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HORMONIOS E REGULADORES DE CRESCIMENTO

PARTE I - INFORMACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

As plantas sd3o organismos multicelulares complexos, necessitando para o seu
desenvolvimento ordenado um eficiente meio de comunicagdo entre os Orgdos, tecidos e
células via simplasto e/ou apoplasto. Para coordenar suas atividades, as células da planta
devem ser capazes de se comunicar, frequentemente, a diferentes distancias (entre 6rgaos, por
exemplo). Os principais meios de comunicagdo intercelular sdo os hormdnios, mensageiros
quimicos primdrios que carregam a informacao entre células e, desta forma, coordenam o seu
crescimento e desenvolvimento.

Estudos realizados durante o dltimo século t€ém mostrado que o desenvolvimento da
planta é regulado por cinco principais classes de hormonios: auxinas, giberelinas, citocininas,
etileno e acido abscisico (Figura 1). Moléculas receptoras especificas correspondentes para
cada um dos hormoénios de planta, estdo presentes nas células alvo (onde o hormonio vai
atuar) e a ligacdo hormonio-receptor parece desencadear as respostas. Dentre estas classes de
hormonios, algumas promovem enquanto outras inibem vdrios aspectos do desenvolvimento
da planta, podendo as mesmas atuar sozinhas ou em conjunto (balan¢o hormonal).
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Figura 1 — Estrutura dos cinco hormonios classicos de plantas (Kende & Zeevaart,
1997).
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2. CONCEITOS DE HORMONIO E DE REGULADORES DE CRESCIMENTO

De acordo com a maioria dos fisiologistas de plantas, o Horménio de planta (também
chamado de Fitohormonio) ¢ um composto orgédnico sintetizado em uma parte da planta e
translocado para outra parte, onde, em baixa concentracdo, causa uma resposta fisioldgica
(promogdo ou inibi¢do).

Para esclarecer esse conceito precisamos fazer as seguintes consideracoes.

e Como os hormdnios devem ser sintetizados pelas plantas, nutrientes inorganicos
(como Ca* e K%) que causam importantes respostas nas plantas, ndo sdo
considerados hormonios;

e A definicdo também estabelece que o hormdnio deve ser translocado na planta. No
entanto, isso ndo significa que o hormdnio nido possa causar alguma resposta na
célula onde ele é produzido;

e Os hormdnios sdo geralmente efetivos em concentragcdes em torno de 1,0 uM.
Muitas outras substincias orgénicas sintetizadas pelas plantas, como sacarose,
aminoécidos, dcidos organicos, vitaminas, etc., ndo se incluem no conceito de
hormoénio, pois sdo encontradas em elevadas concentracdes nas plantas (1,0 a 50
mM).

O termo Regulador de Crescimento ¢ normalmente empregado para compostos
naturais (fitohormonio e substidncias naturais de crescimento) ou sintéticos (hormdnio
sintético e regulador sintético) que exibem atividade no controle do crescimento e
desenvolvimento da planta.

3. IDENTIFICACAO DE HORMONIOS

Os métodos utilizados para identificar os hormoénios podem ser agrupados em trés
categorias: Bioensaios, Andlise Instrumental e Imunoensaios.

a) Bioensaios

A atividade bioldgica de hormonios ou de extratos de plantas é comumente testada
pela aplicacdo deles a sistemas vegetais em que se conhece a resposta para aquela classe
particular de hormonio. Esses testes sdo conhecidos como Bioensaios. Portanto bioensaio € a
medida do efeito de uma substiancia biologicamente ativa, conhecida ou nio, em material
vivo, cuja resposta é conhecida e é proporcional & concentracao.

Por décadas, os bioensaios foram os principais meios, se ndo os tinicos, para obtencao
de informagdes quantitativas e qualitativas a cerca dos hormdnios.

Para que um bioensaio seja ttil ele precisa atender trés principais critérios:

¢ O sistema deve responder especificamente aquele hormonio ou classe de hormonio.

® A resposta deve ser verificada em baixas concentracdes do hormonio

®* A magnitude da resposta deve oferecer um relacionamento quantitativo com a
concentragdo do hormdnio

O bioensaio precisa ser escolhido de acordo com a substincia que estd sendo estudada.
Assim, se estivermos estudando giberelinas, precisamos utilizar um teste especifico para
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giberelinas. Além disso, toda vez que um extrato vegetal € testado, deve-se montar uma
curva-padrdo com doses conhecidas da substincia padrao (por exemplo, 4cido giberélico).

A figura 2 ilustra um bioensaio tipico que relaciona a concentracdo de auxina (AIA -
dcido indol acético) com o crescimento de segmentos de caule de ervilha. Note que o
crescimento aumenta com o aumento da concentracio de AIA, atingindo um 6&timo.
Concentragdes acima do 6timo resultam na reducdo da taxa de crescimento, ou seja, se a
concentracdo de auxina for muito alta pode ocorrer inibicao do crescimento. Quando este teste
€ usado para determinar a quantidade de auxinas em um extrato vegetal, deve-se trabalhar na
faixa em que a resposta é linear (observe no grafico que o crescimento é linear quando as
concentragdes estao na faixa de zero a 0,1 mg L" de AIA).

e O
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Figura 2 — Bioensaio relacionando a concentra¢do de auxinas com o crescimento no
escuro de se¢des de caules de ervilha (Hopkins, 2000)

Alguns outros exemplos de bioensaios: o teste da curvatura do coledpilo (auxinas), o
teste do milho ando (giberelinas), o teste de preservacdo da clorofila (citocininas), o teste do
fechamento estomadtico (dcido abscisico), estiolamento de plantas de ervilha (etileno), etc.
Para maiores detalhes consulte o livro do FERRI (1985).

O uso de bioensaios para testar a atividade de hormo6nios continua sendo, ainda, uma
alternativa vidvel. No entanto, os avancos na andlise instrumental e na imunoquimica tém
substituido quase totalmente os bioensaios na anélise de rotina.

b) Analise Instrumental

Na segunda metade do Século XX, o desenvolvimento da quimica analitica e da andlise
instrumental permitiu aos investigadores obter maiores avangos na pesquisa com hormonios
de planta. Para se ter uma idéia, até o final da década de 1950 néo havia técnicas seguras para
quantificar o hormoénio gasoso, etileno.

Técnicas fisico-quimicas, tais como HPLC (cromatografia liquida de alta performance)
e cromatografia gasosa em conjunto com a espectrometria de massa (GC — MS), tém tornado
possivel a andlise quantitativa de hormonios (inclusive do etileno) com velocidade,
sensibilidade e precisdo (Consultar Davies, 1988).
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¢) Imunoensaios

Outra técnica que tem ganhado considerdvel importancia para a anélise de hormonio € o
imunoensaio, incluindo Radioimunoensaio e o teste ELISA. Imunoensaios, disponiveis para
os quatro grupos de hormdnios ndo gasosos (auxinas, giberelinas, citocininas e é&cido
abscisico), empregam anticorpos (produzidos em animais, como ratos) que reagem com O
hormonio (antigeno). A quantificacdo pode ser feita pela diferenca na radioatividade do
precipitado entre um controle e a amostra desconhecida (Radioimunoensaio). No caso do teste
ELISA, uma enzima, a fosfatase alcalina, € ligada ao anticorpo e, a reacao da enzima € usada
para quantificar o imunoprecipitado (Consultar Davies, 1988).

OBS: Os métodos de quantificacio de hormonios, principalmente os mais modernos,
requerem extracao com solventes especificos e uma purificacao parcial.

4. MECANISMO GERAL DE ACAO DOS HORMONIOS

A seqiiéncia de eventos iniciada pelos hormonios pode geralmente ser apresentada em
trés estagios (Figura 3): a percep¢do do sinal; a via de transducio e amplificacdo do sinal; e a

resposta final.

Figura 3 — Um modelo para a a¢do de hormonios de plantas (Hopkins, 2000)
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a) A percepcao do sinal

O Sinal a que nos referimos pode ser alguma mudanga no ambiente (alteracdo na
umidade do solo, na temperatura do ar, na concentracio de {ons, respostas a luz, etc.) ou no
desenvolvimento da planta (germinagdo ou dorméncia, passagem do desenvolvimento
vegetativo para o reprodutivo, formacdo de sementes e frutos, senescéncia, queda de folhas,
amadurecimento de frutos, etc.). Estes sinais podem induzir a produ¢@o de hormonios.

A percepcdo do sinal envolve a reacdo do hormoénio com o receptor. O hormdnio de
planta pode difundir-se de célula para célula através do simplasto ou do apoplasto. Em cada
evento a célula destinada a responder ao hormdnio, conhecida como célula alvo, deve ser
capaz de detectar a presenca do horménio, o que € feito através de receptores.

A deteccdo é acompanhada pela interacdo entre o hormdnio e o receptor celular, o qual
€ especifico para o hormoénio e caracteristico da célula alvo. Estes receptores sio
glicoproteinas que se ligam reversivelmente com o hormdnio. A formacdo do complexo ativo
horménio-receptor, completa o estagio de percepg¢io do sinal.

b) Transducao e Amplificacao do Sinal

Nesse estdgio, o complexo ativo hormonio-receptor inicia uma cascata de eventos
bioquimicos/moleculares que finalmente levam a resposta final.

Nesse ponto, é importante distinguir duas classes de mensageiros. O hormonio é
considerado um Mensageiro Primario por que ele identifica e inicia a mensagem original na
superficie celular. Outras moléculas de sinalizacdo (Ca2+, Inositol trifosfato — IP;, AMP
ciclico, etc.) sdo considerados Mensageiros Secundarios. Estes mensageiros secundarios
providenciam a amplificacdo do sinal original (identificado pelo hormo6nio), iniciando, assim,
uma ou mais vias de transdugdo de sinal.

Um exemplo:

® a raiz percebe a reducdo na umidade no solo (SINAL) produzindo o hormoénio acido
abscisico - ABA (mensageiro primario).

e ABA ¢ translocado para as folhas, onde altera a concentragdo de mensageiros secundarios
(Ca®* e IP3) no citosol das células-guardas.

¢ [Esses mensageiros secunddrios vdo amplificar o sinal, através de trés vias especificas, as
quais produzem o fechamento estomético (Resposta Final).

¢) A Resposta Final

A resposta de cada célula para sinais identificados pelos hormonios, depende de dois
principais fatores: (1) seu programa de desenvolvimento, isto é, os tipos de genes que estdo
sendo expressos no tempo de exposi¢do ao sinal; (2) a concentracio de outras moléculas de
sinalizacdo (mensageiros secundarios).

Dependendo da velocidade da resposta, as vias de transdug@o de sinal podem provocar
ou ndo alteracdes na expressdo génica. Em alguns casos, a resposta envolve alteracdo na
atividade de enzimas pré-existentes ou na abertura de canais de fons. Em outros casos, a
resposta envolve a ativacio ou inibi¢do de fatores de transcri¢do, os quais alteram a expressao
génica.

Os resultados mais recentes sobre o modo de acdo dos hormodnios, inclusive para
respostas especificas, serdo descritas posteriormente.
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PARTE 1I - INFORMA(;AOES ESPECIFICAS SOBRE AS PRINCIPAIS CLASSES
DE HORMONIOS

1. AUXINAS: HORMONIO DO CRESCIMENTO
1.1A Descoberta

Os estudos desenvolvidos por Went (1926) demonstraram inequivocamente que a
curvatura do coledpilo (folhas modificadas que cobrem a parte aérea de gramineas na fase
inicial do estabelecimento da plantula) e, consequentemente, o seu crescimento, em resposta a
luz, era influenciado por uma substancia quimica produzida no dpice do coleéptilo (Figura 4).
Essa substincia era transportada lateralmente para o lado sombreado, onde ocorria o maior
crescimento. Essa substincia se enquadrava perfeitamente no conceito de hormonio, visto que
ela era produzida em um local e transportada em minimas quantidades para o seu sitio de
acdo. Visto que essa substincia promovia o alongamento do tecido do coledptilo, F. Kolg e
outros denominaram o composto de Went de AUXINA (do grego, “auxein” que significa

LT3 LT3

“crescer”, “to increase”, “to growth”).
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Figura 4 — Estudos realizados por Went, demonstrando a relagdo entre a curvatura do
coledptilo e a concentragdo de AIA no lado sombreado (Hopkins, 1998).

Na década de 1930 dois grupos de pesquisadores (F. Kolg e A. J. Haagen-Smith na
Holanda e K. V. Thimann nos Estados Unidos) identificaram a auxina como sendo o Acido
Indol-3-Acético (AIA). Posteriormente, outras auxinas naturais foram descobertas (Acido
Fenil-Acético e Acido 4-Cl —Indol-3-Acético), porém, o AIA é de longe a mais abundante e
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mais relevante do ponto de vista fisiolégico (Figura 5). Em face da estrutura relativamente
simples do AIA (IAA na figura), os laboratérios foram capazes de sintetizar varias moléculas
com atividade de auxina, as quais sio conhecidas como auxinas sintéticas (Acido Indol-3-
Propilico — AIP ou IPA; Acido Naftaleno Acético — ANA ou NAA; Acido 2.4
diclorofenoxiacético — 2,4 D, dentre outros).
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2,4-Dichlorophenoxyacetic 2-Methoxy-3,
acid (2,4-D) 6-dichlorobenzoic acid

(dicamba)

Figura 5 — Estruturas de auxinas naturais (A) e de algumas auxinas sintéticas (B) (Taiz
& Zeiger, 1998).

A defini¢do inicial de auxina incluia todas as substincias naturais e sintéticas que
estimulavam o alongamento em coledptilos e se¢des de caules. No entanto, sabe-se hoje que
as auxinas afetam muitos outros processos na planta. Em face disso, Cleland (1996)
recomendou a seguinte definicdo para auxinas: “Um composto que tem um espectro de
atividades bioldgicas similar, porém, ndo necessariamente, idéntico aquele do AIA”. Isto
inclui a habilidade para:

Induzir o alongamento em coledptilos isolados ou se¢des de caules;
Induzir divisdo celular em tecidos de callus na presenca de citocininas;
Promover a formacéo de raizes laterais em superficies cortadas de caules;
Induzir o crescimento de frutos partenocérpicos;

Induzir a produgéo de etileno.

AN NN NN

Embora a estrutura das auxinas ativas sejam quimicamente diversas, uma comparacao
destas em pH neutro revela que todas as estruturas possuem uma carga negativa forte no
grupo carboxilico (da cadeia de carbono) e uma carga positiva fraca na estrutura do anel.
Estas cargas sdo sempre separadas por uma distdncia de 0,5 nm, independente do tipo de
auxina (Figura 6). Esta separacdo de carga pode ser um requerimento estrutural essencial para
que a molécula tenha atividade de auxina.
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Figura 6 — Formas dissociadas de auxinas naturais e sintéticas, mostrando a separacio
de cargas nas moléculas (Taiz & Zeiger, 1998).

Alguns compostos sintéticos, por exemplo, o Acido a-(p-clorofenoxi) Isobutirico
(PCIB), atuam inibindo substancialmente os efeitos das auxinas. Estes compostos sdo
conhecidos como ANTIAUXINAS e, quando aplicados a planta, podem competir com o AIA
pelos sitios de ligacdo dos receptores especificos, inibindo a acdo normal da auxina. Esta
inibi¢do pode ser corrigida pela adi¢do de AIA em excesso, indicando que auxinas e
antiauxinas competem pelos sitios de ligacdo aos receptores.

1.2 Ocorréncia e Metabolismo do AIA.

O AIA ¢ de ocorréncia bastante ampla no reino vegetal. Ela ocorre principalmente em
orgios que estdo crescendo ativamente, tais como meristemas apicais da parte aérea, folhas
jovens e frutos em desenvolvimento e sdo os sitios primdrios da sintese de AIA. Embora o
AIA possa ser produzido, também, em folhas maduras e nos dpices radiculares, o nivel de
produg@o nesses tecidos € usualmente baixo.

O AIA ¢ estruturalmente relacionado ao aminoécido triptofano e estudos iniciais sobre a
biossintese de AIA foram focalizados tendo o triptofano como o provével precursor. A partir
desses estudos, quatro vias de sintese de AIA dependentes de triptofano foram identificadas
em plantas e bactérias. Destas, a via do Acido Indol-3-Pirtvico (IPA) é, provavelmente, a
mais comum nos vegetais. Esta via envolve a desaminacéo do triptofano para formar o IPA, o
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qual sofre descaboxilacdo, produzindo o Indol-3-Acetaldeido. Este é finalmente oxidado por
uma desidrogenase especifica, produzindo o AIA (Figura 7).

Indole-3-pyruvic acid pathway
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Figura 7 — Biossintese de AIA a partir do triptofano (Taiz & Zeiger, 1998).

Em adicdo a estas vias dependentes de triptofano, estudos com mutantes tém
evidenciado que as plantas podem, também, sintetizar AIA por uma via independente do
triptofano. Um desses estudos foi conduzido com um mutante de milho (orp), o qual apresenta
mutacdes nos genes que codificam as subunidades da enzima que catalisa a etapa final da
biossintese de triptofano, a sintase do triptofano. O mutante orp requer aplicacdo exdgena de
triptofano para sobreviver. No entanto, o mutante € incapaz de converter triptofano em AIA,
mesmo quando o triptofano € oferecido em altas concentragdes.

A despeito do bloqueio da biossintese de triptofano, o mutante orp contém um montante
de AIA que é cerca de 50 vezes maior do que o da planta tipo selvagem (que nio sofreu
mutagdo e, portanto sintetiza o triptofano normalmente). Essa € uma clara evidéncia para a
existéncia de vias de biossintese de AIA independentes do triptofano. Estudos posteriores
com mutantes de Arabidopsis e de tomate (que também eram incapazes de sintetizar
triptofano) estabeleceram que o ponto de ramificacio para a biossintese de AIA (sem passar
pelo triptofano) € o Indol ou seu precursor, Indol-3-Glicerol Fosfato.
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Embora o AIA na forma livre seja a forma biologicamente ativa do hormoénio, a maioria
de auxinas em plantas é encontrada na forma conjugada, em um estado covalentemente
ligada. Estas auxinas conjugadas tém sido identificadas em todas as plantas superiores e sdo
geralmente inativas. O AIA forma conjugados com compostos de baixa massa molecular
(glicose, mio-inositol e amidas) e de alta massa molecular (glicoproteinas).

Como ja comentamos anteriormente, a maior concentragdo de auxinas livre nas plantas
é encontrada nos meristemas apicais da parte aérea, folhas jovens e frutos em
desenvolvimento, visto que eles sdo os sitios primdrios da sintese de auxinas. No entanto,
como a auxina é amplamente distribuida na planta, o metabolismo do AIA conjugado pode
contribuir na regulacdo dos niveis de auxina livre. Por exemplo, durante a germinacdo de
sementes de milho, o conjugado AIA-mio-inositol é translocado do endosperma para o
coledptilo, via floema, e, parte do AIA livre produzido no coledptilo pode derivar da hidrdlise
desse AIA conjugado.

Como a biossintese, a degradacio enziméatica de AIA parece envolver mais de uma via.
Uma dessas vias pode envolver a oxidagdo do AIA por enzimas peroxidases, produzindo o 3-
metilenooxidol, via descarboxilagdo. No entanto, um processo de oxidagdo, sem que ocorra
descaboxilacdo, parece ser a principal via de degradacio do AIA, a qual produz o Acido
Oxidol-3-Acético. Assim, o “pool” de AIA no citosol é metabolisado, tanto via conjugacdo
como pelo catabolismo puramente oxidativo (sem descarboxilagdo). O “pool” de AIA nos
cloroplastos € protegido desses processos, sendo regulado pela quantidade de AIA no citosol,
com o qual ele estd em equilibrio.

1.3 Transporte de AIA

Haé mais de 50 anos foi descoberto que, em se¢des de coledptilos isolados, o AIA move-
se preferencialmente do dpice para a base (basipetalmente). Esse tipo de transporte tem sido
chamado de TRANSPORTE POLAR BASIPETO. A auxina é o tnico fitohorménio que é
transportado desta forma. Visto que o dpice da parte aérea serve como a principal fonte de
auxina para a planta inteira, o transporte polar contribui para a formagdo de um gradiente
decrescente de auxina da parte aérea para as raizes. Esse gradiente longitudinal de auxina
parece controlar alguns processos na planta, incluindo o alongamento do caule, a dominancia
apical, a cicatrizacdo de ferimentos e a senescéncia de folhas.

A elucidacdo do mecanismo quimiosmético para o transporte de solutos na década de
1960 (Mitchel), permitiu a criagdo de um modelo para explicar o transporte polar de auxinas
(Figura 8). A primeira etapa no transporte polar € o influxo da auxina (1). Esta absor¢ao
pode ser passiva ou ativa. Essa dupla possibilidade depende fortemente do pH do apoplasto. A
forma néo dissociada do AIA (AIAH), na qual o grupo carboxilico estd protonado, ¢é lipofilica
e difunde-se livremente através da bicamada lipidica. Visto que a H-ATPase da membrana
plasmatica mantém normalmente a solucio na parede celular (apoplasto) com pH em torno de
5,0, cerca de metade das moléculas de AIA (que tem pKa = 4,75) no apoplasto podera estar na
forma ndo dissociada e, portanto, poderd difundir-se passivamente para dentro da célula, a
favor do seu gradiente de concentracdo. O restante da auxina na forma dissociada (AIA") é
absorvida ativamente, via um transporte ativo secunddrio (cotransporte), mediado por um
simporte AIA™ /2 H'.

Uma vez que auxina entra no citosol, o qual tem um pH em torno de 7,2, quase todo o
AIA podera estar na forma dissociada (AIA'I). Esse AIA dissociado deixa a célula, efluxo (2),
via um carreador que utiliza a diferenca de potencial de membrana que € negativo dentro da
célula. Uma feicdo crucial desse modelo é que o efluxo de AIA™ ocorre preferencialmente na
membrana basal de cada célula, onde o carreador de efluxo de AIA parece estar localizado.
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De acordo com esse modelo, a repeticao da absor¢ao (influxo) de AIA na parte apical da
célula (1) e a preferencial saida (efluxo) na base de cada célula (2), garante a ocorréncia do

transporte polar.
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Figura 8 — Modelo quimiosmético para o transporte polar de auxinas (Taiz & Zeiger,
1998).

Por outro lado, o AIA que ¢ sintetizado nas folhas maduras parece ser transportado para
o resto da planta, via floema. Nesse transporte, a auxina pode mover-se em diferentes dire¢des
e em velocidades muito maiores do que aquelas observadas no transporte polar. Algumas
evidéncias sugerem que o transporte de auxinas a longa distancia via floema é importante para
controlar alguns processos, como a divisdo nas células do ciAmbio vascular e a formagdo de
raizes laterais. Em algumas situacdes, o AIA na forma conjugada parece ser transportado via
floema, para as regides de crescimento.

Do exposto acima, vé-se que o nivel de AIA livre no citosol € determinado por alguns
processos interconectados (Figura 9). A soma total desses processos em um dado local na
planta determina a quantidade de AIA livre disponivel para a célula.
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Figura 9 — Fatores que influenciam os niveis de AIA livre (representada pelo dcido
indol acético - AIA ou IAA) em células de plantas (Taiz & Zeiger, 1998).

1.4 Papel Fisiolégico

a)Alongamento celular

O constante suprimento de auxinas para a regifo subapical do caule ou do coledptilo é
requerido para o continuado alongamento das células. A relacdo entre auxinas e o controle do
crescimento em alongamento da raiz tem sido bem mais dificil de demonstrar. Originalmente
foi proposto que respostas de raizes e da parte aérea as auxinas eram similares, exceto que a
concentragdo dtima de auxina € muito menor nas raizes. Assim, o crescimento da raiz seria
fortemente inibido pela auxina em concentragdes que promovem alongamento em caules e em
coledptilos. Esta inibicdo do crescimento pode estar associada ao estimulo na sintese de
etileno, pelas altas concentragdes de auxinas.

Para entendermos o papel das auxinas no alongamento celular, devemos inicialmente
recordar que a expansdo da célula vegetal ocorre de acordo com a seguinte equagao:

Taxa de Crescimento =m (¥, - Y)

Em que: m = extensibilidade da parede celular; W, = potencial de turgescéncia; e Y =
potencial de turgescéncia limite para que ocorra o crescimento.

Primeiramente, para que ocorra o crescimento, a célula deve absorver dgua através da
membrana plasmatica, o que é impulsionado pelo gradiente de potencial hidrico (o potencial
hidrico no interior da célula ¢ menor que no meio externo ou no apoplasto). A entrada de dgua
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na célula produz um aumento no potencial de turgescéncia, que atua sobre a parede celular.
Quando o valor de ¥, supera a pressdo limite (Y), a parede se distende e a célula cresce.

Alternativamente, alteracdes nos valores de m (extensibilidade da parede celular)
podem alterar os valores de Y. Células com paredes mais extensiveis crescem com maior
facilidade. Muitas evidéncias indicam que a auxina causa um aumento na extensibilidade da
parede (m), ou seja, na presenca de auxina a parede celular se distende mais facilmente e,
consequentemente, a célula se expande.

A hipdtese aceita para explicar o efeito da auxina no alongamento celular é conhecida
como HIPOTESE DO CRESCIMENTO ACIDO. Esta hipétese estabelece que a auxina
causa um aumento no efluxo de H*, com consegiiente queda no pH do apoplasto. Isto ativa
inicialmente as expansinas (grupo de proteinas) que atuam quebrando a spontes de hidrogénio
das ligacdes cruzadas entre as microfibrilas de celulose e as hemiceluloses. Apds, outras
enzimas sdo ativadas (hidrolases, pectinases, celulases e hemicelulases) que podem atuar
sobre os componentes da parede celular, provocando seu afrouxamento e aumentando sua
extensibilidade.

De acordo com essa hipotese, a auxina poderia aumentar a taxa de efluxo de H" através
da membrana plasmética agindo sobre os seguintes processos: aumentando a atividade da H'-
ATPase ou aumentando a sintese da H'-ATPase. Evidéncias para ambos 0os mecanismos tém
sido obtidas (Figura 10).

Activation hypothesis:
Auin binds to an auxin-
binding protein (ABP1)
located either on the call
surface or in the oftosal.
ABP1-14A then interacts
diractly with plasma

membrane H*-ATPase to
stimulate proton pumping
{step 1). Second
messengers, such as

calcium or intracellular pH,

could also b= imvohed.

Synthesis hypothesis:
lad-induced sscond
messengers activate the
exprassion of genes (step
2) that encode the plasma
membrane H*-ATPase
istep 3). The protein is
synthesized on the rough
endoplasmic reticul um
istep 4) and targeted via
the secretory pathway to
the plasma membrane
isteps 5 and 6). The
increase in proton
extrusion results from an
increase in the number of
proton pumps on the
membrane.
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Figura 10 - Modelo atual de extrusdo de H+ induzido pelo AIA. Em muitas plantas, os
dois mecanismos podem ocorrer. Independente de como o bombeamento de H+ seja

aumentado, o afrouxamento da parede induzido pela acidez é mediado pelas expansinas. (Taiz
& Zeiger, 1998)

E importante destacar que a acidificagio da parede celular ndo é a tnica maneira pela
qual a auxina induz o alongamento de células de plantas. A auxina deve afetar outros
importantes processos relacionados ao crescimento celular, tais como, absor¢do e producgdo de
solutos osmoticos, além de controlar o crescimento e a manutencdo da estrutura da parede
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celular. A absor¢do de solutos, como ja vimos, depende, em grande parte, da atividade da H'-
ATPase, a qual € induzida pela auxina. A auxina também aumenta a atividade de certas
enzimas envolvidas na biossintese de polissacarideos. Esses polissacarideos podem ser
utilizados na sintese de novos materiais da parede celular, contribuindo para a continuagéo do
crescimento celular.

b) Tropismo e Nastismos

O poder de movimento € geralmente visto como uma caracteristica animal, ndo
associado as plantas. O movimento em plantas superiores ndo envolve locomogdo como nos
animais e também nao € muito rapido. Em plantas o movimento é geralmente lento, porém € o
fator chave que determina a orientagdo da planta no espaco.

Sdo reconhecidas duas categorias principais de movimento em plantas:
v" Movimento de Crescimento - sdo irreversiveis e resultam do crescimento diferencial
dentro de um 6rgao;
v" Movimentos por variagdo de Turgescéncia - séo reversiveis, resultando de mudangas de
volume de certas células, mais freqiientemente associadas a um 6rgdo especial, o pulvino.

Dentro destas duas categorias, podemos distinguir entre NASTISMOS E TROPISMOS.

NASTISMOS - As respostas ndsticas nao apresentam uma direcdo vetorial em relagdo ao
estimulo. A direcionalidade das respostas nésticas é determinada ou depende apenas dos
tecidos.

> Movimentos Nasticos associados ao crescimento diferencial:

e Epinastia — E a curvatura para baixo de um 6rgdo, comumente peciolos e folhas, cujos
dpices sdo inclinados para baixo. Nio se trata de uma resposta a gravidade, porém, parece
estar associada a distribui¢c@o diferencial de auxinas entre o lado superior e o inferior do
peciolo, o que produz o crescimento diferencial. Epinastia € uma resposta comum ao
horménio etileno ou concentragdes elevadas de auxinas. Isto serd mais bem discutido
quando falarmos sobre o etileno.

e Hiponastia — E a curvatura de 6rgdo, principalmente folhas, para cima. Sua ocorréncia é
bem menos comum do que a epinastia e parece ser induzida pela giberelinas.

» Movimentos Nasticos associados as mudancas na turgescéncia das células:

e Nictindsticos (do grego “nyctos” = noite + nastos = fechar) — Sdo mais tipicos de folhas
que apresentam uma posi¢cdo diferente na noite, em relacdo aquela observada durante o
dia. Tipicamente, folhas e foliolos permanecem na posi¢@o horizontal, ou abertos, durante
o dia e assumem uma posi¢do mais vertical, ou fechada, durante a noite. Este movimentos
nictnésticos dependem de mudangas reversiveis de turgescéncia nas células do pulvino.
Estes movimentos nictindsticos parecem estar sob o controle do fitocromo (veremos isto
na Unidade X)

e Sismondsticos — Um limitado niimero de leguminosas que possuem pulvino e exibem
movimento nictindstico, também exibem uma resposta a estimulos mecanicos. Este
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fendmeno é conhecido como Sismonastia. Visto que respostas sismondsticas respondem
ao toque, elas sdao algumas vezes consideradas como respostas tigmondsticas (movimento
em respostas ao toque, que envolve mudanca de turgescéncia de células). No entanto,
respostas sismondsticas respondem a uma variedade de estimulos incluindo, ventos,
ferimentos, chuvas, calor intenso, etc. A resposta final, ou seja, 0 movimento da folha,
envolve, também, mudangas na turgescéncia das células do pulvino.

O melhor exemplo de resposta sismondstica € encontrado em um arbusto tropical, a espécie
Mimosa pudica (Figura 11). A vantagem de tal mecanismo ndo é clara. Alguns t€ém
sugerido que, visto que estas plantas crescem em ambientes aridos ou semi-aridos, onde
constantemente sdo expostas a ventos secos, o enrolamento da folha pode significar uma
reducdo nas perdas de dgua. Outros sugerem que este mecanismo seria uma prote¢ao
contra herbivoros ou insetos. Apesar destas incertezas, uma coisa é certa: a resposta é
muito rapida. Quando o pulvino € estimulado diretamente (por exemplo, através de um

toque), 0 movimento comega em menos de um segundo.

Figura 11 — O movimento sismondstico de plantas de Mimosa pudica (Hopkins, 2000).

TROPISMOS - As respostas tropicas, ao contrdrio das respostas nasticas, estdo diretamente

2

associadas a um estimulo, isto é, elas apresentam uma dire¢do vetorial em relacdo ao
estimulo. A resposta pode ocorrer na mesma direcdo, na direcio oposta ou em angulos
especificos em relacdo ao estimulo.

As respostas trOpicas que apresentaremos a seguir parecem estar relacionadas com a

redistribuicao lateral de auxinas.
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v TIGMOTROPISMO

Um tipo de tropismo é o Tigmotropismo, ou crescimento em resposta a um toque. O
tigmotropismo permite o crescimento de raizes em torno de rochas e é também responsavel
pela habilidade da parte aérea de plantas trepadeiras para se desenvolver em torno de
estruturas de suporte.
v" FOTOTROPISMO

Fototropismo, ou crescimento em relagdo a luz, é expresso em toda a parte aérea e em
algumas raizes. Ele assegura que as folhas poderdo ser supridas com a luz do sol e, portanto,
serdo capazes de realizar a fotossintese.

De acordo com o cldssico modelo Cholodny — Went para o fototropismo, os dpices de
coledptilos de gramineas teriam trés fungdes especializadas:

e Producgido de AIA livre;

e Percepcdo do estimulo de luz unilateral. Uma Flavoproteina (FMN) parece ser o

fotossensor do fototropismo (ela percebe a luz azul) — fototropina;
e Transporte lateral de AIA em resposta ao estimulo fototrépico.

Assim, em resposta ao estimulo direcional da luz, a auxina produzida no 4pice, ao invés de ser
transportada basipetalmente (do apice para a base), € transportada lateralmente para o lado
sombreado. Uma vez que a auxina alcanca o lado sombreado, ela ¢ transportada
basipetalmente para a zona de alongamento, onde ela estimula o crescimento da célula. A
aceleracdo do crescimento no lado sombreado e a diminui¢do do crescimento no lado
iluminado (Figura 12), conhecido como crescimento diferencial, produz a curvatura em
dire¢do a luz (ver Figura 4).
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Figura 12 — O crescimento dos lados sombreado (shaded side) e iluminado (irradiated side) de
coledptilos (Taiz & Zeiger, 1998).
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v GRAVITROPISMO

Gravitropismo, crescimento em reposta a gravidade, capacita a raiz para crescer para
dentro do solo e a parte aérea para crescer para cima, contra a acdo da gravidade, sendo isto
especialmente critico durante os estddios iniciais de germinacdo e de desenvolvimento da
plantula. Este alinhamento da planta € conhecido como Ortogravitrépico. A raiz primdria que
cresce para o centro da terra, exibe Gravitropismo Positivo. A parte aérea que cresce para
cima, contra a acdo da gravidade, exibe Gravitropismo Negativo. Alguns 6rgéos, tais como
estoldes, rizomas e alguns ramos laterais, os quais crescem formando um angulo reto em
relacdo a forca da gravidade, sdo denominados de Diagravitrépicos. Orgdos orientados em
angulos intermedidrios (0 a 90°) em relagdo a forca da gravidade sdo denominados
Plagiogravitrépicos. Ramos e raizes laterais sdo geralmente Plagiogravitrépicos (Figura 13).
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Figura 13 — Diagrama ilustrando as respostas gravitrépicas de raizes e de partes aéreas
(Hopkins, 2000).

OBS: Algumas raizes de plantas de mangue apresentam gravitropismo negativo. Estas
raizes sdo conhecidas como pneumatoforos, as quais servem para trocas gasosas nestes
ambientes alagados.

Na parte aérea (gravitropismo negativo), a bainha amilifera (camada de células que

circunda o tecido vascular de caules e ramos) parece perceber o estimulo da gravidade. Nas
raizes (gravitropismo positivo), os sensores da gravidade sdo amiloplastos (compartimentos
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celulares ricos em amido), que nesse caso sdo conhecidos como Estatdlitos. Esses grandes
amiloplastos (estatélitos) sao localizados nos estatdcitos, no cilindro central ou na coifa da
raiz.

Em uma raiz colocada na posi¢do horizontal, os estatolitos sedimentam, por acdo da
gravidade, no lado inferior das células da coifa e dirigem o transporte polar de auxina para o
lado inferior da coifa (Figura 14). A maioria da auxina na coifa € entdo transportada
basipetalmente (do dpice da raiz para a base) no lado inferior da raiz. A alta concentragdo de
auxinas no lado inferior da raiz inibe o crescimento neste lado, enquanto o decréscimo na
concentracdo de auxina no lado superior estimula o crescimento neste lado. Como resultado

desse crescimento diferencial, a raiz curva para baixo.

A) Vertical ori i : 5
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root in the stele.
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Figura 14 — Um modelo para a redistribuicdo de auxinas durante o gravitropismo em
raizes de milho (Taiz & Zeiger, 1998).

¢) Dominéncia apical

Na maioria das plantas superiores, o crescimento da gema apical inibe o crescimento
das gemas axilares, um fendmeno conhecido como Dominancia Apical. H4 mais de 60 anos
foi mostrado que o AIA poderia substituir a gema apical, mantendo a inibi¢do do crescimento
das gemas laterais. Este e outros resultados levaram a hipdtese de que o crescimento das
gemas laterais seria inibido pela auxina transportada basipetalmente desde a gema apical. No
entanto, ao contrario do que se poderia esperar, a retirada do dpice e concomitante quebra da
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dominéncia apical foi acompanhada de aumento na concentracio de auxinas nas gemas
laterais. Este resultado indica que a dominancia apical ndo seria um efeito direto da auxina na
inibi¢do do crescimento da gema lateral.

Alguns resultados mostram que outros horménios parecem estar envolvidos com a
dominéncia apical. Por exemplo, boa correlacdo entre o nivel de citocininas e o crescimento
de gemas laterais tem sido verificada. A retirada do dpice aumenta o acimulo de citocininas
na gema axilar e aplicagdo de auxinas na regido apical decapitada, reduz esse actmulo.
Assim, a auxina parece tornar o dpice da parte aérea um forte dreno para a citocinina
proveniente das raizes, e isto poderia ser um fator envolvido na dominancia apical. Além
disso, remocdo do dpice provoca reducdo nos niveis de dcido abscisico — ABA (um inibidor
do crescimento da parte aérea) nas gema laterais. Assim, altos niveis de AIA na regido apical
da parte aérea podem atuar mantendo altos niveis de ABA nas gemas laterais, inibindo o
crescimento de tais gemas e favorecendo a dominancia apical.

d) Formacio de raizes laterais e adventicias

Embora o alongamento da raiz seja inibido por concentracdes de auxinas maiores que
10® M, a iniciaco de raizes laterais e adventicias é estimulada por altos niveis de auxinas.
Com base em alguns estudos, os pesquisadores acreditam que o AIA € requerido para, pelo
menos, duas etapas na formagdo de raizes laterais:

v AIA transportado no floema é requerido para iniciar a divisdo celular nas células do

cambio vascular;

v' Além disso, o AIA € requerido para promover a divisdo celular e a manutengio da

viabilidade celular nas raizes laterais em desenvolvimento.

Do ponto de vista pratico, solu¢des de auxinas podem ser utilizadas para induzir a
formagdo de raizes adventicias em pedacos de caules e de folhas. Como veremos quando
estudarmos as CITOCININAS, a formacgdo de raizes e de parte aérea em cultura de tecidos
depende da relacdo auxinas/citocininas.

e)Abscisdo foliar

A queda de folhas, flores e frutos de plantas vivas é conhecida como ABSCISAO. A
abscisdo ocorre em uma regido conhecida como ZONA DE ABSCISAO, localizada préxima a
base do peciolo, pedicelo ou peddnculo.

O AIA é conhecido como retardante do processo de abscisdo nos estagios iniciais e
como promotor nos estdgios finais. Os niveis de auxinas sdo altos nas folhas jovens,
decrescem progressivamente com a maturacio da folha e sdo relativamente baixos nas folhas
senescentes. Durante os estdgios iniciais de abscisdo foliar, aplicacdo de AIA inibe a queda.
No entanto, aplicagdo de auxinas nos estigios posteriores aceleram o processo de abscisdo.
Esta aceleracdo na abscisdo parece estar associada a inducdo na biossintese de etileno pelo
AlA, sendo o etileno o agente ativo que promove a queda de folhas. Veremos isso com mais
detalhes quando estudarmos o ETILENO.

f) Desenvolvimento de frutos

Virias evidéncias sugerem que a auxina estd envolvida na regulacdo do
desenvolvimento do fruto. A auxina € produzida no pdlen, no endosperma e no embrido de
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sementes em desenvolvimento. Acredita-se que o estimulo inicial para o desenvolvimento do
fruto resulta da polinizacdo. Havendo sucesso na polinizagdo, inicia-se o crescimento do
6vulo, um processo conhecido como Estabelecimento do Fruto. Apds a fertilizagdo, o
crescimento do fruto pode depender da auxina produzida nas sementes em desenvolvimento.

Em algumas espécies, frutos sem sementes podem ser produzidos naturalmente ou
pode-se induzir a producdo desses frutos nessas espécies pelo tratamento de flores ndo
polinizadas com auxinas. Esta producdo de frutos sem sementes € conhecida como
Partenocarpia. A Auxina parece induzir primariamente o estabelecimento do fruto. O
desenvolvimento do fruto parece envolver, também, outros hormonios. Por exemplo, o etileno
pode influenciar o desenvolvimento de muitos frutos e, alguns efeitos da auxina na
frutificacdo podem ser mediados pela promogao da sintese de etileno.

As auxinas também participam na regulacdo do desenvolvimento de gemas florais e,
juntamente com as citocininas, induzem a diferenciacio vascular.

d) Usos comerciais de auxinas sintéticas

As auxinas sintéticas t€m sido usadas amplamente na agricultura e na horticultura ha
mais de 50 anos. As utilidades iniciais inclufam: enraizamento de pedagos de caules para
propagacdo vegetativa de plantas; promocdo do florescimento em abacaxi; prevencdo da
queda de flores e de frutos; inducdo da formagdo de frutos partenocérpicos; etc. Hoje,
adicionalmente, auxinas sdo amplamente usadas como herbicidas (2,4 D , Dicamba).

Em geral, as auxinas sintéticas sdo mais eficientes do que as auxinas naturais por que
elas sdo metabolizadas pelas plantas em uma menor taxa do que as auxinas naturais.

1.5 Mecanismo de Acao

A despeito da diversidade dos efeitos das auxinas sobre o desenvolvimento da planta,
0s eventos primdrios parecem ser similares em todos os casos, como mostrado anteriormente
(Figura 3): percep¢do do sinal (formag@o do complexo auxina-receptor); transducdo e
amplificacdo do sinal (mensageiros secundarios); e finalmente a resposta final.

Estudos recentes tém mostrado que uma proteina ABP1 (auxin — binding protein) é uma
forte candidata a ser o receptor para a auxina. Este receptor ABP1 tem sido encontrado
primariamente no ldmen do reticulo endoplasmadtico, porém, acredita-se que ele seja ativo na
superficie celular. Isto €, ele seria sintetizado no reticulo e depois transportado para a
membrana plasmadtica, onde seria ativo.

Estudos das vias de transducdo e amplificacdo de sinais envolvidas na acdo de auxinas
na promocdo da divisdo celular t€m implicado AMP ciclico como um possivel intermedidrio
na via de sinalizacdo. Outros possiveis sinais intermedidrios envolvidos nas respostas
dependentes de auxinas incluem o Ca®* citosélico e o pH intracelular. Estas informagdes
indicam que a ligagdo auxina-receptor (envolvida na percepcdo do sinal) altera as
concentracdes de AMP ciclico e de Ca®* citosélico e o pH intracelular. Estes mensageiros
secunddrios amplificam o sinal original, afetando a atividade de enzimas ou a prépria
expressao génica.

Acredita-se que as respostas as auxinas envolve tanto mudancas na atividade de
proteinas (enzimas, canais de fons, etc.) como na expressdo génica. Por exemplo, o efluxo de
H" induzidos por auxinas parece depender da direta ativagdo da H-ATPase e do aumento na
sintese do mRNA que codifica esta proteina da membrana plasmadtica.
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ESTUDO DIRIGIDO N° 08

UNIDADE: HORMONIOS~E REGULADORES DE CRESCIMENTO
ASSUNTO: INFORMACOES GERAIS E AUXINAS

1 — Cite as cinco principais classes de hormonios vegetais. Comente sobre suas estruturas
quimicas.

2 — Quais os conceitos de hormdnios e de reguladores de crescimento?

3 — Cite os métodos para identificar e quantificar os hormonios de planta.

4 — Descreva o mecanismo geral de acdo dos hormdnios.

5 — Quais as principais auxinas naturais e sintéticas?

6 — Quais o requerimento estrutural essencial para que um composto tenha atividade auxinica
(segundo as pesquisas atuais)?

7 — Descreva a biossintese do dcido indol acético (AIA) a partir do triptofano e comente as
pesquisas que mostram que o AIA pode ser formado por via independente do triptofano.

8 — Qual o efeito de auxinas nos seguintes processos:
Crescimento de caules e de raizes
Indugdo de raizes laterais

Dominancia apical
Desenvolvimento de frutos

9 — O que vocé entende por tropismo e nastismo? Cite os principais tipos de respostas trépicas
e ndsticas.

10 — Explique o papel das auxinas no fototropismo.

11 — Explique o papel das auxinas no gravitropismo
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2. GIBERELINAS: REGULADORES DA ALTURA DAS PLANTAS
2.1 A Descoberta

Na década de 1930, cientistas japoneses obtiveram cristais impuros de dois compostos
ativos do fungo Giberella fujikuroi, o qual causava uma doenca em plantas de arroz
caracterizada pelo crescimento excessivo do talo, responsdvel pelo acamamento e
consequentete eliminacio da producdo de sementes. A estes compostos foi dado o nome de
giberelina A e B. Na década de 1950, pesquisadores norte-americanos e ingleses elucidaram a
estrutura do material purificado do fungo, o qual foi nomeado de acido giberélico (GA3). No
entanto, somente no final da década de 1950 € que Jake McMillan, na Inglaterra,
conclusivamente identificou uma giberelina em uma planta superior.

A medida que as giberelinas de fungos e de plantas foram sendo caracterizadas, elas
foram numeradas como giberelina GAx, sendo o “X” o nimero de ordem de descobrimento (a
primeira que foi descoberta recebeu o nome de GA;, a segunda de GA,, e assim por diante).
Assim, o nimero da giberelina é simplesmente um meio para evitar o caos na nomenclatura
de giberelinas, ndo significando nenhuma similaridade quimica ou relacionamento
metabdlico.

Atualmente, cerca de 125 giberelinas sdo conhecidas, as quais tém estrutura baseada no
esqueleto ent-giberelano. Algumas giberelinas possuem 20 dtomos de carbono enquanto
outras possuem 19 dtomos de carbono, tendo estas tltimas perdido um carbono durante a sua
formagdo. Algumas caracteristicas, como a localizacdo de um grupo hidroxila na molécula e
sua estereoquimica, t€m forte ligacdo com sua atividade metabdlica. Por exemplo,
hidroxilagdo na configuragdo B no carbono dois, sempre elimina a atividade bioldgica.
Também, a despeito do grande nimero de giberelinas presentes em plantas, andlises genéticas
t&ém demonstrado que somente umas poucas s@o biologicamente ativas como hormdnio. Todas
as outras servem como precursores ou representam formas inativadas.

As giberelinas sdo associadas, mais freqiientemente, com a promocao do crescimento do
caule e a aplicacdo de GAs em plantas intactas pode induzir um marcante aumento na altura
da planta. Como podera ser visto as GAs executam importantes papéis em uma variedade de
fendmenos fisiologicos.

2.2 Ocorréncia, Metabolismo e Transporte

As giberelinas (GAs) sdo amplamente distribuidas no reino vegetal. Elas estdo presentes
em toda a planta, podendo ser detectadas em folhas, caules, sementes, embrides e pdlens.

As giberelinas constituem uma grande familia de dcidos diterpénicos e sdo sintetizadas
por um ramo da via dos terpendides. Um terpendide € um composto feito pela juncdo de
unidades de 5 carbonos, o isopreno:

HsC N
/

H2C

C— CH =— CH;

Giberelinas sdo diterpendides tetraciclicos formados por quatro unidades isoprendides. A
unidade bioldgica ativa de isopreno € o Isopentenil Difosfato (IPP). O IPP utilizado para a
biossintese de terpendides é formado através de duas vias distintas: uma via dependente do
Acido Meval6nico, que ocorre no citosol e estd envolvida primariamente na biossintese de
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esterdis; a outra via que € independente do dcido mevaldnico, € localizada nos plastidios e
leva a sintese de carotendides e compostos relacionados. No plastidio, o IPP € sintetizado a
partir de piruvato e de 3-fosfoglicerato e ndo do d4cido mevaldnico. Visto que as etapas iniciais
da biossintese de GAs ocorrem nos proplastidios, o IPP usado na sua biossintese pode ser
derivado da via independente do 4cido mevalonico.

Independente da origem do IPP, as proximas etapas sdo comuns as vias citosdlica e
plastidial da biossintese de terpenos: as unidades de isopreno (IPP) sdao adicionadas
sucessivamente para produzir Geranil-Difosfato (10 d4tomos de carbono), Farnesil-Difosfato
(15 atomos de carbono) e Geranil-Geranil-Difosfato (20 4&tomos de carbono).

A biossintese de GAs ocorre a partir do composto de 20 dtomos de carbono (geranil-
geranil-difosfato) em uma via com trés estagios diferentes, cada um deles residindo em um
diferente compartimento celular (Figura 15):

Estagio 1 — Reacao de Ciclizacao

Nesse estagio, o composto de 20 dtomos de carbono, Geranil-Geranil-Difosfato, sofre
uma reacdo de ciclizagdo para formar o ent-caureno (Figura 14). Esta, na realidade, é a
primeira etapa que € especifica para formagcdo de GAs. A conversdo se processa em duas
etapas catalisadas por duas enzimas localizadas nos proplastidios de tecidos meristemdticos da
parte aérea. Estas enzimas ndo estdo presentes em cloroplastos maduros.

Compostos tais como AMO-1618, Cicocel e Fosfon D, sdo inibidores especificos desse
estagio da biossintese de GAs.

Estagio 2 — Oxidacao do ent-caureno para formar o GA;-aldeido

No segundo estdgio da biossintese de GAs, um grupo metil do ent-caureno é oxidado
para acido carboxilico (CH; - CH,OH — CHO — COOH). Em seguida, o anel B de seis
atomos de carbono, muda sua conformacéo ficando, entdo, com cinco carbonos para formar o
GA;-aldeido (Figura 14). Esta é a primeira giberelina formada em todas as plantas, sendo,
desta forma, a precursora de todas as GAs. Todas as enzimas envolvidas nesse estdgio sio
monooxigenases que utilizam o citocromo Pss5p em suas reagdes. Esta monooxigenases estao
localizadas no reticulo endoplasmético (RE), sugerindo que o substrato (ent-caureno) é
transportado do pré-plastidio para o RE, onde ele é convertido para GA ;-aldeido.

Compostos como o Paclobutrazol e outros inibidores do citocromo Pssy inibem
especificamente esse estagio da biossintese de GAs.

Estagio 3 — Formacao das outras GAs a partir da GAj,

Na primeira etapa desse estidgio, GAjz-aldeido é oxidado para GAj» (o grupo CHO é
oxidado para COOH), a primeira giberelina formada nesse estidgio (Figura 14). Esta reacdo
pode ser catalisada por uma monooxigenase no RE ou por dioxigenases soliiveis no citosol.
Todas as etapas subsequentes sdo catalisadas por dioxigenases soldveis no citosol. Estas
enzimas requerem O-cetoglutarato e O, como co-substratos e elas usam Fe’* e ascorbato
como cofatores.

Nas reacdes subsequentes, duas mudangas quimicas ocorrem na maioria das plantas:

(1) A hidroxilag¢ao do carbono 13 ou 3;

(2) A sucessiva oxidacao do carbono 20 (CH; — CH,OH — CHO — COOH), seguida

pela perda deste carbono como COs.

A hidroxilagdo do carbono 13 converte a GA|, para GAss. A GAs; €, entdo, convertida
para GA 9 pela sucessiva oxidagdo do carbono 20 ((CH; - CH,OH — CHO — COOH),
seguida pela perda do carbono 20 como CO; para formar a GAyy. A GAy €, entdo, convertida
para a forma biologicamente ativa, GA,, pela [ hidroxila¢do do carbono 3 (enzima 3[3-
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hidroxilase). Finalmente, a B hidroxilacdo do carbono 2, inativa a GA;, produzindo a GAs.
Esta hidroxilac@o pode ocorrer diretamente na GAyy, produzindo a GAg.

PLASTID—

ent-Kaurene ent-Copalyl diphosphate

and phosphonium compounds;
AMO-1618, Cycocel, Phosphon D

GGPP

Stage 1: Cyclization reactions
Location:Proplastids

opp Enzymes: Cyclases
Inhibitors:Quartenary ammonium

Stage 2

% CHO

%

COOH
GA,-aldehyde

ent-Kaurene

ENDOPLASMIC RETICULUM /
CYTOSOL

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

Enzymes: P 450 monooxygenases
Inhibitors: N- heterocyclics: Paclobutrazol,
Tetcyclacis, Uniconazole

Active GA

GA,(R=H)
GA; (R = OH)

GAg (R = H)
GA (R = OH)

tGA 2-oxidase lGA 2-oxidase

R Inactivation R

COOH

GAz, (R=H)
GAg (R = OH)

COOH

GAg; (R = H)
GAy, (R = OH)

GA 20-oxidase

GA; (R=H)
GAs; (R = OH)

]GA 20-oxidase
R

GA;5-OL(R = H)
GA4,-OL(R = OH)

lGA 20-oxidase
R

% COOH
COOH

GAy, (R =H)
GA4q (R = OH)

Stage 3: Formation of all other
GAs from GA,,-aldehyde
Location: Cytosol

Enzymes: Dioxygenases
Inhibitors: Cyclohexanetriones

Figura 15 — Os trés estdgios da biossintese de giberelinas (Taiz & Zeiger, 1998)
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Inibidores desse terceiro estigio interferem com as enzimas que utilizam o -
cetoglutarato como co-substrato. Um desse inibidores, o composto pré-hexadiona (BX —112)
¢ especialmente util, pois inibe especificamente a 3B-hidroxilase, a enzima que converte a
forma inativa, GAy, para a forma ativa, GA,.

Diversas observagdes t€ém confirmado que, dentre as muitas giberelinas (cerca de 125),
a GA, € a forma ativa que controla o crescimento do caule. No entanto, ha possibilidade que
outras poucas GAs tenham também participagdes nesse controle. Por exemplo, a GAs, a qual
difere da GA; somente por ter uma dupla ligacdo, é relativamente rara nas plantas, porém,
parece ser capaz de substituir a GA; em muitos bioensaios. Outras giberelinas, como a GA4,
t&ém mostrado atividade em Arabidopsis e Curcubiticeae, por exemplo.

As giberelinas executam um importante papel na mediacdo dos efeitos de estimulos
ambientais sobre o desenvolvimento da planta. Fatores ambientais, como fotoperiodo e
temperatura, podem alterar os niveis de giberelinas ativas, afetando etapas especificas nas
suas biossinteses. Em adicao, evidéncias recentes indicam que GAs podem regular sua propria
biossintese (Feedback).

Quando as plantas que requerem dias longos para crescer e florescer, sao transferidas
para dias curtos, alteracdes no metabolismo de GAs sao observadas. Por exemplo, plantas de
espinafre (Spinacea oleracea) mantidas sob dias curtos (SD — short days) permanecem na
forma de roseta (Figura 15) e, paralelamente, os niveis de GAs ativas sdo muito baixos. Em
resposta ao aumento do comprimento do dia (LD — long days), observa-se, apds 12 dias, um
aumento consideravel nos niveis de giberelinas ativas e, apés 14 dias, a parte aérea destas
plantas comeca a alongar. Aplicacdo exdgena de giberelinas ativas em plantas mantidas em
dias curtos (SD + GA3), pode também promover o crescimento da parte aérea, indicando que
a giberelina substitui o estimulo ambiental (dias longos).

Figura 16 — Crescimento da parte aérea de plantas de espinafre mantidas em dias curtos (SD),
em dias curtos e tratadas com GA3 (SD + GAj3) e em dias longos (LD) (Taiz &
Zeiger, 1998).
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Trabalhos com plantas de ervilha indicam que as GAs ocorrem primariamente nas
folhas jovens, gemas ativas e entrends da parte aérea da planta. Estes sitios parecem ser,
também, os locais de sintese da GAs. Na realidade, as GAs sintetizadas na parte aérea podem
ser transportadas para o resto da planta, via floema. De fato, as etapas iniciais da biossintese
de GAs podem ocorrer em um tecido e a conversdo para a forma ativa, em outro. Cloroplastos
maduros, por exemplo, ndo podem realizar as reagdes do estdgio 1 da biossintese de GAs.
Assim, células do mesofilo de folhas maduras (que contém cloroplastos maduros) sdo também
incapazes de realizar as reag¢des do estdgio 1, embora elas sejam capazes de realizar as reagdes
do estdgio 3. Estas diferengas sugerem que intermedidrios da biossintese de GAs podem ser
transportados dos tecidos meristemdticos da parte aérea para as folhas verdes, onde sdo
convertidas para formas ativas de GAs. As giberelinas tém sido identificadas, também, em
exsudatos do xilema e extratos de raizes, sugerindo que as raizes podem, também, sintetizar
GAs. No entanto, evidéncias conclusivas para a sintese de GAs pela raizes ainda estio
faltando.

Muitas sementes e frutos em desenvolvimento mostram, também, altos niveis de
giberelinas. Na realidade, o nivel de giberelinas ativas decresce para valores proximos de zero
nas sementes maduras. Por outro lado, estas sementes maduras contém GA >-aldeido,
precursora de todas as GAs, a qual pode ser convertida para as formas ativas de GAs, durante
os estagios iniciais de germinacao.

Uma variedade de glicosideos de giberelinas ¢ formada pela ligacdo covalente entre a
GA e um monossacarideo. Estas GAs conjugadas ocorrem particularmente em algumas
sementes. O agucar é usualmente a glucose que pode se ligar a giberelina via o grupo
carboxilico (formando um éster) ou via um grupo hidroxila (formando um éter de glucosil).
De fato, quando GAs sdo aplicadas as plantas, uma certa propor¢do torna-se glicosilada
(conjugada). A conjugacdo pode, todavia, representar outra forma de inativacdo das
giberelinas. Por outro lado, Glicosideos de giberelinas aplicados as plantas podem ser
metabolizados para formar GAs livres. Neste caso, os conjugados constituem uma fonte de
estoque de GAs.

Os virios fatores que regulam o nivel de giberelinas ativas na planta sdo sumariados na
figura abaixo (Figura 17).

Synthesis
s Cold, |t
(f-Pg Io | | Feedback
o ong | o
Q‘E days !Pn ibition
(&9 v
Transport *———— Active . Conjugation .
GA, to sugars
v
Catabolic
inactivation

Figura 17 — Os processos que regulam o nivel de giberelinas nos tecidos de plantas
(Taiz & Zeiger, 1998).

A sintese da giberelina ativa, GA,, é promovida por fatores ambientais, tais como frio e dias
longos, e ela pode inibir a sua propria sintese via feedback (Figura 16). O nivel de GA ativa
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pode ser reduzido pelo catabolismo (inativac¢do) ou pela conjugacdo com aguicares. Em alguns
casos, a GA ativa pode ser gerada pela liberacdo a partir da forma conjugada. Finalmente, o
transporte de GAs (ou precursores de GAs) para o tecido (ou desde o tecido), pode também
afetar o nivel da giberelina ativa, GA;.

2.3 Papel Fisiolédgico

a) Iniciacdo floral e determinagéo do sexo

As GAs podem substituir dias longos ou frio, que sdo fatores requeridos por muitas
plantas, especialmente as de habito de crescimento em roseta, para a promogdo do
florescimento. Assim, as GAs podem substituir os estimulos ambientais para o florescimento
em algumas espécies.

As flores de angiospermas consistem, usualmente, de quatro partes (verticilos): sépalas,
pétalas, estames e pistilo. Quando as partes feminina (pistilo) e masculina (estame) sdo
encontradas na mesma flor, ela ¢ denominada hermafrodita ou perfeita. Certas espécies, no
entanto, produzem flores unissexuais ou imperfeitas. O processo no qual as flores unissexuais
sdo formadas é denominado de “determinacdo do sexo”. Em plantas mondicas, tais como
pepino e milho, flores macho e fémea sdo encontradas na mesma planta. J4 nas plantas
didicas, como espinafre e Cannabis sativa, estas flores estdo em individuos separados.

O processo de determinagdo do sexo € geneticamente regulado, porém pode sofrer
influéncia de fatores ambientais, tais como fotoperiodo, temperatura e estado nutricional e,
estes efeitos ambientais podem ser mediados pelas GAs. Em milho, por exemplo, flores
masculinas sdo restritas ao penddo e as femininas as espigas. No entanto, exposicao destas
plantas a dias curtos ou frio durante a noite aumenta o nivel de GA enddgena e,
simultaneamente, isto causa a feminilizacdo das folhas do pendao. Essa formacgdo de flores
unissexuais depende do aborto de uma das partes no estddio inicial de desenvolvimento.
Assim, o papel primario da GA na determinagdo do sexo em milho, parece ser a supressio do
desenvolvimento do estame. No entanto, as giberelinas parecem interagir com outros
horménios (por exemplo, o etileno), na regulagdo da determinacdo do sexo.

b) Crescimento do caule

A aplicacdo de GAs promove o crescimento internodal em um grande nimero de
espécies vegetais. Os estimulos mais evidentes sdo vistos em variedades ands ou de hébito de
crescimento em roseta, bem como em membros de Graminea. Aplicacdo exdgena de GA;
causa um aumento tao dréstico no crescimento do caule de variedades anids que elas tornam-se
semelhantes as variedades de crescimento normal (Figura 18). Acompanhando o alongamento
do caule ocorre um decréscimo na espessura do caule, um decréscimo no tamanho da folha e
as folhas ficam com coloragdo verde-claro.

Um ponto interessante é que as giberelinas produzem grandes efeitos em plantas
intactas € muito pouco em segmentos. De modo contrdrio, as auxinas produzem seus efeitos
principalmente em segmentos (pedagos de caules, folhas, etc.).
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INORMAL BINORMAL

Figura 18 — Efeito da aplicac@o de giberelinas sobre o crescimento do milho normal e de
um mutante ando (Taiz & Zeiger, 1998).

O interessante é que, embora o crescimento do caule possa ser dramaticamente
aumentado pelas GAs, elas tém pouco ou nenhum efeito sobre o crescimento das raizes.
Acredita-se, nesse caso, que a via de transducdo de sinal requerida para induzir o crescimento
associado as giberelinas, ndo seja expressa nas raizes. Além disso, o caule pode tornar-se um
forte dreno por nutrientes da planta.

¢) Transicdo da fase juvenil para a adulta
Muitas plantas perenes nao florescem até que elas alcancem um certo estiddio de

maturidade. Os estadios juvenil e maduro destas plantas possuem, freqiientemente, diferentes
formas de folhas. Aplicacdo de GAs parece regular a mudanca de juvenil para adulto e vice-
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versa, dependendo da espécie. Em algumas coniferas, aplicacio de uma mistura de GA4 +
GA7 promove a passagem do estddio juvenil para o maduro. Em Hedera helix, aplicacdo de
GA; promove a passagem do estddio maduro para o juvenil.

d) Estabelecimento do fruto

Aplicacdes de giberelinas podem favorecer o estabelecimento do fruto (crescimento
inicial do fruto seguindo a polinizacdo) e o crescimento de alguns frutos, particularmente nos
casos em que a auxina ndo parece afetar. O estimulo do estabelecimento do fruto pelas
giberelinas tem sido observado em maca.

e) Germinagdo de sementes

A germinacdo de sementes pode requerer GAs em algumas etapas:

e Ativacdo do crescimento do embrido;

e Hidrdlise e mobilizacdo de reservas do endosperma (ver mecanismo de acio);
® (Quebra de dorméncia em algumas espécies.

f) Aplicag@o comercial de GAs e de inibidores da sua sintese

e Producdo de Frutos — O principal uso de giberelinas (relacionado com a produgdo de
frutos) é para aumentar o comprimento da haste do cacho de videiras. Quando essa haste é
muito curta, os cachos sdo muito compactos e o crescimento dos frutos € restringido. As
giberelinas estimulam o crescimento da haste e, consequentemente, favorecem o
crescimento dos frutos (mais espaco);

Além disso, aplicacdo de uma mistura de Benziladenina (uma citocinina) e GAs (GA4 +
GA7) provoca o alongamento do fruto de mac¢d, melhorando a sua forma;
Em frutos de Citrus, aplicagio de giberelinas provoca o retardamento da senescéncia.

e Producdo de Cerveja — Durante a produg¢do de malte a partir de sementes de cevada,
giberelinas podem ser usadas para acelerar a hidrdlise de reservas da semente, pela
inducdo da producdo de enzimas hidroliticas na camada de aleurona (ver mecanismo de
acdo).

e Aumento na producio de cana-de-agicar — Nessa espécie, a sacarose € armazenada no
vacuolo central das células do parénquima internodal. A aplicacdo de GA (pulverizagéo)
estimula o alongamento do entrend e isto resulta em maior produgfo de biomassa da cana
e, também, de acucares. Alguns resultados mostraram que aplicagdo de giberelinas pode
promover um aumento de 50 toneladas por hectare na produg@o de biomassa total e de 5
toneladas na producio de agucar.

e Inibidores da Sintese de GA — Os compostos conhecidos como retardantes de
crescimento, fazem parte de um grupo de biorreguladores que modificam o crescimento e
desenvolvimento das plantas, sem, contudo, induzir efeitos fitotéxicos ou de ma
formagdo. Quando utilizados em dosagens adequadas, os retardantes de crescimento
modificam a arquitetura da planta, inibindo o crescimento do 4pice caulinar, reduzindo o
crescimento em altura, além de intensificar a pigmentacdo verde das folhas e aumentar o
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crescimento radicular. Essas alteracdes levam a modificacdo da relacdo raiz/parte aérea
em favor do crescimento das raizes.

Os retardantes de crescimento tém aplicacdes bastantes prdticas em termos
agrondmicos, bem como no melhoramento genético, podendo, por exemplo, ser utilizados na
redu¢do do acamamento de plantas, na redugcdo do crescimento de arvores, na tolerincia a
estresses ambientais e na inducdo do florescimento.

Diversos retardantes de crescimento que t€m sido utilizados comercialmente atuam
inibindo, de algum modo, a sintese de giberelinas (Ancimidol, Paclobutrazol, fosfon D, etc.).
O paclobutrazol bem como os demais triazéis interagem com o citocromo P - 450. A
interacdo faz com que essas proteinas transportadoras de elétrons, que catalisa diversas
reacOes oxidativas do metabolismo vegetal, seja inativada, interrompendo diversas rotas
metabdlicas, especialmente o metabolismo dos terpendides (como as giberelinas). O
paclobutrazol bloqueia, especificamente, as reagdes de oxidacao entre o ent-caureno e o acido
ent-caurendico (ver Figura 15, estagio 2 da biossintese de giberelinas).

A aplicagdo do paclobutrazol reduz drasticamente o alongamento do caule e a
pulverizacdo com GAj reverte tal efeito (Figura 19) De acordo com dados técnicos da ICI
(Imperial Chemical Industries), o paclobutrazol pode ser aplicado em injecdes no tronco de
arvores e arbustos, diretamente no solo ou por meio de pulverizacdes diretas nas folhas. Esta
ultima forma permite que o paclobutrazol atinja diretamente os meristemas apicais e entrends,
reduzindo o crescimento da planta. Quando aplicado no solo, o paclobutrazol é absorvido
pelas raizes e, via corrente xilemadtica, € transportado para a parte aérea das plantas.

@ Sem GA3

50,0 OCom GA3

40,0+

30,0

20,0

10,0+

Crescimento Total (cm)

0,0-

0,00 0,10 0,25 0,50 1,00
Paclobutrazol (ug/vaso)

Figura 19 — Efeitos do paclobutrazol e do GA3 sobre o crescimento da parte aérea de
girassol

OBS: O paclobutrazol tem sido utilizado para promover o florescimento em
mangueira.
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2.4 Mecanismo de Acao

a) Promocio do crescimento do caule

As giberelinas sdo moléculas extremamente ativas no alongamento do caule. Em plantas
de arroz e alface, as respostas para GAj; podem ser vistas em niveis muito baixos (10" 2).
Para as giberelinas serem ativas em tdo baixas concentra¢des, mecanismos eficientes para
amplificar o sinal hormonal devem estar presentes nas células alvo. De acordo com o modelo
inicial (Figura 3), estas respostas devem envolver: formag¢@o do complexo giberelina-receptor;
ativacdo de uma ou mais vias de transducdo e amplificacdo de sinal; e a resposta final
(crescimento).

Os estudos t€ém mostrado que a aplicacdo de giberelinas provoca aumento no tamanho
da célula e no nimero de células, indicando que as giberelinas atuam tanto na expansdo da
célula como na divisao celular. De modo semelhante as auxinas, as GAs parecem favorecer o
alongamento celular alterando as propriedades da parede celular. Porém, diferente das
auxinas, nenhuma acidificacdo do apoplasto tem sido estimulada por ag¢do das GAs, indicando
que o mecanismo de crescimento induzido pelas GAs é diferente do crescimento acido
induzido pelas auxinas.

Estudos recentes, realizados em muitos tecidos vegetais, revelaram a existéncia de uma
correlacdo positiva entre o crescimento estimulado pelas GAs e a atividade da enzima
Xiloglucana Endotransglicosilase (XET). A XET hidrolisa xiloglucana e parece causar um
rearranjamento molecular na matriz da parede celular que poderia promover o afrouxamento
da parede, favorecendo o crescimento. Vale salientar que o crescimento induzido pelas
auxinas nio estd associado ao aumento na atividade da XET. Isto indica que o efeito parece
ser especifico para giberelinas.

b) Mobilizacdo de reservas do endosperma durante a germinacao

Certos grdos (os conhecidos cariopses de cereais, como milho, trigo, cevada, sorgo,
etc.), podem ser divididos em trés partes: o tegumento, o embrido dipldide e o endosperma
tripléide. O embrido se associa a um 6rgdo especializado para a absorcdo, o Escutelo. Ja o
endosperma amildceo € tipicamente ndo vivo na maturidade e consiste de células ricas em
granulos de amido. Este tecido € circundado pela Camada de Aleurona, uma camada de
células citoldgica e bioquimicamente distintas das células do endosperma. Esta camada de
células vivas contém corpos protéicos e oleossomos.

Durante a germinacio e o estdgio inicial de crescimento da plantula, amido e proteinas
sdo degradados por uma série de enzimas hidroliticas, produzindo agucares soliveis,
aminodcidos e outros produtos, os quais sdo transportados para o eixo embriondrio em
crescimento (Figura 20). Uma das principais enzimas responsdveis pela degradacdo do amido
€ a o-amilase. A camada de aleurona € o principal sitio de sintese desta enzima hidrolitica.

Estudos realizados na década de 1960 mostraram que a secrec¢do de enzimas hidroliticas
pela camada de aleurona, dependia da presenca do embrido. O embrido produzia uma
substancia difusivel que estimulava a produg¢do de o-amilase na camada de aleurona.
Posteriormente foi descoberto que a GAjz poderia substituir o embrido no estimulo da
degradacdo de amido. Estes e outros estudos levaram a conclusdo que a substincia produzida
pelo embrido que estimulava a funcio digestiva da camada de aleurona, seria a giberelina
(Figura 20).
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Figura 20 — A estrutura da semente de cevada e as fungdes dos varios tecidos durante a
germinacgdo (Taiz & Zeiger, 1998).: (1) As giberelinas séo sintetizadas no embrido e
transportadas para o endosperma; (2) No endosperma as giberelinas se difundem para a
camada de aleurona; (3) A camada de aleurona é induzida para sintetizar e secretar O
amilase e outras enzimas hidroliticas; (4) Amido e outros compostos sdo degradados
para substancias soliveis de baixa massa molecular (agicares, aminoacidos, etc.); (5)
Finalmente, estas substincias soldveis sdo transportadas para o eixo embriondrio em
crescimento

A indugfo da enzima o-amilase nas células da camada de aleurona de grios de cereais
(durante a germinagdo), pelas giberelinas, estd agora bem elucidada (Figura 21). A giberelina
produzida no embrido € transportada para a camada de aleurona. O receptor da giberelina estd
localizado na membrana plasmatica das células da camada de aleurona (1). O complexo GA-
Receptor interage com uma proteina G heterotrimérica (2), iniciando duas vias de transducao
de sinal:

v" Uma das vias envolve GMP-ciclico (3) e resulta na produ¢do de uma molécula de
sinalizacdo (4) que inativa um repressor GAI (5). A inativacdo deste repressor
permite a expressdo do gen MYB (6). Isto leva a producdo de uma proteina
regulatoria (GA — MYB), a qual retorna para o nicleo (7) e liga-se a uma seqiiéncia
regulatdria do gen da a-amilase (8), de modo que a transcri¢do do gen (9) e a sintese
da enzima o-amilase (10), sdo estimuladas.

v A outra via envolve altera¢des nos niveis de Ca** e a formacdo do complexo
regulatorio Ca-Calmodulina (11). Esta via parece estimular a secre¢cdo da enzima o-
amilase para o endosperma (12).

OBS: MYBs sao fatores de transcricdo que regulam o crescimento e desenvolvimento
da planta.
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amilase, durante o processo de germinagdo. Observe a numeracgdo na figura e compare com o
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ESTUDO DIRIGIDO N° 09

UNIDADE: HORMONIOS E REGULADORES DE CRESCIMENTO
ASSUNTO: GIBERELINAS

1 — Como ocorreu a descoberta das giberelinas? Quantas giberelinas sdo conhecidas
atualmente e quais as que s@o ativas nas plantas?

2 — Qual a distribui¢do de giberelinas nas plantas? E quais as regides de sintese?

3 — Quais os locais na célula onde ocorrem os trés estigios da biossintese de giberelinas?

4 — Qual a modificacdo quimica que inativa a GA?

5 — Como e por onde as giberelinas sdo translocadas na planta?

6 — O que sdo substancias retardantes de crescimento? O que elas podem causar na planta?

7 — Qual o efeito das giberelinas nos seguintes processos:

e Determinacgio do sexo
e Crescimento do caule e de raizes
¢ Germinagdo de sementes

8 — Aplicacdo de auxinas e giberelinas estimula a divisdo e a expansdo celular. Qual a
diferenga bésica entre o crescimento induzido por auxinas e por giberelinas?

9 — Explique o mecanismo de acdo de giberelinas durante a germinag¢do de sementes de
cereais.
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3. CITOCININAS: REGULADORES DA DIVISAO CELULAR

3.1 Descoberta, Identificaciao e Propriedades

Muitos estudos t€ém mostrado que as citocininas controlam vdrios aspectos do
desenvolvimento vegetal, incluindo: divisdo celular, retardamento da senescéncia de folhas,
através da mobiliza¢do de nutrientes, dominéncia apical, quebra de dorméncia de gemas,
desenvolvimento de flores, etc. Dentre estes, o controle da divisdo celular é de considerdvel
significincia para o crescimento e desenvolvimento da planta e foi gragas a este efeito que se
identificou esta classe de fitohormonios.

Nas décadas de 1940 e 1950, Folke Skoog testou muitas substincias que tinham
habilidade para iniciar e promover a proliferacdo de células de fumo em cultura de tecidos.
Ele tinha observado que a adenina (base nitrogenada que participa da molécula de DNA) tinha
um efeito promotor da divisdo celular, o que o levou a testar a hipdtese de que o DNA poderia
estimular a divisdo. Apds um dificil e demorado fracionamento do DNA tratado com calor,
Skoog e colaboradores identificaram uma pequena molécula que, na presenga de auxinas,
estimulava a proliferacdo de células em cultura de tecidos. Esta molécula foi denominada de
cinetina, uma molécula derivada da adenina (Figura 22).
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NH, HN—CH:— o HN—CH;
LAY iq L P,
L s g
R‘:\: N N R
H H
Adenine Ne-furfuryl adenine (Kinetin) N.(A’-isopentenyl) adenine (iP)

CH,OH CH,OH

— T
\ ///J\\/\\ L/

‘\\/H\\/ 7 /\;I/ \ /k /

trans-Zeatin (Z) Dihydrozeatin (diHZ) N®-(benzyl) adenine (BAP)

Figura 22 — A estrutura quimica da adenina e de cinco derivados da adenina que
apresentam atividade de citocinina. Cinetina e BAP (ou BA) sdo
citocininas sintéticas. Zeatina, dihidrozeatina e isopentenil adenina sao
citocininas naturais (Hopkins, 2000).
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A cinetina ndo ¢ um hormoénio de plantas de ocorréncia natural e, também, ndo é
constituinte da molécula de DNA. No entanto, alguns anos apds a descoberta da cinetina,
pesquisadores demonstraram que extrato de endosperma imaturo de milho continha uma
substancia que causava os mesmos efeitos bioldgicos da cinetina. Esta molécula foi
identificada como 6-(4-hidroxi-3metilbut-2-enilamino) purina, e recebeu o nome de Zeatina.

A estrutura molecular da zeatina é similar a da cinetina (Figura 21). Ambas sdo
derivadas da adenina (aminopurina). No entanto, elas possuem diferentes cadeias laterais que
se encontram ligadas ao nitrogénio 6 da adenina. Devido a cadeia lateral da zeatina ter uma
dupla ligagdo, ela pode existir nas configuragdes cis e trans. A zeatina natural, que ocorre nas
plantas superiores, é a que apresenta configuracdo trans, embora as duas formas possuam
atividade bioldgica. A atividade de uma isomerase tem sido demonstrada em tecidos de
plantas, de modo que a cis-zeatina, quando aplicada a tecidos, pode ser convertida para a
forma trans.

Outras citocininas de ocorréncia natural sdo a Dihidrozeatina e a Isopentenil Adenina.
As citocinas naturais (zeatina, dihidrozeatina e isopentenil adenina) podem ser encontradas na
forma livre, como ribosideo (uma molécula de ribose ligada ao nitrogénio 9 da adenina),
como ribotideo (a ribose ligada ao N-9 € esterificada com 4cido fosférico) ou como glicosideo
(uma molécula de glicose € ligada ao N-7 ou N-9 da adenina ou ainda, ao oxigé€nio da zeatina
ou dihidrozeatina).

As citocininas sdo definidas como compostos que possuem atividades similares aquelas
da trans-zeatina. Estas atividades incluem:

¢ Induzir a divisdo celular em callus, na presenca de auxinas;

®* Promover a formagdo de parte aérea ou raizes em cultura de tecidos, quando

aplicada em propor¢do adequada com auxinas;

e Retardar a senescéncia de folhas;

® Promover a expansao de cotilédones em dicotiledoneas;

Muitos compostos quimicos tém sido sintetizados e testados em relacdo a sua
capacidade de atuar como citocininas. Analises destes compostos permitiram estabelecer
alguns requerimentos estruturais para a atividade. Em geral, todos os compostos ativos como
citocininas possuem uma cadeia lateral ligada ao N-6 da adenina e todas as citocininas
naturais sdo derivadas da adenina. As moléculas de cinetina e benziladenina (BA) sdo
exemplos de citocininas sintéticas que possuem a cadeia lateral ligada ao N-6 da adenina
(Figura 21). As unicas excecdes a esta generalizacdo s@o certos derivados da difeniluréia.
Estes compostos possuem fraca atividade de citocininas e ndo possuem a cadeia lateral
referida anteriormente.

No curso da determinacdo do requerimento estrutural para a atividade de citocinina, os
investigadores encontraram algumas moléculas que agiam como antagonistas da citocinina
(Figura 23). Estes compostos resultam de modificacdes quimicas no anel da purina e parecem
bloquear a atividade de citocininas pela competicdo com o seu receptor. Este efeito pode ser

sobrepujado pela adi¢do de mais citocininas.
LCHy
NH — CH, — CH, — CH

~
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CHs
3-Methyl-7-(3-methylbutylamino)pyrazolo[4,3-D]pyrimidine

Figura 23 — Estrutura de um composto sintético que atua como antagonista das
citocininas. Note as modificagdes no anel da adenina (Taiz & Zeiger,
1998).
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3.2 Ocorréncia, Metabolismo e Transporte

As cadeias laterais das citocininas naturais sdo quimicamente relacionadas com as
estruturas de pigmentos carotendides, dos hormodnios giberelinas e dcido abscisico e de alguns
compostos de defesa de plantas conhecidos como fitoalexinas. Todos esses compostos sido
formados, pelo menos em parte, através da jungdo de unidades de isopreno.

HsC N
/

H.C

C— CH == CH;

A estrutura do isopreno € similar a da cadeia lateral da zeatina e de outras citocininas. Os
precursores para a formagao das unidades de isopreno s@o o dcido mevaldnico ou o piruvato +
3-fosfoglicerato, dependendo da via envolvida. Estes precursores produzem a unidade
biolégica de isopreno, ou seja, o Isopentenil-Difosfato (IPP).

Na primeira etapa da biossintese de citocininas, uma enzima conhecida como
transferase do isopentenil (IPT) catalisa a transferéncia do grupo isopentenil do IPP para o
AMP, ADP E ATP. O produto da reagdo € o ribotideo isopentenil adenina (a citocinina
isopentenil adenina contendo uma ribose e um, dois ou trés grupos fosfato). Este conjugado é,
em seguida, convertido para trans-zeatina ou para outras citocininas naturais, dihidrozeatina e
isopentenil adenina (Figura 24).
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Figura 24 — Esquema mostrando as etapas da biossintese de citocininas (Taiz & Zeiger,
1998).
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Os meristemas apicais das raizes sdo os principais sitios de sintese de citocininas livres
na planta. As citocininas sintetizadas nas raizes parecem que sdo transportadas para a parte
aérea via xilema. Algumas evidéncias confirmam este tipo de transporte:

v Quando a parte aérea é cortada préximo a superficie do solo, a seiva do xilema pode

continuar fluindo na regido do corte. Este exsudato do xilema contém citocininas;

v Se 0 solo é mantido imido, o fluxo do xilema na regido cortada pode continuar por
alguns dias. Alguns resultados mostram que, mesmo nesse caso, o conteido de
citocininas no exsudato nio diminui, indicando que a mesma estd sendo sintetizada
nas raizes;

v' Além disso, alguns fatores ambientais que afetam o funcionamento das raizes, como
estresse hidrico e salino, reduzem o conteudo de citocininas no exsudato do xilema.

E necessdrio destacar, no entanto, que as citocininas ndo sdo sintetizadas
exclusivamente nas raizes. Sementes em desenvolvimento e folhas jovens, também sintetizam
citocininas. Porém, a produgéo de citocininas na parte aérea parece ser distribuida na prépria
parte aérea, via floema, enquanto a citocinina produzida nas raizes é distribuida para toda
planta via xilema. Essas citocininas no exsudato do xilema estio principalmente na forma de
ribosideo de zeatina. Uma vez nas folhas, uma parte desses nucleosideos € convertida para a
forma livre (trans-zeatina) ou para a forma de glicosideos.

Muitas das diferentes formas quimicas de citocininas sdo rapidamente interconvertidas
pelos tecidos vegetais. As citocininas quando aplicadas na forma livre, podem ser convertidas
para seus respectivos nucleotideos ou glicosideos e vice versa. Estas citocininas conjugadas
podem ser consideradas formas de estoque de citocinina em um estado metabolicamente
inativo. Por exemplo, em algumas sementes dormentes sdo encontrados altos niveis de
glicosideos (forma inativa) e baixos niveis de citocinina livre (forma ativa). De modo
contrario, durante o processo de germinacdo dessas sementes, observa-se uma nitida queda
nos niveis de glicosideos e aumento nos niveis de citocininas livres. Assim, € possivel que
algumas glicosidases (enzimas) atuem na liberacdo de citocininas livres (como a trans-
zeatina) a partir das citocininas conjugadas (observe na Figura 24 que as passagens das
formas conjugadas para as formas de citocininas livres, sdo reversiveis).

Além da conjugacio, as citocinas livres podem ser catabolisadas, produzindo compostos
inativos. Em muitos tecidos de plantas, por exemplo, foi encontrada a enzima citocinina
oxidase, a qual degrada zeatina, ribotideo de zeatina e isopentenil adenina, produzindo
adenina e seus derivados (Figura 25). Esta enzima inativa o hormdnio e pode ser importante
na regulacdo ou limitacdo dos efeitos das citocininas.

Figura 25 — Oxidag¢do da isopentenil adenina pela citocinina oxidase (Hopkins, 2000).
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A figura 26 mostra os diversos fatores que controlam os niveis de citocinas na forma
ativa. Lembre-se que as formas ativas das citocininas naturais sdo: trans-zeatina,
dihidrozeatina e isopentenil adenina.

BIOSSINTESE

IPT

TRANSPORTE <————~ CITOCININAS <—— CONJUGACAO

(principalmente LIVRES - Ribosideo
de Conjugados) - Ribotideo
Oxidase da citocinina - Glicosideo
CATABOLISMO

Figura 26 — Fatores que controlam os niveis de citocininas livres.

3.3 Papel Fisiolégico

Os hormdnios vegetais raramente, ou nunca, trabalham isoladamente. Mesmo nos casos
em que a resposta se dd pela aplicacio de um tnico hormdnio, o tecido pode conter
hormonios enddgenos que contribuem para a resposta final. Em alguns casos a resposta estd
associada a dois ou mais hormdnios, ou um horménio pode induzir a sintese de um outro.
Estas observacdes indicam que a resposta final estd quase sempre associada ao Balanco
Hormonal. Independente dessa visdo, as citocininas podem estimular ou inibir uma variedade
de processos fisiologicos e aspectos do desenvolvimento da planta.

Muitos dos processos regulados pelas citocininas tém sido revelados em plantas
transgé€nicas que superexpressam essa classe de hormdnio. Estas plantas superprodutoras de
citocininas exibem algumas caracteristicas que indicam o papel executado pelas citocininas na
fisiologia e no desenvolvimento da planta. Algumas caracteristicas dessas plantas sdo:

O meristema apical da parte aérea produz maior quantidade de folhas;

As folhas sdo mais ricas em clorofila e, como conseqiiéncia, sdo mais verdes;
Retardamento da senescéncia;

Reducdo nitida na dominancia apical;

Em casos extremos pode ocorrer encurtamento dos entrends e reducdo na taxa de
crescimento das raizes.

A seguir serdo descritos alguns papéis fisioldgicos atribuidos, pelo menos em parte, as
citocininas:
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a) A relacdo auxina/citocinina regula a morfogénese em cultura de tecidos

De modo geral, na auséncia de citocinina praticamente nio se observa a ocorréncia de
divisdo celular (Figura 27A). Altos niveis de auxina em rela¢do aos de citocinina promovem
a formacdo de raizes (Figura 27B), enquanto altos niveis de citocinina em relacdo aos de
auxina estimulam a formacdo da parte aérea (Figura 27D). Uma relacdo intermedidria
favorece o crescimento do tecido ndo diferenciado, comumente referido como callus (Figura
27C).

) (®) ' (© (D)
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Figura 27 — A relacdo auxina/citocininas regulam o crescimento e a formacao de 6rgaos
em cultivo de callus de fumo (Taiz & Zeiger, 1998).

Muitos pesquisadores t€m usado, também, a genética molecular para investigar o
significado da relacdo auxina/citocinina na regulacdo da morfogénese. Eles utilizaram a
bactéria Agrobacterium tumefasciens, a qual infecta os tecidos de plantas e provoca a
formagdo de tumores. Os genes do plamidio da bactéria foram, em seguida, incorporados ao
genoma da célula hospedeira (da planta), produzindo novas células geneticamente
modificadas (mutantes ou transgénicos). Nestes estudos, foram obtidos trés mutantes: um
mutante provocava a formacdo de tumores com anormal proliferacdo de raizes (tmr); outro
provocava a formacao de tumores com anormal proliferacdo de parte aérea (tms); e o terceiro
provocava a formag@o de tumores ndo diferenciados, conhecidos como galhas (crown gall)
(Figura 28). No mutante tms foi observada a inativagdo de dois gens necessdrios para a
biossintese de AIA, o que proporcionou uma baixa relacdo auxina/citocinina e, como
conseqiiéncia, a anormal proliferacdo de parte aérea. No mutante tmr, ao contrario, encontrou-
se mutagdes no gen requerido para a biossintese de zeatina. Este mutante, portanto,
apresentou alta relacdo auxina/citocinina, o que justifica a anormal proliferagcdo de raizes. O
terceiro mutante superexpressava a sintese de auxinas e de citocininas, o que justifica a
formacao de callus (neste caso, o ciclo celular é acelerado e nenhuma célula se diferencia).
Estes resultados demonstraram a importincia da relacdo auxina/citocinina na regulacdo da
morfogénese.
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Figura 28 — Galhas produzidas sobre o caule de plantas de Bryophyllum. O tumor &
conseqiiéncia da infeccdo com Agrobacterium tumefasciens. As células da
planta hospedeira foram geneticamente modificadas, isto &, os gens que
causam a superproducdo de auxinas e citocininas foram incorporados no
genoma da célula hospedeira (Hopkins, 2000).

b) Citocinina e auxina regulam o ciclo celular em plantas

As citocininas foram descobertas devido a sua capacidade para estimular a divisdo
celular em tecidos supridos com um nivel adequado de auxinas. Evidéncias experimentais
sugerem que tanto a auxina como a citocinina participam na regulacdo do ciclo celular e elas
atuam controlando a atividade de quinases dependentes de ciclina.

As proteinas quinases dependentes de ciclina (CDKs) sdao enzimas que regulam o ciclo
celular em eucariotos. A expressdo do gen que codifica a principal CDK, a CDC, (Cell
Division Cycle, 2), é regulada pela auxina. No entanto, a CDK induzida pela auxina é
enzimaticamente inativa e altos niveis dessa enzima ndo sdo suficientes para que ocorra a
divisdo celular. A citocinina parece ativar uma proteina ciclina tipo Gy, a qual se liga a CDK e
produz um complexo ativo (CDK-Gj). A ativagdo da CDK, entdo, permite a realizacdo do
ciclo celular e, consequentemente, a divisdo da célula.

Em mutantes que superexpressam a biossintese de citocininas e de auxinas, o ciclo
celular € acelerado e pode ocorrer a formacdo de callus.
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¢) Quebra da dominancia apical e inducio do crescimento de gemas (ver auxinas € ABA)

Na maioria das plantas superiores, o crescimento da gema apical inibe o crescimento
das gemas laterais, um fendmeno conhecido como Dominéncia Apical. Plantas com forte
dominéncia apical, tais como milho, ttm um unico eixo de crescimento com poucas
ramificagdes laterais. Em contraste, muitas gemas laterais crescem em muitos arbustos.

Embora a dominincia apical possa ser determinada primariamente pelas auxinas,
estudos fisioldgicos indicam que citocininas executam um papel importante em iniciar o
crescimento de gemas laterais. Por exemplo, aplicag@o direta de citocininas em gemas axilares
de muitas espécies, estimula a divisdo celular e o crescimento da gema.

O fendtipo de mutantes superprodutores de citocininas é consistente com o papel desta
classe de hormodnios na dominancia apical. Por exemplo, plantas de fumo e de Arabidopsis do
tipo selvagem (n3o mutante) mostram forte domindncia apical durante o crescimento,
enquanto que nos mutantes superprodutores de citocininas as gemas laterais crescem
vigorosamente e competem com o apice da parte aérea por nutrientes (Figura 29).
Consequentemente, as plantas mutantes mostram-se bastante ramificadas.

Figura 29 - Figura comparando um mutante de Arabidopsis superprodutor de
citocininas (B) com um tipo selvagem (A). O mutante mostra reduzida
domindncia apical, resultante do desenvolvimento de muitas
inflorescéncias (Taiz & Zeiger, 1998).

Apesar desses estudos bastante esclarecedores, relacionados aos papéis das auxinas (ver
auxinas) e das citocininas no controle da dominéncia apical, outros estudos ainda sdao
necessdrios. Acredita-se que outros sinais, promotores ou inibidores, podem estar envolvidos
no desenvolvimento das gemas laterais e, portanto, no controle da dominancia apical.

d) Retardamento da senescéncia de folhas e mobilizacdo de nutrientes
Folhas destacadas de plantas lentamente perdem clorofila, RNA, lipidios e proteinas,

mesmo que elas sejam mantidas imidas e providas de nutrientes minerais. Estas mudancas
também ocorrem normalmente nas folhas de plantas, constituindo-se na fase final da vida das
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folhas. Este processo de envelhecimento programado que leva a morte recebe o nome de
senescéncia. Este processo parece estar sob o controle das citocininas.

O tratamento de folhas isoladas de muitas espécies com citocininas retarda o processo
de senescéncia. Este efeito pode ser marcante, particularmente quando a citocinina é aplicada
diretamente sobre a planta intacta. Os efeitos podem também ser localizado dentro de uma
mesma folha, se a aplicacdo for feita de forma localizada (aplicando-se citocinina apenas em
uma das metades da folha, observa-se o retardamento da senescéncia somente na regido
tratada).

Embora evidéncias sugiram que folhas jovens podem produzir citocininas, as folhas
maduras ndo podem. As folhas maduras dependem da citocinina proveniente das raizes, via
xilema. A producdo de citocininas nas raizes e o seu transporte para a parte aérea podem ser
influenciados por fatores ambientais e pelo proprio estddio de desenvolvimento da planta. Por
exemplo, estresses hidrico e salino afetam a producao de citocininas nas raizes e aceleram a
senescéncia de folhas. J4 em folhas de soja, a senescéncia € iniciada pela maturacdo da
semente, um fendmeno conhecido como Senescéncia Monocarpica. Esta senescéncia pode
ser retardada pela remocdo da semente no inicio do seu desenvolvimento. Neste caso, a
retirada da semente controla o transporte de citocininas das raizes para as folhas. As
citocininas envolvidas no retardamento da senescéncia sdo primariamente os ribosidios de
zeatina e de dihidrozeatina, os quais sdo transportados das raizes para as folhas pela corrente
transpiratéria (via xilema). Nas folhas, essas formas conjugadas sdo convertidas para as
formas livres, que sdo ativas.

As evidéncias mais convincentes sobre os papéis das citocininas no controle da
senescéncia tém sido obtidas com a utilizacdo de transgénicos (Figura 30). Por exemplo, a
senescéncia de folhas € retardada em plantas transgé€nicas de fumo que possuem um gen que
controla a biossintese de citocininas.

Figura 30 — Retardamento na senescéncia em transgénicos que regulam a biossintese de
citocininas nas folhas maduras (esquerda). O genétipo que ndo autoregula a
producdo de citocininas nas folhas (a direita) apresenta-se em fase avancada
de senescéncia (Taiz & Zeiger, 1998).
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O mecanismo pelo qual as citocininas sdo capazes de retardar a senescéncia nao € claro,
porém, algumas evidéncias indicam que as citocininas exercem importante papel na
mobilizacdo de nutrientes. As citocininas influenciam o movimento de nutrientes (organicos e
inorganicos) de outras partes da planta para as folhas, um fendmeno conhecido como
mobilizacdo de nutrientes induzido pelas citocininas.

A participacdo das citocininas na mobilizacdo de nutrientes tem sido revelada quando
nutrientes marcados radioativamente sdo fornecidos as plantas, apds o tratamento de uma
folha ou parte dela com citocininas (Figura 31). As plantas s3o, posteriormente,
autorradiografadas para verificar a mobiliza¢do dos nutrientes. Os resultados destes estudos
mostram que os nutrientes sdo preferencialmente transportados para os tecidos tratados com
citocininas, onde eles se acumulam.

In_seedlmg A, the left cotyledon was sprayed The dark stippling represents  The results show that the cytokinin-treated
with water as a control. The left cotyledon of the distribution of the cotyledon has become a nutrient sink.
seedling B, and the right cotyledon of seedling radioactive amino acid as However, radioactivity is retained in the
g,ow$ek.eacth sprayed with a solution containing  revealed by autoradiography. cotyledon to which the amino acid was

mM kinetin.

applied when the labeled cotyledon is
treated with kinetin (seedling C).

Site of [14C] aminoisobutyric acid application

Sprayed with Untreated Sprayed with Untreated  Untreated Sprayed with
water only a kinetin (no radioactivity) a kinetin
solution solution
Seedling A Seedling B Seedling C

Figura 31 — Diagrama de um experimento cldssico, desenvolvido por K. Mothes,
mostrando o papel das citocininas na mobilizacdo de nutrientes. A
aplica¢do de composto marcado radioativamente foi feita na drea indicada
pela mancha preta. A radioatividade se acumula no lado tratado com a
citocinina sintética, cinetina. Note que no controle a distribuicio da
radioatividade ocorre de maneira uniforme através das nervuras (Taiz &
Zeiger, 1998)

Como sabemos, os nutrientes sdo translocados via floema, do sitio de producao (fonte)
para o sitio de utilizacdo (dreno). Assim, € possivel que a citocinina provoque alguma
alteracdo no relacionamento fonte-dreno. Algumas linhas de evidéncias também mostram que
as citocininas estimulam o metabolismo nas dreas tratadas, ou seja, as citocininas aumentam a
atividade do dreno e consequentemente, a forca do dreno (ver particdo de assimilados, na
Unidade VI).

Lembre-se: Forca do dreno = tamanho do dreno x atividade do dreno
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e) Maturagéo de cloroplastos

Embora a maioria das sementes de plantas possam germinar no escuro, a morfologia das
plantulas crescendo no escuro € muito diferente daquelas que crescem na luz. As plantas no
escuro sdo estioladas, tendo hipocétilo e entrends alongados, cotilédones e folhas ndo
expandidos, e cloroplastos ndo maturos.

Ao invés de maturar como cloroplastos, os proplastidios de plantulas crescendo no
escuro desenvolvem-se em etioplastos. Nos etioplastos, a membrana interna forma um treliga
compacta e altamente regular, conhecido como corpo prolamelar. Os etioplastos também
possuem alguns carotendides, sendo esta a razdo para a coloragdo amarelada das plantas
estioladas. Porém, os etioplastos ndo possuem clorofila nem as enzimas e as proteinas
estruturais requeridas para a formacdo da maquinaria fotossintética. Quando as plantas
germinam na luz, os cloroplastos maturam diretamente dos proplastidios presentes no
embrido, porém, etioplastos podem também gerar cloroplastos quando as plantas estiolados
sdo iluminadas.

Quando as folhas estioladas sdo tratadas com citocininas, antes de serem iluminadas,
elas formam cloroplastos com extenso sistema de membrana interna e com maiores taxas de
biossintese de clorofila e de enzimas fotossintéticas. Também, plantulas de Arabidopsis (ndo
mutantes) germinando no escuro e na presenca de citocininas, desenvolvem caracteristicas de
plantulas que germinam na luz (Figura 32).

Cytokinin (uM)

0 3 15 30 60 75

Figura 32 — O efeito de citocininas sobre plantulas de Arabidopsis crescendo no escuro (Taiz
& Zeiger, 1998).
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As caracteristicas das plantas tratadas com citocininas e mostradas na figura 32 sio:
e Encurtamento do caule;

e Expansdo dos cotilédones;

¢ Iniciacdo de folhas no meristema apical;

[ ]

E, também, se observa parcial desenvolvimento dos cloroplastos, incluindo a sintese
de algumas enzimas da fotossintese.

Estes resultados indicam que as citocininas participam da regulacdo da sintese de
pigmentos e de proteinas associadas com o processo fotossintético, juntamente com outros
fatores ambientais, tais como luz e nutrigao.

f) Outros efeitos relacionados as citocininas

As citocininas podem promover ou inibir a expansdo celular. A promog¢ao da expansio

celular pelas citocininas € mais claramente demonstrada nos cotilédones de algumas
dicotiledoneas que possuem folhas cotiledonares. De modo contrério, as citocininas podem
inibir o alongamento celular em caules e raizes. Neste caso, é provdvel que a inibi¢do do

alongamento do caule pelas citocininas, esteja associada a produgcdo do horménio gasoso
etileno (Figura 33).
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Figuras 33 — Citocininas estimulam a produg¢do de etileno e redug@o no crescimento do
caule em plantulas de Arabidopsis crescendo no escuro (Taiz & Zeiger,
1998).

3.4 Mecanismo de Acao

A diversidade dos efeitos de citocininas sobre o crescimento e desenvolvimento da
planta € consistente com o envolvimento de vias de transducdo de sinais, as quais possuem
ramificagdes que produzem respostas especificas.

O mecanismo de acdo das citocininas ndo € totalmente conhecido. No entanto, algum
progresso tem sido obtido. Um possivel receptor para citocininas tem sido identificado em
Arabdopsis. Trata-se de uma proteina transmembranar relacionada com o receptor de etileno
(ETR1). O gene de resposta ao etileno EIN2, fator de transcricéo, foi também identificado em
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um “screen” de mutantes resistentes a citocinina, sugerindo que etileno e citocininas t€m em
comum alguns componentes de suas vias de transducg@o de sinais.

As citocininas tém profundo efeito sobre a de sintese de proteinas e sobre os tipos de
proteinas feitas pela planta. Em particular, a citocinina estimula a sintese de proteinas
especificas do cloroplasto que sao codificadas por genes nucleares.

De modo geral, o aumento na sintese de uma proteina significa um aumento na
expressdao do gen que codifica tal proteina. As citocininas aumentam a estabilidade de alguns
mRNAs especificos, mediante aumento na transcricio ou através de efeitos pos-
transcricionais. Por exemplo, o aumento da expressdo de proteinas do complexo coletor de luz
em Lemma gibba (pequena planta aquitica), parece estar associado a um controle pods-
transcricional, possivelmente um aumento na estabilidade do mRNA.
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4. ETILENO: O HORMONIO GASOSO

4.1 A Descoberta

Durante o século XIX, quando um gés, produzido pelo carvdo era utilizado na
iluminacdo de ruas, observou-se que drvores nas vizinhangas das lampadas desfolhavam-se
mais extensivamente do que as que se encontravam mais distantes. Tornou-se aparente que o
gds e poluentes do ar danificavam o tecido vegetal e, em 1901, o etileno foi identificado como
o componente ativo do gds que provocava tal efeito. Posteriormente, observou-se que
plantulas de ervilha crescendo no escuro, no laboratério, mostrava reduzido alongamento do
caule, aumento no crescimento lateral e um anormal crescimento horizontal, o que ficou
conhecido como “tripla resposta”. Quando o ar do laboratério era purificado, as plantas
voltavam a crescer em taxas normais. O etileno, o qual estava presente no ar contaminado do
laboratério, foi identificado como a molécula causadora da resposta.

A primeira indicagdo que o etileno era um produto natural de tecidos vegetais foi
reportada por H. H. Cousins, em 1910. Ele mostrou que emanagdes de laranjas estocadas em
uma cimara provocavam o amadurecimento prematuro de bananas. No entanto, visto que nds
sabemos agora que frutos de laranja sintetizam relativamente pouco etileno, comparado com
outros frutos (macd, por exemplo), é provdvel que as laranjas utilizadas por Cousins
estivessem contaminadas com o fungo Penicillium, o qual produz copiosos montantes de
etileno.

Em 1934, R. Gane e colaboradores identificaram quimicamente o etileno como um
produto natural do metabolismo da planta e, devido aos seus efeitos sobre as plantas, ele foi
classificado como um hormdnio.

Apesar da sua descoberta, a maioria dos fisiologistas ndo reconheceu o etileno como um
hormonio vegetal, principalmente por que se acreditava que os efeitos do etileno poderiam ser
mediados pela auxina. Assim, acreditava-se que a auxina era o principal hormonio de plantas
e que o etileno tinha somente um insignificante e indireto papel fisiolégico. Trabalhos com
etileno eram, também, dificeis de serem feitos pela falta de técnicas para sua quantificacio.
No entanto, em 1959, quando a cromatografia gasosa foi introduzida nas pesquisas, o etileno
foi re-descoberto como hormoénio e a sua importancia no desenvolvimento da planta foi
reconhecida.

4.2 Ocorréncia, Metabolismo e Transporte

O etileno é uma molécula simples (Figura 34) que € mais leve do que o ar sob condi¢des
fisiologicas. Ele € inflamével e pode ser facilmente oxidado. O etileno pode ser oxidado para
oxido de etileno e este pode ser hidrolisado para etileno glicol. Em muitos tecidos de plantas,
o etileno pode ser completamente oxidado até CO, (Figura 34).
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Figura 34 — Estrutura e processos de oxidagdo do etileno (Taiz & Zeiger, 1998).

O etileno € liberado facilmente do tecido que o produz, difundindo-se na fase gasosa,
através dos espagos intercelulares, podendo ser perdido para a atmosfera externa ou atingir
outros 6rgaos da planta. Em fun¢do dessa rapida difusao, sistemas que absorvem o etileno sdo
usados durante o estoque de frutos e flores. Por exemplo, o permanganato de potdssio
(KMnOy) é um forte adsorvente de etileno que pode reduzir a concentracdo desse gds em
dreas de estoque de maca, aumentando o tempo de armazenamento dos frutos.

O etileno pode ser produzido por quase todas as partes das plantas superiores, embora a
taxa de producdo dependa do tipo de tecido e do estddio de desenvolvimento. Em geral,
regides meristematicas e regides nodais sdo mais ativas na sua biossintese. Embora, a
producio de etileno também aumente durante a abscisdo foliar e a senescéncia de flores, bem
como durante o amadurecimento de frutos. Além disso, escuro, danos mecénicos (ferimentos),
algumas doengas e estresses fisioldgicos (congelamento, altas temperaturas e estresse hidrico)
podem induzir a biossintese de etileno.

Nos estudos sobre a biossintese de etileno, M. Lieberman e colaboradores mostraram
que virios tecidos de plantas podiam converter ['*C]-Metionina para ["*C]-Etileno e que o
etileno era derivado dos carbonos 3 e 4 da metionina. Outros resultados experimentais
mostraram que o grupo CH3-S da metionina (o que restava da molécula de metionina) era
reciclado no tecido (ver Ciclo de Yang, na Figura 34). Sem essa reciclagem, o montante de
enxofre reduzido presente na célula poderia se tornar limitante, influenciando o nivel de
metionina disponivel para a biossintese de etileno. Subseqiientemente, outros trabalhos
mostraram que o composto S-Adenosilmetionina (AdoMet), sintetizado a partir de metionina
e ATP, era um intermedidrio na via biossintética do etileno (Figura 35).

Quatorze anos apds a metionina ter sido descoberta como precursor do etileno nas
plantas, a etapa final da via foi descoberta. O precursor imediato do etileno foi identificado
como dcido 1-aminociclopropano carboxilico (ACC). O papel do ACC ficou evidente em
outros experimentos, nos quais as plantas eram tratadas com metionina marcada
radiotavamente [14C Met.]. Sob condi¢des anaerdbicas, ndo houve producdo de etileno e o
ACC marcado acumulou no tecido. Quando o tecido era transferido para um meio aerébico,
ocorria producdo de etileno. Outros estudos, com varios tipos de tecidos vegetais mostraram
que o ACC marcado radioativamente era rapidamente convertido para etileno, sugerindo que
o ACC era o precursor imediato do etileno em plantas (Figura 35). Resultados semelhantes
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foram obtidos com aplicacio exdgena de ACC (aplicacio de ACC aumentava
substancialmente a sintese de etileno).

A Sintase do ACC, a enzima que catalisa a conversdo de S-adenosilmetionina para
ACC, tem sido caracterizada em muitos tecidos de vdarias plantas. A sintase do ACC é uma
enzima citosdlica e sua sintese é regulada por fatores internos (como auxinas, senescéncia de
flores, amadurecimento de frutos, etc.) ou fatores externos (ferimentos, injurias pelo frio,
estresse hidrico, encharcamento, etc.). Todos estes fatores promovem a sintese de etileno
(Figura 35). Alguns compostos, como o aminoetoxivinil glicina (AVG), inibem a atividade
dessa enzima e, portanto, a sintese de etileno.
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Figura 35 — Etapas da biossintese de etileno e o ciclo de Yang (Taiz & Zeiger, 1998).

Fruits ripening = amdurecimento de frutos; Flowers senescence = senescéncia de flores; TAA
auxinas; Wounding = Ferimento; Chilling injury = injdria provocada por frio; Drought stress
estresse hidrico; Flooding = encharcamento, inundacao.
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A dltima etapa na biossintese de etileno, a conversdo de ACC para etileno, é catalisada
pela enzima Oxidase do ACC, uma enzima que requer Fe®* e ascorbato como cofatores. Esta
enzima ndo é, geralmente, o ponto limitante da biossintese de etileno, embora tecidos que
mostram altas taxas de producdo de etileno (como frutos em amadurecimento e flores
senescentes), mostram aumento na atividade da oxidase do ACC e de seu mRNA.

O aminodcido metionina € encontrado em concentracdes muito baixas nos tecidos
vegetais, em valores mais ou menos constantes, inclusive naqueles tecidos que produzem
copiosos montantes de etileno (alguns frutos amadurecendo, por exemplo). Visto que a
metionina é o Unico precursor do etileno nas plantas superiores, pode-se afirmar que os
tecidos que produzem etileno requerem um continuo suprimento deste aminodcido. Este
suprimento é assegurado pela reciclagem da metionina via o Ciclo de Yang (Figura 35). Na
reacdo catalisada pela sintase do ACC, S-adenosilmetionina é convertido para ACC e 5’-
metiltio-adenosina. Este dltimo composto € convertido para metionina através de 4 reacdes
que completam o Ciclo de Yang.

O ACC produzido no tecido ndo é convertido totalmente para etileno (Figura 35). O
ACC pode ser convertido, também, para uma forma conjugada néo volatil, N-malonil-ACC, a
qual ndo € degradada e parece se acumular no tecido. Uma segunda forma de conjugacio de
ACC, o acido 1-(L-glutamil-amino) ciclopropano carboxilico (GACC), tem sido também
identificada. A conjugagdo de ACC pode ter um importante papel no controle da biossintese
de etileno, em uma maneira andloga a conjugagdo de auxinas e citocininas.

Os pesquisadores tém estudado, também, o catabolismo do etileno, suprindo MCyH,
(etileno) aos tecidos de plantas e acompanhando os compostos radioativos produzidos. Estes
estudos mostraram que CO,, 6xido de etileno e etileno glicol (este ultimo livre ou conjugado
com glicose) sdo produtos do catabolismo do etileno (ver Figura 34).

Em alguns sistemas, auxina e etileno podem causar respostas similares em plantas, tais
como a inducdo do florescimento em abacaxi e a inibi¢do do alongamento do caule. Estas
respostas similares se devem & capacidade das auxinas (em altas concentracdes) de promover
a biossintese de etileno, pelo aumento na conversdo de S-adenosilmetionina para ACC.
Alguns estudos tém mostrado que os niveis do mRNA que codifica a sintase do ACC
aumentam em resposta a aplicacdo de AIA, sugerindo que um aumento na transcri¢do do gen
€ responsavel, pelo menos em parte, pelo aumento na produgdo de etileno em resposta a
auxina. Estas observagdes indicam que algumas respostas previamente atribuidas as auxinas
(AIA), sdo de fato mediadas pelo etileno produzido em resposta a auxina.

A utilizacdo de alguns inibidores da biossintese e da acdo do etileno permite discriminar
entre a acdo da auxina e do etileno. Por exemplo, aminoetoxivinil glicina (AVG) e
aminooxiacetato (AOA) bloqueiam a convers@o de S-adenosilmetionina para ACC, ou seja, a
reacdo catalisada pela sintase do ACC. O cobalto (Co**) é também um inibidor da biossintese
de etileno, bloqueando a convers@o de ACC para etileno, na ultima etapa da biossintese
catalisada pela oxidase do ACC (anaerobiose age de modo similar). fons prata (Ag"),
aplicados como nitrato de prata (AgNO;3) ou como tiossulfato de prata [Ag(SZO3)2'3], sao
potentes inibidores da agdo do etileno. O gis carbonico (CO;) em altas concentracdes (5 a
10%) também inibe muitos efeitos do etileno (por exemplo, amadurecimento do fruto),
embora seja menos eficiente que os fons Ag*. O transocteno, um composto volatil, € um forte
inibidor competitivo da ligacdo do etileno. E, recentemente foi descoberto um novo inibidor
da acdo do etileno, o MCP (1-metilciclopropeno), que age ligando-se irreversivelmente ao
receptor de etileno. O MCP apresenta um extraordindrio potencial de uso comercial.

Estudos com esses compostos mostraram que, em alguns casos, o etileno é o efetor
primério e que a auxina age indiretamente, promovendo a produg¢do de etileno. Nestes casos, a
aplicag@o de auxinas ndo promove a resposta se, a0 mesmo tempo, forem aplicados inibidores
da sintese ou da ac¢do do etileno.
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4.3 Papel Fisiolégico
a) Amadurecimento de frutos

No uso popular, o termo amadurecimento de frutos se refere as mudancas metabdlicas
que o tornam o fruto préprio para o consumo. Tais mudangas incluem o amolecimento devido
a quebra enzimdtica da parede celular, hidrélise de amido e de outras macromoléculas,
acumulo de acticares soldveis e redugdo nos teores de dcidos orginicos e compostos fendlicos,
incluindo tanino. Também se observa actimulo dos pigmentos antocianina e carotendides na
epiderme desses frutos.

Por muitos anos, o etileno tem sido reconhecido como o horménio que acelera o
amadurecimento de muitos frutos comestiveis. No entanto, nem todos os frutos respondem ao
etileno. Os frutos que amadurecem em resposta ao etileno exibem um aumento caracteristico
na respiragao antes da fase de amadurecimento, conhecido como Climatério (Figura 36). Tais
frutos mostram um pico de producdo de etileno imediatamente antes do aumento na
respiragdo. Visto que, um tratamento com etileno induz o fruto a produzir uma adicional
quantidade de etileno, sua acdo pode ser descrita como autocatalitica.
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Figura 36 — Relacdo entre a producdo de etileno e a taxa de respiracdo em frutos de
banana ap6és a colheita (Taiz & Zeiger, 1998).

Frutos como, maga, banana, abacate e tomate, sdo exemplos de frutos climatéricos. Em
contraste, frutos como Citrus, abacaxi e uva, ndo exibem aumento nem na producio de etileno
nem na respiracdo, e sdo conhecidos como frutos ndo climatéricos. Quando frutos
climatéricos ndo maduros sdo tratados com etileno, a iniciagdo do aumento no climatério é
acelerada. Por outro lado, quando frutos ndo climatéricos sio tratados da mesma maneira, o
aumento na taxa respiratéria é proporcional a concentragdo de etileno. No entanto, o
tratamento ndo induz a produgdo de etileno endégeno e também ndo acelera o
amadurecimento.
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A relagdo causal entre o nivel enddgeno de etileno e o amadurecimento do fruto tem
sido estudada através da aplicacdo de inibidores da biossintese (AVG e AOA) ou da acdo
(Ag" e CO») do etileno. O uso destes inibidores retarda ou evita o amadurecimento de frutos
climatéricos. Estudos com mutantes também confirmam o papel do etileno no
amadurecimento de frutos. Por exemplo, estudos com plantas transgénicas de tomate
deficientes em etileno (esses mutantes sdo incapazes de produzir etileno devido alteracdes na
expressdo das enzimas sintase do ACC e oxidase do ACC), mostraram completo bloqueio no
amadurecimento do fruto e, o amadurecimento foi promovido pela aplicacio exdgena de
etileno. [Estes experimentos mostraram, inequivocamente, o papel do etileno no
amadurecimento do fruto.

A elucidagdo do papel do etileno no amadurecimento de frutos climatéricos tem
resultado em muitas aplicacdes praticas que objetivam uniformizar, acelerar ou retardar o
amadurecimento.

b) Epinastia de folhas

A curvatura para baixo de folhas, que ocorre quando o lado superior (adaxial) do
peciolo cresce mais rapido do que o lado inferior (abaxial), € denominada epinastia. O etileno
e altas concentracdes de auxinas induzem epinastia (Figura 37) e, sabe-se agora, que a auxina
age indiretamente, promovendo a sintese de etileno.

Figura 37 — Epinastia em folhas de tomate provocada por tratamento com etileno. As
plantas controle estdo a esquerda e as tratadas com etileno a direita (Taiz
& Zeiger, 1998).

Algumas condi¢des ambientais, como encharcamento ou anaerobiose nas raizes (dados
obtidos com tomate), provocam aumento na sintese de etileno na parte aérea, produzindo a
resposta epindstica. Visto que estas condi¢des ambientais sdo sentidas pelas raizes e a resposta
ocorre na parte aérea, acredita-se que um sinal da raiz deve ser transportado para a parte
aérea. Este sinal parece ser o ACC, o precursor imediato do etileno. Acredita-se que, as
condi¢des anaerdbicas nas raizes, as quais inibem a enzima ACC oxidase, provocam o
acumulo do composto ACC. Este ACC € transportado para a parte aérea, via xilema. Na parte
aérea ele é convertido para etileno, o qual induz a epinastia de folhas.
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c) Expansao celular horizontal e o crescimento lateral do caule

Em concentragdes acima de 0,1 uL L”, o etileno muda o padrio de crescimento de
plantulas, reduzindo a taxa de alongamento e aumentando a expansao lateral (Figura 38). A
direcdo da expansdo celular é determinada pela orientacdo das microfibrilas de celulose da
parede celular. Acredita-se que o etileno induz uma gradual mudanga no alinhamento das
microfibrilas.

Figura 38 — Reducdo no alongamento do caule, aumento na expansdo lateral e aumento
no crescimento horizontal de raizes de ervilha, tratadas com etileno. As
plantas controle estdo a esquerda e as tratadas com etileno a direita (Taiz &
Zeiger, 1998).

O tipo de crescimento horizontal, que ocorre apds exposicdo ao etileno, pode executar
importante papel durante a germinacdo, particularmente sob determinadas condicdes de solo.
Por exemplo, quando barreira fisica impede a emergéncia da plantula, ocorre um aumento na
producgdo de etileno, induzindo entdo o crescimento horizontal, o que permite a plantula
encontrar condigdes no solo para propiciar a sua emergéncia.

d) Promocao do crescimento do caule e de peciolos de espécies submersas

Embora o etileno seja associado com a inibicao do alongamento do caule e a promogao
da expansdo lateral, ele promove o alongamento do caule e peciolos em vdrias espécies
submersas em 4gua (arroz, por exemplo). Nestas espécies, as partes submersas sao induzidas a
um ripido alongamento dos entrends, permitindo que as folhas fiquem acima da agua.
Tratamento com etileno mimetiza os efeitos da submersdo. Nas plantas submersas, o
crescimento ¢ estimulado por que o etileno acumula-se nos tecidos. E interessante notar que,
na auséncia de O, a sintese de etileno é diminuida. No entanto, a difusdo do etileno é também
diminuida no meio aquoso, o que provoca o actimulo de etileno.

No caso de plantulas de arroz, os estudos t€ém mostrado que o etileno estimula o
alongamento dos entrenés, aumentando, primariamente, a sensibilidade das células do
meristema intercalar as giberelinas enddogenas. Assim, o efeito estimulante do etileno em
plantas submersas pode ser mediado pelas giberelinas.
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e) Florescimento em abacaxi

Embora o etileno iniba o florescimento na maioria das espécies, ele induz florescimento
em abacaxi (e em outras espécies taxonomicamente relacionadas ao abacaxi), sendo usado
comercialmente no cultivo de abacaxi para a sincronizacdo da floracao e estabelecimento do
fruto.

O etileno pode mudar o sexo de flores em espécies que apresentam flores unisexuais. A
promocao de flores fémeas em pepino é um exemplo. Este processo de determinacdo do sexo
esta associado principalmente as giberelinas (ver giberelinas)

f) Senescéncia de folhas e de flores

A senescéncia é um processo de desenvolvimento geneticamente programado, que afeta
todos os tecidos da planta. Algumas linhas de evidéncias, baseadas em estudos fisiolégicos,
sugerem papéis para etileno e citocininas no controle da senescéncia de folhas. Veja as
principais evidéncias:

e Aplicacdes de etileno ou de ACC aceleram a senescéncia de folhas, enquanto

tratamento com citocininas retarda;

e Aumento na producdo de etileno € associado a perda da clorofila. De modo
contrario, altos niveis de citocininas estdo associados ao acimulo de clorofila;

e Inibidores da sintese (AVG, AOA e Co**) e da acdo (Ag" e CO,) do etileno,
retardam a senescéncia de folhas, de flores e de frutos (amadurecimento). Por
exemplo, aplicagdo de tiossulfato de prata (STS) retarda a senescéncia de flores
(Figura 39)

¢ Plantas transgénicas superprodutoras de citocininas sdo mais ricas em clorofila e
tém sua senescéncia retardada;

As evidéncias descritas acima sugerem que a senescéncia € regulada pelo balango entre
citocininas e etileno. Em adi¢fo, o dcido abscisico (ABA) tem sido implicado, também, no
controle da senescéncia foliar.

Figura 39 — Inibicdo da senescéncia de flores provocada pela aplicacdo de tiossulfato de
prata (STS), um inibidor da agdo do etileno. As plantas tratadas com STS
estdo a esquerda e as ndo tratadas a direita (Taiz & Zeiger, 1998).

269



g) Abscisdo

A queda de folhas, de flores, de frutos e de outras partes da planta € denominada
abscisdo. O processo de abscisdao ocorre numa camada especifica de células, conhecida como
zona de abscisdo (localizada na base dos peciolos, pedicelo e pediinculo), a qual torna-se
morfolégica e bioquimicamente diferenciada durante o desenvolvimento do o6rgdo. O
enfraquecimento das paredes celulares na camada de abscisdo depende da atividade de
enzimas degradantes da parede celular, tais como celulases, hemicelulose e
poligalacturonases. O etileno parece ser o regulador primdrio do processo de abscisdo, com a
auxina agindo como um supressor do efeito do etileno.

E interessante que, concentragdes supradtimas de auxinas estimulam a produgio de
etileno e, consequentemente, a queda de folhas. Este é o principio para o uso de substincias
andlogas as auxinas como agentes desfolhantes. Por exemplo, o 2,4,5-T, o ingrediente ativo
do “agente laranja”, foi usado como desfolhante pelos Estados Unidos, durante a Guerra do
Vietna (o produto era aplicado por avides sobre as florestas). Esta substancia atua aumentando
a sintese de etileno, estimulando, desta forma, a abscisio foliar.

Um modelo de controle hormonal da abscisao foliar descreve o processo em trés fases
distintas e seqiienciais (Figura 40):

¢ Fase de manutencao da folha — Esta fase € anterior a percepc¢do do sinal que inicia

a abscis@o da folha. Nessa situacdo, se observa um gradiente decrescente de auxina
da folha para o caule, a qual mantém a zona de abscisdo em um estado ndo sensivel;

e Fase de inducdo da queda — A reducdo ou reversdo do gradiente de auxina da folha

para o caule, normalmente associada com a senescéncia, torna a zona de abscisdao
sensivel ao etileno;

e Fase de queda — As células sensibilizadas da zona de abscisdo respondem as baixas

concentragdes de etileno endégeno pela producdo e secrecio de celulases e outras
enzimas degradantes da parede celular, resultando na queda da folha.
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Figura 40 — Um esquema mostrando os papéis de auxinas e etileno durante a abscisdo
foliar (Taiz & Zeiger, 1998).
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h) Uso comercial do etileno

Visto que o etileno regula muitos processos fisioldgicos no desenvolvimento da planta,
ele ¢ um dos hormonios de plantas mais amplamente usados na agricultura. Auxinas e ACC
podem estimular a biossintese natural de etileno e sdo usados em alguns casos.

Devido a sua alta taxa de difusd@o (hormonio gasoso), torna-se dificil a aplicacdo de
etileno. No entanto, esta limitagdo pode ser sobrepujada pelo uso de compostos que liberam o
etileno. O mais amplamente usado € o etefon (4cido 2-cloroetilfosfonico), o qual foi
descoberto na década de 1960 (este composto € conhecido como ethrel).

O etefon, pulverizado na forma de solucdo aquosa, € prontamente absorvido e
transportado dentro da planta. Ele libera o etileno lentamente, em ambiente alcalino, de

acordo com a reagao:
o

Cl— CHy — CHy — P — OH+OH ——— CH,=CH, +H,P0,~ +CF

O Ethylene

2-Chleroethylphosphonlc acid
{ethephon)

O etefon acelera o amadurecimento de frutos climatéricos, sincroniza o florescimento e
o estabelecimento do fruto em abacaxi, acelera a abscisdo de flores e frutos e promove a
formacdo de flores femininas em pepino.

OBS: Na prética é comum o uso do Carbeto de Célcio (conhecido vulgarmente como
“Carbureto”). Esse composto reage com a dgua e produz acetileno, de acordo com a seguinte
reacao:

CaC; + 2H20 e CzHg + Ca(OH)z

O acetileno (C;H,) em altas concentracoes pode atuar de forma semelhante ao etileno
(CyHy). O uso do carbeto de cdlcio é comum no amadurecimento de frutos (por exemplo,
bananas) e no florescimento de abacaxi. Uma vantagem do “carbureto” € o seu baixo custo,
quando comparado ao etrel.

A preservacao de frutos climatéricos, estocados, também estd associado ao etileno. Um
maior tempo de estoque pode ser obtido, controlando-se a atmosfera com baixas
concentragcdes de O, e baixas temperaturas, fatores que inibem a biossintese de etileno pelos
frutos armazenados, ou com o uso de altas concentracdes de CO,, que inibe a acdo do etileno.
fons prata (Ag") podem também ser utilizado no aumento da longevidade de flores, inibindo a
acdo do etileno (ver Figura 39).

4.4 Mecanismo de Acao

A despeito da diversidade dos efeitos do etileno sobre o desenvolvimento das plantas, as
etapas primarias que definem o mecanismo de acdo do etileno sdo aparentemente similares em
todos os casos. Elas envolvem a ligacdo do etileno a um receptor, seguida da ativagdo de uma
ou mais vias de transdugdo de sinal que resultam em respostas fisioldgicas especificas
(Acredita-se que o mecanismo € semelhante para todos os hormonios, como apresentado no
inicio desta unidade, na Figura 3).
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Nos dltimos anos, muitas das descobertas a cerca do mecanismo de acdo do etileno t€m
sido obtidas através de estudos com mutantes de Arabdopsis. De acordo com esses estudos,
um modelo de sinalizacdo celular envolvendo o etileno pode ser proposto (Figura 41):

e Algum fator estimula a sintese de etileno e ele liga-se ao receptor ETR1 (receptor de

etileno), o qual é uma proteina integral de membrana;

e A ligacdo do etileno ao receptor ETR1, resulta na inativacio de um regulador

negativo, CTR1 (constitutive triple response);

e A inativacdo de CTRI1 permite que a proteina transmembranar EIN2 torne-se ativa.

Essa proteina transmembranar pode agir como um poro ou canal;

e Uma substincia, possivelmente um ion, pode difundir-se através do canal (EIN2) e

ativar um fator de transcricao (EIN3). Este EIN3 é uma proteina reguladora.

e O fator de transcricdo EIN3 age na regulacdo da expressido de genes nucleares que

vdo especificar uma determinada resposta fisioldgica.

OBS: ETR: receptor do etileno; EIN: fator de trnscricio;
CTR: regulador negativo da triplice resposta.
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5. ACIDO ABSCISICO: UM SINAL PARA A MATURACAO DE SEMENTES E
ANTIESTRESSE

5.1 Descoberta

Por muitos anos, fisiologistas de plantas suspeitaram que o fendmeno de dorméncia de
semente e de gemas era regulado por um composto inibidor de crescimento, e eles tentaram
extrair e isolar tal composto. Os experimentos realizados levaram a identificacdo de um grupo
de compostos inibidores que diferiam quimicamente das auxinas. Posteriormente, uma
substincia que promovia a abscisdo de frutos de algoddo foi purificada e cristalizada, tendo
recebido o nome de Abscisina II. Ao mesmo tempo, uma sustincia que promovia dorméncia
de gemas foi purificada e ficou conhecida como Dormina. Quando esta tltima substincia foi
quimicamente identificada, observou-se que ela era idéntica a Abscisina II. A partir de entdo o
composto foi renomeado como 4cido abscisico (ABA), devido ao seu suposto envolvimento
no processo de abscisio.

Atualmente, sabe-se que o etileno € o hormdnio que promove a abscisdo e que a
abscisdo de frutos de algodio induzida por ABA era devida a sua capacidade para estimular a
sintese de etileno. Apesar disso, 0 ABA € reconhecido com um importante horménio vegetal.
Ele age como regulador negativo do crescimento da parte aérea e do movimento estomatico,
particularmente quando a planta estd submetida a estresse ambiental. Outra importante funcao
do ABA ¢ observada na regulacdo da dorméncia de sementes. Neste aspecto, dormina poderia
ter sido um nome mais apropriado para este hormonio. Porém, o nome dcido abscisico (ABA)
¢ ampla e firmemente colocado na literatura.

5.2 Ocorréncia, Metabolismo e Transporte

O ABA tem sido detectado amplamente nas plantas vasculares e em musgos (menos em
hepaticas). Dentro da planta, o ABA tem sido detectado em todos os 6rgdos e tecidos vivos,
desde a coifa da raiz até a gema apical da parte aérea. Ele € sintetizado em quase todas as
células que possuem cloroplastos ou amiloplastos. O ABA pode ser encontrado na forma livre
ou conjugado com monossacarideos. Essa forma conjugada se acumula principalmente nos
vacuiolos. O ABA na forma livre é encontrado no citosol, podendo uma parte ficar localizada
nos plastidios.

A estrutura quimica do ABA assemelha-se a por¢do terminal de algumas moléculas de
carotendides. Os 15 dtomos de carbono do ABA formam (Figura 42):

¢ Um anel alifatico com uma dupla ligacdo e trés grupos metil;

¢ Uma cadeia lateral insaturada que possui um grupo carboxilico.

A orientagdo do grupo carboxilico no carbono 2, determina os isémeros cis e trans do
ABA (Figura 42). O ABA de ocorréncia natural estd na forma cis e, por convencio, 0 nome
dcido abscisico refere-se a este isOmero. A forma trans € inativa, porém, pode ser convertida
para a forma cis (ativa).

O ABA também possui um adtomo de carbono assimétrico na posi¢do 1’do anel, o qual é
responsavel pelos enantiomeros S e R (Figura 42). O enantidmero S é forma natural de ABA
encontrada nos vegetais. Em geral, as formas comerciais de ABA possuem uma mistura com
concentracdes praticamente iguais dos enantiomeros S e R. O enantidmero S € o tnico que é
ativo em respostas de curto prazo ao ABA, como o fechamento estomdtico. Em respostas de
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longo prazo, tal como mudangas na sintese de proteinas, ambos enantidmeros sdo ativos. E
importante destacar que, ao contrdrio dos isdmeros cis e trans, as formas S e R ndo sdo
interconvertidas no tecido vegetal. Isto significa dizer que em trabalhos com respostas de
curto prazo ao ABA (como, fechamento estomético), deve-se aplicar o dobro da concentracio
do ABA comercial para se ter a concentragdo desejada de ABA ativo (S).
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Figura 42 — A estrutura quimica dos enantidmeros S e R do cis- ABA e o enantidmero S
do trans-ABA (Taiz & Zeiger, 1998).

Estudos de requerimento estrutural para a atividade bioldgica do ABA, tém mostrado
que algumas mudancas na molécula resultam na perda da atividade. As caracteristicas da
molécula que parecem essenciais para a atividade bioldgica sao:

O grupo carboxilico;

O grupo hidroxila terciario (1’- OH);

A cadeia lateral (2cis-4-trans-pentadiendico);
O grupo cetona (4’-cetona);

E a dupla ligagdo no anel ciclohexano.

AN

Os produtos do catabolismo do ABA, presentes no tecido, que representam as perdas desses
grupos, sdo biologicamente inativos.

O ABA ¢ sintetizado a partir de um intermedidrio da biossintese de xantofilas
(pigmentos). A etapa inicial da biossintese de ABA ocorre no cloroplasto de tecidos
fotossintetizantes ou em outros plastidios, no caso de tecidos que ndo fotossintetizam. A via
comeca com isopentenil difosfato (IPP), a unidade bioldgica de isopreno, o qual serve como
precursor de uma xantofila com 40 dtomos de carbono, a zeaxantina (Figura 42). O IPP ¢
precursor de todos os terpendides (incluindo outros hormoénios vegetais), sendo, neste caso,
sintetizado por uma via independente do dcido mevaldnico, localizada nos plastidios (neste
caso o IPP ¢é derivado do piruvato + 3-fosfoglicerato).

A zeaxantina (C40) € convertida para violaxantina. Esta é convertida para 9’-cis-
neoxantina, o qual é clivado para formar o xantoxal (C15), um composto formado por 15
atomos de carbono com propriedades quimicas similares as do ABA. A localizagdo da
clivagem da 9’-cis-neoxantina nio é conhecida (pode ocorrer no cloroplasto). Finalmente, o
xantoxal € convertido para ABA, via um intermediario ABA-aldeido, no citosol (Figura 43)
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Figura 43 — Metabolismo do ABA em plantas superiores (Taiz & Zeiger, 1998).
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O metabolismo do ABA ¢ particularmente interessante por que seus niveis sdo alterados
de forma abrupta em determinados tecidos, durante o desenvolvimento ou em resposta as
mudangas nas condicdes ambientais. Em sementes em desenvolvimento, por exemplo, os
niveis de ABA podem aumentar cerca de 100 vezes em poucos minutos e, depois declinam
para niveis baixos quando a maturacdo ocorre. J4 em plantas submetidas a estresse hidrico, os
niveis de ABA nas folhas podem aumentar cerca de 50 vezes apds 4 a 8 horas de estresse.
Ap6s 4 a 8 horas do retorno da irrigacdo se observa um declinio nos niveis de ABA para
valores iniciais.

A biossintese ndo € o tnico fator que regula a concentracio de ABA no tecido. Como
ocorre com outros hormodnios, a concentracio de ABA livre no citosol € também regulada
pela degradacg@o, transporte e compartimentalizacio. Por exemplo, o aumento na concentragio
de ABA nas células-guarda durante o estresse hidrico ocorre como resultado da sintese na
folha, redistribuicdo dentro do mesofilo e importagdo do ABA produzido nas raizes. Ja o
declinio nos niveis de ABA ap6s a re-irrigagdo € conseqii€ncia da degradacdo e do transporte
para outras partes da planta, bem como de um decréscimo na taxa de sintese.

A principal causa de inativagdo de ABA livre € a oxidacdo (Figura 43), produzindo um
intermedidrio instavel (6-hidroximetil-ABA), o qual é rapidamente convertido para acido
faséico (PA) e acido dihidrofaséico (DPA). O acido faséico é usualmente inativo. No entanto,
ele pode induzir fechamento estomatico em algumas espécies e atua na inibi¢do da produgio
da enzima o-amilase (induzida por giberelinas) na camada de aleurona de sementes de
cereais, durante a germinacao.

O ABA livre pode também ser inativado pela conjugacdo covalente com outras
moléculas, principalmente monossacarideos (Figura 43). A conjugagdo inativa o ABA como
hormonio e altera sua polaridade e distribui¢do na célula. Um exemplo comum de conjugado
é o do Ester ABA-B-D-glicosil (ABA-GE). O ABA na forma livie é encontrado
principalmente no citosol, enquanto o ABA-GE se acumula no vactolo, podendo servir como
uma forma de estoque de ABA.

O transporte de ABA pode ocorrer tanto via xilema como via floema, porém, ele é
normalmente mais abundante no floema. Quando ABA marcado radioativamente € aplicado
em folhas, ele é transportado para caules e raizes via floema. J4 o ABA produzido nas raizes
parece ser transportado principalmente via xilema. Isto ocorre quando as plantas sdo
submetidas a estresse hidrico (Figura 44). Acredita-se que as raizes percebem a falta de dgua e
sintetizam o ABA que é transportado para as folhas. E provéavel que o ABA funcione como
um sinal enviado pelas raizes, que reduz a taxa de transpiracdo (perda de d4gua) promovendo o
fechamento estomdtico.

O interessante é que, embora a concentracdo de apenas 3 UM de ABA no apoplasto das
folhas seja suficiente para fechar o estdmato, nem todo o ABA no xilema realmente alcanga
as células-guarda. Boa parte do ABA do xilema € absorvido e metabolisado nas células do
mesofilo. No entanto, durante o estdgio inicial de estresse hidrico, o pH da seiva do xilema
aumenta de 6,3 para 7,2. Essa alcalinizagdo do apoplasto favorece a formagdo do ABA
dissociado (representado como ABA-COO™ ou ABA’), o qual ndo atravessa facilmente a
membrana celular. Com isso, menos ABA penetra nas células do mesofilo e,
consequentemente, mais ABA alcanga as células-guardas (Figura 44). Assim, o aumento no
pH do apoplasto funciona como um sinal que provoca a redistribuicio do ABA nas folhas,
favorecendo o actimulo desse hormoénio nas células-guarda e, consequentemente, o
fechamento estomdtico.
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Os fatores que afetam os niveis de ABA citosélico de plantas sdo os seguintes:

Biossintese
(plastidios)

Transporte: s ABA s Conjugacao

F!oema—»folr’la — (citosol) ' (vacuolo, estoque)
Xilema = raiz l

Oxidacao
degradagéao

U
eﬂﬁirmls

Palisade
parenchyma

Mesophyll
cells

During water stress, the
slightly alkaline xylem sap
favors the dissociation of

Acidic xylem sap favors
ABAH to ABA~.

uptake of the undis-

sociated form of ABA
(ABAH) by the mesophyll
cells.

Lower
epldermis

Guard cell /' Because ABA-does not easily
pass through membranes, under
conditions of water stress, more
ABA reaches quard cells.

Figura 44 — Redistribui¢io de ABA na folha resultante da alcalinizacdo da seiva do
xilema durante o estresse hidrico. Note a esquerda (pH 6,3 sob condicdes
normais), que boa parte do ABA do xilema é absorvido no mesofilo; A
direita, o pH de 7,2 sob estresse hidrico, promove a formacdo do ABA’, o
qual € direcionado para as células-guardas (Taiz & Zeiger, 1998).
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5.3 Papel Fisioldgico

O ABA atua como regulador primério na iniciacdo e na manuten¢do da dorméncia de
sementes e de gemas e nas respostas de plantas ao estresse, particularmente estresse hidrico
(estresse por frio e salinidade também provocam aumento nos niveis de ABA). Em adicdo, o
ABA influencia muitos aspectos do desenvolvimento da planta atuando como antagonista, de
auxinas, citocininas e giberelinas.

a) Desenvolvimento de sementes

O desenvolvimento da semente pode ser dividido em trés fases de aproximadamente
igual duracdo. Durante a primeira fase, a qual € caracterizada pelas divisdes celulares, o
zigoto sofre embriogénese e o tecido do endosperma prolifera (no caso de sementes
endospérmicas). A segunda fase comecga com a cessacdo da divisdo celular e termina com a
desidratacdo e o final do desenvolvimento. Durante a segunda fase, ocorre o acimulo de
compostos de estoque, o embrido torna-se tolerante a desidratacio e a semente se desidrata,
perdendo acima de 90% do seu conteudo de agua.

Tipicamente, o conteido de ABA € muito baixo no inicio da embriogénese, alcanga um
valor médximo num ponto intermedidrio e, entdo, decresce gradualmente, ficando o contetddo
de ABA muito baixo quando a semente alcanga a maturidade. Coincidente com o periodo em
que os niveis endégenos de ABA sio altos, observa-se o acimulo de mRNAs especificos no
embrido, que codificam as proteinas LEA (late embryogenesis abundant — proteinas
abundantes no final da embriogénese), as quais parecem estar envolvidas na tolerancia do
embrido a dessecacdo. Assim, a sintese das proteinas LEA estd sob o controle do ABA,
indicando que ele promove a tolerdncia dos embrides a dessecacdo. Além disso, o ABA
parece ser requerido para a expressdo de genes que codificam proteinas de estoque durante a
embriogénese.

b) Dorméncia de sementes

Durante a maturacdo da semente, o embrido entra em uma fase quiescente (laténcia) em
resposta a dessecacdo. A germinagdo pode ser definida como o retorno do crescimento do
embrido da semente madura. Ela depende das mesmas condi¢cdes ambientais necessarias para
o crescimento vegetativo da planta. Agua e oxigénio devem estar disponiveis e a temperatura
e demais condi¢des ambientais devem ser adequadas. No entanto, em muitos casos uma
semente vidvel poderd ndo germinar, mesmo que todas as condi¢cdes ambientais necessarias
para o crescimento sejam adequadas. Este fendmeno é denominado dorméncia de sementes.

Existem dois tipos de dorméncia de sementes:

¢ A dorméncia imposta pela casca ou outros tecidos que circundam o embrido;

® A dorméncia inerente ao embrido.

A dorméncia imposta pela casca (tegumento) ou por outros tecidos, pode ocorrer por
alguns mecanismos:

v Impedimento da absor¢do de dgua;

v" Dureza mecanica;

v’ Interferéncia nas trocas gasosas;

v Retengdo de inibidores;
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v' Produgdo de inibidores — Alguns tegumentos de sementes podem conter
concentracdes relativamente altas de inibidores de crescimento (como o ABA), os
quais podem suprimir a germinagdo do embrido.

O segundo tipo de dorméncia de sementes ¢ a dorméncia do embrido, ou seja, ela é
inerente ao embrido e ndo é devida a alguma influéncia do tegumento ou de outro tecido da
semente. Este tipo de dorméncia é devido, provavelmente, & presenca de inibidores,
especialmente o ABA, bem como da auséncia de promotores, tal como as giberelinas. A perda
da dorméncia é freqiientemente associada com uma nitida queda na relacio ABA/GAs. O
ABA parece inibir a sintese de enzimas hidroliticas dependentes de GAs, como por exemplo,
a enzima O-amilase.

¢) Fechamento estomético

A elucidagdo dos papéis do ABA nos estresses por frio, salinidade e hidrico, levaram a
caracterizacdo do ABA como o hormonio do estresse. Como ja comentamos anteriormente, a
concentracdo de ABA nas folhas pode aumentar cerca de 50 vezes em plantas submetidas a
estresse hidrico. O ABA é muito efetivo no fechamento estomdtico e sua acumulagcdo nas
folhas de plantas estressadas executa um importante papel na reducio das perdas de dgua pela
transpiracao, sob condi¢des de seca (Figura 45). Por outro lado, alguns estudos t€ém mostrado
decréscimo na abertura estomatal antes que ocorra um aumento no conteddo total de ABA na
folha. Esta aparente inconsisténcia € explicada por estudos que mostram que a resposta inicial
do fechamento estomatico € causada pela redistribuicio de ABA dentro da folha (Figura 44).
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Figura 45 — Mudangas no potencial hidrico do solo, na resisténcia estomdtica e no
conteudo de ABA nas folhas de milho, em resposta ao estresse hidrico.
(Taiz & Zeiger, 1998).
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Note, na figura 45, que a interrupcdo da aplicacdo de dgua provocou uma queda no
potencial hidrico do solo a partir do dia 2, com conseqiiente acimulo de ABA e fechamento
estomdtico. Com o retorno da irrigagdo, no dia 5, o potencial hidrico do solo aumentou, os
niveis de ABA decresceram e os estdmatos se abriram (a menor resisténcia estomatica indica
maior abertura).

d) Condutividade hidraulica e fluxo de ions

A aplicacdo de ABA a tecidos radiculares estimula os fluxos de 4gua e de fons,
sugerindo que o ABA regula a turgescéncia das células da folha ndo somente pelo decréscimo
na transpiragdo (promovendo o fechamento do estdmato), mas, também, favorecendo o
influxo de 4gua nas raizes. O ABA parece aumentar o fluxo de dgua, aumentando a
condutividade hidrdulica das células das raizes.

e) Crescimento da raiz e da parte aérea

O ABA tem diferentes efeitos sobre o crescimento da raiz e da parte aérea, e os efeitos
dependem fortemente do “status” hidrico da planta. Sob condi¢des de baixo potencial hidrico
(estresse hidrico), quando os niveis de ABA sdo altos, o hormdnio endégeno exerce um efeito
positivo sobre o crescimento da raiz e inibe o crescimento da parte aérea. O resultado € que
plantas estressadas apresentam um aumento na relacdo raiz/parte aérea.

- Aumenta a permeabilidade para agua

Raiz ABA ) - Aumenta a absorgZo de fons Mais agua é
: . absorvida
- Promove o crescimento da raiz
- Promove a formagao de novas raizes
Folha ABA |- Promove o fechamento estomatico Manutencio da
- Inibe o crescimento foliar turgecencia

Figura 46 - A acdo do ABA na manuteng¢do da turgescéncia da planta.

f) Senescéncia de folhas (ver também citocininas e etileno)

O ABA estd claramente envolvido na senescéncia de folhas, e acreditava-se que esta
promocao da senescéncia poderia estar relacionada com o estimulo na produgdo de etileno.
No entanto, experimentos com mutantes de Arabidopsis indicaram que o efeito do ABA sobre
a senescéncia de folhas ndo é mediado pelo etileno. Aparentemente, o0 ABA é o agente
iniciante da senescéncia, enquanto o etileno parece exercer seus efeitos em estagio posterior.
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g) Dormeéncia de gemas

Como ja comentamos anteriormente (ver auxinas), a remog¢do do dpice da parte aérea
provoca a redugdo nos niveis de ABA nas gemas laterais e isto provoca o crescimento dessa
gemas. Altos niveis de AIA (auxina) no dpice da parte aérea podem manter altos niveis de
ABA na gema lateral, causando inibi¢do do seu crescimento.

5.4 Mecanismo de Acao

O ABA estd envolvido em processos de desenvolvimento de respostas lentas (ex:
maturacio de sementes) bem como efeitos fisiologicos de respostas rapidas (ex: fechamento
estomatico). Os processos de respostas lentas inevitavelmente envolvem mudangas no padrdo
da expressdo génica. O ABA atua induzindo os genes do tipo ABRE (elementos de resposta
ao 4cido abscisico) e reprimindo os genes do tipo GARE (elementos de resposta as
giberelinas) Enquanto as respostas fisioldgicas rapidas envolvem, freqiientemente, alteracdes
no fluxo de fons através das membranas da célula. As vias de transdugdo de sinal, as quais
amplificam o sinal primdrio gerado quando o hormdnio se liga ao receptor, sdo requeridas em
todas as respostas relacionadas com o ABA, tanto as lentas como as rdpidas.

Embora o ABA possa interagir diretamente com fosfolipidios de membrana, é
amplamente aceito que o receptor de ABA é uma proteina. No entanto, at¢ o momento a
proteina receptora do ABA ndo foi identificada. Alguns experimentos tém sido realizados
para determinar se o hormoénio deve entrar na célula para ser efetivo ou se ele pode agir
externamente ligando-se ao receptor na superficie externa da célula (plasmalema). Alguns
resultados indicam que o receptor se encontra na superficie externa da célula, mais ainda
existem controvérsias.

O efeito mais bem conhecido do ABA ¢é a promogdo do fechamento estomdtico. Em
geral, a resposta das células-guarda ao ABA parece ser regulada por mais de uma via de
transducdo de sinal. Uma vez ligado ao receptor, o complexo ABA/receptor aciona trés sinais
distintos: aumento na concentracio de Ca®* citos6lico, aumento na concentracdo de Inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) e variagdo do pH do citosol (Figura 47).

Observe a seguinte seqiiéncia (Figura 47):

> O complexo do ABA/receptor (1) ativa canais de Ca®* na membrana celular (2),
favorecendo a absor¢éo de célcio pelas células-guardas;

» O complexo do ABA/receptor ativa canais de efluxo de cloreto (3), promovendo sua saida
das células-guardas;

» O complexo do ABA/receptor também ativa uma proteina G, a qual provoca um aumento
nos niveis de IP3 (4). O aumento nos niveis de IP3 provoca a liberagdo do Ca** do vactolo
(5), mediante a ativacdo de canais de cdlcio no tonoplasto (membrana do vaciolo);

» Assim, o aumento na concentragdo de Ca®* citosélico deve-se a absorcdo via canais
ativados por ABA (na membrana plasmatica) e da liberagdo de Ca®* dos compartimentos
internos (vacuolos, RE e mitocdndrias);

» O aumento na concentragio de Ca®* citosélico estimula a abertura de canais de efluxo de
anions (CI) e inibe a abertura de canais de influxo de K* (6);

» O complexo do ABA/receptor também provoca o aumento no pH citosélico (7), o qual
ativa os canais de efluxo de K" (8), que promovem a saida de K" das células-guardas para
as células epidérmicas adjacentes e inibem a atividade ATPésica da menbrana plamatica;
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> O {on K' também deixa a célula em resposta a despolarizacido da membrana causada pelo

efluxo de CI;

» A saida dos fons leva a um aumento no ¥ e, consequentemente, no W, das células-
guardas. Com isso, a célula-guarda perde dgua para a sua vizinhanca e, consequentemente,
ocorre diminui¢do da sua turgescéncia e, finalmente, o estomato fecha.

1. O ABA liga-se ao seu receptor.

2. Alligacdo do ABA induz a
formacéo de espécies reativas de
oxigénio, as quais ativam canais
de Ca®* da membrana plasmética.

3. O ABA aumenta os niveis do
ADP-ribose ciclico e do IP5, os
quais ativam canais de célcio
adicionais no tonoplasto.

4. O influxo do calcio inicia
oscilagbes de célcio intracelular e
promove a posterior liberacdo do
calcio dos vacuolos.

5. O aumento do célcio

intracelular blogueia os canais
+

K

6. O aumento do calcio
intracelular promove a abertura
do canal (anion) Cly, na
membrana plasmatica, causando
a despolarizacdo da membrana.

7. A bomba de proton da mem-
brana plasmatica é inibida pelo au-
mento do caldio citosdlico induzi-
do pelo ABA e por um aumento
intracelular do pH, despolarizando
posteriormente a membrana.

8. A despolarizacdo da membrana
ativa canais K',,.

9. Para que o K" e as anions saiam
atraves da membrana plasmatica,
& necessario que sejam primeiro
liberados das vactolos para o
citosol.

Rota ERO Rota IP;, ADPRc

aumento
do pH

% Vaclolo 4
Wﬁ?

Figuara 47- Modelo simplificado da sinalizacgdo do ABA nas células-guarda do
estdmato. O efeito resultante é a perda do potdssio e de seu anion (CI ou malato2’) da célula.

(R=receptor; ERO=espécies reativas de oxigénio; ADPRc =
Proteina G= proteina que liga ao GTP; PLC = fosfolipase C.)

ADP-ribose ciclico;
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ESTUDO DIRIGIDO N° 10

UNIDADE: HORMONIOS E REGULADORES DE CRESCIMENTO
ASSUNTO: CITOCININAS, ETILENO E ACIDO ABSCISICO.

1 — A citocinina é uma substincia reguladora do crescimento vegetal. Qual o seu papel no
processo de divisdo celular? Descreva.

2 — Quais as principais citocininas naturais e sintéticas? Qual a caracteristica estrutural
comum as citocininas e que parece ser determinante para a sua atividade hormonal?

3 — Quais os locais de sintese de citocininas nas plantas? Como elas sio transportadas?
4 — Descreva o papel das citocininas nos seguintes processos:

¢ Morfogénese em cultura de tecidos
¢ Dominéancia apical
e Senescéncia de folhas

5 — Como ocorreu a descoberta do Etileno?

6 — Qual o composto precursor do etileno em plantas superiores? Indique as etapas principais
da sua biossintese.

7 — Indique algumas alternativas para aumentar ou diminuir a biossintese de etileno em 6rgaos
vegetais.

8 — Qual o papel do Etileno nos seguintes processos:

Amadurecimento de frutos
Epinastia de folhas
Senescéncia de folhas e flores
Abscisio foliar

9 — Explique a utilizacdo do etefon e do carbeto de cdlcio (CaC,) no florescimento de abacaxi
e no amadurecimento de frutos de banana.

10 — Descreva resumidamente a respeito da quimica, metabolismo e transporte de &cido
abscisico (ABA).

11 — Qual o papel do ABA nos seguintes processos?

e Desenvolvimento de sementes;
e Dorméncia de sementes;
e Fechamento estomatico.

12 — Explique o mecanismo de acdo do ABA no fechamento estomatico induzido pelo
estresse hidrico.
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