; Provenzano et al.,
2014; Sheehan et al., 2016), entre outros. Estas estratégias também foram usadas na
identificacdo de carotenoides em tomate (Gentili et al., 2015) e Mimulus (LaFountain et al.,
2015). GC-MS também tem sido bastante utilizada como metodologia para identificar
compostos organicos volateis em plantas, como por exemplo, em cereja (Xiao et al., 2015), uva
(Chalal et al., 2015), hibisco (Farag et al., 2015) e laranja (Pasamontes et al., 2016).
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Figura 11: a. Exemplo de equipamento utilizado para anélises de HPLC e MS/MS para a identificacéo
e a quantificagcdo de peptideos e da etapa final de dados gerados em forma de cromatograma. Imagem
web: ThermoFischer ® b. Exemplo de cromatograma obtido através da técnica de MS/MS, com a presenca
de diferentes picos, correspondentes a tipos especificos de antocianinas presentes em pétalas de Petunia
hybrida variedade blue wave. Imagem adaptada de Chappman et al. (2005). ¢. Exemplo de cromatograma
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obtido através da técnica de HPLC-MS, para identificacdo de carotenoides, 0s picos correspondem aos
tipos especifiocs de carotenoides presentes na amostra. Imagem da autora.

7.3 RNAseq — Uso de transcriptoma para identificacdo e quantificacdo de expressao

génica

Sequenciamento do RNA (RNAseq) é a metodologia mais utilizada, atualmente, para a
obtencgéo de dados de transcriptoma, usando a tecnologia de sequenciamento de nova geragéo
em larga escala. RNAseq é um método capaz de medir, acuradamente, os niveis de transcritos
e suas isoformas, a diversidade (SNPs, single nucleotide polymorphism), além da
caracterizacdo, identificacdo e quantificagdo da expressdo de determinado gene, mais do que
qualquer outra metodologia utilizada anteriormente (Wang et al., 2009; Todd et al., 2016).

Embora seja uma técnica um tanto quanto recente, sendo 0s primeiros trabalhos em
leveduras e células de mamiferos realizados em 2008 (Nagalakshmi et al., 2008; Cloonan et al.,
2008), diversos organismos ja tiveram seu transcriptoma obtido através dela, como por
exemplo: Mus musculus (Mortazavi et al., 2008), Arabidopsis (Eveland et al., 2008), Petunia
(Bombarely et al., 2016) e Brassica (Wang et al., 2016).

Para a obtencédo dos dados de RNAseq, 0 primeiro passo consiste no isolamento do RNA
das células ou tecidos alvo, seguido pela remogdo de RNA ribossémico (rRNA) e pela garantia
de que 0 RNA mensageiro (mMRNA) esteja minimamente degradado, via medida de namero de
integridade do RNA, ou RIN (RNA integrity number). Uma vez que o mRNA é isolado da
amostra, ele é fragmentado e reversamente transcrito em uma biblioteca de cDNA. Em
experimentos de RNAseq, o0 uso de replicatas bioldgicas, no minimo trés, é essencial para
aumentar o poder estatistico e a acuracia dos dados Os fragmentos de cDNA sdo, entdo, ligados
a adaptadores (compostos de nucleotideos randdmicos ligados as extremidades do cDNA),
amplificados e, via sequenciamento de larga escala, irdo gerar milhares de reads, que sé&o
pequenas sequéncias, em torno de 100 pb (quando obtidas na Plataforma Illumina de
sequenciamento), as quais podem ser mapeadas para um genoma de referéncia (via metodologia
conhecida como: genoma guiado) ou, em organismos que nao dispdem de genoma sequenciado,
através do método conhecido como de novo assembly (Hass et al., 2013). Cada sequéncia (read)
gerada pelo experimento de RNAseq € referente a medida do nivel de expressdo de um
determinado gene. A quantidade de reads obtidas via RNAseq variam de 0 a milhares
(Morozova et al., 2009).
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Porém, até que as reads possam ser acuradamente utilizadas para as analises de
RNAseq, torna-se necessario um pré-processamento e um tratamento das sequéncias geradas
(Fig. 12), o qual serd4 brevemente discutido nesta secdo. Atualmente, existem diferentes
protocolos e métodos de analises de dados de RNAseq. A escolha do método depende do
objetivo e do tipo de analise alvo do estudo. Para a revisdo detalhada de métodos e passos para
a conducdo de um estudo usando RNAseq ver Garg & Jain (2013), Janes et al. (2015) e Conesa
et al. (2016), entre outros.

Existem diversas metodologias para o tratamento e a analise dos dados de RNAseq, as
quais demandam o uso de poderosas ferramentas computacionais (Garber et al., 2011; Conesa
et al., 2016). Apos 0 sequenciamento em larga escala, as sequéncias obtidas passam por um
processamento através do qual as sequéncias que apresentarem baixa qualidade ou
contaminagdo com primers ou adaptadores serdo removidas. O uso de diferentes ferramentas
de  bioinformatica  como, por exemplo, os  softwares  FASTX-Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit) e Trimmomatic (Bolger et al., 2014), sdo bastante
uteis na eliminacdo dessas sequéncias de baixa qualidade. A remocdo das sequéncias

inadequadas é um passo essencial para uma montagem acurada do transcriptoma.

O passo seguinte é a reconstrucdo do transcriptoma, ou seja, a montagem das
sequéncias/alinhamentos dentro de uma unidade de transcri¢do para a defini¢éo dos transcriptos
e isoformas presentes na amostragem. As sequéncias sdo alinhadas com o auxilio de
ferramentas computacionais como, por exemplo, Bowtie/TopHat e Cufflinks (revisados em

Conesa et al., 2016).

Nesse ponto, existem duas metodologias a serem utilizadas. Caso 0 organismo em
estudo tenha o genoma disponivel, é possivel identificar os transcriptos por meio do
mapeamento das sequéncias de RNAseq para 0 genoma de referéncia ou 0 mapeamento para o
transcriptoma anotado. Caso ndo se tenha o genoma disponivel, o0 meio de montagem do
transcriptoma e a identificacdo dos transcritos se da pela montagem das sequéncias (reads)
dentro de contigs (transcriptos) e se pode, entdo, realizar 0 mapeamento desses contigs contra
0 proéprio transcriptoma, através da técnica conhecida como de novo assembly (Haas et al.,
2013). Para a realizagdo dessa montagem de transcriptoma, existem diversos pacotes
computacionais disponiveis como SOAPdenovo-Trans (Xie et al., 2014), Oases (Schulz et al.,
2012), Trand-ABYSS (Grabherr et al., 2011) e Trinity (Haas et al., 2013).
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A anotacdo dos genes, ou seja, a identificacdo da provavel funcdo do transcrito para
transcriptomas de organismos que ndo possuem genoma de referéncia é realizada por meio de
busca por sequéncias similares em base de dados publicas como, por exemplo, SwissProt
(Bairoch et al., 2004) e InterPro (Hunter et al., 2011), ou busca por homologias de proteinas de
uma especie proximamente relacionada. O uso da metodologia via ontologia génica também
pode ser util na busca de homdlogos de fungdo. Ferramentas como Blast2GO (Conesa et al.,
2005) permitem a anotagdo massiva de dados de transcriptoma contra uma variedade de base
de dados proporcionando a anotacdo funcional de 50 a 80% dos transcritos gerados por
RNAseq. Os transcritos sao, entdo, anotados e podem ser funcionalmente caracterizados (Garg
& Jain, 2013).

Um passo bastante importante para a analise de dados de RNAseq, que tenham como
objetivo a identificacdo de genes diferencialmente expressos, da-se na anotagdo génica, devido
ao fato de que a identificacdo correta dos genes é imprescindivel. Esse passo se torna ainda
mais desafiador para as espécies que ndo possuem o genoma sequenciado. Embora existam
diversas bases de dados, com um numero cada vez maior de proteinas e genes sendo depositados
e disponiveis para a busca por proteinas homologas, e de muitos genes apresentarem sequéncia
conservada entre diferentes espécies, facilitando o processo de identificacdo dos mesmos, a
identificacdo correta dos genes € um ponto que demanda bastante esfor¢co na busca por

sequéncias similares e, para muitas sequéncias, ainda ndo existe anotacéo disponivel.

Apds a montagem do transcriptoma, é possivel estimar a quantidade de genes e
quantificar a expressdo génica. Essa quantificacdo de transcritos é baseada no numero de reads
mapeado em cada sequéncia do transcrito. Porém, antes da utilizagdo das reads obtidas para as
analises de RNAseq, elas precisam ser normalizadas, visto que o seu nimero pode ser afetado

pelo tamanho das reads sequenciadas na biblioteca e por artefatos do sequenciamento.

Uma vez que os transcriptos sdo normalizados, os valores obtidos sdo expressos em
FPKM (fragments per kilobase of exon model per million mapped reads) andlogos ao RPK
(reads per kilobase of exon model per million mapped reads) e TPM (transcripts per millions)
e estes séo 0s valores usados para medir os niveis de expressao génica. Existem algoritmos que
guantificam a expressdo génica obtida via mapeamento de transcriptoma, 0s quais incluem
RSEM (Li et al., 2011), eXpress (Roberts et al., 2013), HTSeq (Anders et al., 2014), entre
outros. Esses métodos permitem o multimapeamento das reads entre transcritos e geram, como
arquivos, a normalizacdo das sequéncias corrigidas para o viés de sequenciamento (Roberts et

al., 2013).
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Para as analises de expressao génica diferencial, é preciso que os valores de expresséo
génica sejam comparados entre as amostras. Portanto, faz-se necessaria a normalizacao dentro
das amostras (replicatas bioldgicas). Esse passo ¢ diferente da normalizacdo do passo anterior
que leva em consideracdo a normalizacdo do namero total de counts, mas ndo compara as
amostras entre si. Para a precisa determinacao da expressdo génica diferencial entre dois tipos
de amostras, é fundamental que se tenha, pelo menos, trés replicatas bioldgicas para que se
possa testar se as diferengas de expressdo observadas sdo significantemente diferentes da
esperada variacdo biologica, sob a hipotese nula de que os transcritos ndo sdo diferencialmente
expressos (Haas et al., 2014). Portanto, uma normalizacgéo entre as amostras deve ser realizada.
A metodologia empregada para computar a expressao génica diferencial usa probabilidade
discreta de distribui¢do, como Poison, ou distribuigdo binomial negativa (Anders et al., 2010).
Métodos como edgeR (Robinson et al., 2010) e DESeq (Anders et al., 2010) utilizam como
dados de entrada os raw read counts (dados brutos) e assumem a distribuicdo binominal
negativa. Em seguida, realizam uma normalizacdo integrada das counts entre as amostras a fim
de proceder a analise de expressao diferencial dos genes. Ambos os métodos descritos sao

implementados no programa computacional estatistico R (R core team, 2013).

Outra anédlise bastante importante, que utiliza dados de transcriptoma, é a analise de
expressao alelo-especifica, a qual se baseia na quantificacdo da variacéo de expressao entre dois
haplotipos de um individuo diploide, distinguindo-os por sitios heterozigotos. Através dessa
analise, é possivel detectar efeitos de regulacdo genética em cis ou trans, por exemplo. Dados
de RNAseq sdo capazes de capturar a expressdo alélica de um alelo presente no parental que é
compartilhado na préxima geracdo (F1) (Castel et al., 2015).

Uma vantagem do uso de RNAseq esta na possibilidade da montagem do transcriptoma,
sem a necessidade de se ter um genoma anotado previamente. Embora seja mais desafiador,
com o auxilio de métodos computacionais, € possivel a obtencao de resultados acurados, o que
vem favorecendo o avanco de estudos de gendmica funcional em espécies silvestres, “nao-
modelo”, mas que possuem extrema importancia ecologica e evolutiva (Johnson et al., 2012;
Hass et al., 2013; Xiao et al., 2013; Todd et al., 2016).

Especialmente em estudos com plantas, o sequenciamento de larga escala tem
possibilitado o desenvolvimento acelerado de estudos aplicados a genes e interacOes
metabolicas (Kaufmann et al., 2010), identificacdo de genes candidatos responsaveis por
diferengas em caracteres como cor, desenvolvimento (Yuan et al., 2014; Wei et al., 2015;

Gonzales-Plaza et al., 2016), identificacdo de enzimas envolvidas em biossintese de
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metabolitos secundarios (Desgagne-Penix et al., 2010), respostas de plantas a estresses bidtico
e abiotico (Kulcheski et al., 2011), além de fornecer uma quantidade massiva de dados para que
se respondam questfes relacionadas a evolucdo e a diversificacdo de plantas (Johnson et al.,
2012).

Transcriptoma (RNAseq)
N 7

fragmentos e sequéncias
" remogao de sequéncias

reads == de baixa qualidade,
adaptadores, primers
"4 N

de novo assembly mapeamento genoma de referéncia

€

alinhamento das reads (contigs)

ya

lista das reads counts

€

normalizacao

€

anotacao dos genes

L 4

Analises:
-Genes diferencialmente expressos
- expressao alelo-especifica

Figura 12: Visdo geral dos passos necessarios para a analise de transcriptoma via RNAseq. O primeiro
passo, ap6s o sequenciamento, envolve o tratamento das reads obtidas. Posteriormente, as sequéncias
precisam ser mapeadas, via genoma de referéncia, ou via de novo assembly. As reads séo entdo alinhadas
em contigs, passam por um processo de normalizagdo, seguido da anotacdo dos genes. Finalmente os
dados de transcriptoma estdo processados e prontos para serem analisados, algumas das analises mais
utilizadas com dados de RNAseq sdo a analise de genes diferencialmente expressos e a expressao alelo-
especifica. Gréfico da autora.

8. Transicdo de cor — evolucao e selecao

O surgimento de novos caracteres nas plantas como, por exemplo, a cor das flores, é
derivado de eventos mutacionais, favorecidos e fixados por sele¢do natural. Um dos principais
objetivos da genética evolutiva consiste em entender e predizer se certos tipos de mutacdo séo

preferencialmente envolvidos em mudancas evolutivas e qual a origem das mutacdes genéticas
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que contribuem para mudancas fenotipicas (Wessinger & Rauscher, 2012). Um dos grandes
questionamentos esta na busca por entender se mudancas fenotipicas ocorrem, primariamente,
através de mudancas regulatérias ou de mudancas nas sequéncias codificadoras que afetam a

funcdo da proteina (Stern & Orgogozo, 2008; Martin & Orgogozo, 2013).

Stern & Orgogozo (2008), baseados em diversos estudos comparativos, sugeriram que
a evolucao de caracteres morfoldgicos ocorre, primariamente, via mudancas regulatorias e que
a evolucdo de caracteres fisiologicos se da, com maior frequéncia, via mutacdo na regido
codificadora da sequéncia. A explicacdo para essa diferenca se da pelo fato de que as
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas diferem categoricamente no posicionamento dentro
da rota de desenvolvimento, na qual os caracteres morfoldgicos sdo especificados por genes
gue atuam upstream na via de desenvolvimento. Entdo, mudancas regulatdrias de efeitos sutis
na acdo do gene sdo restritas a tecidos especificos e sdo favorecidas devido ao minimo efeito
causado na sequéncia regulatdria, enquanto que os caracteres fisioldgicos sdo especificados por
genes proximos dos passos finais da rota de desenvolvimento. Portanto, as mutac6es funcionais,
gue ocorrem com maior frequéncia que as mutag6es regulatorias, ttm um alcance reduzido de
acao e maiores chances de serem toleradas. Entretanto, segundo Hoekstra & Coyne (2007), a
definicdo de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas parece ser um tanto superficial, sendo
necessarios dados imparciais para que se possa entender quando é possivel predizer que
mutacdes regulatorias ou funcionais, predominantemente, contribuem para que ocorram

mudangas evolutivas em determinado carater.

A diferenca na cor de flores tem sido vista como sendo adaptativa (Hopkins & Rauscher,
2012; Wessinger & Rauscher, 2012), devido ao fato de que mudancas evolutivas de uma
sindrome de polinizacdo para outra, frequentemente, envolvem transicdo na cor da flor. Uma
das evidéncias se da na evolucdo convergente de sindrome de polinizacdo, observada em

diversas espécies de diferentes géneros (Fenster et al., 2004).

Para qualquer caracteristica, dois fatores sdo capazes de influenciar na contribuicéo
relativa de mutacdes funcionais e regulatorias em evolugdo adaptativa: a taxa de ocorréncia de
diferentes mutacdes e o valor adaptativo (fitness) que essa mudanca produz. As taxas de fixagdo
para mutacdes regulatdrias ou funcionais sdo dependentes do alvo (tipo de gene e funcédo) e da
relevancia (contribuicdo) no sentido evolutivo da mutacdo, o qual ira se refletir no nimero de
genes envolvidos e no nimero de sitios nucleotidicos por gene que, se mutado, produzird um
determinado fendtipo e tambem esta correlacionado se o novo fenotipo envolve ganho ou perda

de funcdo (Wessinger & Rauscher, 2012).
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Os fendtipos originados por mutacao de perda de funcdo sdao mais faceis de ocorrer do
que aqueles originados por mutacgéo de ganho de fungéo, devido ao fato de que existem maiores
chances de que, em uma sequéncia codificadora, sitios nucleotidicos, caso sejam mutados,
eliminem a funcéo do gene, do que ocasionem a origem de uma nova funcao. Qualquer efeito
pleiotropico deletério no fitness ira influenciar negativamente a contribuicéo relativa de uma
mutacéo para adaptacéo (Wessinger & Rauscher, 2012). Entdo, uma nova mutacgdo que produza

um fendtipo “vantajoso” e que aumente o fitness serd mais facilmente fixada.

Entender as origens das mutacdes e adaptacOes em diversos caracteres parece ser bem
desafiador, devido ao fato de que, para entender qual a contribuicdo das mutagdes regulatorias
ou funcionais para um novo carater, € necessario que se tenha dados de estudos genéticos de
mudancas envolvidas em multiplas ocorréncias evolutivas de caracteres individuais. Porém,
para o carater transi¢do de cor, esse estudo se torna mais facil, visto que diversos exemplos de
divergéncia em cor entre espécies proximamente relacionadas ja foram observados em
diferentes géneros e familias de plantas. Além de que, a via de formacdo e a estrutura do
principal pigmento floral (antocianina) ja foram extensivamente caracterizadas geneticamente
e apresentam estrutura bastante conservada entre as angiospermas, devido ao fato de que a rota
de sintese de antocianinas consiste em, relativamente, poucas enzimas codificadoras de genes
e genes regulatorios. A metodologia de busca por genes candidatos, no intuito de desvendar as
bases genéticas para a divergéncia de cor em espécies proximamente relacionadas, tem sido

bem sucedida (Wessinger & Rauscher, 2012).

Considera-se que o carater ancestral da cor das flores é serem pigmentadas
(azul/magenta) e como novos fen6tipos adquiridos, via mutacdo, flores brancas e vermelhas
foram derivadas. A transicdo de cor mais comum entre as angiospermas € observada, via perda
de pigmentacdo, na auséncia de antocianinas, o que origina flores de cores branca ou amarelada.
Aliado a transicao de cor do carater ancestral para o derivado, frequentemente, observa-se uma
mudanca do tipo de polinizador. No caso de flores azul/magenta para branca, o polinizador
tende a mudar de abelhas para mariposas ou morcegos. Teoricamente, a mudanca de flores
pigmentadas para flores brancas pode envolver qualquer mutagcdo que bloqueie um ou mais
passos da rota de formagao das antocianinas, as quais incluem: 1- mutacdo de perda de funcéo
em qualquer parte da rota de sintese do pigmento; 2- mutages cis-regulatorias que reduzam ou
eliminem a fungdo de qualquer enzima envolvida na rota de sintese das antocianinas; 3-
mutacao de perda de funcdo em qualquer um dos trés dominios proteicos (MYB-R2R3, bHLH

e WDR) que regulam a expresséo de enzimas codificadoras; 4- mutagdes cis-regulatérias que
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eliminem a funcdo de qualquer um dos reguladores proteicos (MYB-R2R3, bHLH e WDR)
(Wessinger & Rauscher, 2012).

A caracterizacdo de mutacdo espontdnea em flores brancas ja foi identificada em
diversas espécies como, por exemplo, em Petunia, Anthirrhinum e Ipomea. Nessas espécies,
observou-se que a frequéncia de ocorréncia de mutacGes funcionais e regulatorias é
aproximadamente equivalente. Porém, em populacdes naturais, nas quais se observou a fixagdo
evolutiva para o carater de flores brancas, todas envolvem a inativacdo de fatores de transcricao
da rota de sintese das antocianinas (Streisfeld & Rauscher, 2010). Isso indica que mutac¢des que
afetam proteinas regulatdrias (fatores de transcri¢do) séo, preferencialmente, fixadas nos casos
de adaptacdo por perda de pigmentacdo. Na maioria dos casos observados as mutacdes fixadas
por selecdo natural inativaram o fator de transcricdo floral MYB-R2R3. Esse padréo pode ser
explicado devido a diferenca de acdo desses genes e a magnitude de efeito dos mesmos. As
enzimas e proteinas regulatorias presentes na rota de sintese das antocianinas também estéo
envolvidas na producdo de flavonoides, que exercem importantes funcGes nos tecidos
vegetativos da planta (b0HLH, WDR). Portanto, uma mutacgéo que inative proteinas que também
atuem em outras funcgdes dificilmente sera fixada, pois elas possuem grande efeito pleiotropico
deletério no fitness da planta. Por exemplo, mutacdes em genes ANS em Phlox drumondii e
CHS em Ipomea purpurea reduziram substancialmente a fecundidade e a sobrevivéncia dessas
espécies. Ja as mutacdes que inativem, por exemplo, proteinas do tipo MYB-R2R3, que atuam
como reguladoras, irdo eliminar apenas a producdo de antocianinas em um tecido especifico,
ndo afetando outros tecidos e fungdes da planta, sendo, portanto, mais faceis de serem fixadas
por selecdo, visto que ndo ocasionariam grandes efeitos negativos para a planta. Por exemplo,
em |. purpurea, ocorrendo uma mutacdo na proteina do tipo MYB-R2R3, nenhum efeito

pleitropico deletério foi observado (Rauscher & Fry, 2003).

No caso da transicdo de cor de flores, de azul/magenta para vermelha, a qual também
envolve, frequentemente, a mudanca de polinizador de abelhas para beija-flores, é
acompanhada de adaptacdes florais que favorecem a polinizagdo por passaros (Rauscher, 2008).
A mudanca de cor de flores de azul/magenta para vermelho, geralmente, envolve mudanca na
classe de antocianinas produzidas. A maioria dessas mutagdes, que originam a nova cor da flor,
parece ocorrer via mutacdo de funcdo em sequéncias codificadoras responsaveis por originar
tipos especificos de antocianinas como, por exemplo, em F3’5’H. Mutagdes em F3’5'H
impedem a formacdo de antocianinas do tipo delfinidinas e mudam o fluxo para a produgéo

predominante de antocianinas vermelhas. Porém, nos casos em que o carater ancestral da cor
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da flor é devido a producdo de cianidinas, a transicdo para a cor vermelha ocorre através de
donwregulation do gene F3’H, que ocasiona uma mudanca de producdo de antocianinas para
pelargonidina, via mutacdo cis-regulatoria (Des Marais & Rauscher, 2010). Poreém, a inativacéo
de F3’H acarreta um custo muito elevado para a planta, visto que esse gene é responsavel pela

producdo de flavonoides em outros tecidos da mesma.

Em suma, a adaptacdo para diferentes cores de flores pode envolver tanto mutagdes
regulatdrias quanto funcionais, dependendo do tipo de mudanca de cor e da posicao que 0 gene
ou a proteina ocupa na rota de sintese. A transicao de cor que origina flores brancas e amarelas
envolve mudancas regulatorias mediadas, principalmente, nos fatores de transcri¢do do tipo
MY B-R2R3, enquanto que mutacdes de azul/magenta para vermelho envolvem tanto mutagdes
funcionais como mutacéo cis-regulatoria, dependendo do modo como a cor do carater ancestral

foi adquirida.

Diante desse cenario, um dos principais objetivos deste trabalho foi buscar a
identificacdo dos genes responsaveis pela diferenca de cor das flores em duas espécies
proximamente relacionadas do género Calibrachoa, visto que 0 mesmo possui duas espécies
com sindromes florais contrastantes e que sdo proximamente relacionadas na filogenia: C.
parviflora e C. pygmaea. Estas espécies podem servir como bons modelos para esse tipo de
estudo, bem como comparar caracteres florais e sindromes de polinizagdo com o género

proximamente relacionado Petunia.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Identificar genes candidatos responsaveis pela diferenga na cor das flores em espécies
proximamente relacionadas no género Calibrachoa, especificamente nas espécies de C.
pygmaea (flores brancas) e C. parviflora (flores magentas), bem como caracterizar o tipo de
mutacao envolvido no processo de transigdo de cor entre essas espécies, via analise de hibridos
além de buscar entender como o padrdo de diferenca de pigmentacdo evoluiu nessas duas

espécies que apresentam distintas sindromes de polinizacao.

Objetivos especificos

e Caracterizar e comparar o papel do gene AN2 em espécies de Calibrachoa e Petunia

e Relacionar as caracteristicas florais com a sindrome de polinizagdo em Calibrachoa
parviflora e C. pygmaea, comparadas com espéecies do género proximamente

relacionado Petunia

e Identificar as classes dos pigmentos envolvidos na producdo da cor das flores em

Calibrachoa parviflora e C. pygmaea.

e Identificar e caracterizar os compostos organicos volateis de fragrancia emitidos pelas
flores de C. pygmaea, 0s quais desempenham papel importante na atragdo do
polinizador

e Obter dados de transcriptoma para espécies naturais de Calibrachoa (C. pygmaea e C.
parviflora) e do hibrido originado de cruzamento artificial entre estas duas espécies
(Calibrachoa F1).
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CAPITULO IV

CONSIDERACOES FINAIS

O trabalho de tese aqui apresentado teve como um dos resultados principais a
identificacdo e a analise dos genes envolvidos com a diferenca de pigmentagdo da cor da flor
em duas espécies proximamente relacionadas do género Calibrachoa, especificamente, duas
especies silvestres: C. parviflora e C. pygmaea. A identificacdo e quantificacdo de niveis de
expressdo diferencial de genes envolvidos com a producéo de cor da flor entre as duas espécies
contribuiu para estabelecer as primeiras relagdes entre estes genes e processos de diversificagéo,
no género Calibrachoa. Devido ao fato de que observam-se varios casos em que a diferenca da
cor da flor, frequentemente, se relaciona com a transi¢cdo dos polinizadores, o0 que leva a um
isolamento reprodutivo e, em Ultima instancia, a especiacdo. Portanto a primeira identificacdo
destes genes que apresentam diferentes padrdes de expressdo nas duas espécies nos permitira
em um futuro proximo sugerir estes genes como genes envolvidos em processos de
diversificacdo em Calibrachoa. Estas duas espécies de Calibrachoa sdo proximamente
relacionadas filogeneticamente e apresentam sindrome floral contrastante em que C. parviflora
possui flores de cor rosa, com caracteristicas adaptadas para serem polinizadas por abelhas e C.
pygmaea apresenta flores brancas, adaptadas para serem polinizadas por mariposas.

Ate o presente momento, de acordo com nosso conhecimento, nenhum outro trabalho
havia investigado e caracterizado 0s genes envolvidos na diferenca de cor das pétalas nessas
duas espécies do género; bem como nenhum outro trabalho tinha identificado e reportado os
tipos e classes de pigmentos responsaveis pela pigmentacdo das flores destas espécies. Além
do que, nada se sabia sobre a identificacdo e caracterizacdo dos compostos responsaveis pela
emissdo de fragrancia floral em C. pygmaea. Este foi o primeiro trabalho que identificou e

caracterizou, detalhadamente, esses aspectos em espécies nativas do género Calibrachoa.

Um trabalho, bastante interessante, que realizou a classificacdo e a taxonomia do género
Calibrachoa e que foi a base deste trabalho foi desenvolvido por Fregonezi et al. (2012). Nesse
estudo, C. pygmaea e C. parviflora foram classificadas em um subgrupo isolado no género
Calibrachoa, devido as caracteristicas peculiares presentes e restritas a estas especies, que as

diferenciam das demais espécies do género. O referido achado nos instigou a realizar uma
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analise mais profunda dessas duas espécies e serviu como um ponto de partida para o inicio
deste trabalho de tese. Ademais, adiciona-se o fato de que o género Calibrachoa encontra-se
proximamente relacionado ao género Petunia, do qual se tem uma grande quantidade de
informacdo sobre genes relacionados a atracdo de polinizadores e uma extensa bibliografia
sobre os aspectos moleculares e evolutivos (Vandenbussche et al., 2016) principalmente
desenvolvidos com a espécie comercial, mundialmente conhecida, petunias-de-jardim, devido
a sua importancia no mercado de plantas ornamentais, e com uma grande quantidade de
trabalhos conduzidos também com as espécies nativas de Petunia nestes topicos (Quattrocchio
et al., 1998; 1999; 2006; Ando et al., 2000; 2005; Hoballah et al., 2005, 2007; Lorenz-Lemke
et al., 2006; 2010; Turchetto et al., 2014; Reck-Kortman et al., 2014; Sheehan et al., 2016;
entre muitos outros). No passado, as espécies de Calibrachoa e Petunia eram agrupadas em um
unico género devido a grande quantidade de caracteres que elas compartilham, tanto do ponto
de vista ecoldgico como evolutivo e muitos dos processos observados em Petunia também

ocorrem em Calibrachoa (Fregonezi et al., 2013; Barros et al., 2015).

Em relacdo ao aspecto molecular, as rotas metabdlicas e 0s genes responsaveis por
determinadas caracteristicas, principalmente relacionadas as estruturas florais, tém sido
analisados e descritos em Petunia, como por exemplo, a caracterizacdo do gene AN2,
responsavel pela diferenca de cor das flores entre as espécies P. integrifolia e P. axillaris
(Quattrocchio et al., 1999; Hoballah et al., 2007) e a identificagdo dos pigmentos (antocianinas)
responsaveis pela cor das flores (Ando et al., 1999; Spelt et al., 2000), como também a
identificacdo dos compostos responsaveis pela emissdo de esséncia floral (Oyama-Okubo et al.,
2005; Spitzer-Rimon et al., 2010: Coulquhon et al., 2010). Esses estudos serviram de base para
0s estudos realizados aqui em Calibrachoa, visto que no género Calibrachoa, nenhum estudo

tinha sido realizado nestes aspectos anteriormente.

Um importante resultado obtido neste trabalho de tese foi a caracterizacdo do gene AN2
em Calibrachoa. Nossa primeira hipétese sugeria a evolugédo paralela da funcdo desse gene em
C. parviflora e C. pygmaea comparados com o que se observa entre Petunia integrifolia e P.
axillaris, em que a espécie de cor de flores brancas (P. axillaris) possui 0 gene AN2 né&o-
funcional, devido a mutagdes sem sentido que resultam em stop codon prematuro na regido
codificadora deste gene. Considerando a hipdtese de evolucao paralela esperariamos encontrar
esse gene sendo inativo em C. pygmaea e funcional em C. parviflora. Porém, nossos resultados

ndo confirmam esta hipotese. Nossos dados mostraram que, em Calibrachoa, o gene AN2
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encontra-se ativo e presumivelmente funcional, independentemente da cor das flores das
espécies analisadas e, embora esse gene seja importante e necessario para a sintese de
pigmentos (antocianinas), ele ndo é o responsavel pela diferenca de cor das pétalas entre as

espécies de Calibrachoa (Capitulo I1).

A anélise do gene AN2 e os resultados obtidos nos levaram a uma investigacdo mais
detalhada na busca da identificacdo de genes que contribuem para a diferenca observada na cor
das flores entre as duas espécies, via analise de transcriptoma (RNAseq) gerada para ambas as

espécies de Calibrachoa.

O transcriptoma de cada uma das especies foi obtido usando As reads foram montadas
em transcriptoma utilizando, o genoma de Petunia axillaris v6.2 (Bombarely et al., 2016) como
referéncia, posteriormente as reads foram re-mapeameadas e foi obtido uma cobertura de 82 -
85 % das reads mapeadas para o transcriptoma de C. parviflora e C. pygmaea, respectivamente.
O uso dessa metodologia (mapeamento via genoma guiado) nos proporcionou melhores
resultados do que pelo método de novo assembly (Metodologia descrita mais detalhadamente
no Capitulo | dessa tese, se¢édo 7). A anotacdo funcional dos genes foi realizada e todos os genes
conhecidos como envolvidos na producdo de flavonois e pigmentos antocianinas foram
analisados (Capitulo I1). Bem como uma primeira analise de como se apresenta os niveis de
expressao dos genes iniciais da rota de biossintese de carotenoides e 0s genes responsaveis pela

emisséo de esséncia floral em Calibrachoa parviflora e C. pygmaea (Apéndice Al, A3).

Um dos objetivos deste estudo foi analisar o carater cor das flores e um dos
questionamentos deste trabalho refere-se ao que faz com que as cores das flores dessas duas
espécies sejam diferentes. A analise dos genes da rota da sintese de flavonoides e antocianinas
nos mostrou que o0s genes responsaveis pela producao de flavondis sdo expressos em maior
quantidade em C. pygmaea. Ja 0s genes responsaveis pela producdo das coloridas antocianinas
mostraram maiores niveis de expressdao em C. parviflora e, embora a cor das flores destas
espécies seja bastante contrastante, a expressdo dos genes estruturais iniciais da rota de
biossintese das antocianinas (genes gerais — rota dos fenilpropanoides), ndo apresenta grandes
diferencas. Isso ocorre, provavelmente, devido ao fato de que esses genes podem também atuar
na producdo de pigmentos em outros tecidos vegetativos, bem como na coloragdo das sementes
da planta (Bliek et al., 2016), aliado ao fato de que, embora em menor quantidade, C. pygmaea

também sintetiza antocianinas.
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Os resultados observados estdo de acordo com o fenotipo de cada espécie. Em C.
parviflora observou-se maior quantidade de antocianinas e, portanto, flores mais pigmentadas.
Ja C. pygmaea produziu maiores quantidades de flavonois e, devido a competicdo pelo mesmo
substrato para a formagao dos dois produtos, flavonois e antocianinas, espéecies que produzem
maior quantidade de flavonoéis tendem a produzir menos antocianinas e, por esse motivo,
apresentam-se muito menos pigmentadas. O que também contribui para a diferenca na
pigmentacdo floral entre as duas espécies esta na baixa expressao e downregulation dos genes
biossintéticos, principalmente os genes localizados nos passos finais da rota de sintese de
antocianinas em C. pygmaea como detalhado no Capitulo Il dessa tese. Sabe-se que casos em
que as diferencas em pigmentacéo via producdo de antocianinas sao causadas por alteracao no
nivel de expressao desses genes e também envolvem mudancas na quantidade de transcriptos
(Koes et al., 2005; Quattrocchio et al., 2006). Esse panorama foi observado em nossas analises
de expressdo diferencial dos genes, em que todos os genes que levam a producdo de
antocianinas sao encontrados em baixa expressdo em C. pygmaea comparados com C.

parviflora, o que entdo reduz a pigmentacéo das flores em C. pygmaea.

Os experimentos de quantificacdo de antocianinas e flavondis presentes nessas espécies
corroboraram os resultados dos niveis de expressdo dos genes responsaveis pela sintese de cada
um desses produtos. Foi observada uma maior quantidade de antocianinas em C. parviflora
composta por uma mistura de malvidina e petunidina, o que contribui para o tom de cor rosa
observado nas flores desta espécie, além de mostrar que, de fato, esta espécie possui 0s genes
responsaveis pela metilagdo 3’5’ AMT. Enquanto que os resultados de C. pygmaea mostraram
baixa sintese de antocianinas, consistindo quase que exclusivamente de petunidina, o que
sugere falha dos genes responsaveis pela metilagdo 3°5’AMT (MF genes) nesta espécie. Em
relacdo a producédo de flavondis, C. pygmaea sintetiza enormes quantidades quando comparada
com C. parviflora e em ambas as espécies observa-se a producdo de flavondis kaempferol e

quercetina.

As maiores diferengas encontradas entre os genes analisados envolvidos na sintese de
antocianinas, quando as duas espécies sdo comparadas, além da quantidade de produto
produzida, estd no gene responsavel pelo transporte das antocianinas para o vacuolo, onde as
antocianinas séo estocadas, o gene AN9. Em C. pygmaea, esse gene encontra-se downregulated
e com niveis de expressdo baixos (5x menores niveis de expressao quando comparado com C.

parviflora), sugerindo que pode haver um defeito nesse gene (transportador), o que contribui
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efetivamente para uma menor pigmentacao na espécie, como observado em mutantes an9 de
Petunia (Alfenito et al., 1998). Outra grande diferenca observada foi em relacdo aos genes
responsaveis pela acidificacdo do vacutolo (genes do PH: PH1, PH4, PH5), os quais mostraram
estarem downregulated e também apresentaram baixos niveis de expressdo em C. pygmaea, por
exemplo o gene PH5 apresentou as maiores diferencas nos niveis de expressdo, 19x menores
niveis de expressdo comparados a C. parviflora. Estudos anteriores em Petunia demonstraram
que esses genes estdo diretamente relacionados com a cor das flores e que baixa expressao ou
mutacdes nestes genes acarretam em flores de fen6tipos com uma baixa pigmentacéo (Verweij
et al., 2008; Faraco et al., 2014). Diante dessas observacdes, nds podemos entdo sugerir que 0s
genes AN9 e PH (especialmente PH5) sdo provaveis candidatos responsaveis pela diferenca em

pigmentacdo encontrada entre as espécies de C. parviflora e C. pygmaea.

Medidas de pH nessas espécies corroboraram nossa sugestdo de genes do PH como
responsaveis pela cor das flores, como ja foi reportado em estudos anteriores (Verweij et al.,
2008; Faraco et al., 2014) e discutido no capitulo Il desta tese. Entretanto, para a comprovacao
final do papel desses genes na cor das flores de C. pygmaea, serdo necessarios trabalhos futuros
que realizem experimentos de transformacéo e testes de complementariedade. Experimentos
com 0s genes responsaveis pela perda de pigmentacdo em C. pygmaea, via mutacdo e knock
out em C. parviflora, e experimentos de edicdo de genes usando, por exemplo, RNAI ou
CRISPR/Cas9 como estratégias metodoldgicas, bem como super-expressdo dos genes
candidatos em C. pygmaea e observacdo do fendtipo obtido, comprovariam o papel desses
genes na cor das pétalas das espécies. A obtencdo de uma geracao de plantas F2 também seria
importante para a observacao do fen6tipo e do comportamento dos genes relacionados a cor
nessa geracdo. Finalmente, quando for possivel comprovar quantos e quais Sd0 0S genes
responsaveis pela diferenca de cor, esses genes poderdo, entdo, ser sugeridos como genes
responsaveis pela diversificacdo entre as espécies de C. parviflora e C. pygmaea dirigida por

adaptacdo a diferentes polinizadores.

No Capitulo | desta tese, um dos pontos citados aborda o fato de que fatores de
transcricdo do tipo MYB-R2R3, especificamente do subgrupo 6, serem frequentemente
envolvidos em processos de transicdo de cor (pigmentadas - ndo pigmentadas) entre espécies
proximamente relacionadas, principalmente via mutacdes na regido codificadora ou cis-
regulatoria nesses fatores de transcricdo (Rauscher, 2008; Wessinger & Rauscher, 2012;

Streisfeld & Sobel, 2013), devido ao fato de que mutagdes de perda de funcdo nessa regiéo
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seriam mais restritas a determinados érgdos e ndo acarretariam grandes efeitos pleiotropicos
para a planta. Considerando que, em Calibrachoa, o carater ancestral seria flores pigmentadas
e o carater derivado seria flores ndo pigmentadas (Fregonezi et al., 2012), uma das hipoteses
seria encontrar um dos fatores de transcricdo mutados em C. pygmaea, como por exemplo um
dos genes AN2, AN4, DPL/MYBB ou PHZ. Porém, os nossos resultados ndo apontaram

mutacdes nestes especificos fatores de transcricdo do tipo MYB-R2R3.

A analise de expressao alélica especifica no hibrido artificial Calibrachoa F1, dos genes
que apresentaram maiores diferencas nos niveis de expressao AN9 e PH5, mostraram que
elementos do tipo trans sdo mais provaveis de estarem atuando na regulacdo da expressdo
desses genes.Devido ao fato de que na geracdo F1 a expressdo desses dois genes apresentou
niveis quase que equivalentes de contribuicdo alélica dos parentais, 0 que demonstra que o
promotor desses genes encontra-se ativo, porem um fator de transcri¢do no parental, neste caso
C. pygmaea, encontra-se inativo ou defectivo. O que contribui para a baixa expressdo desses

genes nesta espécie.

Casos em que elementos do tipo cis sdo observados, o nivel de expressdo de um gene
no hibrido apresenta niveis semelhantes ao observado no mesmo gene entre os parentais, com
a contribuicdo alélica de um dos parentais sendo muito mais efetiva. Esse padrdo nédo foi
observado nesses entre C. pygmaea e C. parviflora (Capitulo I111). Esses resultados sugerem que
mutacdes em fatores de transcricdo ainda ndo identificado contribuem para a diferenca de
expressao desses dois genes, e por conseguinte contribuem para a diferenca de cor das flores

observada entre as duas espécies de Calibrachoa.

Diferencas de expressao genica regulada por fatores atuando em trans foram observados
em Mimulus aurantiacus. Streisfeld & Rauscher (2009) observaram que flores de diferentes
populacbes da mesma espécie apresentam diferencas de cor devido a downregulation dos genes
estruturais da rota de sintese de antocianinas, F3H, DFR e ANS. Posteriormente, Streisfeld et
al. (2013) identificaram um fator de transcricdo do tipo MYB-R2R3, regulador dos genes
estruturais, como sendo um importante fator determinante para a diferenca de pigmentacédo

floral em populagdes desta espécie

Outros exemplos encontrados na literatura mostram mutagcdes em genes estruturais
associados a mudanca de cor e a producdo de diferentes pigmentos entre espécies. Como
exemplo, em Ipomea purpura, mutagdo no gene CHS é responsavel pela cor das flores nesta
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espécie (Coberly & Rauscher, 2003; Fehr & Rauscher, 2004). J& em lochroma, mutaces nos
genes DFR e CYP75 foram observadas como responsaveis pela diferenca de antocianinas

produzidas entre 1. gesnerioides e I. cyaneum (Smith et al., 2008; Smith & Rauscher, 2011).

Embora ainda ndo identificado, nossos resultados indicam ainda o envolvimento de
fatores de transcricdo regulando a expressdo dos genes aqui analisados e influenciando na
diferenca de cor das flores nestas duas espécies de Calibrachoa.

Aliado aos resultados de expresséo diferenciada dos genes, as anélises de identificacdo
e quantificacdo dos tipos de pigmentos sintetizados pelas espécies também contribuiram para
um melhor entendimento de como se da a pigmentacdo nessas espécies de Calibrachoa. Um
fato novo, descoberto nesse estudo, foi a identificacdo da producdo de pigmentos florais do tipo
carotenoides em espécies nativas de Calibrachoa, principalmente dos tipos f-caroteno e luteina
(Capitulo I1). Esse tipo de pigmento nédo € produzido nas flores das espécies de Petunia. Embora
a quantidade de carotenoides sintetizado em C. parviflora ndo seja tdo expressiva, em C.
pygmaea a presenca de carotenoides foi um pouco mais evidenciada e também apresenta uma
contribuicdo para a cor das pétalas desta espécie. Entretanto, comparando os niveis de sintese
de ambos os pigmentos, 0s niveis de antocianinas e flavonéis foram muito mais altos do que o0s
niveis de carotenoides. Futuros estudos de analises de carotenoides em outras espécies do
género Calibrachoa seriam bastante interessantes, especialmente na espécie do género que
apresenta cor de flores laranja/avermelhadas, C. sendtneriana, nesta espécie, conforme
observado neste trabalho de tese, ja sabemos que produz tanto antocianinas quanto
carotenoides, provavelmente originando flores de tom alaranjado, a caracterizacdo dos genes
envolvidos na pigmentacao floral, desta espécie seria bastante interessante, aliado ao fato de
que esta espécie é polinizada por passaros, seria mais um exemplo de relagéo cor da flor versus
polinizador (Schemske & Bradshaw, 1999; Ng & Smith, 2016) . Neste trabalho de tese, nds
observamos que a composicdo de carotenoides entre as espécies Calibrachoa pygmaea e C.
parviflora se diferenciam, C. parviflora possui maior quantidade de carotenoide do tipo luteina,
enquanto que C. pygmaea possui maior quantidade de carotenoide do tipo B-caroteno. Essa
diferenga na composi¢do de carotenoides ja havia sido reportada em outros estudos, em que
espécies proximamente relacionadas apresentam diferengas em composi¢do, intensidade e
padrdo de pigmentacdo (Bradshaw & Schemske, 2003; Yamamizo et al., 2010). Essa
diversidade ¢ atribuida ao fato de que carotenoides em flores ndo sdo essenciais para a planta

e, entdo, estariam submetidos a diferentes processos regulatérios. A diversidade de
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pigmentacdo via carotenoides em flores e frutos é determinada principalmente pela expressdo
diferencial de genes da biossintese destes pigmentos e regulada em nivel de transcricdo (Moehs
etal., 2001; Yamamizo et al., 2010). Devido a essas caracteristicas, estudos de identificacdo de
genes e quantificacdo da composicdo de carotenoides em espécies de Calibrachoa seriam
importantes para comparacdo em espécies que possuem diferentes cores de flores e poderia
levar a proposicdo de um gene relacionado aos processos de diversificacdo do género baseado
na producdo de carotenoides, além dos genes ja identificados envolvidos na producdo das
antocianinas. Uma primeira identificacdo de como se da a expressao dos genes iniciais da rota
de sintese dos carotenoides em Calibrachoa pygmaea e C. parviflora foi realizada, porém
futuros estudos mais detalhados envolvendo todos os genes responsaveis pela producdo desses

pigmentos florais ainda sdo necessarios (Apéndice Al).

Um ponto a ser discutido aqui, o qual foi exposto no Capitulo | desta tese, esta
relacionado a producéo de flavonois e luz ultravioleta (UV) que, embora ndo seja perceptivel
aos olhos humanos, € de grande importancia para a visualizacao das flores pelos polinizadores,
especialmente insetos. Em geral, as espécies que produzem pouca quantidade de flavonois
apresentam-se UV-reflectante e sdo, frequentemente, associadas a polinizacdo por abelhas. Ja
as espécies que produzem maiores quantidades de flavondis tendem a ser UV-absorbantes e
tém sindrome de polinizacgdo associada as mariposas. Calibrachoa parviflora e C. pygmaea se
encaixam nesta classificacdo, pois as flores de C. parviflora sdo UV-reflectantes e as de C.

pygmaea UV-absorbantes com areas reflectantes (Apéndice A2).

Caracteristicas florais e sua importancia na atracdo do polinizador em Calibrachoa

pygmaea

Um fenémeno bastante interessante, reportado pela primeira vez neste trabalho
(Capitulo I11), consiste na observacao de que C. pygmaea muda a cor das flores durante o dia,
variando a cor das pétalas de brancas para amarelo-claro na parte superior da corola e
purpura/amarronzado na parte inferior da corola ao longo do dia e retornando a cor branca da
corola ao entardecer e permanecendo com as flores brancas durante a noite, até 0 amanhecer.
Neste trabalho, n6s demonstramos que essa mudanca de cor das pétalas € influenciada
positivamente pela presenca de luz, que ativa a producdo de pigmentos florais. Via analise de
espectrometria de massa e liquido cromatografia, foi possivel identificar os pigmentos

envolvidos nesse mecanismo, sendo composto pelas antocianinas e carotenoides. Corroborando
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a hipdtese da influéncia da luz na mudanga da cor das flores, observamos que plantas
submetidas a periodos constantes sem a presenca de luz, ndo séo afetadas pela mudanca de cor
das pétalas. Também observamos que, nas plantas expostas a alta intensidade de luz em
diferentes horas do dia, por exemplo, 3 PM e 6 PM o efeito da mudanca de cor das flores foi
mais visivel e correlacionado com a quantidade de pigmento produzido (Resultados expostos

detalhadamente no Capitulo I11).

Os resultados obtidos neste trabalho (Capitulo I11) abrem perspectivas para um estudo
detalhado sobre como se da a expressdo dos genes carotenoicos (Zhu et al., 2010; Segawa et
al., 2016) em C. pygmaea, usando como ponto inicial os em periodos especificos do dia: 3 PM
e 6 PM, visto que nestes periodos ja foi identificado diferengas em pigmentacao floral. Com os
resultados de expressdo dos genes carotenoicos em C. pygmaea seria possivel identificar quais
genes sdo responsaveis pela coloracao das flores expostas a alta intensidade de luz durante o
dia. Vale salientar que todas as andlises e resultados obtidos no capitulo Il desta tese em C.
pygmaea utilizaram as flores com fendtipo de cor branca, visto que este € o fen6tipo relacionado

com a sindrome de polinizacdo da espécie.

Uma das teorias propostas para explicar a mudanca de cor de flores observadas em C.
pygmaea ao longo o dia, bem como o fechamento do limbo da corola em presenca de luz,
baseia-se no fato de que a espécie é adaptada para a polinizacdo via mariposas e sabe-se que 0s
habitos de forrageio das mariposas sdo noturnos. Entdo, uma das hipoteses seria que C.
pygmaea apresenta a corola fechada durante o dia para evitar que o néctar ja produzido e
estocado nos nectarios seja pilhado por insetos oportunistas, que ndo contribuiriam para a
polinizacdo da espécie. Esse comportamento também reduziria o custo energético de manter as
flores abertas durante o dia e também como protecédo para as flores contra danos causados pela
alta intensidade de luz. Este trabalho de tese abre oportunidades para experimentos de
observacdo em campo do polinizador de C. pygmaea para identificar o tipo especifico de
mariposa, bem como confirmar a hipotese proposta neste trabalho para explicar o fechamento

da corola durante o dia, conforme foi observado nesta espécie.

Calibrachoa pygmaea possui todas as caracteristicas relacionadas a sindrome de
polinizagdo por mariposas, desde a cor das flores (brancas — a partir do entardecer e durante
toda a noite), a producéo de néctar e a emissdo noturna de aroma floral. A emisséo de fragrancia
pelas flores dessa espécie, caracteristica esta que contribui positivamente para a atragdo do
polinizador, foi investigada neste trabalho de tese (Capitulo I11). Através de experimentos de
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GC-MS (Cromatografia de gas acoplada a Espectrometria de Massas), nds conseguimos
identificar os principais compostos volateis emitidos pelas flores de C. pygmaea. Nossos
resultados mostraram que a maioria desses compostos pertence a classe dos
benzenoides/fenilpropanoides e que a emissdo de fragrancia apresenta ritmo controlado,
ocorrendo no periodo noturno. Este fato, novamente, remete-nos aos habitos noturnos de
forrageio do seu polinizador especifico. Os resultados observados neste trabalho foram
semelhantes aos encontrados para P. axillaris (Hoballah et al., 2005), nos quais esta espécie,
também polinizada por mariposas, apresenta emissdo de fragrancia noturna e a maioria dos

compostos organicos volateis também pertencem a classe dos fenilpropanoides/ benzenoides.

Todos os resultados aqui reportados para Calibrachoa pygmaea se relacionam com a
convergéncia de caracteristicas florais observada em diversas espécies e a capacidade de
aprendizado associativo do polinizador especifico. Em que espécies que possuem 0 mesmo tipo
de polinizador apresentam similares caracteristicas florais como a cor das pétalas, emissdo de
aroma floral, producédo de néctar (Schiestl & Johnson, 2013).

Outra abordagem que pode ser realizada em futuros estudos envolvendo a espécie C.
pygmaea seria a identificacdo dos genes responsaveis pela emissdo dos compostos organicos
volateis emitidos por suas flores. Uma estratégia seria analisar, primeiramente, 0s genes ja
conhecidos em Petunia como sendo importantes para a emissao de esséncia em P. axillaris
como, por exemplo, ODOI e EOBII (Verdonk et al., 2005; Spitzer-Rimon et al., 2010; Van
Moerkercke et al., 2011) e 0 mais recentemente caracterizado CNL (Amhad et al., submetido)
e observar como estes genes sdo expressos em C. pygmaea. Para esse tipo de analise, seria
necessaria a geracdo de novos dados de transcriptoma, oriundos de um estagio de
desenvolvimento mais tardio, visto que, diferentemente dos genes relacionados com a producéo
de cor, 0s genes de producdo de aroma sdo expressos em estagios mais avancados do
desenvolvimento floral, quando a flor encontra-se totalmente desenvolvida. No entanto, a
disponibilidade dos dados de transcriptoma aqui gerados (estagios iniciais de desenvolvimento
floral) sdo importantes para finalidades comparativas. Uma inicial comparagédo da expressao
dos genes responsaveis pela emissdo de compostos volateis foi realizada durante este trabalho
de tese, utilizando os dados de transcriptoma aqui gerados e nos da uma clara ideia de que 0s
genes responsaveis pela producdo dos compostos organicos volateis ja identificados via GC-
MS em C. pygmaea apresentam-se ja nos estagios iniciais de desenvolvimento floral, em altos

niveis de expressdo (Apéndice A3). Esses dados também poderéo ser comparados com os dados
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de transcriptoma obtidos para Calibrachoa F1, os hibridos aqui produzidos pelo cruzamento
entre C. pygmaea e C. parviflora, visto que essas plantas, assim como o parental C. pygmaea,

também emitem aroma floral.

Finalmente, uma outra importante contribuicao deste trabalho de tese foi a geracdo de
dados de transcriptoma para ambas as espécies de Calibrachoa, bem como para o hibrido
originado do cruzamento artificial entre as duas especies, Calibrachoa F1. Antes deste trabalho,
ndo havia qualquer informacéo sobre 0s genes nestas espécies. A disponibilidade dos dados de
transcriptoma gerou uma enorme quantidade de informacéo, o que permitird o desenvolvimento
de numerosos estudos utilizando os dados aqui obtidos como, por exemplo, a analise de genes
relacionados a caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas distintivas entre estas duas espécies; a
identificacdo de outros genes da rota de sintese dos carotenoides; genes relacionados a
processos fisioldgicos; a andlise filogenética de diversos genes, entre tantos outros tipos de
abordagens extremamente interessantes e importantes para o entendimento de processos

metabolicos e evolutivos de diversificacdo no género Calibrachoa.
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APENDICE

Apéndice 1. Os niveis de expressao dos genes biossintéticos envolvidos nos passos iniciais

da sintese de carotenoides em Calibrachoa parviflora e C. pygmaea.
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Figura Al: Comparagdo dos niveis de expressdo dos genes estruturais iniciais da sintese de
carotenoides encontrados em C. parviflora e C. pygmaea. NUmeros na vertical correspondem
aos counts para cada um dos genes, sigla de cada gene esta indicada acima de cada grafico;
barra em cor rosa corresponde aos niveis de expressdao em C. parviflora, barra em branco
corresponde a C. pygmaea. Barras em preto correspondem ao desvio padrdo. Os dois primeiros
carotenoides obtidos na via de sintese de carotenoides estdo grafados em quadrados verde e
vermelho, respectivamente. Dados obtidos via andlise de transcriptoma, correspondente aos
estagios de desenvolvimento floral S1-S3, metodologia utilizada: analises de genes
diferencialmente expressos usando DESeq2 (implementado no programa R). Abreviagdes: PSY,
fitoeno sintase; PDS, fitoeno desaturase; Z-1SO, (-caroteno isomerase; ZDS, { —caroteno
desaturase; CRTISO, isomerase; LYCB, licopeno B-ciclase.
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Apéndice 2: Fenotipo das flores de Calibrachoa cor visivel e cor UV.

Figura A2: Calibrachoa parviflora, C. pygmaea, Calibrachoa F1, C. sendtneriana e C.
ovalifolia imagens das flores em cor e luz ultravioleta (UV). C. pygmaea apresenta flores UV
intermediarias, porém mais absorbantes, quando comparadas com C. parviflora, com areas UV
reflectantes, provavelmente devido a producdo de carotenoides. C. parviflora; C. ovalifolia e
Calibrachoa F1 possuem flores UV reflectantes, ja C. sendtneriana apresenta flores UV
absorbantes. Imagens foram obtidas usando camera Nikon 60 mm 2.8D micro lentes. Camera
Nikon D7000 SLR foi convertida para fotografar luz UV através de substituicdo do filtro do
fabricante por um filtro UV especifico que bloqueia luz visivel e infra-vermelho (Advanced
Camera Services Ltd). Uma fonte de luz foi provida pela Metz MZ76 flash, que foi modificado
para produzir UV-A light (320-390 nm; Advanced Camera Services Ltd). As imagens coloridas
foram obtidas usando camera fotografica Panasonic Lumix DMC-TZ10 camera, lentes 35mm
Leica, com configuragdo manual de diafragma e tempo de exposicao.
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Apéndice 3. Os niveis de expressao dos genes envolvidos na producéo de esséncia floral
em Calibrachoa parviflora e C. pygmaea
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Figura A3: Comparacdo dos diferentes niveis de expressdo dos genes conhecidos na literatura
(Petunia) envolvidos com a emissdo de esséncia floral encontrados em C. parviflora e C.
pygmaea. NUmeros na vertical correspondem aos counts obtidos para cada um dos genes, sigla
de cada gene esta indicada acima de cada grafico; barra em cor rosa corresponde aos niveis de
expressdao em C. parviflora, barra em branco corresponde a C. pygmaea. Barras em preto
correspondem ao desvio padrdo. Nome dos compostos organicos volateis de esséncia
(produtos) grafados em azul. Setas indicam a direcdo da via de sintese dos produtos. Dados
obtidos via andlise de transcriptoma, correspondente aos estagios de desenvolvimento floral S1-
S3, metodologia utilizada: anélises de genes diferencialmente expressos usando DESeq?2
(implementado no programa R). Abreviaturas: 4CL, 4-cumaril CoA-ligase; ADT, arogenate
dehidratase; BALDH, benzaldeido dehidrogenase; BSMT, S-adenosil-L-metionina acido
benzoico/ carboxil &cido salicilico metiltransferase; BPBT, benzil-CoA: alcool benzil /2-fenil
etanol benziltransferase; C4H, cinamato 4-hidroxilase; CFAT, coniferil alcool aciltransferase;
CHD, cinamoil-CoA hidratase- desidrogenase; CM corismato mutase; CNL, cinamato CoA-
ligase; DAHPS, 3-deoxi-D-arabino-heptulosonate-7-fosfato sintase; EGS, eugenol sintase;
EPSPS, 5-enolpiruvil chiquimato-3-fosfato sintase; IGS, isoeugenol sintase; KAT1, 3- cetoacil-
CoA tiolase; PAAS, fenilacetaldeido sintase; PAL, fenilalanina aménia liase
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