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Citocininas

Lazaro E. P. Peres ° Gilberto B, Kerbauy

Introdugao
uma outra classe hormonal parece estar tio de perto li-
ada d biotecnologia de plantas como a das citocininas (Ck).

Nenh

Processos biotecnoldgicos como a répida obtengdo de plantas
homozigotas & partir da produgao de haploides in vitro, a ob-
tencdo de hibridos entre espécies incompativeis por meio da
fusio de protoplastos e a propria produgdo de plantas transge-
picas tém em comunm a necessidade de controlar a divisao e a

diferenciagdo celular in viiro, processos estes dependentes do
emprego de citocininas. (.ertaniente, para a maioria da popu-
lacio, 0 lado mais visivel da biotecnologia vegetal € represen-
tado pela clonagdo in viivo e seu srodutos gerados, os assim

denominados “plantas ¢ prove
Durante a década de {950, a cquipe do Dr. Folke Skoog, da
University of Wisconsin- .\ iadison (FUA), estava & procura de
uma substancia que fosse responsavel pela divisdo celular em
vegetais, utilizando nessa abordagem, como modelo experi-
mental, o cultivo de medula de tabaco in vitro. Nessa época,
ji se conhecia o dcido indolil-3-acético (AIA), uma auxina
isolada em 1934. A equipe ja sabia, por exemplo, que, quan-
do o AIA era utilizado em meios nutritivos com constituintes
complexos, como extrato de levedura e agua de coco, ocorria
uma intensa proliferacdo das células da medula, 0 que levou a
admitir a existéncia, nessas substancias, de algo também es-
sencial 2 divisio celular. Essa substancia foi finalmente isolada
por Carlos Miller em 1955, um colaborador de Folke Skoog, €
denominada cinetina (Miller et al., 1955). A cinetina era for-
mada a partir das bases nitrogenadas presentes no esperma de
arenque, sendo liberada a medida que este envelhecia, proces-
%0 que podia ser acelerado quando da submissao do material
dautoclave. O grupo do Dr. Skoog constatou que medula de
tabaco, quando submetida apenas a 2 mg/t de AIA, apresen-
lava, fundamentalmente, expansao das células e um pequeno
aumento do peso. Todavia, suas células mostravam-s€ incapa-
25 de entrar em divisao celular, a ndo serque 2 cinetina fosse
adicionada ao meio de cultura. Embora a adigao de 100 pg/t
de cinetina promovesse apenas um pequeno aumento do peso
€M relacio ao controle, era suficiente para aumentar cerca de
30 vezes o nimero de células. A denominagao “cinetina” de-
z?t:;l:ledo fato de essa substancia atuar sobre rﬁ grt(:f_:io“i‘f
i Para compostos com atividade biolog i

»OU Seja, aqueles capazes de promover a citoci

ivalente

1

Célulag Vegetais (Skoog et al., 1965). Uma defini¢ao eq4

pard citocininas foi proposta por Hall (1973), como substan-
cias que promovem o crescimento e a diferenciago em cultu-
ra de calo (aglomerado de células).

Como se vé, a presenca de atividade de citocininas em um
extrato vegetal, ou a designagdo de um composto sintético
como uma citocinina, refere-se ao crescimento produzido em
um pedago de tecido ou calo cultivado em um meio otimizado
contendo auxina. Isso posto, a classificagdo de um composto
como uma citocinina baseia-se no seu efeito fisiolégico, e nao
em um critério quimico.

E interessante notar que, embora a descoberta e a con-
ceituacdo de citocinina tenham acontecido a partir de uma
substancia artificial descoberta na década de 1950, a primei-
ra citocinina natural em plantas s6 foi isolada 20 anos mais
tarde, por David Letham, em extrato de milho-verde (Zea
mays), denominando-a zeatina (Letham, 1973). A zeatina
¢, na verdade, um composto conhecido como 6-(gama-me-
til-y-hidroximetilalilamino)-purina, sendo, portanto, deriva-
do de uma base purica (adenina), como também é o caso da
cinetina (6-furfurilaminopurina). Uma das explicagdes para
a liberagdo de cinetina a partir de esperma de arenque é 0
fato de esse material ser rico em DNA, importante fonte de
bases nitrogenadas. Desse modo, o termo citocininas inclui a
cinetina (KIN) ou 6-furfurilaminopurina; a 6-benzilamino-
purina (BAP) ou 6-benzildenina; a isopenteniladenina (iP)
ou 6-(gama,gama-dimetilalilamino)-purina; a zeatina (Z) ou
6-(gama-metil-y-hidroximetilaIilamino)-purina e seus deri-
vados. Contudo, o termo citocinina nio se limita apenas aos
derivados de adenina com substituicao na posicdo do carbo-
no 6 da molécula (6-substituidos), pois algumas fenilureias,
como o thidiazuron, também apresentam atividade citocini-
nica (Thomas e Katterman, 1986). As estruturas das principais
citocininas naturais e sintéticas S0 apresentadas nas Figuras
10.1 e 10.2. Na nomenclatura proposta por Letham e Palni
(1983), e que serd empregada neste capitulo, os substituintes do
anel purinico sa0 representados com colchetes, como [9R]Z,
o qual representa uma zeatina com uma molécula de ribose
na posi¢éo 9 do anel purinico. De modo semelhante, os subs-
tituintes da cadeia Jateral sio representados com parénteses,

or exemplo, (diH)Z, que nada mais é que uma zeatina com a
cadeia lateral reduzida (perda da dupla-ligagdo).

Como se verd adiante, as citocininas sdo compostos que,
além de essenciais 3 citocinese, promovem alteragoes na taxa
idade enzimatica, inducao de formagao de or-

metabdlica, ativ x T i
gaos, quebra de dominancia apical, mobilizacao de nutrientes
£
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Figura 10.1 Estrutura das principais citocininas i i itoci
que ocorrem naturalmente nos tecidos vegetais. Todas as citocininas naturais deri
0 - s . s . . - . o - . : er.vam v
Lr;%p;:::g;l:iir:l:;aod Ilg, c;r:ges zeatln: -. t-|Z te dlihldrozleatlza - (diH)Z sao consideradas formas livres desses horménios. Zeatina e di-h?c?rzcz’::xl;aa'
s na cadeia lateral, envolvendo reagdes de hidroxilagao e redugao, r i ré
S r cagoes n ) . ( ¢ao, respectivamente. As trés formas i
agucar, a ribose (ribosilagao), formando, respectivamente, isopenteniladenosina - [9R]iP, trans-zeatina ribosideo — t-[9R]Z e sfgm:g;?:;

ribosideo — [9R](diH)Z, cuja estrutura esta representada na figura.
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(KlgN) e agﬂ?};‘;’gﬁ;ﬂgﬂ&ﬂgz citocininas sintéticas, A cinetin

é ﬁ:‘iﬁas_d; °d3inas naturais (ver Figura 10,1 ‘(j)etﬁ'l:ir'ina lcenine
2 citocinina do tipo fenilureia = *+-1. O thidiazuron (T

das citocininas naturais pela auséncig:Iea g'af:;enbamnte 2 es""“t"ﬂ

0rganicos e inorganicos, retardamento dj s

cidos e 6rgaos e formagio de cloroplastos enescéncia de te.

| . : C
:Pf?m 2 e;eltos das citocininas, faz-se necesonstuén‘-io’ e
dindmica desses compostos na célula vegeta] ou"secj"nhecer
2 2, como

sd0 sintetizadas em determinado tecido ou drgao, onde elas
podem atuar diretamente ou ser transportadas para outras
partes das plantas. Nestas @ltimas, as citocininas podem ser
inativadas por conjugacio e/ou oxidagao ou produzir um efei-
to fisiolégico determinante.

Dinamica das citocininas na célula e no vegetal
como um todo

E bem conhecido o fato de que, para o desenvolvimento in
grado e harmonioso das plantas, hé a necessidade imperiosa de
que os niveis de seus horménios sejam controlados igorost-
;I:ente, conforme as necessidades ao longo da sua Ontogén.ese'
vislllllzalig:rs conhECimen_tOS hoje disponiveis, seria inﬂnaginav:.
X 0 desenvolvimento sem se considerarem 05 oS
l’:lsm"f utilizados pelas plantas para regular 0s teors deli
orménios, modificando-os de acordo com a naturez ©° 2

gio de desenvolvimento do 6rgdo e as condigoes ambient

s(:n?:::l eendégeno fias citocininas é regulado pela Eaxa * i
lateral, 5 por reaq?es metabdlicas, como a redugaC o
As Co;].uCOn!ugaGaO, a hidrélise e a oxidag@o da cadei? B
um nit’rog??es podem ser realizadas pela ligaga® e gl i
génio dagc f:;O. do anel de adenina (N-glicosilagao)'o
Entre toda: €ia latfra.l de certas citocininas (O.-gl ;
45 reacoes ja descritas aqui, as mo

antes parecem Ser as que surgem na cadeia lateral, pois
impoqws substituigdes provocam grandes alteracdes na ‘ativ'

ue < citocininas. Contudo,' a conversao das bases em m:

idios (insergao de uma ribose) e nucleotidios (insercio
deo-bose mais fosfato) compreende um metabolismo comum
di r|llrinas ¢ parece “io.s‘ir e-5peciﬁco' de Ck, sendo, portanto,
" pos il ortante na dmamlcfa djls citocininas na célula e ng
?egera| como un.': todo. A segu_xr, sdo consideradas as principais

565 memb(’)llcas que contribuem paraa regulacio do conte-
ﬁgen dogeno de citocininas ativas nos vegetais.

g da

Biossintese

Conforme indicado an.ter_iormente, a historia da descoberta das
ilocininas esta ligada lntu’namente .ao préprio estabelecimento
Jatécnica da cultura de. cehjnlas, tecidos e orgios vegetais in vi-
o Curiosamente, .0 prln_lequ sucesso no cultivo de um orgao
‘.egetal isolado in vitro foi 0bt1d0 c-om raiz (White, 1934), mes-
10 antes da descoberta da primeira citocinina, cerca de duas
décadas e meia mais tarde. Sabe-se, atualmente, que uma das
possi"eis causas do sucesso na manutengio dessas raizes isola-
Jas e vivas no meio de cultura teria sido o fato de elas serem os
principais centros produtores dc‘ citocininas nas plantas. Outras
evidéncias de que esses Orgaos funcionariam como um impor-

unte sitio de sintese de citocininas vieram da constatagio de
queasenescéncia de folhas isoladas poderia ser retardada tanto
pela aplicagdo de cinetina quanto pela formagdo de raizes nos

peciolos. Contudo, é necessario considerar que outros tecidos
meristematicos, como 0s dpices caulinares, também podem
produzir citocininas, conforme evidenciado em plantas prati-
camente sem raizes, COmo 1o caso de Tillandsia recurvata, uma
bromélia epifita (Peres et al., 1997).

0 estudo da biossintese de Ck enfrenta consideraveis limita-
des, principalmente pelo fato de seu nivel enddégeno, nos tecidos
vegetais, ser extremamente baixo, fazendo com que as dosagens
desses compostos sejam um tanto trabalhosas. Também o papel
central dos precursores de citocininas (nucleotidios e isopente-
nilpirofosfato) no metabolismo celular tem se mostrado um pro-
blema para o estudo da biossintese dessa classe hormonal. Assim,
em estudos utilizando precursores marcados radioativamente, a
principal por¢io dos substratos radioativos supridos é incorpora-
daa metabdlitos comuns de purina, sendo apenas uma pequena
fragio incorporada propriamente em citocininas. Além disso,
tomo as Ck apresentam numerosas atividades complexas es-
senciais para o crescimento e o desenvolvimento da planta, uma
sbordagem genética (baseada na obtengdo de mutantes) é dificil
df£ alcangar. Desse modo, mutantes defectivos para a sintese de
ditocininas (auxotréficos) podem ser letais; contudo, pode existir
Mais de uma via biossintética para citocininas, envolvendo, por
50, mais de um gene com fungdes semelhantes, 0 que, de algu-
Maforma, acaba garantindo a produgdo desse horm6nio mesmo
$uando um desses genes é inativado por mutagdo. ;
A_té_zool, 0 modelo corrente para a biossintese de Ck'preVla
;a::l(ng fispcaqeia la.tc:ral, representada. pelo isop;n;e?gll(?:ﬁ‘l’)s)'
e e" ) a posicio N° da adenosina monofosfa IPT),

.sta catalisada pela enzima isopentenil transferase ( 1):

pmrzgzglsl;i? a citocinix']a ril?otideo N°¢ A2-iso1?en:ierl;islaiiz‘;5‘cﬁ

iﬁcadorea 0 [9R-5 P] iP (Figura 10.3.). Os primeir aln% S
s da enzima IPT foram isolados iniciaimen
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2:1;’:2;;;;‘1_‘3;!? plantas. O gene IPT ou TMR no T-DNA
descrita aqui, As Ci:‘”’ff?CIEHs pr?duz [9R-.5 P]l.P pe}a reaco jd
BoEsis sul;se ocininas zeatina e zeatina rll’aos'ldeo seriam
reacio denominqlcliememem-e’ a ?artir de [9R-5'P]iP, por uma

Outra altern ;: : tmns-hl.dro?ulaq;‘o_ Rl
i RN; l:'a para biossintese de citocininas em p,lan-
s Nr:nsportador (tRNA). A terminacao 3 d?
e apresenta- Ck, o que. levou, inclusive, a
e 51 e f':ssa‘s Ck estariam envolv1dz§s no controle da

skl e proteinas. No entanto, a maior parte das Ck
biologicamente ativas ndo é encontrada no tRNA. No tRNA
predomina a forma cis-Z, e nao trans-Z. A liberagéo de cis-Z
a partir de tRNA, e posterior conversdo para trans-Z, pode ser
uma via indireta de producio de Ck, mas nao a principal, pois
tecidos auxotroficos para Ck apresentam, obviamente, tRNA.

Desde o isolamento e sequenciamento do gene [PT de Agro-
bacterium, houve varias tentativas no sentido de encontrar
eventuais sequéncias de DNA de plantas com homologia com
esse gene. As tentativas frustradas levaram até mesmo a con-
sideragdo de que as citocininas presentes nos tecidos vegetais
seriam produzidas por microrganismos simbiontes das plan-
tas, e ndo pelas proprias plantas. Propos-se, até mesmo, que
a autotrofia para citocininas, também conhecida como auto-
nomia ou habituagdo, que as vezes ocorre em calos cultivados
in vitro, poderia decorrer de contaminagdes imperceptiveis.
Essas contaminacdes seriam causadas por certas bactérias,
como as “metilotréficas facultativas de coloragdo rosada’, néo
passiveis de remogdo durante a desinfestagdo dos tecidos para
cultura in vitro.

Contrariando, todavia, a provocativa teoria anteriormente ci-
tada, a finalizacdo do sequenciamento do genoma de Arabidopsis
thaliana (At) possibilitou a identificagdo de nove homologos do
gene [PT de Agrobacterium, designados AtIPTI a AtIPT9. Andli-
ses filogenéticas indicaram que AHIPT2 e AHIPT9 codificam pos-
siveis enzimas IPT envolvidas na sintese das citocininas presentes
em tRNA, enquanto os outros sete AHPT sao mais homologos ao
gene bacteriano IPT/TMR. A expressio de sete desses genes em
Escherichia coli resultou na secregao de iP e Z, confirmando o en-
volvimento deles na biossintese de Ck (Takei et al., 2001a). Além
disso, a superexpressao do gene AtIPT4 em calos de tabaco, in-
duzida por meio da fusdo desse gene com um promotor bastan-
te forte (35S) isolado a partir do virus do mosaico da couve-flor
(CaMV), resultou na regeneragao de gemas caulinares, mesmo
na auséncia de Ck no meio de cultura, 0 mesmo ndo ocorrendo
quando se utilizou o gene AtIPT2 para as transformagoes gené-
ticas (Kakimoto, 2001). Surpreendentemente, de modo diferente
da enzima IPT de bactéria, a enzima AtIPT4 utilizou ATP e ADP
preferencialmente ao AMP como substrato (Kakimoto, 2001). Os
produtos dessas reacOes parecem ser isopenteniladenosina-5'-tri-
fosfato e isopenteniladenosina-5’-difosfato (Figura 10.3), poden-
do ser, subsequentemente, convertidos em zeatina.

A descoberta da participagao de mais de um gene na reacio
de biossintese de Ck em plantas explica a dificuldade verifica-
da até entdo em isolar mutantes defectivos para essa reagao.
Desse modo, 2 inativagdo de um dos genes At{PT seria com-
pensada pelo funcionamento dos demais. O unico mutan'te
conhecido paraa biossintese de Ck era o ampl (altered me'rt‘s—
tem prggram) de Arabidopsis thaliana. Contudo, a0 contrario
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a conjugaca genos de citoci antem um ; R a Tabel as. Conforme m e ontudo, a estabilidad ; ormas de esto
T eitocinin i ; LA T ostrado na Figura 10:4 { e consideravel dos N-glicosi que.
 trole. Exi 0S mecani as funcionaj 3 nel purin; , a glicosilagdo de C ; que eles seriam pr d « s N-glicosidio
~ trole. Existe uma séri S e S send CH CH,OH rinico, form ago de Ck pode ocorrer tanto 1 ' produtos de “destoxificacao” b
 quais podem rie de posico dos para 0 A digee 2 eR) ando ligagées N-gli o2 o o nivel de Ck comegaa al ¢ao” formados quand
ki s : CGesnasm esse co e ,quanto na : g icosidios (radicais R, d cangar valores ele d o
ra 10.4 e Tabel: gar a acucares oléculas d n-  Figur B Sidios (radj cadeia lateral, origi i 2 0ACOE mecanismo, inclusi vados, sendo aci
: ‘ 210.1). E , como glico: e Ck, na | 210.4 An @ radical R.) pn lglnando as formas O- li- licad 3 SIVE, quimdo essa cl O
.1). Em casos Se e ri s latera el purini €s 3, ;). Os N- g (5 e g aplicada nas lanta classe horm
08 raros, as C ribose (Figy. i s (R) possivei inico caracteristi i ; b 7,9 e parec glicosidios sdo possIVels nas posi- C R <l pedacos cultivados in vi onal é
k também gu o (radicais R eis (B). As conju ico das citocininas (A) € cadel? Njugacio, C em representar uma form : >P mo as citocininas ribosidicas sdo f i,
podem g:t;"tg na cadeTazia?’ e R, que ’nﬂfﬁ:f s possivels tanto M%7 gl,%l; ¥upo OH g omo os O-glicosidios sdo ést ; Irfr everscllvel de tradas noxilem, elas tém sido consid feguemememe encon-
0 descrita eral (radi mente formam N° [icosid! Siy a cadei steres formados no A c ideradas fo
5 ical icos el e o eia late . : porte. As bases Jivr rmas de 2
naTabela 10,1, R,, que costuma formar o- I-coﬂd"”) meno;n Citocininas derivr;li’ esse tipo de conjugaga® s épos- POr conseguinte a:sfcr;presem.adas por iP, Z e (diH)Z s::;ns
estéveis que os N gli?:i)(si% .Zeatma. dos O-glicosidios sio  lares capazes de 'se ugarmaa:;tel;f S0 Sjja' espécies molecr:'
Z idios e podem ser hidroli ioldgi OreS Cicee ;
p r hidrolisados posta fisiologica (ver adiante neste capitul ncadear uma res-
pitulo). Todas as outras
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-+ olado por homologia (93% no nive| 3
: (ZOX1) foi 150 : livel de 1y
o G de se ligarem 40 . (Mok et al., 2000). A enzima codify A)
e hldrohsavc:;ls anwz:j?z?d:s 7e gglicosil P V!dg“r;seilt\fl?a com UDP-xilose. Tanto UDPC;II(-i 4 por Zoex[?
: 3 i 0s ¢ juga -gli
SRRSO CpoSTE e Como as formas g)gjl’u-iilose sio substratos para ZOGI, mas 4 Sae Uy

e 9-alanil, muito pouco ativo_s em bioensaios. omuladss
glicosidicas sao mais soliveis, elas poderiam S€f D
208 vaciiolos de células maduras. De fato, Jé se ProP ;’c?r &
capacidade de glicosilagdo é maior em tecidos rr'lalduros. o
vez, tecidos meristematicos teriam mais Citocinines nalu;)r

livre e, portanto, ativa, 0 que proporcionariaa dw;sm_y celular. -

Somando-se todas as possibilidades de variagoes df':_or
rentes das modificacoes na cadeia Jateral ou no anel Punmco,
tem-se que o nimero possivel de citocininas é relativamente
elevado. Algumas delas estdo resumidas na Figura 104 € na
Tabela 10.1. E interessante mencionar ainda que, atualmente,
tanto cinetina quanto benzilaminopurina (BAP) e seus B
bélitos tém sido considerados também Ck de ocorrencia na-
tural, pois ambas j4 foram isoladas de tecidos vegetais. Alguns
metablitos naturais de BAP sio suas formas hidroxiladas de-
nominadas meta e ortopolinas. Contudo, embora 2 difenilu-
reia (DPU) ja tenha sido erroneamente identificada como um
constituinte da dgua de coco, estudos recentes indicaram que
Ck do tipo fenilureias ndo surgem naturalmente em plantas
(Mok e Mok, 2001).

Nos tiltimos anos, importantes descobertas foram feitas
sobre a base genética envolvida na conjugagao e na hidrolise
de citocininas. Desse modo, um cDNA* codificando a enzi-
ma zeatina-O-glicosiltransferase (ZOG1), o qual conjuga ze-
atina com UDP-glicose, foi isolado em Phaseolus lunatus. O
¢DNA correspondente 2 enzima zeatina-O-xilosiltransferase

Z0G1

Z0X1

Figura 10.5 Conjugagao de citocininas por glicosilacs
e O-xilosiltransferase. Essas enzimas térrr: esgecomlacao. o
compostos (OG)Z e (OX)Z representam moléculas de zeati

k, |
N NJ
H

i genes Z0G1 e 20, " 3
ificidade por trans-zeatina (Z)m codificam, respectivamente, para sintese de 0-9"C°5'[trans§Z 0s

afinj Nty
¢ maior (Mok et al., 2000). Quam;ndad

70X, esta 6 aceita UDP-xilos? €Omo substratg, 4, Ez“ha
enzimas podem glicosilar t-Z (Figura 10.5), mag, , :} S g
ndo glicosilam (diH)?’ ¢-Zou [9R!Z' Os genes Zog, enZC‘PiO.
apresentam pronunciada EXpIEsSd0 em sementes
mas baixa expressdo em tecidos m'aduros_

Um gene codiﬁcando‘um_a 'enzunz.x capaz de qu ebrar |
coes O-glicosidicas de C{tocnnmas foi isolado em milhg (l 3
mays). Tal gene, denominado ZM.-P60.1 » codifica para uZen
betaglicosidase, enzima capaz de. lnd’rolisar glicosidiog 5 Mg
sicao 3 do anel purinico (N3-glu::051dios) e da cadejq i 0-
(O-glicosidios), mas ndo nas posicdes 7 e 9 do ane] purl_n.ra]
(N7e N9-glicosidios). Esse tipo de reacio equivale a T r;co
tivagdo de citocininas anteriormente inativadas por glicos“:.
cio (Figura 10.5), atuando, assim, cOmo um importante meca~
nismo utilizado pelas plantas para modular seus nivejs de Cl;
ativas. Curiosamente, a presenca no tecido vegetal da fory,
conjugada e inativada de auxina com glicose (AlA-glicose)
inibe a atividade do gene ZM-P60.1. Em termos de ativid,.
de hormonal, ambas as situagdes indicariam uma tendéng,
i reducio das formas fisiologicamente ativas das duas classes
hormonais simultaneamente, o que poderia representar up
possivel mecanismo de manutencdo de determinado balango
auxina/citocinina nos tecidos vegetais.

UDP-glicose

; 1
”“aturas

W\ CH,OH
CHAPIDEEN

\

\|

N T} f\,_ﬁo /j) H

— L.

N
H (0G)Z

CH,0

/ \
/ N
HN— CH, CHy ©

S OH

(OX)Z
erasé
CO|

A : Mo sup, 3 . . :
b na conjugadas comg| strato e ndo conseguem conjugar (diH)Z, -2 Ouicamente

. * cDNA: fita de DNA obtida artificialmente a partir do RNAm de d

. . aregido promotora nem os {ntrons, j4 que foi produzido a partir smad
o Produt

0gene. O cDNA
te et
0 da exp, I mesma sequéncia do gene correspondente, M2

ico ;
s¢ (azul) e xilose (vermelho), sendo, portanto, fisiol®

||
s nio conté”

1€5530 (RNAm) do gene em questio,
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e

e e LR AR e

im, especula-se que O gene ROLC de Agrobacterium
por (s codifique uma enzima capaz de hidrolisar glicos{-
fizoge" ssicdes N7 € N9 do anel purinico, liberando assim
dios nﬂs a5 ativas, COMO mostrado na Figura 10.6. Embora
(ocin! ; erexp,-essando ROLC tenham alguns sintomag tipi-

ZUbSh:ato para a CKO ¢ a isopenteniladenina e, em menor grau,
zeatina, rendendo a reagio 3-metil-2-butenal e adenina (Figu-
g‘ 10.7). Contudo, diferentes citocininas, como [9R]Z, [9RJiP, [9
1Z, [7 GIZ e [9Ala)Z, também sio quebradas pela CKO. Isso

[antaS ode citocininas, como a baixa dominancia ap; indica que modificacdes do anel purinico ndo afetam a ativida-
qos de X ssd crescimento, elas também apresent apical  de da enzima. Por sua vez, modificagdes da cadeia lateral, como
ed redugdo ?"o Iy citocininaspou 1:1 am sinto- aquelas encontradas em BAP, (diH)Z, cinetina e O-glicosilacdo,
s co‘ne?;‘ desse hormonio, como redu‘ ao d eSmMomais  produzem Ck resistentes  oxidase de citocinina. Além disso, a
assﬂciados arets folhas reduqic; da fertilidfd 3 COnt.eudo CKO parece nio atuar sobre nucleotidios (formas contendo fos-
de Pigmemos e do sis’tema dicalnre 5 S ma.sculu]a A foro) como substrato. Curiosamente, BAP ¢ cinetina adicionadas
feminind aumento e (it > € aS raizes transgéni-  aos tecidos vegetais podem ser quebradas de modo enzimatico,
(as isoladas cgnsegu;?ml 996) Samentciemmeiolsem sugerindo a existéncia de outras enzimas atuando além da CKO.
ho"“"’"io (GBS : Em tecidos com elevada atividade de oxidase de citocinina,

% a (diH)Z costuma ser a principal citocinina presente, confir-
Oxidagao ; ' ! mando se tratar de uma forma mais resistente a agao dessa
Qutro jmportante mecanismo de cor}trole dp nivel endogeno  enzima. De modo bem diferente, em espécies com baixissima
Je Ck ativas utilizado pelas plantas refere-se a quebra da cadeia  atividade de CKO (p. ex., rabanete), a N-glicosilagao deve ser

Jateral sendo a oxidase de citocinina (CKO) a enzima responsa-
i}

vel A maioria das CKO, mas nem todas elas, compreende gli-
co};rotef“as com pH otimo variando entre 6,0 e 9,0. O principal

o principal mecanismo de inativagao de Ck.
Um gene correspondente a oxidase de citocinina foi iso-
lado em milho. Como existem oxidases de citocininas que

CH,0
"/
/" N
HN— CH, CH,
CH,0 A
i I |
CH,OH La ALY fi-J
r) | \N.' \N
Hyl /07N H
HN — CH, CHy ! i
| HO ) ZM-P60.1—" l :
z Tl
N~ N NV OH 1/0 N
| fes (o)
L OH i i | |
N N \—ﬂ Okt
(0G)Z OH
?j [3GJiP CH,Q
| /I ‘+ OH =
CH;., / o\{ / \
\ S G CH;
= I |/ f‘}iN 2
3 00— 1%
CH, CH,— |1-|N CH,OH N’(e 5I TT
20 Q
3 9
6 5| N X -
Ny sit U N i CH,OH
pistall 8 <
s 2SR ROLC = 0
H HO
OH
OH
[9G]iP
[ rolisar O-glicosidios de zeatina e N-glicosidios de

s capaz de hid St -
dificada pelo gene Z ;f:ga’o?scagmos portanto, funcionando como possiveis formas de ina-
- e "

onas posieoes 1 > N3-glicosidios podem ser formas de armazenamento. Especula-se que o
dl:zs ge hidrolisar glicosidios nas posigdes N7 e N9.

Figura 10,6 Hidrélise de citocininas. A enzima €
ivape_nteniladenina e zeatina na posicao 3, mas na
gmﬁ‘l Dada a reversibilidade pela agéo enz

BROLC de Agrobacterium rhizogenes codifique uma €

nzimatica, 05 0-glicos!
nzima cap
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CH,
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Figura 10.7 Degradacao de isopenteniladenina (iP) pela oxidase de
citocinina (CKO), com a participagao da flavina adenina dinucleotidio
(FAD) e de outra substéncia como aceptores de elétrons (A ), como o
cobre (Cu?).

sdo glicoproteinas e outras que ndo sdo, podem existir ou-
tros tipos de genes codificando essas enzimas. A partir do
isolamento do gene para CKO, foi possivel determinar que
sua maior expressao (producao de RNAm correspondente)
se encontra no grao de milho, o que sugere que a enzima de-
sempenhe um papel importante na defesa contra fungos fi-
topatogénicos que produzem Ck. Outra possivel fungio para
a CKO poderia ser o controle do ciclo celular por meio da
degradagdo de Ck. Uma diminui¢ao do nivel de Ck inativa-
ria as proteinas responsaveis pela progressao do ciclo celular,
ou seja, as ciclinas.

Muitos estudos tém mostrado que Ck do tipo fenilureia,
como o thidiazuron (TDZ) e a difenilureia (DPU), sio fortes
inibidores da atividade da CKO. Anilises recentes da cinética
da proteina codificada pelo gene de CKO indicaram que as
fenilureias atuam como inibidores competitivos de Ck para o
sitio ativo da referida enzima.

Uma consequéncia prética e de amplo alcance, decorrente
dos estudos do metabolismo de citocininas, seria certamente
uma melhor compreensio dos resultados advindos da apli-
cagdo desses compostos, tanto em estudos basicos quanto
em aplicagdes biotecnoldgicas. Ainda, um manuseio maj
adequado de certos fatores envolvidos nesse metaboli il
p.ermitiria aumentar ou reduzir os niveis endébgenos :isi[:m
cionando-os para propdsitos priticos, sem precisar re’c s e-
a tratamentos com concentracdes estranhas 3 planta Ter
consequeéncias génico-fisiolégicas des o

astrosas, confor;

i - me ve-

rificado em alguns casos aplicados. £ Preciso ter em :
conta

P

ue a citocinina, 20 ser aplicada a um 'teCido Vegeta]
or metabolizada, e @ 1esposta se dard em razg, 4 *Podey
dade metabdlicd do tecndo. em questao, 'A_lém disso Capag;
diferengas na atividflde eX'lblda Pelf)_ii VArios tipog g Cgllrn;,s
dem ser atribuidas a relanva. estc?bthdade desses cqr  Po.
Assim, a (diH)Z pode ser mais ativa quea Z em 4] un\iJ Ostog
em virtude da agdo da c1t_oc1nma ~muclase, 2 qual Jimy, Cagoy
vel de Z, mas ndo 0 de gd:I:I)Z. Nio obstante, 5 (diH), Onj.
cer inativada por glicosilagao (.Ver.Ta_tbela L0ST) Ne¥ers tEP.Ode
com tal capacidade, outras citocininas podem se; = c1d95
ativas. De modo semelhante., a ?onstatagao de que ¢ Tmans
um inibidor da oxidase de citocmina, aliada ao fagq o é
vavelmente, nao haver um sistema enzimatico para Su;; li)ro\
tivagao, explica, pelo menos em parte, a superiorid, na.

de g
s T .
citocinina na maioria das aplicagdes blOteCnol(')gjcas $sa

Transporte

Conforme mencionado anteriormente, o principal sitio g
biossintese de Ck nas plantas € representado pelas raizes, Ess:
localizagao sugere que as citocininas podem ser transpor
das para a parte drea pelo xilema. De fato, a anilise dy seivg

bruta em vérias plantas tem demonstrado a Presenca destys
em boas quantidades, com destaque para a zeatina ribosidey
Desse modo, tem-se como nogao geral ¢ as citocininag $i0

transportadas principalmente pelo xilenia sob a forma de .
bosideos.

As citocininas também s@o encontradas no floema, sobrety-
do durante a translocagdo de assimilados de folhas senescentes
(fontes) para as partes jovens da planta (drenos). Enquanto as
formas ribosidicas sao transportadas pelo xilema, o transporte
de citocininas pelo floema se da principalmente sob a formade
glicosidios. Uma das fungdes do acimulo desses glicosidios -
inicialmente nos vactiolos de folhas senescentes, sendo depois
translocados para as gemas que deverdo entrar em dormeénci,
principalmente durante o inverno — seria suprir as citocininas
necessarias 4 retomada de crescimento na primavera. Essa ob-
servacao implica reconhecer que um dos primeiros eventos
desencadeadores da quebra de dorméncia dessas gemas seria
hidrélise das citocininas glicosidicas armazenadas, com a con-
sequente liberagdo das bases livres ativas.

Modo de acéo das citocininas

0 modo de acdo de qualquer horménio vegetal envolve tres

etapas principais: a percepcio do sinal; a transdugao dof
percebido; e os alvos primérios da agao hormonal. A P {mei.r :
delas, ou seja, a percepgio, é realizada por meio da llga‘;:f
do horménio a um receptor especifico. Receptores: norm i
mente, 30 proteinas localizadas na membrana celulaf O Ila
citoplasma, que se ligam com mensageiros quimicos de forﬂ; _
es? ecifica e reversivel. De modo diferente das enzimas: a3 pYEi_
teinas que constituem os receptores ndo alteram 05 mensa% et
105 quimicos, Apos a ligacdo, todavia, o receptor Pode 52

/7.0 1 do; 0
mudanca conformacional, alcancando um estaglo at"’;uimi.
$

ual i ¢
qual, por sua veg, desencadeia uma cascata de even: ca essé

o qu
age!

cosi e
osIntracelulares que leva a uma resposta caracterist

:"°d°= as proteinas receptoras atuam tanto na detecs

05
5 s
0 Da transducio do sinal, Qutras moléculas (ME?

i05) podem estar el.wolvidas na transdugao do sinal,
cundir Jo-o. Por fim, 0 sinal percebido e amplificado deve
gl nm mecanismos celulares bdsicos, como a expansio
inle'fef eu a diferenciagdo, os quais sdo os alvos primérios’
; (ivisio 2aiS e cujo somatorio de efeitos se traduz na mo.-
fund _en o vegetal como um todo. Esses mecanismos apre-
Jificasi® «cificidade para cada classe hormonal. A seguir,
sen}adils:'jg do o que se conhece, até o momento, em relagio

3 citocininas:
30€ transducao de sinal

atualmente, que a sinalizacdo de citocininas en-

20 chamado sistema regulatério de dois componentes
"Olveri)mponent regulatory system), inicialmente descrito em
(two:CiaS' Esse sistema, comum em procariotos, eucariotos
b.actelf e plantas, consiste em uma enzina cinase do tipo his-
s'm?P ezcomponente 1) que percebe a entrada do sinal, e em
:g:r:gulador de respo.sla (‘compopgnle 2),que m.edeia 'a sgida
Josinal. A via de sinall?.aq.ao se uuclla quandlo a c1nase.e .atI:Va-
dapor citocinina e fosforila seu proprio residuo de histidina,
ansferindo esse fosfato,‘ por fim, para o regulad?r de resposta
(ARR). No caso de citocininas, existem transferidores de fos-
fito (AHP) que agem entrc & sensor receptor) e o regulador
deresposta (Figura 10.8).

percep$

postula-S&

CRE1 Ci

- /1
{——3 Membrana plasmatica C————1
T

(66
Al
@O @

!
@ ®—

———

ARR1,2,10  cdc2

S

ARR4,5,6 .7 l

Ciclo
G, celular

cycd3

m—— %

] A i ‘gaca itocini-
Figura 10.8 Transducao do sinal de citocininas. A ligaao de :;t:g)m
135 a0 receptor CREI, localizado na membrana plasmatica,

: inici série de

?us? este atue como uma histidina cinase, a gqual l’;"d'z r‘:s";e s
Ostorilacs 30 a ativagao de regula e

c0es que desencadearao a ativag o2 s transferéncia e

s (ARR). A primeira dessas fosforilagoes consiste na :
um fésforo c.i:o aminodcido histidina ?H) para um res_udug) de 91?‘;:;2;
% (D) no proprio receptor (autofosforilagao). Depals d!55,°d',° (AHP)
“Passado para as proteinas de fosfotransferéncia de histi Blr(‘:RRI %
3 quais, por sua vez, fosforilam as proteinas ARR do tipo it qu;n:
-As proteinas AR do tipo B sao fatores de transcrica0 1= o o
22tivados por fosforilagao, se ligam ao DNA € P"’"‘o"em| dores de
% genes ARR do tipo A (ARR4, 5, 6, 7). A ativagdo de 1eUERrrr o
Ssposta do tipo A pode desencadear a agao de ciclinas, cci’ninaS. <
43, 0 que explicaria um dos principais
*.aregulagio do ciclo celular.

papéis das citoc
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As evidéncias de que as citocininas tinham uma sinaliza¢ao
Segundo um sistema de dois componentes surgiram quando se
isolou o gene CRE! e se constatou que ele codificava um recep-
tor do tipo histidina cinase. Esse gene foi isolado por meio do
estudo do mutante CRE1 (cytokinin response 1) de Arabidopsis,
0 qual mostrava baixa sensibilidade as Ck. Qutra histidina cina-
se (CKI1) envolvida na sinalizagdo de Ck j4 havia sido isolada
em Arabidopsis. Contudo, era necessirio demonstrar que tais
receptores conseguem se ligar a citocinina e desencadear uma
resposta hormonal. Isso foi obtido de modo elegante por Inoue
et al. (2001), trabalhando com um mutante de levedura que nao
apresentava um receptor do tipo histidina cinase. Essa mutagao
¢ letal nas leveduras, mas a letalidade era suprimida quando as
leveduras passaram a expressar o gene responsavel pela resposta
as citocininas (CREI) na presenca de citocininas advindas do
meio de cultura. Desse modo, a complementagdo de leveduras
mutantes por meio da transformagao com o gene CREI, além
de confirmar que sua proteina correspondente é um receptor
de Ck, acabou mostrando-se um 6timo ensaio para conhecer as
formas de Ck realmente ativas. Fazendo isso, Inoue et al. (2001)
constataram que o TDZ age como citocinina verdadeira, e nao
somente como um inibidor da enzima oxidase de citocinina,
conforme anteriormente proposto. Além disso, nesse sistema,
a trans-zeatina mostrou-se ativa, mas o isémero ¢cis ndo (Fi-
gura 10.9). Esses resultados confirmam predicdes anter‘iore:s
segundo as quais a modelagem espacial do receptor de FltOFl-
ninas sugeria que tanto Ck do tipo adenina quanto ureia tém

S/CRE1
S/CRET1

DMSO
Trans-zeatina =
Cis-zeatina =
P! e

BA! =t
Thidiazuron =
AlA = =

ABA = o

AG, o i

ene que codifica um receptor de citoci:ina
i tores do tipo histi-

ura mutante deficiente em recep 0
(‘;RE”- em‘:e;:i tipo de mutagao é letal, mas a mt.rodugao dg gene
g'er}:'al c:)n:ls]a.l codifica um receptor do tipo histidina cinase, possibilitou

tH “ g w
a sobrevivéncia das leveduras (representada pelo sinal “+"), desde que

fossem cultivadas em meio contendo citocininas ativas. Ao se adicio-
0sse 0
narem formas inati

jvas de citocininas (cis-zeatina), outras classes hor-
is (AIA, ABA e AG,) ou somente o solvente (DMSO) utilizado para
onai , AG,
zglubilizar os hormanios, as leveduras m

orreram (indicado pelo sinal
47 Adaptada de Inoue et al. (2001).

Figura 10.9 Expressaodog
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a mesma proteina recepi;orr::).
ga:ptores conhecidos de etilé

: m a0
tomateiro) tambem %

conformagdes capazes de se i
£ interessante notar que 0S I€C
(ETRI em Arabidopsis e Never ripe €™
cinas?s do tipo histidina. . odificada pelo gene CKI I parece
Além de CREI, a proteina coct equlagio diferente
ser um receptor de Ck, o qual teria uma I gud A
de CREIL Como se pode observan ha uma-“l!ica
receptores e reguladores de resposta, o'que exp fenctipos sem
de em isolar mutantes baseados em triagem de fe
sta a citocininas. -
resg;;(m o mutante crel tenha um desenvol"“nent?arlll?;n:ﬁ
dos caules formados na germinagao de sementes, €le
in vitro. Isso sugere que @
formar gemas em cultura de calos in Vi i
proteina CRE] funcional é um receptor presente et o
que outros receptores que agem na planta, como um oé}‘;e -
agem em calos. Além de se expressar €m calos, ag i i3
expressao do gene CREI indica que eleé prcdomma_ntemed
expresso nas raizes (Inoue ef al., 2001). A expressao predo-
minante de CREI em raizes parece corroborar a descoberta
de que o mutante crel € alélico & mutacdo wooden Ifzg (wol), a
qual causa defeito na divisio celular e no desenvolvimento de
tecido vascular de raiz. :
Alguns reguladores de resposta (ARR) envolvidos na si-
nalizagio de Ck (ver Figura 10.8) jd tiveram seus genes cor-
respondentes isolados. Os reguladores de resposta do tipo B
(ARRI, 2, 10) sdo fatores de transcrigdo ativados por citocini-
nas. Esses fatores de transcri¢ao, por sua vez, ativam a trans-
crigao de genes de reguladores de resposta do tipo A (ARR4,
5, 6, 7). Como consequéncia, a regiao promotora dos genes
de reguladores de resposta do tipo A responde diretamente as
Ck. Tomando vantagem dessa caracteristica, Hwang e Sheen
(2001) fundiram o promotor de ARR6 com 0 gene reporter
da luciferase de vaga-lume (LUC), responsavel pela sintese da
luciferase, a substancia luminosa desse inseto, e fizeram a ex-
pressao transiente em protoplastos de Arabidopsis. Utilizando
tal sistema, ficou demonstrado que apenas bases livres (BA,
iP e Z) ativaram o promotor de ARRG6 e, consequentemente,
provocaram a atividade da enzima luciferase detectada pela
luminescéncia. De modo contrério, a forma ribosidica, [9R]
Z, mostrou-se inativa (Figura 10.10). Tal constatacao sugere,
fo.rteriaent.e, que mesmo as formas ribosidicas de citocininas
nao sao. ai.avas per se, tornando-se necessaria a perda da ribose
par ?tlva~las. Como discutido anteriormente, as formas ri-
bosidicas sao consideradas formas de transporte e, apesar de
serem transportadas em células mortas (xilema), parece ser
importante para a planta que elas estejam inativadas,

Alvos primarios das citocininas
Divisao celular

Como o préprio nome indica, um dos princinai
trolados pelas citocininas é a citocing::n ;E’a;?:i‘s’;zmslcon-
Hoje: sabe-se que as citocininas atuam em etapas es ce'u]ar.
do ciclo celular, regulando a atividade de ciclinas peleim
que controlam a divisao celular, O gene CYCD3 ¢ :jPﬁmtemas
ciclina envolvida na passagem da fase G1 para a? i Ur’na
tese de DNA (S) do ciclo celular. Uy fato intere % de: o
tecidos expressando CYCD3 constitutivamente i:t?l;‘t:;gue
J idos

10—

Atividade relativa LUC/GUS

o | | f B

Controle t-Zatina  BA B e .[gRJ‘
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jqura 10.10 Ensaio de expressao transiente em protg
Eigopsis contendo 0 promotor de um gene induzido p[glra scti?o(:fe Are.
(ARR6) ligado ao gene reporter da bet_aglucuronidase (GUS) oy lmnpa;
rase (LUC). Notar que somente bases livres (BA, iP e 2) MOstrar. Ucfe.
vidade nesse bioensaio, sugerindo que mesmo as formas ribO:i?' ati
como [9R]Z, ndo séo citocininas realmente ativas. Adaptada s Hw:cas,
e Sheen (2001). ang

de plantas transgénicas com supercxpressio de CYCD3
todas as células, ndo dependem de CL exdgenas para formar
calos esverdeados in vitro (Riou-Khar:lichi et al., 1999), pes.
se modo, CYCD3 parece ser um dos genes primdrios indy.
zidos por Ck. Outro gene primariamente induzido por Ck é
o0 CDC2, uma cinase envolvida na transicao da fase na qual
os nicleos ja sofreram duplicagdo do DNA (fase G2) paraa
entrada na mitose (M) propriamente dita. No caso da cinase
codificada pelo gene CDC2, jé se evidenciou que o horménio
auxina é necessario para a sintese dessa proteina e que as cito-
cininas sdo necessarias para sua ativagao por meio de desfos-
forilagao (Zhang et al., 1996).

Diferenciagdo celular

Além da divisdo celular, as citocininas estio intimamente ligt
das A diferenciagio das células, sobretudo no processo de foF-
macdo de gemas caulinares. Para esse tipo de a¢ao, possiveis
candidatos seriam genes regulatorios, principalmente aque-
les com dominio homedtico,* como knotted 1 (KN1) € shoot
meristemless (STM). Isso & evidenciado pelo fato de plan®
transgénicas expressando os genes IPT e KNI apresentare™
fendtipos semelhantes. Tanto plantas transgénicas de Ard "l
dopsis Superexpressando IPT quanto o mutante ampl, 0 QU:O
tem niveis elevados de citocininas, mostraram um a“”:f;l) ;
Na expressao dos genes KNAT1 (um homologo de knotte o
STM (Rupp et al., 1999). Essas plantas também apresent? ex-
folhas serrilhadas parecidas com aquelas de plantas supere
Pressando KNAT1, Desse modo, os autores prop ¥
@ Ck estdo a montante (up stream) desses genes home o sud
0 que significa dizer que as citocininas podem indu??

SR 5
* Dominio homeg; creristica 967
envolvid meotico (homeobox) compreende uma cara =" Provot-““o'
transfor 08 €m mutagoes homedticas, ou seja, mula;oes] q medlic de“de
P r'.mw‘ de um 6rgio em outro. O primeiro gene o % ,cal Of
ev: 01 antennapedia, que provoca a formagdo de perna®
riam formar-se antenas na mosca Drosophila.

=, Contudo, plantas transgénicas Superexpressan.
expres e knotted apresentam niveis elevados de citocininas

oretals 2000), sugerindo que as citocininas também po-
e'\\ vir a jusante (down stream) da expressio desses genes
derxarﬂ' licagio para isso seria admitir que o efeito de knottea.'
ma eklfl 30 de citocininas € indireto, por meio do estimulo
na Pro 20 de tecidos meristemdticos, os quais sio fontes de

ecimento de drenos

gemas sejam formadas, torna-se necessario também
de nutrientes, pois 0s novos brotos funcionam
omo drenos- Coincidentemente, as citocininas também estio
Zm,olvidas no estabelecimento de drenos (Figura 10.11), atuan-
Jo de modo direto em, pelo menos, <:,1u.as proteinas (invertase
eUansportador de hexoses), necessdrias para o descarrega-
mento apoplz'\stico do floema. A enzima invertase diminui o
potenciﬂl quimico da sacarose na regido do descarregamento,
fvorecendo uma chegada continua desse nutriente. Ao mes-
mo tempo, O transportador de hexose € necessdrio para que os

Estabe|

para qué
un ap()rte

agiicares entrem nas células do dreno.

Retardamento da senes céncia foliar

0 processo de envelhecimento de uma folha é acelerado quan-
do esta é destacada da planta e mantida sob condigoes que

minimizem o murchamento. Da mesma forma que ocorre nas
folhas ligadas a planta, dé-se inicio ao aparecimento dos sinais
inconfundiveis de senescéncia, como o surgimento e a pro-
gressao crescente do amarelecimento caracteristico, processo
resultante da degradagao da clorofila (clorose). Ao mesmo
tempo que isso ocorre, no nivel tissular tem inicio uma rdpi-
da e acentuada diminuicio dos teores de proteinas e RNA, a

Elemento de
tubo crivado
SAC
l Citocinina Dreno
SAC
SAC
TP
Invertase <

—p
Frutose
Hexose
Glicose H+

vo dos efeitos da citocinina no es-

i 2 o invertase e
&cimento de drenos, por meio da agdo sobre aenzima invert

Sieretis i imico
Sarca"SPOI' tador de hexose. A invertase diminui 0 po:;’:ﬂ?,::ghega'
arose na regia favorecen
rregamento, fa
giao do descarreg ) : transponador de

4 ontiny ;
a desse nutriente. Ao mesmo tempo,
! 3 < reno.
e"‘"se € necessario para que os agucares entrem pas cehél;s :: (‘; 000).
*Sacarose; TP: transportador. Adaptada de Roitsch e EnN

Figura 1
tabe|

Um ¢

0.11 Esquema representati
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gzzl;e;é?e?:zsqluantidades presentes de agucares. A degr_adaqio
Sl eva a um acimulo de aminoé4cidos e amidas no
intetior da folha, ji que estas ndo podiam ser transportadas
Confor‘me acontece nas folhas presas a planta. Tal constata¢ao
le}’°“ a interpretagio de que a diminuicio na sintese proteica
a0 podia ser atribuida 4 falta de matéria-prima, ou seja, de
aminodcidos. De fato, por meio de aminoacidos radioativa-
mente marcados, j4 se sabia da ocorréncia de uma acentuada
reducao na sintese proteica em folhas destacadas, em processo
de envelhecimento.

Pelo menos desde 1964, sabia-se que a taxa elevada da de-
gradagao proteica, em folhas destacadas e com seus peciolos
mergulhados em dgua, era fortemente inibida quando raizes
adventicias se formavam na base destes; além disso, a longevi-
dade foliar aumentava de forma proeminente (Figura 10.12).
Estava assim demonstrada uma relagio entre o retardamento
do envelhecimento da folha e a existéncia de raizes crescendo
ativamente; postulou-se, na ocasido, que as raizes deveriam
produzir algum “fator” necessrio & manutengao da sintese
proteica no limbo foliar e ao retardamento do envelhecimen-
to. Descobriu-se, mais tarde, que a aplicagdo de cinetina sobre
folhas destacadas também prevenia a senescéncia, mantendo
a coloragio verde tipica desses 6rgaos. Todavia, em certo mo-
mento, o que mais despertou a atencdo dos pesquisadores foi
a constatagio de que, quando a citocinina era aplicada em pe-
quenas areas do limbo, apenas estas se mantinham verdes, en-
quanto, em todo o restante da folha, 0 processo de senescéncia
se mantinha (Figura 10.13). Estava, portanto, comprovado
que, no caso das folhas enraizadas, o “fator” produzido pelas
raizes era uma citocinina endégena transportada até o limbo.
Estudos viriam também indicar que as citocininas causavam
uma répida aceleragdo das taxas de sintese de RNA e proteinas
apos cerca de 70 h da aplicacao.

Além da estimulacdo da sintese de proteina e de RNA, o re-
tardamento da senescéncia foliar pela aplicagio de citocininas
envolve a mobilizacio de metabdlitos no interior desse 0rgao.
Quando gotas de uma solugdo de citocinina eram deposita-
das em 4reas definidas de folhas senescentes, verificava-se nos

1
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Contagem radioativa
por min/mg protéina x 102
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< acidade de sintese de proteina em fo]has destacz?qas
F'g"'g;cg'1:1§¢;?1a antes e depois da formagéo de raizes adventicias
zzrt?-neio 'do uso de metionina marcada (S*). Adaptada de Parthier

(1979).
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de gent S ;
g ], a inibigdo da senescéncia o ; tebr 4.

ancia 4 ica 3
?ﬁi;tégzno. Covnforme sef‘:"a visto adiante, all;l:leraqéod;mj'
6m associad; ainda, as Ck a indugio florq) Gy ns trabalan\ eito secundario
a floragao envolve processos dependentes g di n-tlfd“- ) 4 —
sstabelecimento e drenosietc, sdo i"duzido:lsao TQ
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(:ehI 3
™ dig

ninas, é Muito provével que estas desempe

——{_wormep Jo(
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A I
indireto, nao sendo 0 hormom'o indutor desslilgz-n um Py e
dioica -» t-zeatina é abundante em plantyg felg-m.rb'.“fme T
quant0 0 iP ¢ predomlnante nas plantas maSCulinal: A e Formagdo de gemas
e Durand, 19191). 0 tfratameptoi d; plantas Mascyljy, n Id [ caulinares J
t-zeatina resu tou na formagao de flores femininas 2§ oy ura 10.14 Integragao presumivel de alguns dos diversos efeitos das citocininas. A atuaca i
; - ¢ao das citocininas em alvos primarios, como os genes

i 4 :
edticos (knotted). ciclinas, invertases e fitacromo, provocaria efeitos imedi

3 - e mo
efeito do tipo de citocinina na d . Strap, ; g e
do um P etermmaga : atos na diferenciagao, divisao celular etc,, os quais, por sua vez e de

: : ancia de folhas de =t onjunto, promoveriam efeitos secundarios e macroscépi &
Figura 10.13 EfeitodainibE;aO""a"z“."a‘."".sgnescen dessa espécie. Oseny | modoco™ Copicos, como a formacao de gemas caulinares.
tabaco tratadas com uma solugao de ditocinine: Embora as citocininas tenham efeitos aparente
5 Menge 4 . 3 i L= 3
S versos e desconexos, algups deles, como a formagzg g, d | peponsivel pela (Of maq:fo it §PO de 6rgao, e sim um efeito inibitério é mediada pela indugdo da produgdo de
pontos tratados o acimulode aminoacidos radioativos an' caulinares, podem estar integrados de forma razoa lgema controle da formagao destes por meio das proporgdes relati- etileno desencadeada pela enzima sintase do ACC (ver Ca
Anci ém bt : ve : : e 2 -
dos em outra parte da folha e de outras S“bsmms&mm o coerente conforme se procura evidenciar na Figurg 'lmmf sentre diferentes classes hormonas. pitulo 13). No caso especifico das citocininas, estas parecem
S S 3 tadaemu 5 ! . 14, ce, até 0 moment o 3 ; : 3
indicando que a citocinind tmnsformava:atr'eaj U:a Gitocinina Qutro fato relevante da acio hormonal é que, além ge,, Pouco s€ ccénhC. R _ 10,. lSObrL 0s mecanismos  ser uma das principais causas da forte inibi¢do provocada
st socbitdri Srehy B e a interacao auxina-citocini ita- ;
dreno para esses COMPOStos. OEfEItO.lm ito L classe hormonal poder influenciar ’.\{!ltlemes Processos ﬁ;"i moleculares  d? ot :'\m”‘ \i e crmma. AFredlta se  por essa classe hormonal sobre o alongamento radicular.
endégena sobre 0 envelhecimento foliar pero 5 50 I6gicos, a reciproca também ¢é verdadeira, ou o i que um dos possiv eis pon : de interagdo poderia ser en-  Desse modo, em raizes de Arabidopsis, o efeito de tratamen-
mento dos niveis de etileno é mostrado na Figura mo processo fisioldgico pode ser influenciado por dife M contrado no préprio metabolismo de ambos os horménios,  tos com benziladenina (BA) é revertido pela aplicagao de
X Tenlg sses hormonais i nciari ativi i S SO :
A classes hormonais. Desse modo, a:ites de se discutirem le“ ¢ uma dessas cl_aasc.a h TR ‘H”L!LI]C.lal‘lfl a a_uvndade de  aminoetoxivinil glicina (AVG) e ions de prata (Ag") (Cary
Fotomorfogénese . e ninas, serd considerada, brevementela) lrg; enzimas envol'\nflas.n-.a jiossintese ou na inativagio da outra. et al., 1995), inibidores da biossintese e da agdo de etileno,
inas consiste & ainteny, Embora as evidéncias dirctas para tal mecanismo ainda se-  respectivamente. Contudo, nem todo o efeito do BA pode

Outro evento marcante controlado pelas citocin
na fotomorfogénese, o que sugere que 0 fotorreceptor envol-
vido nesse processo, o fitocromo, também seja um alvo pri-
mario dessa classe hormonal. Recentemente, constatou-Se que
um dos reguladores de resposta da via de sinalizagdo das ci-
tocininas, ARR4, impediria a reversao da forma ativa do fito-
cromo B (PhyB), ou seja, a forma que absorve luz na faixa do
vermelho-extremo, para a forma inativa, a qual absorve luz na
faixa do vermelho. Desse modo, pode-se dizer que as citocini-
nas mantém PhyB na forma ativa e que alguns dos efeitos das
Ck, sobretudo no desestiolamento (inibi¢ao do crescimento
no escuro) e na diferenciaco de cloroplastos, sejam mediados
pelo fitocromo B (Fankhauser, 2002).

O somatorio da agao das citocininas no nivel celular, sobre-
tuc.lo nos processos de divisao e diferenciacio celular, contri-
bui para os char.nados efeitos das citocininas na planta como
um todo, os quais serao discutidos a seguir.

Efeitos das citocininas

Ux:n e.nspecto importante relacionado com o efeito dos I
monios vegetais reside no fato de que uma {injca ] !
hormonal pode influenciar eventos fisiologicos d g‘asse
sas naturezas. Nem poderia ser diferente, se cons'de i
e;slsténcm apenas de cinco classes hormonajs ri l’er;ada :
numero elevado de eventos bic;quimico-l’lsiolc‘)p o benty
la‘dos' ]:telos fitormonios. Conforme visto amteg'lcos oo
cxto;::n?s influenciam a divisao e diferencia;;‘;fmelnte, as
:cs):? ef:i(;:: ";;:: deddrenos ¢ a diferenciai g 5:;]31’» ;
5 S que podem ser atribuidos, respect: plas-
acao das.> citocininas de modo imediato’s0b ; ‘ftl‘:’ameme, a
homedticos, invertases e fitocromos, Al¢ re' Ciclinas, genes
porta1'1tissimos efeitos das citocinir.xas @ dls.s°= outros jm.
mencionados, como a germinacio de sf;e;:ﬂm ainda ser
es, a formagao

co desses hormdnios com outras «lasses hormonais,

Interacdo com outras classe onais

Entre os fitormonios, a auxina ¢, de longe, a classe hormo-
nal com maior interface com as citocininas. Trabalhos clis
sicos, realizados no laboratério do Dr. Folke Skoog, virim
a revelar, ainda nos anos 1950, que tanto a auxina quanto:
citocinina sio necessdrias para estimular a divisao de cilv
las maduras, ou seja, a retomada desse processo em células
que ndo mais se dividiriam (Das et al., 1956). Todavia, ape:
sar de a auxina atuar em sinergismo com 2 citocinina pit
estimular a divisio celular, essas classes hormonais atuan &
modo antagonistico no controle da iniciagao de ramoser
izes em cultura de tecido (Skoog e Miller, 1957), bem <o
no estabelecimento da dominancia apical. Cultivando M
dula de tabaco em meios de cultura em que s€ adiciona_rim
diferentes proporcées de auxina e citocinina, Skoog ¢ Mfl;;
(1957) estabeleceram que balangos hormonais com ele‘ﬂw'
proporcio de citocinina favoreceram 2 diferenciac® eu-.io
mas caulinares e que, de modo inverso, elevada proP s

; i i {zes 108
relativa de auxina induziu a diferenciagdo de rmzeso caso
dos parenquimaticos da medula (Figura 10.12)- recime™”
balangos hormonais intermedirios, houve © ido den”

S0 c
da. divisao e da expansio celular, for mando ur® ti mos %
minado calo, sem a indugio de diferenciagd® jaram w
rai i idely

zes (Figura 10.15). Esses resultados €V 'y oo

Primeira vz, que ndo h4 propriamente uma ¢

A

s SR hol’mﬂm.
» 3 » ejd 0 o
xz:::s autores (ém buscado o chamado “florigen® u :n:]uq‘-"’ d: flaﬁ'
or da floracéo. Contudo, o mais provavel € que ® s deV oMl

consti e
Of;'t“a um processo controlado por balangos en"raiz
onal, assim como ocorre na indugao de caules ¢

1 T -
957),0 qual serd discutido adiante neste capltulo-

jam incipientes, resultacios interessantes foram obtidos em
experimcnlos com pianfas transgénicas. Verificou-se que
plantas transgénicas dc tabaco superexpressando o gene ipt
para biossintese de citocinina costumam ser menos sensiveis
a aplicagdo de auxina (Li ef al., 1994), enquanto, de modo
inverso, aquelas superexpressando o gene para inativacao de
citocininas (ZOX1) mostraram-se mais sensiveis a4 auxina
(Werner et al., 2001).

E de amplo conhecimento que tanto as auxinas quanto as
citocininas, quando aplicadas em concentragoes supradti-
mas, apresentam efeito marcante na inibi¢do do crescimen-
to de 6rgaos vegetais. Em ambos os casos, boa parte desse

Citocinina

cao de raizes

ocinina na indu 5
alango auxina

u -
::gS;? 10.15 Interacio entre auxina e cit
dades'dcada retangulo representa um explante com urm b

€ horménios adicionados ao meio de cultivo.

ser atribuido ao estimulo na produgdo de etileno, pois a
aplicacio de BA pode inibir mais o alongamento radicular
que a simples aplicagao de etileno, em concentragoes nas
quais ambos os tratamentos induzem a mesma quantidade
de etileno enddgeno, além de o BA nio mudara sensibilida-
de 20 etileno. A luz desses resultados, poder-se-ia dizer que
citocininas e etileno agem de modo sinergistico ou aditivo
na inibi¢io do alongamento caulinar. Contudo, essas duas
classes hormonais sio consideradas antagonisticas quanto
a0 efeito na senescéncia, sendo as citocininas um forte ini-
bidor e o etileno um eficiente promotor desse importante
evento fisioldgico (ver Capitulo 13).
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Auxina

segundo 0 modelo proposto por Skoog e Miller

alos (2) e caules 3); :
(}c)itgcining endogeno especifico, 0 qual costuma sero reflexo das quanti-
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o ode
Além da auxina e do etileno, © dcido abscxszﬁﬁﬂiﬁ) ﬁeta.
interagir com as citocininas, nesse %0 e o citocinines
Deve-se considerar que, como 0 transporte o taxa trans”
produzidas nas raizes para 0s caules depende €2 iveis de
piratoria (via xilema), 0 ABA pode influenciar oflos princi-
citocininas na parte aérea, ji que S¢ u?t? de um Sl
pais reguladores do fechamento estomitico. A ocoh s
uma interagdo mais direta entre €s5aS duz{s 'classes 0 S
¢ sugerida pelo fato de 0 ABA ser ufl inlbldOf'de feg'as e
replicacio de DNA durante a mitose, tendo as citocininas]
tamente um efeito contrario.

Balanco auxina/citocinina

e desenvolvimento vegetal

Uma das principais caracteristicas do desenvo.lvimento das
plantas vasculares, e que as distingue dos animais, é o fato de
esse desenvolvimento ocorrer predominantemente em um €s-
tigio pés-embriondrio, ou seja, 3 maior parte do desenvolvi-
mento ontogenético se dé a0 longo da vida da planta, com 2
formago continua e repetitiva de 4rgdos, COMO ramos, raizes,
folhas, flores e frutos. A organogénese continuada das plantas
é o resultado da manutengio, mesmo na fase adulta, de tecidos
embriondrios denominados meristemas caulinar e radicular.
Pouco depois da descoberta da auxina (1934) e das citocininas
(1955), postulou-se que essas duas classes hormonais, agindo
conjuntamente, controlariam o desenvolvimento vegetal atuan-
do diretamente na definigio dos meristemas e, portanto, no
tipo de drgdo - caule ou raiz — a ser formado (Skoog e Miller,
1957). Diferentemente das auxinas, normalmente associadas a
indugio de raizes, um balango auxina/citocinina favoravel as
citocininas induz a formagdo de gemas caulinares tanto in vitro
quanto ex vitro. A propdsito, com relagio ao efeito morfogené-
tico desse balango, é mister enfatizar que, sob condigdes nor-
mais, a concentracio absoluta da citocinina, imprescindivel a
format;io das gemas, ndo precisa ser necessariamente superior
a da auxina. Existem considerdveis evidéncias de que esse efeito

al de auxinas € citocininas na inducg, i
Jes é importante para 0 desenvolvifnento integrad, leg <
Desse modo, as citocininas p'rodl‘xz{das nas rajye, Qdo "egela]‘
B iomaciocelisnes I “Pees $30 centrog : Ming,.
de auxind, 3 QUAADOISUNES S necessaria 3 formg . Utog,
izes (Figura 10.16). Iss0 posto, Ao seri exagerogg.o € majg
arquitetura final da planta depenqe, em boa parte dal-zer e,
entre os sistemas caulin.ares e radiculares, e que a ,int ; gy
trea citocinina € a auxmz} ocupa uma posicio desta:ra dog,
processo. O crescimento u}teg'rado e equilibradg ada
imensa importancia, pois esses ¢rg

diferenci

€55,
’ entre Caul ¢

raizes tem 1

fungoes complementares para a sobrevivéncia

daoows/eapres"nt :
. - = 1A s getal
Embora as primeiras evidéncias de que o balap 3 !
citocinina controlava o desenvolvimento vegetal tef]ha ing/

ido a partir de estudos com horménios exégengs am gy,
aplicados 2 tecido medular de caule de tabaco (skogou s¢j
ler, 1957), de modo geral a correta interpretagio dess egte Mi
abordagem experimental ou prética sofre uma série de lfPO‘ de
coes. Algumas dessas limitagdes sdo a falta de Conheqlmm‘
quanto capacidade de absor¢do, a0 transporte e 3 inat{:en_lo
pelo tecido no qual 0 hormoénio foi aplicado, além das al:k;ao
¢oes que 0 horménio exdgeno pode provocar no nive| hon:a-
nal endégeno. Atualmente, duas abordagens tém sido em r"'
gadas para sobrepor €ssas limitagdes. Uma delas Consistf:;
dosagem do contetido hormonal enddgeno nos tecidos (Pere
et al., 1997), e a outra é por meio do uso de plantas transgéni.
cas nas quais se introduzem genes que alteram o metabolismo
ou a sensibilidade hormonal. Como os hormanios vegetais
530 mensageiros quimicos presentes em concentragoes muito
reduzidas nos tecidos (em geral, 10 mol/g de tecido fresco),
sua quantificagdo torna-se dependente do dominio de técni-
cas analiticas muito sensiveis, como a cromatografia do tipo
HPLC (high performance liquid chromatography) e o uso de
anticorpos em ensaio do tipo ELISA (enzyme linked immuno
sorbent assay), além de espectrometria de massas (MS) aco-
plada & cromatografia gasosa (GC) ou ao HPLC.
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Figura 10.16 Ae B.Crescimen ui '

(CK) e auxina (AIA). As Ck pmw%;z‘zg;a:o entre caule
de AIA que, por sua vez, estimulam a producio d
gemas caulinares quando a parte aére € NOvas raizes,

mento) na raiz.

5 S € raizes pr ;
pices radi Promovido pelos : : g
Culares e transportadas pelo X“er:'lici?']r:jﬁ':os d? produgio, transporte € efeito
ema

a foi removi Naimagem & :
movida. Note que os nov?os r'ae Possivel observar uma raiz de Lycopersicon hirsutum;: @
Mos se formaram apés o estabelecimento de UM dren®

M‘ AlA

LEStimulﬂ[ TransporteJ

das citoci"i"Z:
mos $4° for® U
al for™

‘ormagao de ramos. Os novos @ .
(intume*

e Limes

e eito de 0S est,udos utilizando determina;io d
e hormonal enddgeno terem permitido um R 0
ol | deve-se considerar que eles também est3q co
its @ Jimitagoes- Uma delas € nao se saber se o horm(‘ns\l'l-
jit ficado s encontrava ativo ou inativo. Outra limita M
:f:I:e—Se 3 perda de info.rmac;io ‘q'uanto a compartimentg?:
1ci0 interna (celular e tissular), Ja que, mesmo se utilizadas
7 " gras MUito pequenas de tecidos (mg), compartimentos
he[erogéneos §30 n?lstlfr:.ldos _dur?mte 0s processos de extra-
. Desse modo, citocininas Inativas presentes nos vactolos
o tecidos dosados podem estar sendo contabilizadas como
VS Por sua vez, 0S estudos envolvendo producio de plan-
o ransgénicas Fequcrem' que 0s genes a serem introduzi-
e estejam prewamel'u‘e lsola(i?s e clonados em vetores de
mnsforma?io (plasm1d195 mllllllplicados em Escherichia coli
elou Agrobaae,.ium). Além c11§so, sistemas para introdugio
Jesses genes nas plantas necessitam ser otimizados. A seguir,
¢erdo apresentados alguns exemplos de plantas transgénicas
nas quais s€ introduziram genes que alteram a sensibilidade
ou0 metabolismo de citocininas e suas consequéncias sobre
o desenvolvimento do vegetal.

As primeiras plantas transgénicas com alteracoes no ba-
na/citocinina resultaram da introdugio do gene

lanco auxi

PT de Agrobacterium lumefaciens. Esse gene foi introduzido
utilizando-se diferentes promotores (sequéncia responsdvel
pela indugao da transcricio do gene em estudo), o que cau-
sou certa variagao no fenotipo de cada tipo de transgénico. As

cracteristicas mais comumente encontradas em tais plantas
foram a inibicao da formagdo de raizes e a perda de dominan-
cia apical, em virtude do desenvolvimento de gemas caulina-
(es axilares. A nao formagao de raizes em plantas transgénicas
expressando o gene IPT, sobretudo naquelas em que esse gene
foiligado a um promotor forte (355 de CaMV), obrigava a en-
xertia das plantas transgénicas sobre plantas normais, visando
asobrevivéncia das primeiras. Em outros estudos, o gene IPT
foi fundido com promotores induzidos para que as citocininas
passassem a ser produzidas somente quando de um estimulo.
Nesses estudos, plantas transgenicas crescendo sem ter O €s-
timulo para expressao de IPT apresentaram fenotipo normal,
hio necessitando mais ser enxertadas para que tivessem umm
sistema radicular. Um desses promotores, induzido por cho-
que térmico, ou heat shock (HS), foi utilizado para produzir
plantas transgénicas de Arabidopsis. Nessas plantas expressan-
doo gene HS-IPT, a aplicagao de choques térmicos (exposi¢ao
240°C por 1 h, todos os dias) induziu alteracdes fenotipicas
(’P- ex,, perda da dominancia apical) nao apr esentadas por um
Unico tratamento prolongado. Esses resultados sugerem queé,
em alguns efeitos fisiologicos, as Ck agem como um reostato,
egulando a intensidade de um sinal, e ndo como umm interrup-
tor do tipo liga/desliga (Rupp et al., 1999)." Resultados suges™
tivos também foram encontrados quando o gene IPT foi leva-
402 se manifestar apenas em determinadas partes de plantas
ransgénicas de tabaco (Estruch et al., 1991)- Em tecidos nos

el (O
‘0, i

tes €0stato ¢, basicamente, uma resisténcia de valo

utilizada para controlar a intensidade de uma corre

exe
mplos de reostatos os botdes de volume
aﬂllgos_

r variavel entré dois lim_i-
nte elétrica. Sao

dos radios € aparelhos de TV
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Egil:essczerﬁgf;; :iza olcorrént.:ia, como f9i 0 caso das folha§,
T g cal e restn}a de citocininas, oique culmi-
e foliageg]as cfaullnares em pontos diferentes na
M lr. sse fendmeno, conhecido como (?plﬁ-
e Cur.a mente em folhas de fortuna (?ryophflunll)
e deu‘ 2 llosamente, quando a achulaqao de c1.toc.1-
T conp anta_como um tod(’), nao houv? ?Cf)rrenCIa

5 > statagdio de que o actimulo transitério de Ck
Nao tem 0 mesmo efeito que o acimulo constante, € de que hd
diferengas também quanto & acumulagdo local ou na planta
como um todo, sugere que a agao hormonal, sobretudo o efei-
to do balango auxina/citocinina no desenvolvimento, depen-
de4do‘ estabelecimento de gradientes espaciais e temporais. Os
principais responséveis pelo estabelecimento desses gradien-
tes seriam as peculiaridades da sintese e do transporte, além
das enzimas de inativagio de citocininas, discutidas no inicio
deste capitulo.

Os primeiros genes responsdveis pela inativagao de cito-
cininas foram isolados em 1999 (Houba-Hérin et al., 1999;
Martin et al., 1999a; 1999b), possibilitando a alteragao do
contetido enddgeno de citocininas de um modo inverso a0
que ja havia sido feito utilizando-se o gene IPT. Nesse senti-
do, tabaco transgénico superexpressando o gene para a oxi-
dase de citocinina mostrou, pela primeira vez, 0 fendtipo de
plantas com niveis reduzidos de Ck. Esse ineditismo resulta
do fato de que, diferentemente de outros hormonios, ndo
existem compostos quimicos que possam ser utilizados como
inibidores efetivos da biossintese ou agio de Ck. As referidas
plantas mostraram-se anas como consequéncia de um retar-
damento grave do desenvolvimento dos ramos, incluindo a
presenga de entrenos curtos, folhas lanceoladas e epindsticas e
reducio da dominancia apical (este tltimo item serd aborda-
do mais adiante). Em contrapartida, o crescimento do sistema
radicular e o nimero de raizes laterais e adventicias aumen-
taram, o alongamento das raizes primérias foi mais rapido e
primérdios de raizes laterais foram notados préximo do dpice
radicular (Werner et al., 2001). Outra maneira de diminuir o
contetido endégeno de citocininas seria por meio da superex-
pressao de genes para as enzimas que conjugam citocininas
ativas. Isso foi demonstrado com plantas transgénicas de taba-
co superexpressando o gene ZOG1, as quais formaram raizes
aéreas nos caules durante as primeiras 2 semanas, crescendo
sob alta umidade. Além disso, essas plantas apresentaram re-
duzida dominancia apical e entrends curtos (Mok et al., 2000).

Uma caracteristica que chama a aten¢io em todos os
exemplos de plantas transgénicas com alteracdes no conte-
tdo de citocininas &, consequentemente, no balanco auxina/
citocinina é o fato de tanto plantas transgénicas com excesso
(Medford et al., 1989; Rupp et al., 1999) quanto com falta
(Mok et al., 2000; Werner et al., 2001) de Ck apresentarem
diminuigdo da dominancia apical. A interpretagdo correta de
tais resultados exige um exame mais detalhado do processo
de dominéncia apical. 9

No processo de dominancia apical tipico, o apice em cres-
cimento de um caule inibe o crescimento das gemas laterais
na mesma planta. A explicagdo mais difundida para a domi-
nancia apical refere-se 2 hipétese da inibigdo pela auxina, se-

gundo a qual esse horménio, produzido no apice, se moveria
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Jaterais €
basipet do alto para baixo) pard @ B
asipetamente (do alto pAfa B2 °/ 2o, o para es2 hipd

inibiria seu crescimento. Un_la orda dad ominncia
tese consiste na demonstragdo de que 3P <0 dasin-
apical promovida pela decapitagdo do dpice (supress? P
tese de auxina) é recuperada pelo tratamento da_ planta 2
pitada com auxina. Contudo, €ss2 explicagdo nao contemp

0 L Ao daauxma\nndado
a constatagio de que o efeito inibitorio .
apice, ou quando aplicada, pode ser revertido pela ap ica¢
de citocininas diretamente sobre as gemas Jaterais. Iss0 Suger
que a dominéncia apical é uma tipica resposta Bobalanie o
xina/citocinina, assim como outros processos do dese'nVO]Vl'
mento vegetal. Desse modo, houve um melhor entendlmel.lto
da domindncia apical quando se constatou que, € plantasin-
tactas, as citocininas originadas das raizes tendem a se acurmu-
lar nos 4pices produtores de auxina, promovendo um balango
auxina/citocinina favordvel ao seu desenvolvimento. Com 2
remogao do Apice caulinar, as citocininas passam a s acumu-
lar nas gemas laterais, promovendo seu desenvolvimento. Ha
suspeitas de que a propria auxina produzida no dpice caulinar
controle o contetido de citocininas que chegam até as gemas
axilares. Em plantas intactas crescendo ativamente, 0 acimulo
de auxina e citocininas na gema apical poderia levar ao seu de-
senvolvimento simplesmente promovendo divisdo e expansao
celular, além do estabelecimento de um dreno nessa regiao ém
detrimento das gemas laterais. Tanto a retirada do apice quan-
to a aplicagdo de citocininas nas gemas laterais deslocariam o
dreno e a dominancia seria quebrada. De igual modo, a apli-
cacio de auxina na ponta de plantas decapitadas manteria o
dreno e a dominéncia. Por esse mecanismo, vé-se que a domi-
néncia apical depende da formagao de gradientes internos de
auxina e citocininas para que os drenos sejam estabelecidos. A
auséncia desses gradientes em plantas transgénicas, por causa
da expressdo continuada dos genes de biossintese ou inativa-
9.50 de citf)cininas na planta como um todo, explicaria a redu-
zida dominéncia apical verificada tanto em plantas com niveis
elevados quanto com niveis baixos desse horménio.

Citocininas na interacao entre os
vegetais e 0 ambiente

C:onforme visto no item anterior, a citocinina - ou, mais pre-
cisamente, o balan¢o auxina/citocinina - é essencial, para opde
senvolvimento pés-embriondrio dos vegetais. Esse tipo de d :
senvolvimento envolvendo a formagio de 6rgios aol;o ; -
t?do o ciclo de vida, por si s0, j4 constitui uma respost P
riagdes do ambiente. Dessa forma, os vegetais enﬁao : s
organismos sésseis, interagem intensamente c,om 0 " ;?Jam
por meio da inducdo ou repressao dos processos ua]]n lent?
forma;.ao de novos tecidos e drgios, de modo a qae i
fobrevwéncia e reproducdo. As citocininas est:?u)g rantlr_sua
intensamente na resposta das plantas a s
estimulos externos: luz, temperatura :
com outros organismos. '

pelo menos, quatro
nutrientes e interacio

Luz

Com relacio a luz, sao conhecj
; ek ecidos os efei e
na diferenciagio de proplastidios em clorg 1tos das citocininas

e lasf ot
de clorofila. A aplicagdo de citocininas empplélt:z ;alsnossmtese
mantidas

" ——
= e,

e

10 escuro tende a mimetizar o efeito da luz p, :
abertura e expansao dos cotilédones e na inibicze domoﬁo .
celular exagerada dos caules, conhecida comg esta‘e h
Contudo, € interessante notar que, em plantag g, io ey
mbriatum (Orchidaceae) t-ransferidas Para o eg Ca ’ase,um‘
mada da atividade dos meristemas apicais e lateral;r 2
posteriormeme originam r’aITlos estiolados (Figura | 03 95 quy
cide com uma elevagdo rapida de cerca de oitg v, .17

) CQ]n
centragdo de

citocininas enddégenas (Suzuki ey a;!zes da Con:
referido experimento, elevagdo transiente do nivé 2004), 3
de citocinina parece estar associada a quebra dj doenqégeno
do pseudobulbo, um érgdo de reserva em orquideas Mingy,
sequente estabelecimento de novos drenos “eCessér’ie 20 cop,
senvolvimento das gemas caulinares, as quais, ng auo§ 20 .
Juz, posteriormente crescem de modo estiolado, séncig g,

Nutrientes minerais

Um dos principais nutrientes com 0s quais as citocinjpgs ;

teragem é O nitrogénio. Coincidentemente, a Clofoseas in-
como a aceleragdo da senescéncia das folhas em Virtu,dbem
deficiéncia de N, lembra os aspectos adquiridos por e ¢ da
com baixos niveis de citocininas. Ja foi sugerido que cc;dos
as citocininas 30 compostos nitrogenacos (adenina).,a d:&o
ciéncia de nitrogénio poderia ter reflexo direto na biossinte :
desse hormonio. Levando-se em contz ue o nitrogénio nose
malmente equivale a 1,5% da matéria <cca das plantas, e ure
a porcentagem de citocininas nos tecidos vegetais nao c,he;la;a
milionésima parte desse valor, € poucc provavel que uma def-
ciéncia de nitrogénio possa vir a limitar a biossintese desse fi-
torménio. Tal constatagdo leva a postulacao de que a interagio

Fi -

c;g)u :amlg;?gormagao de ramos laterais estiolados (e§trut:;25'br 05

20 dias da t:l obulbo de Catasetumn fimbriatum (orchidac

das citocini a“Sfere‘nqa do frasco do claro para @ ?scurO- vagao nos
ninas endégenas mostraram uma pronunciad elevas®? 4o

Seus teores
€M comparagao idas no claro-
Dr. Rogério M. Suzuki, ¢ao as plantas mantida

T duas Subs'tﬁncias deve se dar, portanto, em outro
antr® ortamente mais complexo.

qive ’ nteragio possivel podf?ria dar-se pela regulacio das
s metabolismo .de x'ut.rogénio. Nesse sentido, exis-

ozl qéncias de que as citocininas sao ativadoras da enzin
e i;se do nitrato. Além disso, jd se constatou, em pla‘ntzlla
[cdulilho’ quea aplicagdo de nitrato leva temporariamente acsx
de’ﬂ o de Ck primeiro nas raizes, depois na solugio xile-

b 1a . finalmente, nas folhas (Takei et al, 2001b). Estud
pitica & s desse grupo de pesquisadores com plantas de 28
(Takei et al., 2004) vieram mostrar que a presenqz;
. NO.? estimulava, significativamente, a expressio do
pT, o qual, conforme ja mencionado anteriormen-
;Je‘éreSPOns 4vel Rela codiﬁ;aqﬁo dfl enzima-chave na sintese
& citocininas: a lSOPQHlt’?i-]ll transferase. Entre os varios ge-
) studados dessa familia, o AtIPT3 foi o que se mostrou
4 {esponSIvO a0 NO,, enquanto o A{IPT5 era mais efeti-
e ratamentos prolongados tanto com NO,” quanto com
sugere que as plantas elevariam a concentragao de

NH,". Isso ;

Ck nas raizes em resposta ao nitrato € ao amonio, sendo essa
dasse hormonal posteriormente transportada para os caules.
sssim, as CK podem representar um sinal de longa distancia

ie de nitrogénio da raiz para o caule,

o desenvolvimento dessas duas
-octal. Essa constatagdo esta de
scordo com 0 amplo efeito que 3 adubacdo nitrogenada pode
spresentar sobre as plantas, sob a forma de maior vigor, esver-
feamento foliar e iniciagao de novas gemas caulinares e ramos

(quebra da dominancia apical)

indicando a disponibilicia
possivelmmle para coordenal
partes complementares 1¢

Temperatura
Hi boas evidéncias disponiveis do efeito da temperatura so-
bre o teor das citocininas enddgenas. Estudos realizados com
dgumas espécies de orquideas tropicais tém evidenciado um
eleito promotor de temperaturas baixas na floragio dessas
plantas (vernaliza¢ao), bem como, pamlclamcnlc. nos teores
endégenos de suas citocininas. Assim, plantas hibridas de
Dendrobium nobile apresentaram um incremento gradual nos
niveis de zeatina nas gemas laterais encontradas ao longo do
pseudobulbo, a partir de fevereiro (verdo) até junho (inverno —
regido Sudeste do Brasil), coincidindo o ultimo més com O
inicio do desenvolvimento das gemas florais. Corroborando
oefeito da diminuigao da temperatura na elevacao dos teores
de citocininas enddgenas ao longo de vdrios meses, estudos
envolvendo tratamentos termoperiodicos mais curtos, de 12 h
(10°C luz/25°C escuro), aplicados nessas mesmas plantas a0
10."30 de 30 dias, resultaram em uma elevacio altamente sig-
"‘lﬁcativa de citocininas, principalmente das formas livres €
ribosidicas de zeatina e isopenteniladenina, tanto nas gemas
hterais quanto nas folhas dessa orquidea, tendo, nesse €aso,
dconcentracio de zeatina alcangado valores expressivametnte
Z:geéioges 205 seus niveis iniciais (Figura 29.18)1) :magx?c;
m outrenuladenma o pla'mtas i D.em‘irot l::;ns,e mostrado
eﬁciemeos generos”de orquideas tropicais, t€ e
o na ‘ﬂo.rag:ao. Mesmo pEqucnes POLCOSS RIS
Plantas hibridas de D. nobile, ainda no estado juventh P
m ser induzidas a florescer in vitro, uando incubadas na
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r
I; e;f ;lgg(;ig;l?ezﬁ’):lmadpotﬁnte citocir_ﬁna sintética (Ferreira
mento termo eriéd?an o (? e'felto PrOI d(.a tre_tta-—
ey bt dSPhal ico SOl?re 0s niveis endégenos de citocini-
S e aenopsis (Orchldacea.e) §ubfnetidas a tem-
L S s apresentaram uma diminui¢do nos teores
o ias paralelamente 2 inibigdo da floragao (ver
pitulo 18).
exc":\gpeis:: nd:ﬂefeit? promotor das citocininas endf’Jgenas e
! oracdo das plantas orquiddceas anteriormente
rI}enc‘1011adas, os resultados disponiveis até o momento nao
si0 ainda consistentes o bastante para se inferir sobre a atua-
Gao efetiva desse grupo de hormonios na passagem dramitica
do estado vegetativo para o estado floral. Os estudos indicam
somente que as citocininas participam de alguma forma do
desenvolvimento de gemas, estas ja no estado floral (portan-
to, ja induzidas), provavelmente pela retomada das divises
celulares de seus meristemas. O(s) sinal(ais) responsével(eis)
pela indugéo floral propriamente dita permanece(m) ainda
desconhecido(s).

Interagao com microrganismos

Quanto a interagdo das plantas com outros organismos, €
bastante conhecido que a formagio de galhas provocadas por
larvas de insetos, fungos e bactérias (p. ex., Agrobacterium)
envolve a produgdo de citocininas. Enquanto certos microrga-
nismos e larvas de insetos produzem e excretam citocininas,
em Agrobacterium ha a passagem de um gene de produgdo
de citocininas (IPT) para o tecido infectado, modificando-o
geneticamente. Qutra infeccio deletéria a planta hospedeira
¢é a formagao descontrolada de ramos laterais (fasciagdo), nas
chamadas vassouras-de-bruxa, provocadas por fungos pro-
dutores de citocininas (Figura 10.19). Além das fasciagoes,
os fungos produtores de citocininas podem induzir a forma-
¢do das conhecidas “ilhas verdes” (Figura 10.19) nos locais
infectados. A inibigdo da senescéncia e 0 estabelecimento de
drenos caracteristicos das “ilhas verdes’, assim como a pro-
mogio da organogénese nas galhas e fasciagdes, sdo conheci-
dos efeitos das citocininas e, obviamente, favorecem o aporte

250}
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200 e
i Folhas
s
o 150' ~T—
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E
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co 15 22 30 Co 15 22 30

Tempo de incubagao (dias)

des dos teores endégenos de zeatina em gemas
|aterais e folhas de plantasde Dendrobium*“Second Lovef (Orchidacege_),
incubadas a 10°C (escuro) e 25°C (claro), dgrar'ute 30 dias. MF: matéria
fresca; Co: controle sem incubar. As barras indicam o erro-padrao das

médias. Fonte: Campos e Kerbauy (2004).

Figura 10.18 Variag
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Figura 10.19 Papel das citocininas na interagao planta-micro
fungos em folha de mangueira (Mangifera indica). B. Observa
em uma intensa brotagao, relacionada com a produgao de
Figueira (CENA/USP).

de nutrientes para os organismos que se instalam nos tecidos
vegetais. Hd, todavia, interagdes que resultam no estabele-
cimento de simbioses benéficas, conforme ocorre em raizes
de plantas leguminosas e Rhizobium sp., bactéria fixadora de
nitrogénio. Nesse caso, quando jd no interior do parénquima
radicular, as citocininas produzidas pela bactéria levam a re-
tomada das divisoes celulares, dando inicio 4 formagao do n6-
dulo radicular (ver Capitulo 3).

Citocininas e biotecnologia

A.o .longo deste capitulo, foi possivel perceber que as cito-
cininas compreendem uma classe hormonal intensamente
!1gada a biotecnologia de plantas, jé que sio pré-requisito
indispensavel para a divisio celular, possibilitando a mul-
Fiplic':ac;io de células com a formagio de tecidos e ¢rgios
in vitro. Entre os processos biotecnolégicos dependeite

da _cultura in vitro, pode-se destacar a clonagio de plant :
(.mlcropropagaqio). a obtenc@o de plantas hap]oidespo ?s
tivo e a fusdo de protoplastos (células destituidas de’ CL:l-
celular), a produgao de substancias comercialmente S
tantes, a partir do cultivo de células e Orgaos i
de plantas transgénicas. :

Por meio da micropropagacio, um elevado niimero d
das de ?spécies frutiferas, ornamentais ou horticolas e
produzido in vitro a partir de células, tecidos e ¢rg3; e
planta doadora (matriz). Normalmente, 2 plant§ gs % um?
um exe'mplar portador de caracteristicas valiosas oa.dora :
te selecionadas, e sua micropropagaqio POSSibiht;Pre‘game?-
de um grande nimero de mudas geneticamente id"3 : i S
um tempo e espaco reduzidos. Por meio ainda daemlcas &

por-
€ a produgio

pagagao, € perfeitamente vidvel a eliminagio de l[:laitc(::c;l’ro.
enos

rganismo. A. Formacao de “ilhas verdes” nos locais onde ha lesoes provoc

se a chamada vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao), a qual cong;

citocininas pelo fungo Crinipellis perniciosa. Imagem cedicia pelo Prof. D Ac:::flste
+ UL Antonig

adas por

end'ofmcos, como virus, baclztérias e fungos, que causam sérigs
prejuizos ao crescimento e a produgdo das plantas infectadas,
Nesse caso, obtém-se plantas sadias pelo isolamento e pelo
cultivo de dpices caulinares muito reduzidos, ja que os me-
ristemas geralmente sao livres desses contaminantes. E qua-
se certo que a batatinha e os morangos encontrados hoje em
mercados e feiras tenham sido produzidos por plantas que,
por sua vez, foram geradas a partir de matrizes clonadas em
um laboratério comercial de biotecnologia. Tais laboratdrios
530 grandes importadores de citocininas, podendo-se dizer
que essas substancias — cujos precos podem variar, em dolar
arr'le_ricano, desde US$ 15,00 o grama (BAP) até US$ 3,000
miligrama (zeatina) - fazem parte dos custos de produgio de
muitos alimentos consumidos hoje.

A.aplicagéo de citocininas em anteras imaturas cultiv-
das in vitro pode alterar a via normal de desenvolviment
Sg: Sa 'Téicréfporgs, 0s quais normaln}ente dariam or igeT
d grdos de pélen, induzindo a formagdo de plantas haploi
r:siitgiTZ (iz(\)sn vantagens das plantas haploides é que, 2 sz
et junto complementar de cromossomos nessé
:indlwd.uos’ por meio de tratamento com uma subStf‘nc.i;?
h:’)‘::;:il;:gz Czlchicina, as Planta§ resultantes Se"‘;‘;j&%
gotas gerari(; os s prf)du21das e plantty, tendo

utras plantas idénticas a planta-maé, 7

as : u
fiesmas vantagens da propagacdo clonal convenciond ®

POr micropropagacio,
tas’r:‘r:::’saéﬂl_sao de protoplastos quanto a produgao dgd}i:go
i genesgde 1625 s30 estratégias utilizadas para @ m: S
tode possibl']lj'teresse em espécies cultivadas. ESSES (’)es e
N30 poderi Hitam 2 passagem de genes entre espec! ol
Poderiam ser intercruzadas. Em ambos 05 e

PrOCES dade
event : da
9 ocorre no nivel celular e, portanto, hd 2 necess!

40 de uma planta inteira a partir da referida cg] 1
acio de uma nova planta a partir de umga célulau a,
¢ diferenciagdo in vitro, sendo os dois Proceszg-

ndentes do emprego de citocininas, J
dePO efeito rl?afc?m‘te gas clodininasing estabelecimento de
oS e na u_nblg;:o a se;}@cenc:a tambgm sugere impor-

res aplicagdes m}ecno ogicas. Em ambientes naturais, a
senescéncia dos OrgaOs';d\;gftals tem uma importincia eco-
faict clara a0 sefccla}:m : que: por exenlpl?, quanto mais
empo ViVer uma fo:1a, e €Xposicioa fatores que
jimitardo sualfotossmtc.ese. como as Intempéries, os patégenos
25 Pragas: Ja no an'1blente agricola, no qual essas limitacges
endem @ €T mlmmlza.das com o uso .do cultivo protegido (es-
wfas agricolas) ea z}p1.1§aqao de ms‘encidas e fungicidas, pode
I C(,mpensat()no inibir a s.enf:scet1cia e estender o periodo
(odutivo de orgaos fotossintéticos. Uma das maneiras de
conseguir iss0 poderia ser a produgdo de plantas transgénicas
com superproducio de citocininas. Contudo, como o excesso
de citocininas pode afetar negativamente outros processos do
desen\’olvimento, seria necessario que o sistema fosse autor-
regulado de tal modo a ndo permitir o acimulo excessivo de
ctocininas € a inibir sormente a senescéncia. Tal especificidade
foi obtida em um sisterniu gene IPT foi ligado ao pro-
motor SAG (senescence cioicd genes), o qual, conforme in-
dicado pelo proprio no do pela senescéncia (Gan e
Amasino, 1995). Dessa i, 1 -oferido sistema, o inicio da
senescéncia induz o promotor 540, 0 qual ativa o gene IPT,
desencadeando a produio de citocininas e, por conseguinte,
ainibicio da senescéncia ¢ a pi odugdo em excesso das pro-
prias citocininas (Figura 10.20). As plantas transgénicas ex-
pressando esse sistema apresentam folhas que permanecem
funcionais na realizacio da fotossintese por um periodo pro-
longado, aumentando, assim, a produgao de matéria seca da
planta como um todo.

E de amplo conhecimento que 0 aumento da produgio de
matéria seca (MS) em si ndo significa aumento de produti-
vidade, a menos que esse aumento seja na parte colhida da
planta, 0 que afeta positivamente o chamado indice de coleta
(telacio entre a MS da parte colhida e a MS total). De modo
semelhante ao sistema discutido aqui, a ligagao do gene IPT a
promotores que se expressam nas partes colhidas das plantas
alltivadas poderia deslocar a produgao de citocininas e, con-
sequentemente, o estabelecimento de drenos para essas partes.
Um exemplo disso foi a produgio de plantas transgénicas de
omateiro expressando o gene IPT ligado a um promotor que
 se expressa em tecido de ovério (Martineau et al., 1995).
Nessas plantas, o0 acimulo de citocininas nos ovarios aumen-
u a forga do dreno, fazendo com que os frutos formados
:i‘::‘;tzszem mais fotoa.ssir?ﬁla}dos, 0 gue.se m:d;rzgi :g;i::;
soliveis O'Ch'a dadaprie l'n B mdt} Ca'c(])o eex erimento,
“5°hou’v principalmente aguicares. No 1t'-e eri 2 m}:as e
transpe RS elonose B S r.uto, ¢ qero de frutos
s gnicas tenderam a produzir um maior nUMEEs = i
; Iplanta, em razio de um maior “pegamento de ovirios te
e ot ot T

S ¢30 de tomate e outros frutos € justame

o obten’

Are ener
volvé divisao
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Figura 10.20 A. Sistema autorregulado, para inibicdo de senescén-
cia em folhas de tabaco, representado pela ligacao do promotor SAG
(senescence associated gene) ao gene IPT, responsavel pela sintese da
enzima isopentenil transferase. Nesse sistema, o inicio da senescén-
cia desencadeia a produgao de citocininas, as quais sao inibidoras de
senescéncia e, por isso, previnem sua prépria produgdo em excesso
(feedback negativo). As setas indicam ativagdo; as barras, inibicao.
Adaptada de Gan e Amasino (1995). B. Fenétipo da planta de tabaco
geneticamente modificada (lado esquerdo) e da planta normal (lado
direito). Reproduzida, com autorizacao, de Gan e Amasino (1 995).

Conclusdes e perspectivas

Neste capitulo, procurou-se destacar, logo de inicio, como
uma tinica pergunta sobre qual seria o “fator” responsdvel pela
divisao celular acabou culminando na promogao de todo um
corpo de conhecimentos que permite, hoje, ndo s6 entender
melhor o desenvolvimento vegetal, como também fazer ma-
nipulagées biotecnoldgicas que teém revolucionado a agricul-
tura. Certamente, O responsével por todo esse processo foi o
brilhante cientista Dr. Folke Skoog (1909-2001), o descobri-
dor das citocininas, cujo indiscutivel mérito foi ter elaborado
uma grande pergunta € desenvolvido um bom modelo expe-
rimental para respondé-la. Isso posto, é disP(?nsével ressaltar a
importéncia da pesquisa bdsica para permitir um salto qtfali-
tativo € conceitual no desenvolvimento de novas tecnologias.
Contudo, tem sido frequente a constatacao de que avan-
oS tecnol6gicos também podem promover novos conheci-
mentos basicos. Desse modo, conforme visto neste capitulo,




O penidrer
I

: : ponibilidade das
a obtengao de plantas transgémcits 2 dlsg;];i]mdo as pes-
sequéncias de genomas inteiros tem Pot;: acao das citoci-
quisas sobre o metabolismo e 0 modo j

miss
ninas. Nesse sentido, uma abordagem Pro

a
consistir na obtengao de novos mutantes € pl
de genes de

cas correspondentes a0s milhares s-modelo- Tal
desconhecidas no genoma de algumas plalvlta'cos envolven-
abordagem genética, aliadaa sshdos bloqull;; endogeno €
do principalmente a determinagio do _°°"_te 4 hormonal;
da dinamica (biossintese, transporte¢ ‘“a“"ac?o) sobre
devers aumentar consideravelmente 0 conheC‘l:nenu:s vege-
as citocininas e o proprio controle do desenvolvimento 8

tal nos proximos anos.
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