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UNIDADE XVII — Citocininas: Reguladores da
divisédo celular
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As fungdes bioldgicas das citocininas

Introducéo

As citocininas foram descobertas durante as pesquisas dos

fatores que estimulam as células vegetais a se dividire(sofrerem
citocinese).

Desde a sua descoberta, as citocininas tém apresentado

efeitos em varios processos fisiolégicos e de desenvolvimento

incluindo:

a senescéncia foliar,

a mobilizagcéo de nutrientes,

a dominancia apical,

aformacéo e a atividade dos meristemas apicais,

o desenvolvimento vascular,
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* aquebra da dorméncia de gemas e,

* ainteragdo com outros organismos.

As citocininas parecem também mediar muitos aspectos do
desenvolvimento regulado pela luz, incluindo:

» adiferenciacao dos cloroplastos,
» 0 desenvolvimento do metabolismo autotrofico e,

e aexpansao de folhas e cotilédones.

O controle da divisédo celular, processo fundamental no
crescimento e desenvolvimento vegetaig, considerado a principal
funcdo dessa classe de reguladores de crescimento.

Divisao celular e desenvolvimento vegetal

As células vegetais formam-se a partir de divisbes celulares
do meristema primario ou do secundario.

As células vegetais recém formadas expandem-se e se
diferenciam, mas, uma vez assumida a sua fungéo transporte,
fotossintese, sustentacdo, armazenamento ou protegdem geral,
nao se dividem novamente durante a sua vida.

Nesse aspecto, elas parecem ser semelhantes as células
animais, que sao consideradas terminalmente diferenciadas.
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Contudo, essa semelhanca com o comportamento de células
animais € apenas superficial.

Quase todos os tipos de células vegetais que conservam o0
ndcleo na maturidade apresentam a capacidade de se dividirem.

Essa propriedade entra em funcionamento durante certos
processos, como a cicatrizagéo de lesdes e a abscisao foliar.

As células vegetais diferenciadas podem retomar a
diviséo
Sob certas circunstancias, células vegetais maduras e
diferenciadas podem retomar a diviséo celular na planta intacta:

* Em muitas espécies, células maduras do cortex e/ou do floema
retomam a divisdo para formar meristemas secundarios, como o
cambio vascular ou felogénio.

* A zona de abscisao na base do peciolo é a regido da folha onde
as células maduras do parénquima podem se dividir novamente
apos um periodo de inativacao mitéticaformando uma camada
de células com paredes relativamente frageisjas quais pode
ocorrer a absciséo.
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* A lesdo de tecidos vegetais induz divisdes celulares no local
lesionado. A atividade mitética induzida por lesdo € normalmente
auto limitante; apds poucas divisdes, as células derivadas param de
se dividir e se rediferenciam.

» Entretanto, quando a bactéria do soloAgrobacterium tumefaciens
invade uma leséo, ela pode causar neoplas(formacao de tumor),
doenca conhecida comgalha da coroa

» Agrobacterium tumefaciensiltera as caracteristicas das células que
se dividem em resposta a lesdo, tornando-as semelhantes a um
tumor. Elas ndo param de se dividir;pelo contrario, continuam sua
divisdo ao longo da vida do vegetal, produzindo uma massa
desorganizada semelhante a um tecido tumoral denominada galha.

FIGURA 21.1 Formacado de tumor no caule de um tomateiro infec-
tado com a bactéria da galha da coroa, Agrobacterium tumefaciens.
Dois meses antes de ser feita esta fotografia, o caule foi lesionado e
inoculado com uma cepa virulenta da bactéria da galha da corca (de
Aloni et al., 1998, cortesia de R. Aloni).
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Fatores difusiveis controlam a divisao celular

As células vegetais maduras param de se dividir porque néo
recebem mais um determinado sinal, possivelmente horménio, o
gual é necessario para o inicio da divisao celular.

A ideia de que a divisdo celular pode ser iniciada por um
fator difusivel foi proposta pelo fisiologista vegetal austriaco G.
Haberlandt, em 1913.

Ele demonstrou que o tecido vascular possui uma
substancia ou substancias hidrossolluveis que estimulam a divisdo
celular em tecidos lesionados de tubérculo de batata.

O esforgo para a determinacdo da natureza desse fator (ou
fatores) levou a descoberta das citocininas na década de 1950.

Os tecidos e o0s 0rgaos vegetais podem ser
cultivados
A possibilidade de crescerem células, tecidos e érgdos em
um simples meio de cultura com nutrientes vem ha muito
despertando o interesse de bidlogos.

Na década de 1930, Philip White demonstrou que raizes de
tomateiro poderiam crescer indefinidamente em um simples meio
nutritivo, contendo apenas sacarose, sais minerais e algumas
vitaminas, sem adi¢cdo de hormonios.

Ao contrario das raizes, os tecidos caulinares isolados
exibem muito pouco crescimento em meio de cultura sem a adi¢cao
de horménios.
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As partes aéreas da maioria dos vegetais ndo podem crescer
em um meio simples sem horménios, até que se formem raizes
adventicias, mesmo se os tecidos caulinares cultivados contiverem
0s meristemas apical ou lateral.

Essas observagdes indicam que existe uma diferencga entre a
regulacéo da divisdo celular nos meristemas da raiz e da parte
aérea.

Sugerem também que algum(ns) fator(es) derivado(s) da
raiz pode(m) regular o crescimento da parte aérea.

A cinetina foi descoberta como um produto da quebra do
DNA
Folke Skoog e col., nas décadas de 1940 e 1950, testaram
inlmeras substancias com capacidade para iniciar e manter a
proliferacdo de células de medula de tabaco em cultura.

Eles observaram que a base adenina do acido nucleico
possuia um pequeno efeito promotor; entdo, testaram a
possibilidade de que acidos nucleicos estimulariam a divisdo
celular nesse tecido.

Foi observado que o DNA autoclavado do esperma de
arengque apresentava um forte efeito promotor da diviséo celular.
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Apds muito trabalho, Miller e col., em 1955, identificaram
no DNA autoclavado uma molécula denominada de cinetind6-
furfurilaminopurina), que demonstrou ser um derivado da adenina
(6-aminopurina).
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A zeatina foi a primeira citocinina natural descoberta

Letham, em 1973, isolou de extratos de endosperma
imaturo de milho (Zea may$ uma substancia que tinha o mesmo
efeito biolégico da cinetina, e identificou-a comdrans-6-(4-hidroxi-
3-metilbut-2-enilamino)purina, a qual chamou de zeatina.
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Alguns compostos sintéticos podem imitar a acao da
citocinina

As citocininas sédo definidas como compostos que possuem

atividades biol6gicas semelhantes aquelas deans-zeatina. Estas
atividades incluem:

* A inducdo da divisdo celular em calos na presenca de uma
auxina;

* Promocao da formacdo de gemas ou raizes a partir de calos em
cultura, guando em razdes molares adequadas para auxina;

* Retardo da senescéncia foliar;

* Promocéao da expanséao dos cotilédones de dicotiledéneas.

17/07/2013
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CITOCININAS SINTETICAS DE NATUREZA PURINICA
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As citocininas ocorrem tanto na forma livre quanto na
forma ligada.

As citocininas, biologicamente ativas, estdo presentes como
moléculas livres nas plantas e em certas bactérias.

As citocininas livres tém sido encontradas em um amplo espectro de
angiospermas. Elas foram também encontradas em algas,
diatoméaceas, musgos, pteriddéfitas e coniferas.

A fungéo reguladora das citocininas tem sido demonstrada nas
angiospermas, coniferas e musgos, e é provavel que tais horménios
possam agir regulando o crescimento, o desenvolvimento e o
metabolismo de todos os vegetais.

Em geral, a zeatina é a citocinina livre de ocorréncia natural mais
abundante, porém adi-hidrozeatina(DHZ) e aisopentenil adenina
(iP) sdo igualmente encontradas nos vegetais superiores e nas
bactérias.
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As citocininas também 17 Serina, Leucina,
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Algumas bactérias e fungos fitopatogénicos, insetos e
nematodeos secretam citocininas livres:

As citocininas produzidas por microrganismos incluem arans-
zeatina, iP, cis-zeatina e seus ribosideos, bem como derivados de 2-
metiltio de zeatina.

Bactérias formam a galha da coroa Agrobacterium tumefaciense a
vassoura-de-bruxa Corynebacterium fascians =

Fungos formam as micorrizas arbusculares;

Certos insetos induzem a formacao de galha e a utilizam como local
de alimentacao;

Nematdédeos de nédulos de raizes produzem células gigantes das
guais obtém seu alimento. =)
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O aumento de
citocinina, produzida
pela interagdo com
bactérias, fungos, virus
ou insetos, pode causar
um aumento na
proliferacéo do
meristema apical da
parte aérea e/ou o
crescimento das gemas
laterais. Essa
proliferagéo, conhecida
como fasciacao, se

manifesta como um

FIGURA 21.3 Vassoura-de-bruxa em Abeto (Abijes sp.), causada fendmeno chamado
pelo fungo da ferrugem do abeto Melampsorella caryophyllacearum
{cortesia de Bob Erickson, Natural Resources Canada, Canadian Fo- vassoura-de-bruxa.

rest Service). |

Biossintese, metabolismo e transporte das
citocininas

As cadeias laterais das moléculas naturais de
citocininas sdo quimicamente relacionadas a borracha, aos
carotenoides, aos horménios giberelina e acido abscisico e a
alguns compostos de defesa vegetal conhecidos como
fitoalexinas.

Todos s&o constituidos, pelo menos em parte, por
unidades de isopreno.

17/07/2013
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As células da galha da coroa recebem um gene
para a sintese de citocinina

T-DNA
2 genes p/ auxina,

« 1 gene p/ citocinina 7
(IPT);

*1 gene p/ opina

(compostos
n Itrog e n ad OS) " FIGURA 21.4 Indugdc de tumor por Agro-
bacterium tumefaciens (segundo Chilten,
1983).
NH

2
\C—NH—(CH ),— CH— COOH
Vi 23 |

NH
NH

CH,— CH— COOH

Octopine

NH,
AN
/C—NH—(CH2)3— ClH—COOH
NH
NH

|
COOH — (CH,), — CH— COOH

Nopaline

2. A bactéria virulenta transporta um
plasmideo Ti, além do seu préprio DNA

0. O T-DNA do pl. ideo entra

na célula e se integra ac DNA cromossomico.

‘"™ 1. O tumor & iniciado
> quando as bactérias
entram através de uma
lesao e aderem-se &s
células.

DNA

T-DNA cromossémico

T-DNA

Ce

Cromossomo

Agrobacterium
tumefaciens

Célula vegetal

F j transformada

“) 3. As células transformadas
- se proliferam para formar
o tumor da galha da coroa.

4.0 tecido do tumor pode ser “curado” da
bactéria pela incubagdo a 42°C. O tumor
sem bactérias pode ser cultivado
indefinidamente na auséncia de horménios.

Web Figure 21.6.A  The two major
opines, octopine and nopaline, are found
only in crown gall tumors. The genes
required for their synthesis are present
in the T-DNA from Agrobacterium
tumefaciens The bacterium, but not the
plant, can utilize the opines as a nitrogen
source.
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O plasmidio Ti e a engenharia genética em plantas
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Foreign

gane Chromosonie

99'{9 /resistance gene

—— Agrobacterivm

Transformed
cell

Tobacco plant cell

Chromarin / Tob
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| Tobacco plant

NH2

G
AIPT (isopentenil @00y« EBo
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primeira etapa da 5
biossintese da citocinina. e
00 ON
A biossintese da
citocinina nas plantas
ocorre principalmente
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Cultured calls on
medium containing
amntibiotic

Transformed <ell
from whole plant
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trans-zeatina

.
(DMAPP) como origem I T
da cadeia lateral. e

FIGURA 21.5 Rota biossintética simplificada da sintese de citoci-
nina. A primeira etapa comprometida na biossintese da citocinina
¢ a adigio da cadeia lateral de isopentenil do DMAPP (dimetilal
difosfato) a um grupo funcional da adenosina (ATP ou ADP). Os
produtos destas reagdes (PRTP ou IPRDP) s30 convertidos a zeatina
{ZTP ou ZDP) por um citocromo P450 monoxigenase (CPY735A). As
citocininas di-hidrozeatina (DHZ) s&o produzidas a partir de vérias
formas da trans-zeatina por uma enzima desconhecida (no apre-
sentada). As formas ribotideo e ribosideo da trans-zeatina podem

ser interconvertidas e a trans-zeatina livre pode ser formada a partir
do ribosideo por enzimas do metabolismo geral da purina. Detalhe:
O detalhe apresenta a rota para a biossintese da citocinina via Ipt de
Agrobacterium. As enzimas Ipt do vegetal e da bactéria diferem no
substrato adenosina utiizado e no doador da cadeia lateral; a enzi-
ma vegetal parece utilizar tanto o ADP quanto o ATP para ligar este
ao DMAPP, enquanto a enzima bacteriana usa o AMP para ligar ao
HMBDP (1-hidroxi-2-metil-2-(E-butenil 4-difosfato). Observe que
produto da reago da pt de Agrobacterium ¢ uma zeatina ribotideo.

17/07/2013
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Caracteristicas das citocininas

Os locais de sintese de citocininas sdo 0s meristemas das raizes
(principal), embrido de sementes em desenvolvimento, folhas e
frutos jovens;

O movimento de citocininas sintetizadas nas raizes ocorre pelo
xilema (ribosidio da trans-zeatina), mas ocorre também pelo
floema (P e ribosidios dacis-zeatina).

As citocininas podem agir sinalizando tanto a longas distancias
guanto localmente.

As citocininas sdo necessarias tanto para a iniciagdo das iniciais
vasculares quanto para a formacado dos meristemas laterais no
cambio.

As citocininas sao rapidamente metabolizadas nos tecid
vegetais

Citocinina
oxidase H
> > C—CH—
H 0

FAD
+ FADHZ

2
iP Adenina 3-Metil-2-butenal

FIGURA A3.6 A citocinina oxidase degrada irreversivelmente al-
gumas citecininas.

Muitos tecidos vegetais possuem a enzima oxidase da
citocinina, a qual cliva a cadeia lateral da zeatina, da zeatina
ribosidio, iP e de seus N-glicosidiogntretanto, a di-hidrozeatina e
seus conjugados, bem como citocininas aromaticas como a
benziladenina, sdo resistentes a clivagenA oxidase da citocinina
inativa irreversivelmente as citocininas, sendo importante na
regulacao e na limitagédo dos efeitos da citocinina.

14
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Os niveis de citocinina podem também estar
conjugados em varias posicoes.

* Os nitrogénios nas posicoes 3, 7 e 9 do anel da adenina da
citocinina podem ser conjugados a residuos de glicoseN<{
conjugados).

* A alanina pode estar conjugada ao nitrogénio da posicao 9,
formando o &cido lupinico.

e O grupo hidroxila da cadeia lateral das citocininas é também
alvo da conjugacdo a residuos de glicose ou de xilose,
produzindo O-glicosidio eO-xilosidio.

(A)

CH;O0H — Glicose
HI\.I—/_‘< Xilose

, . N—»G|
Os niveis de “scH Nr%[ “%
DAt~ — Ribose 5’-fosfato

citocinina podem Rivoe
também estar G“‘"“* Glicose
conjugados em ® T
varias posicoes. )\I Q
\> HO /oy
HN_/_<CH 228 oM T k
JI @ Zeatina-O-glicosideo
HO/GH
L — HN—/=<CC::OH
trans-Zeatina B-D-Glicose N TR

N
D
FIGURA A3.7 As citocininas pedem ser conjugadas a vérias moléculas nas posigbes mostradas. NZaeN

{A) Os conjugados mostrados em vermelho sao irreversivels e resultam em uma citocinina inativa, bl

Os conjugados mostrados em azul causam a inativacdo da citccinina correspondente, mas sdo re-

versfveis. Os conjugados mostrados em verde s&o citocininas ativas, embora menos do que as bases HO/OH
livres correspondentes. As porgdes de ribose sao reversiveis, porém a modificacao metiltiol parece

ser irreversivel. (B) Exemple de cenjugacdo de trans-zeatina a glicose na cadeia lateral, formando um _ i
conjugada O-ligado (em cima), e no anel de adenina, formando um conjugado A-ligado (embaixa). trans-Zeatina-A’-glicosideo

15
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Tanto a citocinina conjugadaN- quanto a O- s&o funcionais
somente se a conjugado for removido.

As conjugacbesN sdo geralmente irreversiveis, e essas
formas conjugadas de citocinina sao inativas em bioensaios.

As conjugac¢0esO da cadeia lateral podem ser removidas
por glicosidases, produzindo citocininas livres.

As citocininas glicosidios podem ser uma forma de
armazenamento desses compostos.

O nivel de citocinina ativa em uma célula em particulag o
somatorio da biossintese de novo, desconjugacao e trangpor
para o interior da célula, subtraindo-se a conjugacao, a
degradacéo e o transporte para o exterior desta célula.

Desconjugacgéo ; \ Conjugacao
Citocininas Degradac&o pela
Sintese ) aUVASNO  wemmmmm) .idase da citocinina
interior da
célula/tecido
Transporte para —) — Transporte para o
o interior exterior

16



17/07/2013

Modos molecular e celular de ac&o da citocinina

A diversidade dos efeitos das citocininas no
crescimento e desenvolvimento em plantas € consistente
com o envolvimento de rotas de transducao de sinal, com
ramificacdes que levam a respostas especificas.

A percepcao e a sinalizacdo da citocinina sao
mediados por um sistema de dois componentes, uma rota
de resposta similar aquelas utilizadas por bactérias para
perceber e responder as mudancas ambientais.

Foi identificado o receptor de citocinina semelhante aos reu®res
bacterianos de dois componentes

Sistema de sinalizagdo simples
de dois componentes

/___.‘-“i
® ®
@G D — e
transcricio
Entrada Transmissor Receptor Saida

Sensor histidina cinase Regulador de resposta

Sistema de sinaliza¢do de dois componentes
com revezamento de fosforo

®” ~e” "e” "o
ORI D (D @

Sensor hibrido de histidina cinase  Hpt (AHP)

) » Ativaga onda
transcricac

Regulador de resposta (ARR Tipo-B)

FIGURA 21.6 Sistema de sinalizacdo simples de dois componen-
tes versus o sistema de sinalizagdo de dois componentes com reve-
zamento de fésforo. {(A) No sistema simples de dois componentes,
o dominio de entrada (input) é o sitio onde o sinal & percebido.
Este dominio regula a atividade de dominio da histidina cinase, e,
quando ativado, autofosforila um residuo conservado de histidina.
0 fosfato &, entdo, transferido para o reslduo aspartato, que esta
localizado no dominio receptor de um regulador de resposta. A

fosforilagdo deste aspartato regula a atividade do dominio de saida
{output) do regulador de resposta, o qual, em muitos casos, &€ um
fator de transcrigao. (B) Mo tipo de sistema de sinalizagao de dois
componentes com revezamento de fosforo, uma posigao extra de
transferéncia de fésforo é mediada por uma proteina histidina de
transfer&ncia de fésforo (Hpt), denominadas de AHPs em Arabidop-
sis. Os reguladores de resposta em Arabidopsis sdo denominados de
ARRs. H, histidina; D, aspartato.
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A citocinina liga-se com alta afinidade ao dominio extracelular
CHASE (Cyclasehistidine kinase-associatedsensing extracellular) de
seus receptores (CRE1, AHK2 e AHK3)Esses receptores apresentam
afinidades distintas para diferentes tipos de citocininas, sugerdo que
diferentes citocininas podem ter sinalizcbes exclusivas e, portanto,

distintas fungcfes nos vegetais.

Filos selvagens Mutantes duplos Mutantte triplo FIGURA 21.7 Fenétipos
P A e A K_H de md\viduo: de Arabidopsis
com mutagdes em dois ou
em todos os trés receptores
de citocinina (crel, ahk2 e
ahk3). Os ecotipos parentais
selvagens estdo apresenta-
dos a esquerda (Columbia e
‘WS) (Nishimura et al., 2004).

ahk2 ahk2
ahk3 ahk3
crel

Columbia WS ahk2

As citocininas aumentam a expressao dos genes
reguladores de resposta tipo-A por meio da ativagao dos

genes ARR tipo-B
(_ Db )-cooH C b = ) COOH

Dominio Dominic Dominio

receptor receptor de saida
{fator de
transcrigdo)

ARRs tipo-A ARRs tipo-B

FIGURA 21.8 Comparagdo da estrutura de ARRs, tipo-A e tipo-B.
As ARRs tipo-A possuem um Unico aspartato (D) presente no do-
minio receptor. Contudo, as proteinas tipo-B passuem também um

dominio de saida (output) unido ao grupo carboxi-terminal.

17/07/2013
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A expressdo de uma ampla diversidade de outros genes
€ alterada em resposta a citocinina, incluindo o gene que
codifica a redutase do nitrato, genes regulados pela luz, como
o0 LHCB e o0 SSU genes relacionados com a defesa, como o
PR1, e genes que codificam rRNAs, citocromos P450,
peroxidases, extensina (proteina da parede celular rica em
hidroxiprolina) e varios fatores de transcrigao.

A citocinina eleva a expressdo desses genes, pelo
aumento da taxa de transcricdo (como no caso dos ARRSs tipo-
A) e/ou pela estabilizacdo do RNA transcrito.

1. Acitocinina liga-se a0 CRE1, o qual ocorre provavelmente Citodnina
como um dimero. A citocinina liga-se a uma porgéo sominio

Modelo de  Epsmevamismmiis

- . ~ também como receptores de citocinina em Arabidopsis
sinalizacao da

citocinina. R

receptores promove a sua atividade
histidina cinase. O fosfato &
transferido para um residuo CITOPLASMA
aspartato (D) dos dominios

receptores.

Membrana
/p\asmatica
7~ CRE1, AHK2, AHK3

Dominio
receptor

A inducao da \
fosfo rl | agé_o 3. O fosfato &, entdo, transferido ®
®

para uma histidina conservada,
. .. presente em uma proteina AHP. AHP
pela citocinina [ e
ativa fatores de —_ l S

NUCLEO
tranSC rl ao e e ® 6. As ARRs tipo-A s3o também
3 i vem- ‘ X
et 3 AHP provavelmente fosforiladas pelas
(; para o interior do nucleo, onde Fosforilagao? “ proteinas AHP.

transferem o fosfato para um
residuo de aspartato localizado @

L. no domin!'o receptor de ARRs ® ® o
Dominio extracelular tipo-A e tipo'B. 6_- 6 — Phy
o b . .
CHASE (Cyclasehistidine Dominio  Dominio ARRtpo-A  efetores?
. X X receptor  de saida
kinase-associatedsensing ARR tipo-B @ l
5. A fosforilagdo da ARR tipo-B /
extrace | | u | al’) . ativa o dominio de saida (output) Respostas
que induz a transcricdo de genes Outros. ® da citocinina
que codificam as ARRs tipo-A. efetores?
DNA—F——— 7. As ARRs tipo-A
fosforiladas interagem
: com varios efetores,
L o Respostas ?rzistclgio;ﬁ mediando mudancas na
FIGURA 21.9 Modelo de sinalizacdo da citocinina. da citocinina ¢ fungdo celular apropriada

mRNA E———31 4 citocinina (indicado no
modelo como “respostas
da citocinina”).

Este modelo é baseado em estudos com Arabidopsis.
Contudo, este mecanismo de sinalizagao é provavel-
mente similar em outros vegetais superiores.
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Funcdes bioldgicas das citocininas

Embora tenham sido descobertas como fatores da
divisdo celular, as citocininas podem estimular ou inibir
varios processos fisioldgicos, metabdlicos, bioquimicos e
de desenvolvimento quando aplicados as plantas
superiores.

Tornando evidente que as citocininas endogenas
exercem importante funcdo na regulacao destes eventos.

Veremos alguns efeitos das citocininas no
crescimento e desenvolvimento vegetal:

As plantas com superproduc¢éo de citocininas exibem vérias
caracteristicas que indicam o seu papel na fisiologia e no
desenvolvimento vegetal.
» Os meristemas apicais das partes aéreas apresentam mais folhas;

* As folhas possuem altos niveis de clorofila e sdo muito mais
verdes;

* As partes aéreas adventicias podem ser formadas a partir das
nervuras foliares e peciolos néo lesionados;

* A senescéncia foliar é retardada;
e A dominancia apical é muito reduzida;
» As plantas séo atrofiadas, com entrends muito curtos;

* O enraizamento de estacas caulinares é reduzido, assim como a
taxa de crescimentc daraiz.
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As citocininas promovem o crescimento da parte aérea pelo
aumento da proliferacao celular no meristema apical do caule

As citocininas sdo, em geral, necessarias para a
divisdo das células vegetaim vitro.=—>

Véarias evidéncias sugerem que as citocininas
também exercem fun¢gdes chave na regulacdo da divisédo
celular in vivo.

A grande parte das divisdes celulares em uma
planta adulta ocorre nos meriswmas.

20 —
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Kinetin

Tobaceo callus response (g fresh weight)

o] 1010 102 10°8 1077
Concentration of cytokinin (A

Tobacco tissues depend on cytokinin for their growth in cultue. Cultured
tobacco callus was transferred to fresh medium that containecan auxin and either
zeatin or kinetin at the indicated concentrations. The tissue were weighed after
growing for 1 month on the various media. The results show that zain is more
effective than kinetin in supporting tobacco tissue growth. Tle maximum response was
obtained with 5 x 108 M zeatin, and higher zeatin concentrations either did not
stimulate additional growth or were slightly inhibitory. The ki netin concentration had
to be at least tenfold higher to achieve the same gromg_iﬂrnulatm (From Leonard et
al. 1968.)
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FIGURA 21.10 Plantas de tabaco superexpressando genes para
citocinina oxidase. A planta da esquerda & o tipo selvagem. Cada
planta a direita esta superexpressando um dos dois diferentes genes
da citocinina oxidase: A1CKXT e AtCKX2 de Arabidopsis. O cresci-
mento da parte aérea é fortemente inibido nas plantas transgénicas
(de Werner et al., 2001).

A superexpressao de genes
da oxidase da citocininade
Arabidopsis em fumo,causa
uma reducao nos niveis da
citocinina endégena e,
consequentementeym
grande retardo do
desenvolvimento, devido a
reducao na taxa de
proliferagéo celular no
meristema apical da parte
aérea.

FIGURA 21.11 A citocinina é necessaria para o crescimento nor-
mal do meristema apical da parte aérea. (A) Seccao longitudinal
do meristema apical do caule de uma planta de tabaco selvagem.
(B) Seccao longitudinal do meristema apical do caule de uma plan-
ta de tabaco transgénica superexpressando um gene que codifi-
ca a citocinina oxidase (AtCKXT). Observe a reducao no tamanho
do meristema apical da planta com deficiéncia de citocinina (de

Werner et al., 2001).
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A perda da percepcdo de citocinina(isto €, um mutante
triplo-receptivo) também resulta em uma diminuicdo no tamanho
do meristema apical do caule, levando a uma redugdo no
crescimento da parte aérea e a pouca ou nenhuma producdo de

flores. - ®

1 1 1
Tipo selvagem 1o mm ahk2 ahk3 cretl 10mm

FIGURA 21.12 Comparacac das rosetas de Arabidopsis do tipo selvagem e o mutan-
te triplo-receptor nocaute de citocinina, ahk2 ahk3 crel (de Nishimura et al., 2004).

Por outro lado, a inativacao de certos reguladores negativos
de sinalizag&o de citocinina (tais como os ARR tipo A) resulta em
um aumentono tamanho do meristema apical do caule de milho
(Giulini et al., 2004).

Lembrem-se que a inativacdo de um regulador negativo
teria efeito estimulador da sinalizagdo de citocinina.

Juntas, essas descobertas apoiam a nocdo de que as
citocininas enddgenas regulam positivamente a divisdo celulan
vivo do meristema apical.

Da mesma forma, as citocininas promovem a proliferacéao
celular dos meristemas laterais, conhecidos como cambio vascular.
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De modo surpreendente, a mesma superexpressdo da oxidase
da citocinina em fumo leva a uma intensificagdo do crescimento
radicular, sobretudo pelo aumento do tamanho do meristema apical
daraiz. @ ®

FIGURA 21.14 A citocinina inibe o crescimento e a atividade de divisao celular

FlSSURA 21.13 A citocinina suprime‘ o.crescim.(-:*ma de lalzels. 'Ajs das raizes. {A) Tipo selvagem. (B) Planta superexpressando AtCKX1. Essas raizes fo-
raizes superexpressando A{CKXT (a direita), deficientes em citoci- ram coradas com corante flucrescente 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI), que cora
nina, sdo maiores que aquelas das plantas de tabaco selvagem (a o0 DNA do niicleo (de Werner et al., 2001).

esquerda) (de Werner et al., 2001).

As citocininas regulam componentes especificos
do ciclo celular

As citocininas regulam a divisdao celular agindo nos
controles que governam a passagem da célula pelo ciclo de divisao
celular.

Os niveis de zeatina apresentam picos, em culturas
sincronizadas de células de tabaco, no final da fase S, na transicao
dafase G/M e no final de G,.

A inibicdo da biossintese da citocinina bloqueia a diviséo
celular, e a aplicacdo de citocinina exdgena permite que a divisao
celular prossiga.

As citocininas foram descobertas devido a sua capacidade
para estimular a divisao celular em tecidos supridos com um nivel
adequado de auxina.
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FIGURE 1.26 {A) Diagram of the cell cyde. (B)
Diagram of the legulannnut‘rhe cell cycle by
cyclin-dependent nase (CDK). During
G,.CDK is in its Inactive lurm CDK becomes
a-:mm.ed by binding to G, r:y:ltn (Cg,) and Iry

bain,

cmuycun complex at]llzw: the transition m :h. S phase. At
the end of the S phase, the G| cyclin is degraded and the
CDK is dephosphorylated, luulnngln an inactive CDK.
The cell enters G,. During G;. the inactive CDK binds to the
mitotic cyclin (Cyg). or M cyclin. At the same time, the
CDK-cydin complex becomes phosphorylated at both its
activation and its inhibitory sites. The CDK-cyclin complex
is still inactive because the inhibitory site is phosphory-
lami The ltw:uve :omplex becomes activated when the

axfe

G, cyclin
degradation

d from the y site by a protein
phmp'lulnse The activated CDK then sumulam the transi-
tlon from G, to mitosis. At the end of mitosis, the mitotic
cydin is di ded and the hate at the acti-
wvation site is removed by the phosphatase, and the cell
enters G, again.
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FIGURA 21.15 Células de calos expressando o gene CYCD3 po-
dem se dividir na auséncia de citocinina. Os explantes foliares de
plantas transgénicas de Arabidopsis, que expressam o gene CYCD3
sob o promotor 355 do virus do mosaico da couve-flor, foram in-
duzidos a formar calos pelo cultivo na presenca de auxina e de ci-
tocinina ou somente de auxina. Os calos-controle, tipo selvagem,
requereram citocinina para crescerem. Os calos expressando CYCD3
cresceram em um meio contendo somente auxina. As fotografias
foram tiradas apés 29 dias (de Riou-Khamlichi et al., 1999).
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A razao
auxina:citocini
regula a
morfogénese
tecidos em
cultura

Concentra¢do de AlA (mg/ml)
0,0 0,005 0,03 0,18 1,08 3,0

na

de

Concentragdo de cinetina (mg/ml)

FIGURA 21.16 A regulacdo do crescimento e da formacao de 6rgdos em
calos de tabaco cultivados em diferentes concentragbes de auxina e de
cinetina. Em concentragfes baixas de auxina e altas de cinetina (3 esquerda
abaixo), ocorre a formagdo de gemas. Em concentragdes altas de auxina
e baixas de cinetina (a direita superior), ocorre a formagao de raizes. Em
concentrages intermedidrias ou altas de ambos os horménios {meic e &
direita abaixa), hd o desenvolvimento de calos indiferenciados (cortesia de
Donald Armstrong).

O efeito da razdo auxina:citocinina na morfogénese também
pode ser observado nos tumores da galha da coroa

Genes da Genes do Gene da
Genes da biossintese controle do sintese de
T-DNA biossintese de auxina de citocinina  crescimente do tumor  octopina
f > «— 7 { | = — > = < <——"11
faaH iaaM ipt 6a 6b
T T T T T
: I | I I I
A mutagdo cu a !

delecdo dessas regides

faz com que plasmideos —»
Ti originem tumores

com caracteristicas
especificas (ver fotos).

Producdo de partes aéreas
em tumores por mutages
ou delegdes no tms

Producdo de raizes em
tumores por mutagdes
ou delegdes no tmr

Produgdo de tumores
grandes e indiferenciados por
mutagdes ou delegdes no tm/

FIGURA 21.17 Mapa do T-DNA do plasmideo Ti de Agrobacterium
mostranda os efeitos de mutagées no -DNA na morfologia dos tu-
mores da galha da coroa. Os genes jaaH e laaM codificam duas en-
zimas envolvidas na biossintese de auxina; o gene ipt codifica uma

enzima na biossintese de citodining, e 66 codifica um regulador
transcricional que contrala o crescimento do tumor. As mutacdes
nesses genes produzem os fenétipos ilustrados (de Morris, 1986,
cortesia de R. Morris).
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As citocininas modificam a dominancia apical e
promovem o crescimento de gemas laterais.

Um dos principais determinantes da forma vegetal € o grau
de dominancia apical.

7

O padrao de formacdo dos ramos é normalmente
determinado pela luz, nutrientes e gendtipo.

Fisiologicamente, a formacdo de ramos é regulada por uma
complexa interacdo de hormonio, incluindo auxina, citonina e um
sinal recentemente identificado (estrigolactona, novo hormoénio)
proveniente daraiz.

Embora a dominancia apical possa ser determinada pela
auxina, transportada de forma polar, estudos indicam que as
citocininas desempenham um papel no crescimento inicial das
gemas laterais.

Por exemplo, aplicagbes diretas de citocininas em gemas
axilares de muitas espécies estimulam a divisdo celular e o
brotamento dessas gemas.

Os mutantes que superexpressam citocinina podem ser
densamente ramificados.
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Foi descoberto que a auxina inibe
um subconjunto de genes IPT na regido
nodal de caules de ervilha, bem como
elevam a expressdo da oxidase da
citocinina, a qual degrada citoninas.

Evidéncias recentes sugerem que
um novo hormoénio (estrigolactona)
derivado das raizes age, assim como a
auxina proveniente do meristema apical,
como um repressor do crescimento da
gema axilar.

Assim, a dorméncia das gemas
axilares pode ser regulada pela acéo
dupla, a longa distancia, de sinais
negativos provenientes tanto da parte
aérea quanto do meristema do apice da

17/07/2013

Apice do
caule intacto

©-Meristema
apical

Crescimento da
gema axilar

Apésa

1AA decapitagio

axilar

IPT inativo cK [ #PT ativo

€KX on CKX off

IPT inativo
€KX on
A citocinina ativa o
crescimento da gema.

Gema brotada inicia a
produgdo de auxina.

Aremogdo de meristema
apical interrompe o
fornecimento de auxina.*

FIGURA 21.18 Interacdo da auxina e da citocinina na regulagdo do
brotamento de gemas. Em uma planta onde o apice da parte aérea estd
intacto (esquerda), a auxina (AlA) produzida no apice inibe os niveis de
citocinina na gema apical através da inibicdo da expresséo do gene /PT
(biossintese de citocining) e da promogac da express&o da citocinina oxida-
se (CKX), impedindo o crescimento da gema. A remagao do &pice da parte
acérea (figura central} elimina o fluxo de auxina, resultando na elevacio
da expressao do /PT e na diminuicdo da expressao de CKX. Isto faz com
que os niveis das citocininas nas gemas apicais sejam aumentados, promo-
vendo o seu crescimento. Apds as gemas terem crescido por um perfodo
(direita), elas iniciam a sintese e a exportagao de sua propria auxina, O 1PT
& novamente inibido e o CKX & aumentado, resultando novamente na di-
minuicio dos niveis de citocininas (adaptado de Shimizu-Sato et al. 2008).
* N. de R.T.: Os genes /PT sdo ativados e os genes CKX (citocinina oxidase)

580 desativados. A citocinina se move para a gema adjacente.

raiz.

ASs citocininas retardam a
senescéncia foliar

As folhas destacadas de uma planta
perdem lentamente a clorofila o RNA, os
lipidios e as proteinas, mesmo se elas forem
mantidas umidas e supridas de minerais. Tal
processo de envelhecimento programado, que
leva & morte do vegetal, € denominado
senescéncia.

A senescéncia foliar € mais rapida no
escuro que na luz. O tratamento de folhas
isoladas com citocininas retarda a secescéncia
em muitas espécies.

FIGURA 21.19 A senescéncia foliar & retardada em uma planta trans-
génica de tabaco contendo o gene ipt de Agrobacterium tumefaciens,
para a biossintese de citocinina, fusionado a um promotor induzido por
senescéncia. O gene ipt & expresso em resposta aos sinais que induzem
a senescéncia (de Gan e Amasino, 1995, cortesia de R. Amasino).

Planta-controle de
idade semelhante em
avangada senescéncia

As plantas que
expressam © gene jpt
permanecem verdes
e fotossintetizantes
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As citocininas promovem a mobilizacdo de nutrientes
(aumenta a forca do dreno)

Na plantula A, o cotilédone esquerdo, controle, O pontilhado preto Os resultados mostram que os cotilédones
foi aspergido com dgua. O cotilédone esquerde  representa a distribuicdo do tratados com citocinina tornaram-se drenos
da plantula B e o cotilédone direito da plantula  aminoécido radioativo, de nutrientes. Contudo, a radioatividade &
C foram aspergidos cada um com uma solugéo conforme revelado pela retida no cotilédone no qual o aminoacido
contendo 50 mM de cinetina. autorradiografia. foi aplicado, quando o cotilédone marcado

& tratade com citocinina (plantula C).

Local de aplicagio do ['*C] acido aminoisobutirico

N&o tr

Aspergido atado  Aspergidocom Nio tratado Né&o tratado {sem Aspergido com

somente uma solugéo radioatividade) uma solugic de

com dgua de cinetina cinetina
Plantula A Plantula B Plantula C

FIGURA 21.20 Efeite da citocinina no movimento de aminoacidos
em plantulas de pepino. Utilizou-se um aminoécido ndo metabo-
lizével marcado radicativamente, como ¢ &cide aminoisobutlrico,
aplicado em um pegueno pento no cotilédone direite de cada uma
das plantulas. A cor preta indica a distribui¢do da radioatividade.
(Retirado de dades obtidos por K. Mothes.)

A condicdo nutricional da planta regula os niveis de
citocinina, e, por sua vez, a razao relativa entre citocinina e auxina,
determinam a taxa de crescimento relativo de raizes e partes
aéreas: Altas concentracdes de citocinina promovem o crescimento
da parte aérea, e, de modo oposto, niveis altos de auxina
promovem o crescimento da raiz.

Em baixos niveis nutricionais, os teores de citocinina sao
também reduzidos, resultando em um aumento no crescimento da
raiz, permitindo que a planta adquira de forma mais eficiente os
nutrientes presentes no solo.

Em comparacéo, solos com 6timas condi¢gdes nutricionais
promovem O aumento nos niveis de citocinina, favorecendo o
crescimento da parte aérea e, assim, maximizando a capacidade
fotossintética.

17/07/2013
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As citocininas agem na sinalizagao da luz por meio do
fitocromo

(A) Estioplastos ®) Tilacoides FIGURA 21.21 A citocinina in-

fluencia o desenvolvimento de
cloroplastos de plantulas tipo sel-
vagem de Arabidopsis que cres-
cem no escuro. {A) Os plastidecs
desenvolvem-se como estioplastos
na planta-controle que cresce no
escuro. (B) O tratamento com cito-
cinina resultou na formaggo dos ti-
lacides nos plastideos de plantulas
que crescem no escurc (de Chory et
al., 1994, cortesia de J. Chory,).

Tal resultado sugere que as citocininas - junto com outros fatores,
como luz (fitocromo), nutricdo e desenvolvimento — regulam a siase dos
pigmentos e proteinas fotossintéticas.

Cytokinin (uM)
0 3 15 30 60 75

Reversao do estiolamento de
plantulas no escuro pela aplicacac
de citocinina

Web Figure 21.10.A The effects of cytokinin on the
development of wild-type Arabidopsis seedlings grown in
darkness. (A—C) The appearance of the seedlings after hd23 a
weeks, respectively, of growth in the dark with increasipg
concentrations of cytokinin. The control (no cytokinin)aa the
left in each case. The next five seedlings were treated witb3
30, 60, and 75 M of cytokinin, respectively. As the cytokinin
concentration was increased, the inhibition of hypocotyl
elongation became more pronounced, while the cotyledon
expanded somewhat and leaves were initiated from the sho{
apical meristem. (From Chory et al. 1994, courtesy of J. gHor
American Society of Plant Physiologists, reprinted with
permissiol.)
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As citocininas
promovem a
expanséo celular
em folhas e
cotilédones
(rabanete)

T3+ zeatin T3+ zeatin

Web Figure 21.11.A The effect of cytokinin on the expansion of radh cotyledons. The
experiment described here shows that the effects of light and ogkinin are additive. T,
represents germinating radish seedlings before the experimenibegan. The detached
cotyledons were incubated for 3 days (J) in either darkness or light with or without 2.5
mM zeatin. In both the light and the dark, zeatin-treated cotyledonsexpanded more than
in the control. (From Huff and Ross 1975.)

Um mediador-chave de muitas respostas a luz é o fitocromo
fotorreceptor de luz vermelha. Foi descoberto que o regulador de
resposta ARR4 tipo A estabiliza a forma ativa Pfr de um
fitocromo, PhyB, pela reducéo da taxa de reversdo. Assim, o ARR4
age como um regulador positivo da funcao do PhyB.

Outro ponto de convergéncia entre a sinalizacdo da luz e
citocinina ocorre via a proteina HY5 (fator de transcrigdo). A HY5
€ um regulador positivo da fotomorfogénese, agindo a jusante de
multiplas familias de fotorreceptores, incluindo fitocromos e
criptocromos. A citocinina aumenta a abundancia da proteina
HY5 pelo aumento de sua estabilidade.
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A manipulacdo das citocininas para alterar importantes
caracteristicas agricolas

Induzindo um
atraso na senesceéncia foliar
pela superprodugcédo de
citocinina, seria possivel
estender a produtividade
fotossintética de plantas.

A manipulacdo da citocinina também tem o potencial de
aumentar a produtividade de gréaos de arroz.
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