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RESUMO

Os sinais florais, como odor, cor e forma, medeiam a complexa comunicagdo entre flor e
polinizadores. Estas caracteristicas, associadas aos sistemas de recompensa como néctar e
polen, sdo estratégias desenvolvidas por estes organismos sésseis para garantir a atracao,
visitacdo e retorno dos polinizadores e, desta forma, sua reproducdo. Grupos funcionais de
polinizadores, muitas vezes, sdo atraidos por sinais especificos, porém também podem associar
a presenca de recompensas a novas caracteristicas, possibilitando o fluxo génico entre espécies.
O género Nicotiana ¢ um modelo usado para o estudo das contribuicbes de eventos de
hibridacdo como motor de diversificacao, e suas flores de forma e cor variados estabelecem
diversas relacdes com grupos de polinizadores diferentes. O Capitulo | deste trabalho se prop6s
a criar um banco de dados de sinais olfativos florais que esquematiza o conhecimento atual
sobre compostos organicos volateis, do inglés volatile organic compounds (VOCSs) no género
Nicotiana. NGs encontramos que, a0 passo que as emissGes diurnas e noturnas se mostram
correlacionados com os sistemas de polinizacdo das espécies, as relagdes filogenéticas também
tém influéncia no fenotipo de espécies intimamente correlacionadas. Porém, ressaltamos que o
conhecimento sobre VOCs florais em Nicotiana ainda é muito restrito a expressdes genéticas
inatas, que ndo espelham a realidade ecoldgica encontrada em ambientes naturais. No capitulo
Il realizamos um estudo de caso em uma populacdo possivelmente hibrida de Nicotiana alata
e Nicotiana forgetiana que confirma a necessidade de mais estudos que levem o peso das
variacdes ambientais no estudo dos sinais florais do género. As espécies citadas estabelecem
relacbes com diferentes polinizadores, porém a populacdo natural encontrada além de
performar caracteristicas morfolégicas e de coloracdo intermediarias entre os parentais, exibiu
padrGes de segregacdo de caracteristicas na prole cultivada. Tomados em conjunto, 0S
resultados da dissertacdo trazem informacgdes relevantes para compreender 0S pProcessos
relacionados com a diversificacdo de espécies no género, bem como o papel dos polinizadores

em dado processo.

Palavras-chave: Evolugéo, Hibridacdo, Morfologia floral, Odor floral, Interacéo planta-
polinizador.



ABSTRACT

Floral signals, such as odor, color, and shape, mediate the complex communication between
flowers and pollinators. These characteristics, associated with reward systems such as nectar
and pollen, are strategies developed by these sessile organisms to ensure the attraction,
visitation, and pollinator’s constancy, thus, their effective reproduction. Specific floral signals
often are related to some functional pollinator groups; however, these pollinators also can learn
and associate not specific traits to the presence of rewards, thus enabling gene flow between
species. The genus Nicotiana is a model used to study the contributions of hybridization events
as a drive for species diversification, and its flowers vary in shape and color and establish
different pollination relationships. Chapter | of this work proposed to create a floral olfactory
signals database that outlines the current knowledge about floral volatile organic compounds
(VOCs) for the genus. We found that while diurnal and nocturnal emissions are correlated with
species pollination systems, phylogenetic relationships also influence the phenotype of closely
correlated species. However, it was observed that knowledge about floral VOCs in Nicotiana
is still very restricted to innate genetic expressions, which do not reflect the ecological reality
of natural environments and intraspecific variation. In chapter Il we conducted a case study in
a hybrid population of Nicotiana alata and Nicotiana forgetiana confirming the need for more
studies that consider environmental variations in the study of floral signals. The mentioned
species establish relationships with different pollinators. However, the natural hybrid
population displayed intermediate morphological and color characteristics between the parental
species and exhibited patterns of segregation of characteristics in the cultivated offspring.
Taken together, the results of this work provide relevant information to understand the
processes related to the diversification of species in the genus.

Keywords: Evolution, Hybridization, Floral Morphology, Floral odor, Plant-pollinator
Interaction.



1. INTRODUCAO
1.1. Diversidade floral e polinizadores

Como organismos sésseis, plantas necessitam construir estratégias para garantir sua
reproducdo, facilitando a transferéncia direcionada de gametas. Uma das estratégias
desenvolvidas ao longo do tempo foi a relagédo intrinseca entre flor e animais polinizadores,
aproveitando os animais como intermediarios na troca de gametas. Esses visitantes florais sao
pagos por seus servicos, geralmente por meio de néctar agucarado ou polen excedente. As
plantas anunciam essas recompensas com exibigdes vistosas para ajudar os polinizadores a
encontra-las (Faegri & Van Der Pjil, 1971; Chittka & Raine, 2006; Schiestl & Johnson, 2013).
As diversas caracteristicas florais como cor, odor, morfologia e caracteristicas do néctar muitas
vezes sdo o resultado da selecdo natural para atrair e garantir o retorno do mesmo grupo de
polinizadores, tornando sua reproducdo mais eficiente (Shaefer, Shaefer & Laevey, 2004;
Chittka & Thomson, 2001; Chittka & Raine, 2006).

A morfologia floral é regulada pelos genes do desenvolvimento, e entre eles o sistema
de genes ABC, que controla o desenvolvimento e forma do tecido floral (Irish, 2017). A forma
e tamanho dos o6rgdos florais influencia diretamente a percepc¢éo, disponibilidade fisica de
recursos e plataforma de pouso para polinizadores (Silberbauer-Gottsberger et al., 2003; Agosta
& Janzen, 2005; Cronk & Ojeda, 2008). Desta forma, eventos gendémicos podem influenciar o
referido sistema ABC, como eventos de hibridacdo e duplicacdo completa gendmica,
modificando assim a forma com a qual a flor sinaliza para possiveis visitantes (Irish, 2017,
Chase, Paun & Fay, 2010; Porturas et al., 2019).

Cores e odores florais também tem papel importante como sinais para polinizadores
(Goulson, 1999; Raguso & Willis, 2002). Os metabodlitos secundarios, como flavonoides,
terpenos, derivados de &cido graxo e cetonas, entre outros fazem parte da arvore variada de
compostos que fazem o intermédio da comunicacéo planta-polinizador (Maffei, 2010; Samanta,
Das, & Das, 2001) (Fig. 1).
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Figura 1: Rotas biossintéticas e compostos secundarios. Nomes das rotas em circulos verdes,
classes de pigmentos em caixas rosas e classes de VOCs em caixas azuis. MEP: rota do
Metileritrol fosfato, MVVA: rota do Mevanolato, MaCoa: rota do Malonyl-CoA, Chg: rota do
Chiquimato. 1: Limoneno, 2: B-farneseno, 3: Quercitina, 4: Esqueleto estrutural de
Antocianinas, 5: Metil Salicilato. (Maffei, 2010; Agati et al., 2013; Wayuninsh et al., 2016).

Os compostos organicos volateis (do inglés VOCs) sdo uma mistura complexa de
compostos secundarios derivados de diferentes rotas biossintéticas (por exemplo, via
metileritrol fosfato — MEP —, via do mevanolato — MVA —, via do chiquimato). Os VOCs se
dividem em classes baseadas em sua rota de origem e estrutura quimica. Sdo produzidos por
diferentes tecidos e com diferentes fungdes, como resposta a estresse abidtico, alelopatia,
herbivoria e atragédo de polinizadores (Maffei, 2010; Dudareva, Pichersky & Gerjenzon, 2004).
Dentre 0s VOCs, derivados de &cido graxo, benzendides e terpendides sdo 0s mais comumente
encontrados nos aromas de flores (Knudsen, Tollsten & Bergstrom, 1993), e se é possivel tracar
correlagOes entre presenca de compostos especificos — ou classes especificas — e a atragdo de
grupos de polinizadores (Lemaitre et al., 2014). Flores polinizadas por mariposas noturnas, por
exemplo, tem presenca de sesquiterpenos oxigenados em sua emissdo; em contrapartida essa
classe é ausente em plantas que atraem mariposas pequenas, que sdo atraidas por linalol e seus
isbmeros (Knudsen & Tollsten, 1993; Daétterl, et al. 2006).



As cores vibrantes das flores sdo decorrentes da producdo de pigmentos como
carotenoides, betalainas e, principalmente, antocianinas (Tanaka et al., 2008). O Gltimo é um
composto flavonoidico, sendo um pigmento presente em diversos tecidos vegetais, com cores
que variam do rosa, vermelho, violeta e azul (Andersen et al., 2010). Flores de tons
avermelhados, que refletem luz em ondas de maior energia, tendem a chamar menos atencéo
de insetos como abelhas; que enxergam em ondas de menor energia; sendo assim essas flores
sdo mais visitadas por beija-flores e outros passaros, ja que sua percepc¢ado de cor se estende até
o vermelho (Altshuler, 2006; Herrera, Zagal & Diaz, 2008). Outra caracteristica comum entre
flores que séo visitadas por péssaros, alem de tons avermelhados, é a auséncia de odor ou
emissdo de blends menos caracteristicos. Os bouquets de compostos emitidos por flores
polinizadas por beija-flores sd@o simultaneamente emitidos por tecidos foliares também, e em
muitas plantas tendem a ter funcdo de defesa contra herbivoros e possivel atracdo de

polinizadores secundarios em alguns casos (Cronk & Ojeda, 2008; Knudsen et al., 2004).

Flores aparentemente brancas ao olho humano produzem pigmentos flavonoidicos de
diferentes classes, como chalconas e flavonois, exibindo padrées visiveis somente na faixa UV
(Samanta, Das & Das, 2001; van der Kooi et al., 2016). Flores brancas ou de cores fracas,
consideradas “dull colors” que apresentem tais flavondis tendem a ser atrativas para
polinizadores que enxerguem nessas faixas de luz, como mariposas noturnas, abelhas, besouros
etc. (Samanta, Das, & Das, 2001; Goyret et al., 2008; McCarthy et al., 2015). Essa atracdo,
porém, acontece em sinergia com a emissdo de compostos volateis. Ligacdo tdo caracteristica
que se estabeleceu um odor especifico de flores brancas (white flower scent), rico em
benzendides e monoterpenos (Knudsen & Tollsten, 1993; Knudsen et al., 1993; Raguso &
Willis, 2002).

Os sinais florais podem ser usados para limitar o tipo de visitante (Schiestl & Schliter,
2009; Hermann & Kuhlemeier, 2011), mas essa limitacdo normalmente ndo € absoluta (Waser
et al., 1996). Diferentes tipos de polinizadores podem apresentar diferentes habilidades de
percepcao (Briscoe & Chittka 2001; Chittka & Raine 2006; Kim et al., 2011; Dell’Olivo &
Kuhlemeier 2013). Por exemplo, pistas olfativas sdo importantes para mariposas (Mechaber et
al., 2002) que requerem grandes quantidades de néctar com baixa concentracdo de agucar como
recompensa (Kaczorowski et al., 2005). J& as pistas visuais parecem ser importantes para as
abelhas (Milet-Pinheiro et al., 2012) que precisam de menores quantidades de nectar com alta
concentracdo de aglUcar (Baker & Baker, 1983). Essa interacdo planta-animal, ao longo do

tempo, se demonstrou um importante fator de diversificacdo floral, agindo tanto como



isolamento genético, quanto como agente ativo de hibridacdo (Stebbins, 1970; Turchetto,
Segatto & Turchetto-Zolet, 2022; Rezende et al., 2019), impactando na evolucdo das plantas
com flores (Chase & Fay, 2010; Niet & Johnson, 2012).

1.2. Grupo alvo do estudo

A familia Solanaceae Juss. compreende um grupo botanico monofilético integrante da
ordem Solanales (APG 4, 2017). Este clado comecou a se diversificar aproximadamente 50-65
milhGes de anos atras, com seu centro de diversidade na América do Sul (Sarkinen et al., 2013;
Dupin et al., 2016). Dentro de Solanaceae, evoluiram diversas caracteristicas florais que
estabelecem relagbes com diferentes grupos funcionais de polinizadores. Polinizacdo por aves
surgiu de forma independente dez vezes, enquanto a polinizacdo por mariposas surgiu oito
vezes; incluindo em Schizanthus Ruiz & Pav., que € o clado mais basal. Ocorre também
polinizacdo por abelhas e insetos de forma generalizada, tendo em nota a dificuldade de

estabelecer com precisao a sindrome de polinizacdo de alguns insetos (Knapp, 2010).

A coloracdo floral vermelha é considerada rara, e dentro de Solanaceae elas representam
apenas 1% do total de plantas, e seu surgimento na familia € uma caracteristica de evolucao
convergente em clados distantes filogeneticamente (Ng & Smith, 2016). Por outro lado, dentro
do género Nicotiana se¢do Alatae (Nicotiana sect. Alatae Goodsp.), as emissdes de volateis é
uma caracteristica fenotipica que tem expressdo parcialmente relacionada a filogenia (Raguso
et al., 2003).

O grupo citado acima, Nicotiana L., é o género da familia Solanaceae de interesse do
presente trabalho. Este clado tem sua provavel origem e seu maior foco de diversidade na
Ameérica no Sul, com eventos de dispersdo dos Andes em direcdo a América do Norte e outra
em direcdo ao Atlantico para Australia e Africa (Goodspeed, 1954; Clarkson et al., 2004).
Nicotiana compreende mais de 90 espécies, subdivididas em 13 se¢des (Knapp, 2020). O
género é usado como modelo de estudo de hibridacdo natural, uma vez que esse € um
reconhecido motor de diversificacgdo que gerou uma grande quantidade de espécies
alopoliploides e homoploides de diferentes idades (Chase et al., 2003; Kelly et al., 2010, 2013;
Clarkson et al., 2010, 2017; McCarthy et al., 2015).

Dentro do género existe uma grande variedade de morfologia, cor e relacdo flor-
polinizador: flores brancas, verdes, vermelhas; polinizadas por mariposas noturnas, abelhas e

beija-flores (Ippolito et al., 2004; Kaczorowski et al., 2005, 2012; Marlin et al., 2006, Garcia
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et al., 2020). Os eventos de hibridiza¢do dentro do género séo estudados, correlacionando os
efeitos de transgressdo nos fendtipos que impactam diretamente nos sistemas de polinizacao
estabelecidos (Garcia et al., 2020; McCarthy et al., 2017, 2019).

A sec¢do Alatae é uma linhagem de Nicotiana composta por nove espécies diploides (n
=9, n = 10) que ocorrem no Brasil e em outros paises do Cone Sul (Clarkson et al., 2004; Lim
et al., 2006, Knapp, 2020; Augsten et al., 2022) (Fig. 2). Em especial, esse estudo foca nas
especies N. alata Link & Otto e N. forgetiana Hemsl., duas espéecies apresentando
caracteristicas florais relacionadas com sistema especializado de polinizacg&o, e, de ocorréncia
em diferentes ambientes com poucas &reas de contato. A primeira ocorre do sul do Brasil até o
sul do Paraguai, e a Ultima é mais restrita a areas no sul do Brasil na Floresta Atlantica (Teixeira
etal., 2022).

- <] Outras Nicotiana spp
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Figura 2: Representacdo esquematica das espécies da secdo Alatae, com espéecies novas e
morfotipos. A se¢éo se subdivide entre o grupo n=9, consistindo em N. alata, N. forgetiana, N.
bonariensis, N. langsdorfii, N. mutabilis e N. azambuje; e o grupo n=10, N. longiflora e N.
plumbaginifolia.

N. azambujae

Como mencionado, as duas especies filogeneticamente proximas mantém sistemas de

polinizacdo diferentes. N. alata tem flores grandes, de tubo longo e brancas que exalam fortes
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odores a noite no periodo em que é visitada por mariposas noturnas. Ja as flores de N.
forgetiana, polinizadas por beija-flores, sdo vermelhas e/ou rosadas, pequenas e exalam pouco
odor, ainda que ndo sejam inteiramente sem cheiro (Ippolito et al., 2004, Bissell & Diggle,
2008; Kaczaroswki et al., 2005; 2012; Raguso et al., 2006). Estas duas espécies apresentam
sistemas de polinizacdo considerados especializados, porém ha registros e descrigdes de
visitantes florais de outros grupos funcionais (Ippolito et al., 2004). A hibridizagéo entre as
especies, apesar de experimentalmente possivel, até recentemente ndo havia sido reportada
(Ippolito et al., 2004; Bissell & Diggle, 2008, 2010), sugerindo o isolamento reprodutivo entre
elas. Porém, recentemente foram encontradas no Sul do Brasil popula¢bes de N. alata e N.
forgetiana ocorrendo em simpatria com individuos exibindo caracteristicas intermediarias que
sugerem eventos naturais de hibridizacdo (Teixeira et al, 2022) (Fig. 3). Com este novo achado,
ainda que as espécies tenham desenvolvido sistemas especializados de polinizacdo, ainda ha a

possibilidade de que eventos hibridacdo estejam envolvidos na evolucdo destas espécies.

South America i TR e

@ Nicotiana alata
@ Nicotiana forgetiana
@ Atypical Populations

B Grasslands

kilometers

Figura 3: Localizacdo geogréfica das populacBes de Nicotiana alata (azul), Nicotiana
forgetiana (vermelho) e da populacéo atipica (roxo) no Sul do Brasil. A porcdo verde representa
as areas do bioma dos Pampas e em cinza esta representado as areas de Floresta Atlantica. As
delimitagbes dos Pampas séo feitas de acordo com Overbeck et al. (2007)
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é investigar os sinais florais aos polinizadores para

discutir os mecanismos evolutivos envolvidos na diversificagdo de Nicotiana sect. Alatae.

2.2. Objetivos especificos

e Criar uma base de dados de volateis florais emitidos pelo género Nicotiana;

e Sistematizar as diferencas nas emissdes diurnas e noturnas de compostos volateis
florais em Nicotiana;

e Investigar a relacdo entre os compostos volateis com polinizadores, com foco na se¢édo
Alatae;

e Investigar a variacao dos sinais florais em popula¢des simpatricas e alopétricas de N.

forgetiana e N. alata e sua relagdo com polinizadores;
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3. CAPITULO |

EXPLORING CHEMICAL DIVERSITY OF FLORAL SCENT IN WILD
TABACCO IN LIGHT OF EVOLUTION

Maria Alice M.S. Couto'*, Geraldo L. Soares?, Caroline Turchetto>2*

Artigo em preparacdo a ser submetido para Annals of Botany
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4. CAPITULO I
Floral signals variation in a putative hybrid zone between specialist pollination
systems: How could it impact pollinator attraction?

MARIA ALICE M.S. COUTO*, MARCELO C. TEIXEIRA?, ALEXIA GOPE?, ALICE
BACKES? GERALDO L.G. SOARES?, CAROLINE TURCHETTO**
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Os sinais florais que medeiam a comunicacdo planta-polinizador s&o de natureza
multifatorial e simultanea e, por esta razdo, sdo percebidos e selecionados em associagao
pelo polinizador (Raguso & Willis, 2002). A variacdo e/ou alteracdo da expresséo de
algum destes componentes interfere no sistema comunicacional, podendo dificultar a
efetivacdo da polinizacédo e até causar na mudanca de grupo funcional de polinizadores.
Dentro do género Nicotiana, eventos de hibridagdo foram recorrentes ao longo da sua
diversificacdo (Chase et al., 2003), e fenémenos de hibridacéo sao fatores que estimulam
e facilitam eventos de mudanca nos sistemas de polinizacdo (Rezende et al., 2019). Pelas
razdes elencadas, esta dissertacdo se propés a aprofundar o estado atual de conhecimento
sobre a emissao de compostos volateis florais no género, e um estudo de um caso de sinais
florais em duas espécies que apresentam especializacdo floral com grupos funcionais de
polinizadores e sua populacao de possiveis hibridos naturais para melhor compreender a

expressao dos sinais morfoldgicos e de pigmentacéo.

No Capitulo | da presente Dissertacdo esquematizamos a diversidade quimica dos
VOC:s florais emitidos pelo género Nicotiana e exploramos sua relagdo com a evolugéao
do género, investigando a relacdo com a filogenia e grupos funcionais de polinizadores.
Com apenas 19 das cerca de 90 espécies de Nicotiana (Knapp, 2020) com pesquisas em
volateis florais, no momento nos encontramos com uma sub-representacao de estudos na
area. Inclusive destacamos a falta de estudos sobre VOCs florais em se¢Ges completas,
como Noctiflorae. Como um género composto por alopoliploides e homoploides hibridos
(Clarkson et al., 2010), é sintomatica a constatacdo da falta de informacdo de emissao
volatil floral na secdo Suaveolentes, uma vez que esta é totalmente composta por
alopoliploides (Knapp, 2020). McCarthy et al. (2017) evidencia o efeito de fenédtipos
transgressivos de cor floral em espécies alopoliploides proximas, e seus efeitos na

emissdo de aromas ainda necessitam de estudo.

Em seguida, no Capitulo Il, investigamos como os caracteres relacionados aos
sinais florais de morfologia e cor sdo expressos e variam entre populag¢fes canonicas e
alopatricas de N. forgetiana e N. alata e uma populagdo simpatrica possivelmente hibrida.
Os acessos alopatricos demonstraram caracteres condizentes com os sinais florais de cada
sistema de polinizagdo. Os acessos simpatricos, por outro lado, exibem tanto
caracteristicas intermedidrias quanto candnicas, que somadas ao padréo de segregacao de

caracteristicas observadas sugerem a natureza hibrida dos individuos.
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Na base de dados dos volateis florais criada demonstramos que o perfil total de
VOCs de Nicotiana estd em par com as emissdes mais comuns entre as angiospermas,
com Terpenoides e Benzenoides como classes mais presentes e diversas (Knudsen et al.,
1993). A contabilizacdo do perfil de emissdes gerais separadas pelo ritmo circadiano
segue a mesma tendéncia para emissdes diurnas e noturnas para a maioria dos compostos.
As maiores diferencas entre Dia x Noite, no entanto, se pronunciam nas analises dos perfis
de emissdo circadiana das espécies agrupadas por seus respectivos sistemas de
polinizacdo. As flores esfingofilas e falenofilas, os sistemas de mariposas noturnas e
pequenas mariposas, respectivamente, tem seu bouquet floral similar e rico em linalol,
alcool benzilico e 2-fenil &lcool, e com mais variedade de VOCs nas emissdes noturnas.
Porém, também como é esperado pela literatura, apenas flores esfingéfilas emitem
sesquiterpenos oxigenados (Raguso &Willis, 2002; Knudsen &Tollsten, 1993; Kaiser,
1993). Destacamos que apesar de N. otophora ter relatos confirmados de visitacdo de
morcegos e mariposas noturnas, esta especie ndo possui nenhuma emisséo de volateis
comumente associados a estes sistemas, como compostos sulfonados e sesquiterpenos
oxigenados (Nattero et al., 2003, von Helverson et al., 2000, Knudsen & Tollsten, 1993).
Apesar da amostragem de estudos realizados com esta referida espécie ser baixa, levanta-
se a questdo da lacuna de conhecimento sobre o sistema de polinizagdo e seus sinais

atrativos e efetivos.

Flores polinizadas por beija-flores foram similares em relacéo a emissdo de VOCs
florais. Apesar da ornitofilia ndo ser caracterizada por volateis variados e especializados,
outras relacBes ecoldgicas como a deterréncia de herbivoros e outros visitantes florais
também influenciam o perfil das emissGes dos VOCs (Knudsen et al., 2004; Cronk &
Ojeda, 2008). N&do apenas estas, mas relacdes filogenéticas também podem estar
relacionadas a similaridade de emissao entre flores da secdo Alatae. Os perfis de VOCs
florais desta secdo apresentam alta similaridade em diversidade de compostos e seus
periodos de emissdo. Por exemplo, as emiss@es diurnas sdo mais generalistas e similares
entre as espécies, independente do sistema de polinizacdo da flor (Raguso et al., 2006).
Flores de N. alata e N. forgetiana, que sdo o foco de estudo do Capitulo 1, tem emissfes
diurnas similares, ainda que sejam polinizadas por grupos funcionais diferentes,

mariposas noturnas e beija-flores, respectivamente (Kaczorowski et al., 2005).

A uniformidade de emissfes diurnas entre Nicotiana alata e N. forgetiana

mencionada anteriormente € condizente com a proximidade filogenética destas espécies,
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0 que sugere que emissdes florais também sdo regidas por relacdes filogenéticas (Raguso
et al., 2003; Clarkson et al., 2017). Esta confluéncia dos mesmos sinais florais olfativos
no mesmo periodo circadiano vai de encontro direto com a hipdtese de que os visitantes
secundarios observados para as especies — abelhas (Turchetto et al., 2022) — transitem
entre as duas espécies e, eventualmente, ajam como vetores de fluxo génico entre elas. A
viabilidade da hibridacdo experimental entre as espécies é conhecida (Ippolito et al.,
2004; Bissel & Diggle, 2008; 2010), ainda que nenhuma populag&o hibrida natural tenha
sido encontrada até o relato de populagdes atipicas ter sido feito por Teixeira et al. (2022).
As espeécies estabelecem sistemas de polinizacdo bem definidos, porém as abelhas sdo
agentes polinizadores eficientes que desenvolvem mecanismos cognitivos de
aprendizagem que correlacionam sinais florais com recompensas (Chitka & Raine, 2006;
Arenas & Farina, 2001). Além da confluéncia de sinais olfativos no periodo de atividade
de abelhas, as flores de N. alata e N. forgetiana, assim como os possiveis hibridos,
apresentam perfis de pigmentos com padrbes perceptiveis a estes animais. Destacamos
que as flores brancas e UV-ndo reflexivas de N. alata, de possiveis hibridos se encaixam
no padrdo de preferéncia de abelhas reportado por Lunau et al. (2011), o que demonstra
que o sistema de polinizacao destas espécies ainda pode reservar novas fronteiras a serem

abordadas.

Como mencionado no paragrafo anterior, hibridos entre Nicotiana alata e N.
forgetiana sdao produzidos experimentalmente. Os fendtipos observados em campo por
Teixeira et al. (2022) e os descendentes destes germinados para este estudo seguem 0s
mesmos padrdes intermediarios e similares aos parentais que os produzidos por Bissel &
Diggle (2008; 2010). Fendtipos de cor intermediaria (totalmente rosa claro ou flores
brancas com acUmulo de pigmento em areas da pétala), porém, sdo similares em
caracteres morfol6gicos a N. alata, ndo podendo ser discernidos em relacdo a elas levando
apenas a arquitetura da corola em consideracdo. Ao germinar sementes de tais fenotipos
intermediarios, parte de seus descendentes foram indistinguiveis de N. alata e de N.
forgetiana tanto na forma quanto na cor. Este resultado levanta a questdo a serem
investigadas como a extensdo do impacto da hibridacdo, com eventos de introgressdo em
populagbes com morfologias consideradas canonicas. Ressaltamos também a
possibilidade de retrocruzamento, pois experimentos com hibridos artificiais destas
espécies mostram que em situacGes de simpatria, a presenca dos fenotipos intermediarios

causa a baixa na seletividade dos polinizadores pelos sinais florais tipicos dos parentais
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(Ippolito et al., 2004). A baixa seletividade pode, inclusive, ter causa correlacionada com
a emissdo de volateis na area, pois como a percepc¢do dos sinais florais sdo multimodais,
a mariposa noturna pode visitar e iniciar a alimentacéo de flores ndo-odorantes caso no

ambiente tenha outras flores emitindo volateis atrativos e criando a referida “nuvem de

odor” (do inglés, “scent cloud’’) (Raguso & Willis, 2002; 2005).

Emissdo de VOC é um sinal floral que também € intrinsecamente relacionado a
pressdes ambientais: herbivoria, condigdes climaticas e de solo, por exemplo (Maffeli,
2010). A revisao feita no Capitulo I demonstrou que ndo houve estudos de emissdes de
VOC:s florais in situ, que levassem em conta o impacto das demais relagdes ecologicas e
pressGes abiodticas nas emissdes. Estudos anteriores ja& demonstraram o impacto da
herbivoria em folhas de N. attenuata na emissdao de compostos importantes na atracédo de
seu polinizador. Com a queda de emissdo de benzil acetona e declinio na visitacdo da
mariposa noturna, flores de individuos atacados permanecem abertas até o periodo do dia,
se tornando assim disponiveis para visitacdo de outros animais (Kessler, Diezel &
Baldwin, 2010). A expressdo de caracteristicas genéticas do aroma da maioria das
espécies estudadas foi bem estabelecida; porém se faz necessario entender como o0 peso
multifatorial das relagBes ecoldgicas age sobre sinais florais olfativos, e como eles podem
ser determinantes na diversificacdo do género. A mesma abordagem ecoldgica se faz
necessaria com 0s eventos populacionais apresentados no Capitulo I, para a melhor

compreensdo das interacdes planta-polinizador das espécies em questao.
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