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Introducéo

Por quase 30 anos, apds a descoberta da auxina, em 1927, os
fisiologistas tentaram atribuir a auxina a regulagdo de todos os
fendbmenos do desenvolvimento vegetaEntretanto, o crescimento e
desenvolvimento dos vegetais sdo processos regulados por varios

hormonios, que atuam individualmente ou em conjunto.

O segundo grupo de horménios a ser caracterizado foi o das
giberelinas (GAs). Pelo menos 136 GAs de ocorréncia natural foram
identificadas.

Diferentemente das auxinas, que sao definidas pelas suas
propriedades biolégicas, as GAs compartilham uma estrutura
guimica semelhante, mas poucas apresentam atividade biologica
intrinseca.
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Apenas poucas GAs ativas estdo presentes em uma dada
planta e seus niveis estdo geralmente relacionados com o
comprimento do caule.

As GAs também desempenham papel importante em varios
outros fendbmenos fisioldgicos, tais como:
* nagerminacao de sementes,
* natransi¢cao para o florescimento e,
e no desenvolvimento do pdlen.

A biossintese das giberelinas esta sob um estrito controle
genético, ambiental e de desenvolvimento.

Giberelinas: descoberta e estrutura quimica

As giberelinas foram descobertas estudando uma doencga no arroz
(Oryza sativa.

» Os orizicultores japoneses conheciam umdoenca fungica(chamada de
bakanae ou doenca daplanta-boba”) que causava um crescimento
excepcional das plantas, mas que suprimia a producao de sementes.

» Os fitopatologistas descobriram que esses sintomas no arroz eram
causados por fungo patogénicoiibberella fugikuroi, que infectava o
vegetal;

* Na década de 1930, cultivando esse fungo em laboratério e analisando
os filtrados das culturas, os cientistas japoneses conseguiram obter
cristais impuros com atividade promotora de crescimento vegetaEles
chamaram degiberelina Aessa mistura de compostos.
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O acido gibereélico foi purificado inicialmente de
culturas de Giberella

* Na década de 1950, dois grupos — um na Inglaterra e outro nos
EUA - elucidaram a estrutura quimica de um composto que foi
purificado de filtrados de culturas de Giberella ao qual
denominaram acido giberélico (GA);

* Quase ao mesmo tempo, cientistas japoneses, separaram e
caracterizaram trés giberelinas diferentesa partir da amostra
original e as denominaram deGA;, GA, e GA; (acido giberélico)

* A primeira identificacdo de uma GA em extrato vegetal ocorreu
em 1958, quando GA foi descoberta em sementes imaturas do
feijdo escarlate Phaeseolus coccinelis

Todas as giberelinas sdo baseadas em um esqueleto ent-gibeie

% H
GA,
GA12 (C20-GA) GA; R=OH

CO,H

18
ent-Kaurene GAg (C10-GA) GA; R=H
GA, ativa emArabidopsise membros da familia Cucurbitaceae; =

GA; principal componente em fungos.



17/07/2013

» As giberelinas (GAs) sdo amplamente distribuidas no reino vegetal.

» Elas estdo presentes em toda a planta, podendo ser detectadas em
folhas, caules, sementes, embrides e graos de polen.

* As giberelinas constituem uma grande familia de &cidos
diterpénicos tetraciclicos e séo sintetizadas por um ramo da via dos
terpenoides.

* A presenca de um grupo B-OH evita o fechamento da superficie
hidrofébica do receptor de GA e, desse modo, torna inativa uma GA.

Efeitos das giberelinas no crescimento e no
desenvolvimento

Embora tenham sido originalmente identificadas
como a causa de uma doenca que estimulava o alongamento
dos entrenos de plantas de arroz, as GAs enddgenas
influenciam uma grande variedade de processos do
desenvolvimento, além do alongamento do caule.

Muitas dessas propriedades tém sido exploradas por
décadas na agricultura; A manipulacéo do conteudo de GA
de plantas cultivadas afeta o tamanho da parte aérea, bem
como o estabelecimento e o crescimento de frutos.
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As giberelinas podem promover
o alongamento intenso dos
entrends em mutantes
geneticamente andes.

Associado a este efeito ha também:
» Diminuicao na espessura do caule;
* Diminui¢cdo no tamanho da folha;

* As folhas ficam com uma coloragéo
verde clara.

FIGURA 20.1 O efeito da GA, exdgena sobre o milho do tipo sel-
vagem (identificado como “normal” na fotografia) e mutante anao
(d1). A giberelina estimula o alongamento expressivo do caule no
mutante ando, mas apresenta pouco ou nenhum efeito sobre a
planta alta do tipo selvagem (cortesia de B. Phinney).

As giberelinas estimulam o
crescimento do caulelfolting) em
espécies em “roseta”

PDL

Espinafre

Repolho
Couve

Alface

FIGURA 20.2 O repolho, uma planta de dias longos, permanece
com pequenc porte em forma de roseta sob condigdes de dias curtos,
mas pode ser induzido ac bofting {com entrends longos) e ao flores-
cimento por aplicacdes de GA,. No caso ilustrade, foram produzidos
escapos florais gigantes (@ Sylvan Wittwer/Visuals Unlimited).
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As giberelinas sao também importantes para o
crescimento da raiz

Mutantes andes extremos em ervilha érabidopsis nos
quais a sintese de GA foi bloqueadaapresentaram raizes mais
curtas que as plantas selvagens, e a aplicacdo de GA na parte
aérea promoveu tanto o alongamento da parte aérea quanto da
raiz (Yaxley et al., 2001; Fu e Harberd, 2003).

As giberelinas promovem a germinacdo de sementes

A germinacdo de sementes pode exigir giberelinas para uma
das possiveis etapas:

» Para a quebra de dorméncia de sementes que requerem luz ou frio
para a inducdo da germinacao;

» Para o enfraguecimento da camada do endosperma que envolve o
embrido e restringe o seu crescimento;

» Para a producao de enzimas hidroliticagcomo amilases e proteases
em cereais);

» Para a mobilizacdo de reservas energéticas do endosperma;

» Para a ativacao do crescimento vegetativo do embrido.
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As giberelinas regulam a transicao da fase juvenil para a
fase adulta

Muitas plantas lenhosas perenes n&o florescem ou néo
produzem cones até atingirem certo estagio de maturidadeaté esse

estagio, elas sdo ditas juvenis.

As GAs aplicadas podem regular a mudanca de fases, embora a
aceleracao ou o retardo da transi¢éo da fase juvenil para a adulta que
o0 hormdnio provoca dependa da espécie.

Em muitas coniferas, a fase juvenil,com até 20 anos de
duragéo, pode ser encurtada pelo tratamento com GA ou uma
mistura de GA, e GA,, e plantas muito mais jovens podem ser
induzidas a entrar precocemente na fase reprodutivage producao de

cones.

(A) Espruce-branco

(B) Espruce-branco

FIGURA 20.3 As giberelinas induzem a formacdo gemas de
cones em coniferas jovens. (A, B) As fotografias mostram co-
nes megaesporangiados desenvolvendo-se em individuos jovens
enxertados de espruce-branco (Picea glauca). Os caules dessas
plantas foram injetados com uma mistura de GA,/GA, em etanocl

aquoso, no verdo anterior. (C) Uma plantula de sequoia gigante
(Sequoiadendron giganteum) de 14 semanas, aspergida com uma
solugao aquosa de GA, oito semanas antes, mostrando o desen-
volvimento de um cone de megaspordfilos (cortesia de S. D. Ross
e R. P. Pharis).
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As giberelinas influenciam a iniciacao floral e a
determinac&o do sexo

As GAs podem substituir a exigéncia de dias longos para o
florescimento em muitas espécies, especialmente em plantas em
‘roseta’.

Nas plantas com flores imperfeitas(unissexuais),em vez de
perfeitas (bissexuais), a determinacdo do sexo € regulada
geneticamente.

No entanto, tal caracteristica é influenciada por fatores
ambientais, como fotoperiodo estatusnutricional, podendo esses efeitos
ambientais ser mediados por GAs, variando com a espécie:

* Em algumas espécies;omo milho, GAs suprimem a formagéo dos
estames e promovem a formacéo do pistilo;

* Em dicotiledoneas, como pepino, canhamo e espinafre,GAs
promovem a formacao de flores estaminadas

As giberelinas promovem o desenvolvimento do
polen e o crescimento do tubo polinico

Mutantes andes, deficientes em giberelingArabidopsise
arroz), apresentam falhas nos processos de desenvolvimento da
antera e da formacéo de pdlen. Estes dois defeitos, que levam a
esterilidade masculina, podem ser revertidos pela aplicagao de
GA bioativa.

Em outros mutantes em que a resposta a GA é bloqueada
(em vez da biossintese de GA)js defeitos no desenvolvimento
da antera e do pdélen ndo podem ser revertidos pelo tratamento
com GA, de modo que esses mutantes sdo macho-estéreis (Aya
etal., 2009).
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Giberelinas promovem o estabelecimento do fruto e a
partenocarpia

As aplicacdes de GAs podem causar o estabelecimento do fruto
(o inicio do crescimento do fruto apos a polinizagdo} o crescimento
de alguns frutos (pera e maca).

O estabelecimento de frutos induzido por GA pode ocorrer em
auséncia de polinizacdo, resultando em fruto partenocarpicdgfruto
sem semente).

A aplicacao de GAem
uvas da variedade
“Thompson sem

sementes” é explorado
comercialmente.

Produz frutos maiores e
promove o crescimento
do pedicelo e, por
consequéncia, reduz a

FIGURA 20.4 A giberelina induz o crescimento em uvas “Thomp- mfecgéo fl]nglca.
son sem sementes”. Cachos ndo tratados normalmente permane-

cem pequenos, devido ao aborto natural de sementes. O cacho da

esquerda é nao tratado. O cacho da direita foi aspergido com GA,

durante o desenvolvimento dos frutos, provocando o aumento des-

tes e 0 alongamento dos pedicelos (pedinculos dos frutos) (© Syl-

van Wittwer/Visuals Unlimited.)
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Aplicacdes comerciais das giberelinas e dos inibidoreg d
sua biossintese

PRODUCAO DE FRUTOS

UVA — Aumentar o comprimento da haste do cacho;

MACA — Provocar o alongamento do fruto, melhorando sua forma;
CITRUS — Provocar o retardamento da senescéncia.

PRODUCAO DE CERVEJA E UISQUE

Durante a producdo do malte, a partir de sementes de cevada,
giberelinas sao usadas para acelerar a degradacao do amido.

AUMENTAR A PRODUCAO DE CANA-DE-ACUCAR

Giberelinas aumentam o tamanho dos entrends, em consequéncia
ocorre aumento na producao de sacarosélguns resultados mostram
gue aplicacdo de GA induz um aumento de 20 ton/hectare na producao
bruta de colmo e de 2 ton/hectare na producéo de acucar.

INIBIDORES DA BIOSSINTESE DE GAs

Conhecidos como retardantes do crescimento, eles tém sido
utilizados na agricultura, bem como no melhoramento genético,
podendo ser utilizados na reducdo do acamamento de plantas
(CCC, em trigo), no crescimento de arvores gaclobutrazol, em
girassol), na tolerancia a estresses ambientaisAMO-1618, em
repolho, proteger de geada e na inducdo do florescimento
(paclobutrazol, em manga.
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Estruturas de inibidores da biossintese de giberelinas.
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Biossintese e desativacao de giberelinas

As giberelinas constituem uma grande familia de &cidos

diterpénicos tetraciclicos sintetizados pela rota de terpenoides

E importante conhecer a biossintese e a desativagdo de
giberelinas a medida que isso contribui para o entendimento da

homeostasia de GA

Homeostasia de GA entende-se pela manutencdo de niveis
apropriados de GA bioativa em células e tecidos vegetais durante o
ciclo de vida. A homeostasia depende da regulagdo da biossintese,

desativacao e transporte de GA.

17/07/2013
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O isolamento de mutantes com comprimento do caule alterado
tornou possivel determinar quais das GAs presentes em uma planta
tém atividade bioldgica intrinseca.

O uso de mutantes também facilitou a identificacdo e a

clonagem de genes que codificam as enzimas na rota biossintética de
GA.

O sequenciamento dos genomas de thaliana e arroz levaram
ao desenvolvimento de bancos de dados completos, que facilitam a
rapida identificacdo de genes e proteinas relacionados ao
metabolismo e regulacdo de giberelinas.
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Na rota de GA, algumas
enzimas sao altamente
reguladas

Os trabalhos com
mutantes deA. thaliana, ervilha e
milho facilitaram a clonagem dos
genes
enzimas que participam da
biossintese e desativacao de GA.

FIGURA 20.6 Fendtipos do tipo selva-
gem e de mutantes deficientes em GA de
A. thaliana, mostrando a posicdo na rota
de biossintese de GA que é blogueada em
cada mutante. Todos os alelos mutantes
(indicados pela letra minuscula em relacéo
aos alelos selvagens) sao homozigotos. As
plantas foram cultivadas sob luz continua
e tém 7 semanas de idade. Observe gue
as plantulas ga’, ga2 e ga3 sao estéreis
e nao produziram cépsulas com sementes
(slliquas). Para abreviacdes, ver Figura 20.5
(cortesia de V. Sponsel).

Stage 1: Cyclization reactions
Location:Proplastids

Enzymes: Cyclases
Inhibitors:Quarenary ammanim
and phosphonium compound s;
AMO-1518, Cycocel, Phosphon D

GAs from GA; -aldehyde
Location: Cytosol

Enzymes: Dioxygenases
Inhibitors: Cyclohexanetriones

Stage 3: Formation of all other

Stage 2; Oxidations to form GA,; -aldehyde
Location:Endoplasmic reticulum

Enzymes: P 450 monooxygenases
Inhibitors: N- heterocyclics: Paclabutrazol,
Tetcyclacis, Uniconazale

relacionados a muitas

FIGURA 20.5 Os trés estagios da biossintese de GA. No estagio 1,
o geranilgeranil difosfato (GGPP) é convertido em ent-caureno. No
estagio 2, no reticulo endoplasmatico, o ent-caureno é convertido
em GA,,-aldeldo e GA,,. Por hidroxilacdo no carbono 13, GA,, é
convertida em GA,;. O estagio 3 ocorre no citosol, onde GA,; e
GAs; sdo convertidas em outros GAs, via rotas paralelas. Essa con-
versao passa por uma série de oxidagdes no carbono 20, resultando
na perda desse carbono e na formagdo GAs-C19. A 3p-hidroxilagdo,
entdo, produz GA, e GA, como as GAs bioativas em cada rota.
Apbs, a hidroxilagdo no carbono 2 converte GA, e GA, nas formas
inativas GA,, e GA,, respectivamente. Na maioria das plantas, a rota
de hidroxilagao no 13 predomina, embora em A. thaliana e algumas
outras espécies a rota de ndo hidroxilacde no 13 seja a principal.
CPS = ent-copalil difosfato sintase; KS = ent-caureno sintase; KO =
ent-caureno oxidase; KAQ = acido ent-caurenoico oxidase; GA200x
= GA 20-oxidase; GA3ox = GA 3-oxidase; GAZox = GA 2-oxidase;
GA130x = GA 13-oxidase.

4 gaz

2k
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Geranilgeranil

difosfato (GGPP) Do ponto de vista de regulacdo, as mais
f’ _|l CPS conhecidas séo trés enzimas da etapa 3 da rota:
an1 GA 20-oxidase (GA200x) e GA 3-oxidase
ent-copalil difosfato (CPP) (GA30x), que catalisam as fases anteriores a
92 —|l KS GA bioativa, e a GA 2-oxidase (GA20x),

envolvida na desativagdo de GA.As ftrés
enzimas sao classificadas como dioxigenases e

ent-caureno

ga3
Th —lyko .
utilizam 2-oxoglutarato como co-substrato e
Acido ent-caurenoico Fe2*como cofator.
na —| KAO
GAu‘TdEde FIGURA 20.7 Uma parte da rota de biossintese de GA, mos-
GA130x trando as etgpa; metabélicas que gst?o bloqueadas por mutagbes
GA,, GAs conhecidas (indicadas por letras mintsculas em relagdo aos alelos

ga5—| GA200x ¥ selvagens), em A. thaliana (verde), ervilha (azul) e milho (laranja).
t t Para abreviaturas, ver Figura 20.5. Como uma notagao histérica, os
GA, GA,, nomes GA1-GAS para 5 loci nao alélicos, em A. thaliana, que codi-
ga4—|l GA3ox 1|_"de? fica_m enzimas na rota de biogsintese de GA, foram denomin{ados
GAs GA muito tempo antes do conhecimento sobre a natureza das enzimas
! ou seus genes (Koornneef e van der Veen, 1980). Apds testes gené-
1 GAZox 1|_s'in ticos, eles foram colocados em sequéncia com base na ordem pre-

GAzq GA, vista de acdo na rota.

A giberelina regula seu proprio metabolismo

Muitos fatores s&o Iimportantes na manutencdao da
homeostasia hormonal, incluindo o balanco relativo entre a sintesese
desativacéo.

Parte da resposta de uma planta a GA bioativa é diminuir a
biossintese de GA estimulando a desativacdo, para evitar o
alongamento excessivo do caule.

A diminuicdo da biossintese é atingida por regulacdo negativa,
inibicdo da expressdo(denominado regulagéo por retroalimentacao
negativa, negative feedback regulatignde alguns dos gene&A200xe
GA3ox que codificam as duas ultimas enzimas na formagéo de GA
bioativa.

14
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O aumento da desativagdo de GA também € importante para a
manutenc¢do da homeostasia desse hormdnio e é obtido por regulacéo
positiva (estimulo) na expresséo de alguns gen€#2o0x que codifica
a enzima que desativa GA.

A capacidade de GA em promover a expressao de genes
envolvidos na sua propria desativacdo é denominadeegulacdo por
feed-forward positiva (positive feed-forward regulation

A biossintese de GA ocorre em multiplos 6rgdos vegetas
sitios celulares

Os estudos com gene-reporter tém demonstrado qu@Al, que
codifica CPS (sintase doentcopalil difosfato), a primeira enzima
relacionada a biossintese de GA¢ expressa em sementes imaturas,
apices de caule e raizes, e anteras em plantas selvageng\dthaliana.

Conforme esperado, esses sdo afetados em mutanged, que
exibem dorméncia de sementes, hébito de nanismo extremo e
esterilidade dos estames.

Em embrides deA. thaliana em germinacao, observa-se que a
GA, atua nas células nas quais é sintetizada e em células diferentes,
indicando que GA, ou um componente abaixo delaprecursor) na
rota de resposta deve se mover de célula para célula.

15
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(A) Plantula de 5 dias (B) Plantula de 3 semanas (C) Flor aberta

FIGURA 20.8 Analise histogufmica de individuos de A. thaliana onde existe atividade do promotor GAT. Estas imagens ilustram que
contendo a fusdo do promotor GAT com o gene GUS, em cinco es- essa etapa inicial da biossintese de GA ocorre em numerosos tecidos
tagios de desenvelvimento diferentes. GAT codifica CPS, a primeira e érgdos e em diferentes estagios do ciclo de vida (de Silverstone et
enzima relacionada a biossintese de GA. A coloragao azul mostra al., 1997a; cortesia de T.-p. Sun).

As condi¢cdes ambientais podem influenciar a
biossintese de GA

As giberelinas exercem um papel importante na mediacao dos
efeitos dos estimulos ambientais no desenvolvimento vegetal.

A luz e a temperatura podem ter efeitos profundos no
metabolismo de GAs e na resposta a esses hormaonios.

Em muitos casos o ambiente pode alterar o metabolismo de
outros horménios ou a resposta a eles, adicionalmente as GAs.

A razdo da GA bioativa com ABA é especialmente importante,
bem como a sensibilidade relativa de tecidos diferentes a essesdloi
hormonios.
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O uso de inibidores de crescimento evitam o alongamento
dos entrends lpolting)

(B) BX-112

(A) AMO-1618

AMO-1618, which blocks GA biosynthesis at
the cyclization step, does not inhibit growth
in the presence of either GA;p or GA,.

= Control
a0l * AMO-1618
® AMO-1618 + GAy
E e AMO-1618 + GA,
&
= 30+
)
c
@
E
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wv

. !

1
0 12 14 16 18 20 22 24
Number of long days
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In contrast, BX-112, which blocks the
conversion of GAy, to GA,, inhibits growth
even in the presence of GAzo.

= Control

sl ® EX112 3
o BX-112+GAy

® BX-112 + GA4

Number of long days

Web Figure 20.5.A The use of specific growth retardants (GA lmsynthesis inhibitors) and the
reversal of the effects of the growth retardants by differen GAs can show which steps in GA
biosynthesis are regulated by environmental change, in teicase the effect of long days on stem
growth in spinach. The control lacks inhibitors or added GA. (After Zeevaart et al. 1993.)

O fotoperiodo
controla a
formacéao de
tubérculo.

A formacéao de
tubérculos em
dias curtos
esta associada
ao declinio nos

Long days

niveis de GA.

| 3

-

Short days

Web Figure 20.5.B Tuberization of potatoes is promoted by short dys.
Potato (Solanum tuberosumspp. Andigeng plants were grown under
either long days or short days. The formation of tubers in short dys is
associated with a decline in GAlevels. (Courtesy of S. Jackson.)
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GA, e GA, possuem bioatividade intrinseca para promover
o crescimento do caule

Estudos originais com mutantes para a biossintese de GA
(também referidos como mutantes deficientes em GA)galizados na
década de 1980, atingiram dois objetivos importantes.

Além de prover evidéncia para que as rotas de metabolismo de
GA fossem definitivamente estabelecidagsses estudos determinaram
que GA, é a principal giberelina bioativa no crescimento do caule em
ervilha e milho, e que seus precursores nao apresentam atividade
biolégica intrinseca (em A. thaliana e membros da familia das
cucurbitaceas, GA, parece ser a principal GA biologicamente ativa).

Os niveis endogenos de GA

~ . O NA codifica a KAO.
estao relacionados com a altura.

O geneLE codifica a
e Mutante na/LE/SLN (ultra-and) enzima que realiza a B-

tem 1 cm de altura na maturidade; hidroxilagéo de GAy, para

. GA; (GA30x).
e Mutante NA/le/SLN (and) tem .
. O SLN codifica GA20x.
entrends de 3 cm em planta
madura;

 Planta normal NA/LE/SLN (alta)
tem entren6s de 15 cm na
maturidade.

* Mutante NA/LE/sIn (ultra-alta).

Figura 20.9 — Fendtipos e gendtipos de ervilhas
que diferem no teor de GA nos tecidos

vegetativos (todos os alelos estio em homozigose) il
(Davies, 1995). e P e ool s it

tiposelvegem  selvagem  tipo selvagem
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A altura das
plantas pode ser
geneticamente
modificada

Tipo selvagem . v v

ihacimensfomiado) Plantas transformadas

superexpressando a GA 2-oxidase

FIGURA 20.10 Plantas de trigo anas, geneticamente modificadas.
O trigo do tipo selvagem (ndo transformadao) é mostrado na extrema
esquerda. As trés plantas 3 direita foram transformadas com cDNA
GA Z-oxidase de feijoeiro, sob o controle de um promotor consti-
tutivo. Consequentemente, a bioativa GA, endégena & desativada
mais nas plantas transformadas que nas plantas do tipo selvagem.
Os graus variados de nanismo refletem os diferentes graus de supe-
rexpressao de GA 2-oxidase com a expressao mais alta na extrema
direita (de Hedden e Phillips, 2000, cortesia de A. Phillips).

Os mutantes
andes
frequentemente
mostram outros
defeitos
fenotipicos

FIGURA 20.11 Reducao no desenvolvimento das sementes, em
um mutante de ervilha deficiente em GA. Vagens do tipo selvagem
(a esquerda) e do mutante /h-2 (a direita), mostrando o desenvolvi-
mento reduzido das sementes do mutante (cortesia de J. B. Reid).
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As auxinas podem regular a biossintese de GA

151+

Decapitated
+ |AA

—_
o
T

Web Figure 20.6.D Extraction of pea

seedlings shows that decapitation
reduces endogenous GAontent of
plants after 48 hours. IAA (auxin)

IAA applied at time 0 to a decapitated stump
/ (arrow) restores GAlevels after 48

hours, and maintains elongation of the

uppermost intact internode to the same

level as that in the intact plant. The

uppermost intact internode in the

decapitated seedling elongates slightly

less (about 10%) during the 48 hour

Intact Decapitated Decapitated duration of the experiment.
+ 1AA

GA1 level, ng.g™’

Decapitated

As auxinas podem regular a biossintese de GA

IAA —-growth

— GAy— > GA;—> growth

A 4

R JHH

GAzg GAg

Web Figure 20.6.E  1AA (from

the apical bud) promotes and is
required for GA ; biosynthesis in
subtending internodes of pea. IAA
also inhibits GA, breakdown.
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Sinalizacao da giberelina: significado da resposta
dos mutantes

Mutantes de um Unico genecom deficiéncia na resposta a GA,
tém sido ferramentas valiosas para a identificacdo de genes que
codificam possiveis receptores de GA ou componentes de suas rotas
de transducéo de sinal.

Em termos gerais, os fatores que afetam a transduc¢éo de sinal
podem ser reguladorespositivos ou negativasiTtés principais classes
de mutantes podem ser distinguidas:

1. Uma mutacdo que tornando funcional um regulador positivo de
sinalizacdo de GA, origina um fendtipo ando. Essas mutacoes de
perda de fungcdo sdo recessivas 0s mutantes ndo respondem a
aplicacao de GA, devido a deficiéncia em um componente essencial da
rota de transducgéao de sinal.

2. Uma mutacdo que torna ndo funcional um regulador
negativo de acdo de GA origina um fendtipo alto.
Novamente, essas mutacOes de perda de funcdo séao
recessivas.

3. Uma terceira classe de mutantes, na qual unmegulador
negativo € tornado constitutivamente ativotambém origina
plantas ands ndo responsivas a GA,mas, nesses casos, as
mutacdes sdo de “ganho de funcdo” e, portanto, sdo semi-
dominantes.
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O que torna esses mutantes de resposta a GA diferentes
daquelas plantas com mutacdes que bloqueiam enzimas na rota
de biossintese de GA?

A diferenca € que a altura desses mutantes de resposta a
GA ndo é proporcional a quantidade desse horménio. Sabe-se
isso porque as plantas anas insensiveis a GA, ndo se tornam
altas quando tratadas com esse hormonio.

GID1 codifica um receptor soluvel de GA

Um avanco importante na compreensdo da transducao de
sinal de GA surgiu com a caracterizacdo de um mutante anao
recessivo de arroz, denominaddGA-insensitive dwarf (gidL O tipo
selvagem codifica uma proteina globular, GID1, que é um receptor de
GA.

Para ser identificada como um receptor, uma proteina precisa
preencher os seguintes critérios:

* Aligacéo do ligante(nesse caso, GAJ proteina deve ser especifica.
Quando foi testada a ligacdo de dez GAs, com atividades biologicas
relativas variadas, a GID1, as GAs bioativas se ligaram com
afinidade mais alta.

17/07/2013
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* A ligacdo ao ligante deveria sersaturave] esta mostrou ser a
situacéo de GID1 (Fig 20.12A)—

» Aligacao ao ligante deveria ser dalta afinidade quanto mais alta
a afinidade das GAs com a proteina, tanto mais fortemente ligadas
elas serdo, e menos facilmente serao dissociadas (Fig 20.12&5>

* A ligacdo ao ligante deveria ser rapida e reversivel. A Fig 20.12C
mostra que a ligagédo total da GA marcada com radioisétopo a
GID1 alcangou a metade do valor maximo em 5 minutos=—

Logo ap0s a identificacdo de GID1 no arroz, trés ortdlogos
(genes em espécies diferentes que tém sequéncias similareseesi,
porque sao derivados de um Unico gene em seu ancestral comum)
foram descobertos emA. thaliana, a saber: GID1a, GID1b e GID1Cc=—)

Ligada (nM)

L L L L L | = -
%o 10 20 30 40 50 60 70 0 GST  GST- GST- GST-  GST-
Tempo (min} GID1 GID1-1 GID1-2 GID1-3

FIGURA 2012 Propriedades de GID1 de ligacio 3 GA. (A) A liga- Pm;;c
cdo de GA & proteina GID1 {expressa como uma fuséo proteica GST
-GID1) mostra saturagao, guando GID1 ¢ incubada com uma quanti-
dade constante de GA, marcada com radioisétopo e concentracaes
crescentes de GA, ndo marcada. (B) Uma andlise de Scatchard plota
os dados de A, resultando uma constante de dissodiagae (Ky. (C)
Taxas de associagio/dissociacao de GA, marcada com radicisdtopo
e GID1. Em cinco minutos, a ligacdo total de GA, marcada alcangou
a metade do méaximo {linha verde). A adicdo de GA, ngo marcada
(seta) reduziu a ligagdo a menos de 10%, em cinco minutos (linha
escura). (D) Trés diferentes protelnas GID1 que sofreram mutacao
{expressas como fusdes GST-GID1-1, GST-GID1-2 e GST-GID1-3) ndo

se ligam & GA, marcada, evidenciande enfaticamente que a ligagao
de GA, & proteina do tipo selvagem & especifica {segundo Ueguchi- <:|
-Tanaka et al., 2005).

Atividade de ligaggo (x 10° d.pm} 7
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gidla
gid1b

FIGURA 20.13 Fenétipos dos mutantes gid1a, gid1b e gid1c de A.
thaliana. (A) Porgbes aéreas de uma planta do tipo selvagem com 37
dias (Col-0) e mutantes homozigotos, mostrando que mutantes sim-
ples ndo t3m um fenétipo com comprimento do caule perceptivel-
mente alterado. O mutante duplo gidia/gidic € ando, enquanto os
outros dois mutantes duplos exibem alguma redudéncia funcional e
sao altos. O mutante triplo (gidTa/gid1b/gidic) & um anao extremo.

i
gid1a gidlb  gidla gal-3 Tipo selvagem

gidtc gidlc  gidtb
gid1c

500 pm

O mutante ga7-3 deficiente em GA foi inclufdo para comparacao.
(B) Vista em detalhe de uma flor do tipo selvagem. (C} O mutante
duplo gid?a/gid?b tem anteras defeituosas. (D, E) Micrografias ao
microscépio eletrénico de varredura de flores de gid?algid1bigid1c
(D) e do tipo selvagem (E). Para melhor visualizacéo, as sépalas e as
pétalas foram retiradas nas duas imagens (de Griffiths et al., 2006;
cortesia de S. Thomas).

Dominio DELLA
de proteina DELLA
{p. ex., GAI)

- Interruptor de extensdo
) helicoidal N-terminal
B {“tampa”) de GID1a

5 fab b =)
7 Y
SN e
| > Nucleo o/ dA GID1a
af =

FIGURA 20.14 Estrutura do complexo GA;-GID1a-DELLA. A mo-
lécula GA3 ligada esta representada como um modelo de preenchi-
mento espacial, com carbono em bege e oxigénio em vermelho, A
ligacdo de uma GA bioativa {p. ex., GA;) dentro de uma cavidade
no receptor GID1a permite que o interruptor de extensdo cubra a
GA, mais exatamente como uma “tampa” fechando. A tampa fe-
cha a parte “apical” hidrofébica da GA, a qual nao tem dtomos de
oxigénio expestos. Logo gue o interruptor de extensdo & fechado, o
dominio DELLA de uma proteina DELLA (p. ex., GAI) pode ligar-se a
sua superficie superior externa (Murase et al., 2008).

A mutacdo em apenas
um desses genes,
GID1a, GID1b ou

GID1c, deA. thaliana,

ndo sera expressa como
uma diferenca
perceptivel no

comprimento do caule.

Porém, se os trés genes

sofrem mutacgédo, entéo

0 “mutante triplo”
exibe nanismo extremo.
Além disso, defeitos
graves na antera levam
a esterilidade
masculina no mutante
triplo.

Modificagcdes da molécula
de GA podem reduzir a
ligacdo com o receptor:
GAs nas quais 0 &cido
carboxilico no C-6 esta
metilado ou que néo
possui um D-OH liga-se
a GID1I com uma
afinidade que é Vvarias
ordens de grandeza
menor que a de uma GA
bioativa. Mesmo que uma
GA tenha um 3b-OH e
COOH no C-6, a presenca
de um grupo Z2b-OH, leva
a interferéncia estérica e,
assim, reduz a ligagéo a
proteina receptora.
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Interacao entre GA bioativa, o receptor GID1 e o regulador
negativo GAI (uma proteina DELLA)

N&o ha uma interacéo direta entre a GA e a proteina DELLA
(a GA estd encoberta dentro da GID1)mas a GA bioativa € um
ativador alostérico de GID1, que facilita sua ligacdo a uma proteina
DELLA.
FIGURA 20.15 Madelo da mudanga na protelna GID1 induzida

por GA e das mudangas na protelna DELLA induzidas pelo complexc
GA-GID1 (Murase et al., 2008).

1. GID1 é uma proteina alostérica. 2. Aligagdio ao complexo GA-GID1 causa 3. Mudangas no dominio DELLA
A ligacdo a GA causa uma mudanga uma mudanca conformacional no dominio também podem induzir uma mudanga
conformacional que provoca o DELLA N-terminal de uma proteina DELLA. conformacional no dominio GRAS.

fechamento do interruptor de

extensdo, como uma tampa.
Proteinas DELLA

Interruptor de A bioati
extensdo N-terminal G bloatlv;gua
7 . O @] N<( DELLA )

As proteinas com dominio DELLA sé&o reguladores
negativos de resposta a GA

As proteinas com dominio DELLA (asp, glu, leu, leu e ala)
constituem uma subclasse da familia GRAS de reguladores
transcricionais. Todas as proteinas GRAS(gly, arg, ala e ser)tém
homologia no dominio C-terminal. Aquelas envolvidas em respostas a
GA também possuem um dominio na extremidade N-terminal,

denominado DELLA. Sequéndia de
localizagdo nuclear

Repeticbes Repeticbes

DELLA\ VHYNP Poli ST de leucinas de Ieg‘cinas

b 1l1, ‘l\ \\ ks v
L[ [ L I T |
N I J
i Y
Dominio DELLA Dominio GRAS
{dominio regulador) {dominio funcional}

FIGURA 20.16 Estruturas dos dominios das proteinas repressoras
RGA e GAI, mostrando o dominio regulador DELLA e o dominio fun-

cional GRAS.
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FIGURA 20.17 Demonstracao dos efeitos opostos de duas muta-
¢Oes diferentes no mesmo gene repressor SNLT. Sdo mostradas trés
partes aéreas de plantulas de cevada com 2 semanas de idade. No
centro: plantula do tipo selvagem (TS). A esquerda: o mutante sinic
temn um fenétipo ultra-alto (slender) GA-constitutivo, associado &
perda de fungdo da proteina repressora, devido a uma mutagao no
dominio GRAS repressor. A direita: o mutante s/n7d é um anao do-
minante, com ganho de fungdo, porque uma mutagdo no dominio
DELLA impede a degradacdo da proteina repressora (de Chandler et
al., 2002; cortesia de PM. Chandler).

A mutacdo de reguladores
negativos de GA pode produzir
fendtipos ultra-alto ou anao.

sinfe TS sinld

As giberelinas
sinalizam a
degradacéo de
reguladores negativos
de resposta a GA

(RGA).

RGA GFP rRGA |

Construgdo Promotor
de DNA

FIGURA 20.18 A proteina RGA é encontrada no nicleo, coerente
com a sua identidade como um regulador transcricional, e sua quan-
tidade ¢ afetada pelo nivel de GA. (A) Células vegetais foram trans-
formadas com o gene da RGA fusionado ac gene da proteina verde
fluorescente (GFP), possibilitando a detecgao de RGA no nucleo, por
microscopia de fluorescéncia. (B) Um pré-tratamento com GA por
duas horas causa a perda de RGA pelo nucleo (acima). Quando a
biossintese de GA € inibida por um tratamento com paclobutrazol
{um inibidor da biossintese desse horménio) por 48 horas, o con-
tetdo de RGA no nucleo aumenta (abaixo). Essas micrografias mos-
tram que RGA & degradada na presenga de GA, mas ndo na sua
auséncia (de Silverstone et al., 2001).

17/07/2013
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1. Sob ligagdo de uma proteina DELLA ao complexo 2. A proteina F-box realiza a
GA-GID1, uma mudanga na conformacio do dominic poliubiquitinacdo do dominio
GRAS facilita sua ligagdo ao componente F-box GRAS da proteina DELLA.

de um complexo SCF.

Proteina DELLA

FIGURA 20.19 A degradacdo da proteina DELLA pelo proteasso- N @D
mo 265 permite que ocorra a reprogramacao transcricional, obser- 3. A proteina DELLA é agora

vando-se crescimento ou uma outra resposta a GA. direcionada a degradacao
pelo proteassomo 265.

Dn(z%?o
Proteinas F-box(reguladores A
positivos na sinalizacado de GA)
destinam a degradacao as i S
proteinas com dominio DELLA J’

5. Uma vez concluida a
degradagdo da proteina
DELLA, a planta exibira
uma resposta a GA.

Respostas a giberelina: alvos precoces de proteina DELLA

As GAs podem afetar muitos aspectos do crescimento e
desenvolvimento vegetais, desde a germinacdo de sementes até o
desenvolvimento de flores e frutos.

O desafio recente tem sido relacionar o conhecimento
moderno de percepcdo a GA, em nivel molecular, com eventos a
jusante que levam a mudancgas no crescimento e desenvolvimento.

Muitos estudos de expressdo génica ew. thaliana tém sido
importantes na determinacéo de “genes precoces de resposta a GA”,
pois esses genes sdo ‘ligados” ou “desligados” pelas proteinas
DELLA.
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O objetivo de varios estudos recentes tem sido usar sistemas
experimentais em que a expressao de genes DELLA possa ser
induzida e, apds, possam ser identificados 0os genes que mostram
mudancas rapidas na expressao.

Os genes que exibem expressao alterada em uma ou duas
horas de expressdo DELLA indutora provavelmente sdo genes
precoces de resposta a GA.

As proteinas DELLA podem ativar ou suprimir a
expressao génica

Os genes precoces de resposta a GA a jusante de
proteinas DELLA sdo genes que codificam enzimas da
biossintese de GA ou o receptor de GAimplicando uma forte
regulacdo homeostatica para manter os niveis de GA e as
respostas de GA dentro de limites fisiologicos.

Outros alvos imediatos de proteinas DELLA sdo genes
que codificam fatores de transcricio ou reguladores
transcricionais.
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Embora alguns desses alvos de DELLA, em plantulas e
inflorescéncias, pertencam as mesmas classes de reguladores
transcricionais, o notavel é que nelas parece haver muito pouca
sobreposicdo nos genes individuais regulados pelas proteinas
DELLA.

Essas observacdes podem auxiliar a explicar a
especificidade da acdo da GA e como um unico horménio pode
levar a tantos tipos diferentes de respostas dependendo do
estagio de desenvolvimento ou tecido-alvo.

As proteinas
DELLA regulam a
transcricao por
interacdo com
outras proteinas,
como fatores de
transcricao do
fitocromo (PIFs)

29



17/07/2013

Respostas a
giberelina: a
camada de
aleurona de
cereais

GAMYB ¢é um regulador positivo da transcricéo do
genea-amilase
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Modelo composto da

inducdo da sintese de

a-amilase por GA, em

camadas de aleurona
de cevada.

Respostas a giberelina: desenvolvimento da antera e
fertilidade masculina

O efeito da GA bioativa sobre o desenvolvimento do pélen
e na regulacao da fertilidade masculina € mediado pelo fator de
transcricdo GAMYB.

Embora GAMYB regule muitos genes em camadas de
aleurona e anteras, os genes regulados por ela nos dois sistemas
sao completamente diferentes (Tsuiji et al., 2006).
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Respostas a giberelina: crescimento do caule

Os efeitos das GAs sobre o crescimento do caule podem ser tdo
drasticos que é possivel imaginar que seria simples determinar cam
esses hormodnios atuam(mais evidentes em plantas ands e em
“roseta”).

Infelizmente, ndo é o caso, pois pouco € compreendido sobre o
crescimento de células vegetais.

Entretanto, sdo conhecidos algumas caracteristicas basicas do
alongamento do caule induzido por GA.

17/07/2013
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As giberelinas estimulam o alongamento e a divisao
celulares

As giberelinas estimulam tanto o alongamento quanto a divisdo
celulares, como evidenciado pelos aumentos do comprimento celule do
numero de células, em resposta a aplicacdo de GAs bioativas.

* Os entrends de individuos altos de ervilha possuem mais células qus a
plantas anas, e as células sdo mais longas.

* A taxa de mitose aumenta de modo notavel na nervura principal ou no
meristema fundamental de plantas em “rosetas” de dias longos cresedo
em dias curtos, apos tratamento com GA bioativa.

* A estimulacdo dréstica do alongamento do entrenés em arroz iigado,
quando submerso ou quando tratado com GA, deve-se, em parte, ao
aumento da atividade de divisdo celular no meristema intercalr
encontrado em determinadas monocotileddneas.

Aplicacao de GA em plantas em “roseta” induz o alongamento
dos entrends, em parte por aumentar a divisdo celular

mitotic event -: \
Y “ 2am Tt asn T - 7zh -

Distribution of cell division following application of GA

)
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.

T ¥
12 24 36 48
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As giberelinas
aumentam a
extensibilidade da
parede celular sem
causar acidificacao
apos umlag timede 40
minutos em arroz e de
duas atrés horas em
ervilha.

Uma das hipéteses para
explicar o mecanismo do
alongamento do caule
estimulado pela GA é o que
envolve a participacao da
enzima XET (xiloglucano
endotransglicosilase).

A XET estaria envolvida no

aumento da extensibilidade da

parede induzido por GA.

A XET atuaria aumentando a
permeabilidade da parede
para a penetracao das
expansinas.

Leaf

Node
Lag period

Intercalary

meristem
GAz added
1o internode,
section

Node

Growth (mm)

\Control internode section
(no GA3 added)

Excision of internode
section

L 1 L L L L 1
o 1 2 3 a 5 6 7
Time (hours) after internode excised from plant
FIGURE 20.23 Continuous recording of the growth of the
per internode of deep-water rice in the presence or
absence of exogenous GA,. The control internode elongates
at a constant rate after an initial growth burst during the
first 2 hours after excision of the section. Addition of GA
after 3 hours induced a sharp increase in the growth rate
after a 40-minute lag period (upper curve). The difference in
the initial growth rates of the two treatments is not signifi-
cant here, but reflects slight variation in experimental mate-
rials. The inset shows the internode section of the rice stem
used in the experiment. The intercalary meristem just above
the node responds to GA. (After Sauter and Kende 1992.)

;Xylogluran endotransglycosylase (XET)

[78) ¥

Xyloglucans

(B)

l

[(a]

(D)

(E)

(F)

D
FIGURE 15.16 Action of xyloglucan endotransglycosylase
(XET) to cut and stitch xyloglucan polymers into new con-
figurations. Two xyloglucan chains are shown in (A) with
two distinct patterns to emphasize their rearrangement.
XET binds to the middle of one xyloglucan (B), cuts it (C),
and transfers one end to the end of a second xyloglucan
(D, E), resulting in one shorter and one longer xyloglucan
(F). (After Smith and Fry 1991.)
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Em arroz irrigado, os niveis
do transcrito de uma expansina

especifica, codificada por OsEXP4,
aumentam apdés 30 minutos de

tratamento com GA, ou em

resposta a submersdo rapida,

ambos induzindo o crescimento.

Esses resultados indicam

que o alongamento celular
induzido por GA é, pelo menos em
parte, mediado por expansinas.

As GAs regulam a transcricdo das quinases do ciclo celular

Active CDK
stimulates mitasis

* GA ativa a transicao de G et
: ~ %

para S (induz expressao de Cra

varias CDK); by mm
* GAregula a transi¢ao entre o

as fases Ge M(CDK). @) .

oy
Inactive CD G| cyclin (Cg }

..- <+ B Iﬂ
E‘"“" Inhibitory

Gy qrclln site

degradation Active CDK

stimulates DNA
synthesis
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Areducéo da sensibilidade & Ga pode
impedir perdas na colheita

O gene SublA esta associado a expresséo
aumentada de SLR1, levando a acumulagdo da
proteina DELLA. Plantas transgénicas que
superexpressam constitutivamente SublA ou
plantas em queSublA é altamente induzido em
folhas submersas apresentam sensibilidade a GA
e nao experimentam niveis de crescimento
suicidas, em resposta a submerséao rapida (Fukao
e Balley-Serres, 2008).
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