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RESUMO

A micropropagagdo de espécies lenhosas permite a clonagem de exemplares adultos cuja
propagacao vegetativa é dificil ou mesmo impossivel através de técnicas tradicionais. Para a
maioria das espécies lenhosas com interesse econémico os sucessos alcangados pela aplicagdo
em larga escala de técnicas de micropropagagio tém sido reduzidos. Tal facto deve-se sobre-
tudo 3 dificuldade de enraizar clones propagados de drvores adultas.

Uma das fases cruciais da micropropagagao é a formacio das raizes adventicias que irdo
constituir o sistema radicular da planta. A rizogénese adventicia de rebentos multiplicados
in vitro depende da presenga de células que respondam a estimulos indutores tornando-se
determinadas para a produgdo de raizes. A quase totalidade das culturas in viiro exige um
tratamento com auxina como estimulo indutor.

Na formagio de novo de meristemas radiculares adventicios, células aparentemente indis-
tintas das células circundantes reactivam o seu ciclo celular, iniciam um processo de divisdo
e originam primérdios radiculares. O esclarecimento do sistema de controlo do ciclo celu-
lar permite identificar os mecanismos que presidem ao inicio, & progressdo e ao termo do
ciclo celular, assim como os que podem conduzir aos processos de diferenciagdo. O sistema
de controlo do ciclo celular baseia-se principalmente em dois tipos de protefnas: ciclinas e
cinases proteicas dependentes de ciclinas {CDKs).

Neste trabalho sdo revistos os resultados disponiveis sobre a regulagdo do ciclo celular
nomeadamente em células cuja divisdo est4 associada & rizogénese adventicia.
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(CDKs); Enraizamento adventicio; Rizogénese.

ABSTRACT

In vitro culture of woody species enables cloning adult specimen difficult or even impossi-
ble to propagate through conventional vegetative methods. However, large-scale application
of micropropagation techniques can result in a dramatic low yield of new plants. This is
mainly due to the difficulty in rooting clones micropropagated from adult plants.
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One crucial phase of micropropagation is adventitious rooting giving rise to the plant
root system. Adventitious rhizogenesis of in vitro microcuttings depends on the presence of
cells that respond to inducing stimulus and become determined for root production. Almost
all in vitro cultures need auxin treatment as inducing stimulus.

When the adventitious root meristem is formed de novo, cells that are apparently identi-
cal to the surrounding ones activate the cell cycle and initiate a process of cellular divisions,
giving rise to root primordia. The molecular regulation of plant cell cycle includes the
cellular mechanisms controlling cell cycle, initiation and progression, and cellular differentia-
tion. The cell cycle control system depends on two main protein families: cyclins and cyclin
dependent protein kinases (CDKs).

In the present paper the available data on the regulation of plant cell cycle are revised,
particularly in cells associated to adventitious rhizogenesis.

Keywords: Adventitious rooting; Cell cycle; Cyclins; Cyclin dependent protein kinase
(CDK); Rhizogernesis.

1. Infroducao

A micropropagacgdo de espécies lenhosas é uma drea de investigacdo de ele-
vado interesse, particularmente quando associada ao melhoramento florestal,
na perspectiva da clonagem de 4rvores adultas, cuja propagacdo vegetativa
é dificil ou mesmo impossivel através de técnicas tradicionais. Com essas
técnicas obtém-se baixas taxas de regeneracdo sobretudo devido & perda de
capacidade de enraizamento que acompanha a transicdo da planta jovem para
a fase adulta.

Em cultura in vitro, plantas lenhosas adultas podem apresentar um efeito
de rejuvenescimento e consequente recuperacdo da capacidade de enraiza-
mento. O estudo do rejuvenescimento, como outros aspectos da biologia do
desenvolvimento, seguiu métodos empiricos baseados na aplicacdo de trata-
mentos exégenos, normalmente com auxinas, a que se seguiam meses Ou anos
de observacéo dos efeitos na morfologia e fisiologia do sistema biolégico. Nos
ultimos 20 anos, a utilizacdo de marcadores bioquimicos e moleculares permi-
tiu avaliar num espaco de tempo mais curto o grau de rejuvenescimento obtido
(Franclet, 1991). De facto, a identificacio de marcadores do enraizamento de
determinada espécie, que permitam de modo simples e rapido aferir o seu po-
tencial de enraizamento e estabelecer o0 momento adequado para a aplicacdo
de tratamentos indutores, pode dar origem a elevados ganhos na aplicagao
comercial das técnicas de propagacgio vegetativa de plantas (Hand, 1994).

De um modo geral, as raizes formadas em zonas da planta que nédo o
embrido ou a raiz primdria sdo denominadas raizes adventicias (Barlow e
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Palma, 1997). A formagdo de raizes adventicias requer que uma ou mais
células do orgdo rizogénico adoptem um novo programa de desenvolvimento
(Mohnen, 1994). De uma maneira geral, as rafzes, primdrias, laterais ou
adventicias, desempenham as mesmas funcoes e, frequentemente, possuem
uma organizagio anatémica e histolégica idéntica. Contudo exibem diferencas
acentuadas na sua ontogenia e formac¢ao do meristema pois, ao contrario da
raiz primdria, as raizes laterais e as raizes adventicias desenvolvem-se a partir
de células diferenciadas que desdiferenciam antes de dar origem ao novo meris-
tema (Aeschbacher etal., 1994). Os padrdes de crescimento e organizagdo das
raizes podem considerar-se relativamente mais simples do que os de outros
orgdos, 0 que permite aprofundar a compreensdo dos mecanismos genéticos e
moleculares do enraizamento.

Seguindo uma abordagem histolégica, os estadios precoces da rizogénese
adventicia envolvem a formacgéo de uma estrutura arredondada com 4 camadas
de células, derivadas de divisdes celulares periclinais. Numa fase seguinte
observa-se o padrao radial tipico de uma raiz que deriva de divisoes de células
em camadas distintas. O alongamento da raiz resulta, tal como na raiz
priméria, da divisdo e expansdo de células apicais (Malamy e Benfey, 1997).
A nivel molecular muitos dos padrdes de expressao génica estudados permitem
estabelecer um paralelismo entre os diferentes tipos de raiz. De facto, a maio-
ria dos mutantes para o desenvolvimento radicular apresenta alteracoes seme-
lhantes nas raizes primadrias e nas raizes laterais, sugerindo a existéncia de
um tnico programa molecular para o estabelecimento de uma raiz (Malamy e
Benfey, 1997). O primeiro passo da iniciacdo de raizes laterais ou adventicias
é a ocorréncia de divisoes celulares na sequéncia de um estimulo que induz um
sinal celular. De algum modo, um determinado grupo de células, aparente-
mente indistintas das células circundantes, reactiva o seu ciclo celular e inicia
um processo de divisdo. Sendo o ciclo celular um processo altamente con-
trolado é importante compreender os seus passos de regulagdo assim como o
inicio dos processos de diferenciacido. O sistema de controlo do ciclo celular
baseia-se, principalmente, em duas familias proteicas: as cinases de proteinas
(P-cinases / CDK) e as ciclinas.

Resultados recentes tém posto em evidéncia o papel da divisao celular no
crescimento e arquitectura da planta. Contudo, ndo é universalmente aceite
que a divisdo celular seja a forga motriz do crescimento. Resultados obti-
dos com tabaco transgénico exprimindo um mutante negativo para CDKs,
que provocou a diminui¢do das taxas de producgao de todos os tipos celulares,
apresentou os orgdos com a mesma dimensdo dos do selvagem. As células,
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embora em menor nimero, adquiriram maiores dimensées (Hemerly etal.,
1995). Os estudos em curso deverdo vir a fornecer mais dados relativamente &
modulacgio da divisao celular nas plantas, nomeadamente no que respeita & ri-
zogénese adventicia. No presente trabalho sao revistos os resultados disponiveis
até ao momento.

2. Rizogénese adventicia: competéncia e determinagao

Com base em caracteristicas histolégicas, Moncousin (1991) dividiu o pro-
cesso de rizogénese adventicia em seis fases distintas e sequenciais:

1 - inexisténcia de alteracdes citolégicas visiveis;

2 — dilatagao do nicleo das células que irdo formar o primérdio;

3 — ocorréncia de divisdes do cambio;

4 - presenca de um grupo de células com caracteristicas morfogénicas;

5 — aparecimento do meristema ainda incluso nos tecidos (meristeméide);
6 — emergéncia da primeira raiz.

A primeira fase corresponde 4 indugdo das células, envolvendo uma série
de alteragbes bioquimicas e moleculares essenciais para desencadear as divi-
soes celulares (Gaspar etal., 1997). As células que sofrem indugdo situam-se
normalmente em tecidos vasculares ou cambiais sendo denominadas iniciais.
Nesta fase pode verificar-se ainda uma grande plasticidade relativamente ao
destino das células. Subsequentemente ocorrem divisdes de forma organizada,
originando-se um primérdio. Progressivamente d4-se a diferenciacio dos teci-
dos vasculares permitindo a ligagdo ao sistema vascular do caule e a funciona-
lidade da nova raiz.

A rizogénese adventicia de rebentos multiplicados in vitro tem por base a
presenca de células ditas competentes ou seja, susceptiveis de exibir resposta
a estimulos indutores. Uma vez expostas ao estimulo indutor, essas células
podem tornar-se determinadas para a produgao de raizes, mesmo na auséncia
de estimulo subsequente (Mohnen, 1994). Regra geral, o estimulo indutor da
rizogénese é fornecido pela auxina em combinac¢do ou ndo com baixos niveis
de citocininas.

O facto da capacidade de enraizamento variar conforme as espécies e a
fase ontogénica sugere que células submetidas ao estimulo auxinico podem



ENRAIZAMENTO ADVENTICIO IN VITRO: ACTIVAGAO DO CICLO CELULAR 67

néo chegar a atingir o estado de competéncia. James (1983) comparou a res-
posta de diferentes espécies e 6rgaos em cultura a tratamentos de inducdo do
enraizamento e concluiu que o tempo de exposi¢do 4 auxina requerido para um
enraizamento 6ptimo depende nao s6 do tipo e concentragao da hormona, mas
também da espécie e da idade ontogénica da planta em estudo. Por exemplo,
segmentos de peciolo de Hedera heliz em fase juvenil e adulta diferem acentua-
damente no seu potencial de enraizamento, sendo o material adulto dificil de
enraizar (Geneve etal., 1988). Estas diferencas sio devidas a caracteristicas
das células iniciais, nfo estando relacionadas com a translocacido de quaisquer
inibidores ou promotores (Mohnen, 1994). Em material de hera, juvenil ou
adulto, em cultura in vitro sem auxina ndo se observam quaisquer divisdes
celulares mas na presenca de auxina é induzida a formacgao de raizes em mate-
rial juvenil e de callus no material adulto. Tais resultados parecem indicar
que apesar da proliferacdo celular resultante do estimulo auxinico, somente os
peciolos juvenis sio competentes para iniciar o enraizamento (Murray et al.,
1998).

Em resumo, pode generalizar-se que o material juvenil da maior parte das
espécies enraiza facilmente. O tratamento com auxinas aumenta, regra geral,
as taxas de enraizamento enquanto em material adulto da mesma espécie as

auxinas podem ter um efeito nulo ou bastante mais reduzido (Zimmerman
etal., 1985).

3. Regulacao do enraizamento adventicio

3.1. Regulagdo génica

O enraizamento adventicio revelou-se um processo bastante adequado ao
estudo da morfogénese. As raizes sdo 6rgdos simples, com padrdes de cresci-
mento uniformes e continuos e que possuem um ndmero limitado de tipos
celulares dispostos segundo uma simetria radial. Estas caracteristicas facili-
tam a identificagdo e caracterizacdo de mutantes relativamente ao tipo sel-
vagem (Aechbacher etal., 1994). A maior parte dos estudos sobre o con-
trolo genético e molecular da rizogénese foi realizada em Arabidopsis thaliana,
tendo-se verificado que o gene de ciclina cyc1At (Ferreira etal., 1994), ou os
genes de proteinas-cinases, cdc2 e cdc2a (Martinez et al., 1992), se expressam
em tecidos radiculares. No entanto, a identificacdo dos genes que afectam
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exclusivamente a formacado de raizes laterais ou adventicias tem apresentado
algumas dificuldades por esses genes poderem desempenhar funcoes idénticas
nas raizes primdrias ou noutros processos de desenvolvimento, ou por per-
tencerem a familias de genes com fungoes idénticas (Smith e Fedoroff, 1995).
Apesar dos resultados disponiveis sugerirem a existéncia de um programa co-
mum durante a formacdo de raizes laterais e adventicias, nio é de excluir
que surjam algumas diferencas na regula¢io da sua formacdo. De facto foram
identificados os mutantes alf{ em Arabidopsis e rtcs em milho que apresen-
tam deficiéncias somente nas raizes laterais, e o mutante mp que apresenta
uma raiz primaria deficiente mas é capaz de emitir raizes adventicias normais
(Malamy e Benfey, 1997).

A formacdo de raizes laterais e de raizes adventicias apresenta carac-
teristicas anatdmicas comuns pois em ambos os tipos o primérdio emerge
até ao exterior através do cértex e da epiderme. Em tabaco, foi identificada
uma, glicoproteina rica em hidroxiprolina, HRGPnt3, que se expressa de modo
transitério durante a formacdo de raizes laterais e adventicias (Vera etal.,
1994). A HRGPnt3 é uma proteina da parede celular que poderad desempe-
nhar uma funcio estrutural especializada na iniciacdo da divisao celular bem
como durante o crescimento do primérdio até & emergéncia da raiz. Durante
a formacédo de raizes adventicias, a expressio do gene HRGPnt3 ocorre num
grupo muito restrito de células de tecido vascular do caule e nas células do
primérdio durante o seu crescimento através do cértex e epiderme, cessando
apds a emergéncia da raiz (Vera etal, 1994). Em mutantes rac de tabaco
incapazes de formar raizes adventicias, verifica-se que o promotor do gene
HRPGnt3 se encontra bloqueado (Lund et al., 1997).

3.2. Regulagao hormonal

Os reguladores do crescimento desempenham um papel fundamental no
controlo da morfogénese. O desenvolvimento de técnicas que permitem a
separacao e quantificacio das fitohormonas livres ou conjugadas permitiu
acompanhar o seu padraoc de variagdo em diversos processos do desenvolvi-
mento. A implicagdo das auxinas na iniciagdo de raizes laterais e adventicias
foi demonstrada em diversos estudos fisioldgicos e genéticos. As auxinas natu-
rais parecem derivar da parte aérea da planta, o que é sugerido pelo facto
da excisdo de tecidos aéreos (Wightman e Thimann, 1980) ou a aplicacdo de
inibidores do transporte auxinico (Reed etal., 1998), inibirem a formagdo de
raizes laterais.
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Apesar das evidéncias disponiveis quanto ao papel central das auxinas na
regulacdo do crescimento e desenvolvimento vegetal, a aplicagdo de técnicas
bioquimicas ndo permitiu elucidar completamente a ligacdo causal entre as
auxinas e o crescimento e desenvolvimento vegetal in vivo. Mais recente-
mente, através da anélise de mutantes e da utilizacao de técnicas de engenharia
genética foi possivel aprofundar o estudo do papel das hormonas em processos
causais da morfogénese.

Embora o modelo geral de accdo das auxinas sobre o enraizamento esteja
ainda relativamente fragmentado, a maior parte dos estudos moleculares so-
bre o papel das auxinas no enraizamento tem sido realizada em Arabidopsis
thaliana. De acordo com as revisdes de Hobbie (1998) e de Leyser (1997) ja
foram identificados varios genes importantes na resposta & auxina, nomeada-
mente:

SUR1: relacionado com a inibicdo da sintese de auxina, em que o mu-
tante produz auxina em concentragdo superior ao tipo selvagem
(Boerjan etal., 1995);

AUX1: relacionado com a absorcdo de auxina através da membrana
(Bennet etal., 1996);

AXR1: relacionado com a transducgio de sinais e percepgio da auxina,
codifica uma proteina homoéloga a enzima E1 responsivel pela
activagio de ubiquitina (Timpte et al., 1995);

AXR2: relacionado com o alongamento celular, sendo os mutantes deste
gene hipersensiveis & auxina, especialmente na produgao de raizes
adventicias (Boerjan etal., 1995).

A via de transducdo do sinal auxinico é igualmente um tema em inves-
tigacdo, ndo existindo ainda um modelo global. Importa identificar os recep-
tores das auxinas, as cascatas de reacgdes, os mensageiros secundérios e a
funcdo in vivo dos genes induzidos pelas auxinas (Hobbie, 1998). Foram iden-
tificadas algumas proteinas capazes de se ligarem a auxinas, sendo a mais
estudada a ABP1 (Auxin Binding Protein 1), ndo estando totalmente con-
firmado o seu papel como receptor fisiolégico das auxinas. Foi igualmente
identificado um grupo de genes cuja expressao parece ser regulada pelas auxi-
nas, entre os quais se encontram genes de proteinas envolvidas na regulacao
do ciclo celular e genes de enzimas envolvidas na biossintese da parede celular
(Sitbon e Perrot-Rechenmann, 1997).
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3.3. Resultados obtidos com plantas transgénicas

A aplicagdo de técnicas de engenharia genética permitiu igualmente apro-
fundar o estudo dos mecanismos causais da rizogénese, nomeadamente em
plantas transformadas por intermédio de Agrobacterium. Nos estudos sobre
rizogénese a maior parte dos genes introduzidos no genoma de uma planta por
transformacgdo com estirpes selvagens de Agrobacterium provocam alteragdes
na concentracido endégena de auxina.

A bactéria Agrobacterium rhizogenes é responsavel pelo sindroma “hairy
root” que se caracteriza pela formagdo abundante de raizes adventicias no lo-
cal de infeccdo. A patogenicidade da bactéria esta relacionada com a presenca
de um plasmideo indutor da formacao de raizes (Ri). Durante o processo de
infeccdo, a sequéncia T-DNA (DNA de transferéncia) do plasmideo é trans-
ferida para as células infectadas da planta e a expressdo dos seus genes passa
a ser efectuada pela planta. A activagdo dos promotores dos genes do T-DNA
permite induzir a divisdo celular e a formacao de raizes adventicias na zona in-
fectada tendo sido identificados alguns loci particularmente importantes neste
processo, os rol (de “root locus”) A, B, C e D (Nilsson et al., 1997).

O gene rolB pode, isoladamente, induzir o crescimento das raizes adven-
ticias nos sistemas testados (Spena etal., 1987). Este gene codifica uma
proteina de 30 kDa, localizada na membrana plasmdtica, que possui actividade
de tirosina-fosfatase (Filippini et al., 1996). Plantas de tabaco transgénicas ex-
pressando o gene rolB apresentam alteragdes na morfologia das folhas e das
flores e um forte aumento da formagao de raizes adventicias (Schmiilling et al.,
1988). Foram propostas duas hip6teses para explicar a ac¢do da proteina
RolB. A primeira defende que a RolB actua através do aumento do teor de
AIA livre devido & hidrdlise de conjugados inactivos. No entanto, em plan-
tas de tabaco transgénicas os niveis de AIA ndo sao particularmente elevados
e os conjugados mais abundantes, AIA-aimidas, ndo sdo substratos da RolB
(Delbarre et al., 1994; Estruch etal., 1991). A segunda hipétese propoe que a
proteina RolB confira maior sensibilidade as auxinas, mesmo em células nor-
malmente pouco sensiveis & hormona. Esta hip6tese é reforcada pelo facto da
proteina RolB possuir actividade tirosina-fosfatase, podendo pois participar
em vias de percepcdo e transdugio de sinais (Filippini et al., 1996). Segundo
alguns autores, o gene rolB nao impde novos programas de diferenciacdo, mas
antes amplifica o processo de formagio de raizes (Cola etal., 1996). O gene
nao parece promover especificamente a formacgao de raizes, mas antes activar
a formagdo de meristemas no ambito geral da morfogénese.
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4. Regulacao do ciclo celular na rizogénese adventicia

4.1. O controlo do ciclo celular das plantas

Como foi referido, a emissao de raizes adventicias requer que um determi-
nado grupo de células, aparentemente indistintas das células circundantes, re-
active o seu ciclo celular e inicie um processo de divisao que conduz & formagio
do meristema, originando o primérdio radicular.

O ciclo celular é um processo altamente controlado que permite a dupli-
cacdo e segregacao fidedignas do material genético, englobando dois aconte-
cimentos principais: a fase de replicacio dos cromossomas, fase S, e a fase
de segregacdo dos cromossomas replicados, fase M ou mitose. Nas células
somdticas as fases S e M estao separadas por fases intercalares: G1, que pre-
cede a replicagdo do DNA e G2 que precede a mitose. Na transicdo entre fases,
actuam mecanismos de controlo altamente conservados nas diversas espécies,
denominados pontos de controlo (“check-points”) (Burssens etal., 1998;
Doerner, 1994; Francis e Halford, 1995). Estes mecanismos tém origem na
prépria célula e derivam da necessidade de coordenagdo dos eventos do ci-
clo celular no espago e no tempo. No caso das células vegetais alguns destes
mecanismos estdo dependentes de sinais externos e internos, nomeadamente
da acc¢do de reguladores de crescimento, permitindo a integragdo do processo
de divisdo celular com o crescimento e desenvolvimento do organismo.

A progressio do ciclo celular depende principalmente da expressao de duas
familias de proteinas embora, em maior ou menor grau, outras proteinas
possam igualmente estar envolvidas. A primeira familia é constituida por
proteinas-cinases-dependentes-das-ciclinas (“cyclin dependent protein kinases”
ou CDKs), que fosforilam selectivamente residuos de serina ou treonina de
proteinas com fungdes estruturais ou de regulacdo. A segunda é uma familia
de proteinas denominadas ciclinas por a sua expressao variar ao longo do ciclo.
Ligando-se 4s CDKs regulam a capacidade fosforilativa destas ultimas e for-
mam o chamado factor de promog¢do da mitose ou MPF, cuja actividade varia
ao longo do ciclo celular (Hunter, 1993; King etal., 1994). A progressdo do
ciclo celular pode depender ainda de outros factores que regulam a expressao
ou a actividade das CDKs através da sua protedlise ou interaccdo com outras
proteinas reguladoras, como serd referido mais adiante.
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4.1.1. CDKs — Proteinas-cinases dependentes das ciclinas

A divisdo celular é um fendémeno universal nos seres vivos e, deste modo,
muitos dos elementos que controlam a progressao do ciclo celular sdo comuns
aos procariotas e eucariotas (Amon, 1998). O grau de conservagdo evolutiva é
especialmente acentuado nos eucariotas, onde a progressdo pelas varias fases
do ciclo celular é conduzida pela mesma classe de proteinas desde as leveduras
até ao homem. Trata-se de cinases heterodiméricas, constituidas por cinases
dependentes das ciclinas (CDK), e por ciclinas responséveis pela sua activacio.

A primeira indicagdo sobre o funcionamento de um sistema homélogo no
reino vegetal surgiu com a identificacio em Chlamydomonas de uma proteina
imunologicamente relacionada com as CDKs animais (John etal, 1989).
A esta descoberta seguiu-se a clonagem de um fragmento de DNA que codi-
ficava uma proteina do tipo CDK em ervilheira (Feiler e Jacobs, 1990).
Entretanto foram identificadas CDKs em todas as espécies analisadas, nomea-
damente: Medicago sativa (Hirt etal., 1993), Arabidopsis thaliana (Ferreira
etal., 1991; Hirayama etal., 1991), Antirrhinum majls (Fobert, etal., 1996),
Oryza sativa (Hata, 1991a), Pisum sativum (Feiler e Jacobs, 1990, 1991) Beta
vulgaris (Fowler etal., 1998) e Zea mays (Colasanti etal., 1991).

O protétipo das CDKs de eucariotas é a proteina p34°9°? de Schizosa-
ccharomyces pombe, uma proteina-cinase com 34 KDa produto do gene cdc2
(Jacobs, 1995). Quando na levedura sdo impostas condigoes restritivas a mu-
tantes no alelo cdc2, estes sofrem um bloqueio entre G1 e S ou entre G2 e M,
dependendo da fase do ciclo em que se encontram (Nurse e Bisset, 1981). Este
facto demonstra a importancia do produto de um tinico gene na regulagao da
transicdo G1-S e na entrada em mitose. Em Saccharomyces cerevisiae, quer
a transicdo G1-S como G2-M dependem do produto do gene cdc28, homdélogo
de cdc2.

Ao contririo das leveduras, os eucariotas superiores evoluiram no sentido
da utilizagdo de varias CDKs na regulagdo de diferentes fases do ciclo celular
(De Veylder etal., 1998). As CDKs vegetais sdo proteinas com cerca de 300
aminodcidos, uma massa molecular de 33-35 kDa, apresentando entre 60 e
65% de homologia com as sequéncias de cdc2 e cdc28 de leveduras (Jacobs,
1995). Foram ji identificadas e clonadas varias CDKs de plantas, podendo
distinguir-se pelo menos 5 tipos, designados A, B, C, D e E (Mironov etal.,
1999). A classe mais bem caracterizada é a das CDKs do tipo-A, que engloba
as cinases mais semelhantes as cdc2/cdc28 de leveduras. No entanto, nem
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todas as plantas possuem CDKs pertencentes as 5 classes (Fobert et al., 1996;
Sundaresan e Colasanti, 1998). Actualmente pode considerar-se que os tipos A
e B estdo bem definidos; quanto as restantes classes conhecem-se somente um
ou dois membros cuja distribui¢do no reino vegetal é ainda pouco conhecida.

4.1.2. Ciclinas

A actividade das CDKs estd dependente da sua ligagdo aos reguladores
proteicos de efeito positivo designados ciclinas. As ciclinas foram inicial-
mente identificadas gragas ao seu padrao ciclico de acumulagdo e destruicdo
durante as divisoes celulares sincronizadas que ocorrem no desenvolvimento
embriondrio do lamelibranquio Xenopus. Na sequéncia de estudos realizados
em leveduras e animais as ciclinas foram subdivididas em dois grandes gru-
pos: ciclinas mitéticas e ciclinas G1. As ciclinas mitéticas, que se expressam
durante a mitose, podem ser de tipo A ou de tipo B. As ciclinas mitéticas pare-
cem ser excelentes marcadores moleculares do estado de proliferagdo celular,
nomeadamente devido & sua funcdo celular bem definida e rdpido “turnover”
(Hata etal., 1991 b; Hemerly etal., 1992; Hirt etal., 1992; Soni et al., 1995).
No grupo G1 incluem-se as ciclinas de tipo D e E. As ciclinas do tipo D tém
um papel fundamental no decurso da transi¢do G1-S, sendo designadas ciclinas
da fase G1 (De Veylder etal., 1999).

Foram identificados genes que codificam ciclinas em diversas espécies vege-
tais e, curiosamente, em niimero muito superior as 10 ciclinas de tipo A e B
identificadas em leveduras e animais. De momento faltam estudos funcionais
que permitam esclarecer a funcio do elevado nimero de genes de ciclinas
identificados em vérias espécies de plantas como, por exemplo: Arabidopsis
thaliana (Day e Reddy, 1998; De Veylder etal., 1999; Hemerly etal., 1992;
Soni etal., 1995), Medicago sativa (Meskiene etal., 1995), Nicotiana tabacum
(Qin etal., 1995; Setiandy etal., 1995; Tréhin etal., 1997), Glycine maz
(Kouchi et al., 1995), Beta vulgaris (Fowler et al., 1998) e Daucus carota (Hata
etal., 1991 b). A anilise da sequéncia de nucleétidos numa regido altamente
conservada e designada “cyclin box”, permitiu a classificagdo das ciclinas em
sub-grupos: Al, A2, A3, Bl, B2, D1, D2, D3 e D4, em func¢io das semelhan-
cas com as ciclinas de tipo A, B e D de mamiferos (De Veylder etal., 1999;
Mironov et al., 1999; Renaudin et al., 1996, 1998).
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4.2. Mecanismos de regulagao do ciclo celular nas plantas

Nas plantas reconhece-se que somente uma parte das CDKs e ciclinas iden-
tificadas até & data estd envolvida no controlo do ciclo celular. Contudo,
existem algumas evidéncias que permitem associar estas proteinas ao ciclo
celular: certos complexos CDK-ciclinas de plantas sdo capazes de substituir
os seus homoélogos de leveduras ou animais. Podem referir-se alguns exemplos:
o gene de uma ciclina D de luzerna complementa o de uma levedura deficiente
em ciclina G1 (Dahl et al., 1995); ciclinas mitéticas de Arabidopsis (Day et al.,
1996) e de tabaco (Setiandy et al., 1995) complementam mutantes de levedura.

De um modo geral, as experiéncias realizadas em Arabidopsis sugerem
que o controlo da divisdo celular seja devido apenas a4 acc¢do das cinases
CDC2aAt, CDC2bAt e da ciclina CYCBI;1, e aos homélogos correspondentes
nas restantes espécies vegetais (Mironov et al., 1999). Hemerly e colaboradores
(1995) demonstraram que a actividade da CDC2aAt é suficiente para alterar
a taxa de proliferagdo celular e outros aspectos da divisdo celular, como o
plano de divisdo e a dimens3o celular. Em raizes de Arabidopsis a proliferagao
celular sofreu um forte aumento devido & sobre-expressdo do gene CYCBI1;1
indicando que, pelo menos nesta espécie, a expressdo de CYCBI;1 pode ser
um factor regulador da divisdo celular (Doerner etal., 1996).

4.2.1. Expressao de CDKs e ciclinas

A anilise da expressdo das CDKs e das ciclinas vegetais tem-se centrado
sobretudo na acumulacdo de produtos da transcri¢do o que permitiu confirmar
que algumas CDKs e quase todas as ciclinas vegetais apresentam um padrao
ciclico de variagdo (Mironov et al., 1999). Os produtos da transcricdo de CDKs
do tipo-B acumulam-se preferencialmente nas fases S e G2 (Segers et al., 1996)
ou G2 e M, enquanto as CDKs do tipo-A apresentam uma expressio indepen-
dente da fase do ciclo celular (Fobert etal., 1996; Magyar etal., 1997; Umeda
etal., 1999).

Tal como acontece nos animais, a regulacdo da expressao das ciclinas do
tipo A e B das plantas parece ocorrer, pelo menos parcialmente, ao nivel da
transcricdo (Mironov, 1999). E referida a relagdo que existe entre os tipos de
ciclinas e o seu padrao de expressdo ao longo do ciclo em células de Arabidopsis
(Fuerst etal., 1996; Ito etal., 1997), soja (Kouchi etal., 1995); tabaco (Qin
etal., 1996; Setiandy et al., 1995) e arroz (Sauter, 1997). Além disso, estudos
de imunofluorescéncia realizados em &pices radiculares de milho indicam a
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expressao preferencial das ciclinas mitéticas A1, Bl e B2 na fase G2 e M e
sugerem que a expressdo das ciclinas Al e Bl persiste durante a telofase (Mews
etal., 1997).

A maior parte das ciclinas do tipo D apresenta niveis de expressdo cons-
tantes ao longo do ciclo celular, tendo sido proposta a sua intervencdo no
controlo da progressdo da fase G1 em resposta a factores nutricionais e outros
(De Veylder etal., 1999; Fuerst etal., 1996; Murray etal., 1998; Soni etal.,
1995). No entanto, as ciclinas CYCD2;1 e CYCD3;1 de tabaco expressam-se
predominantemente na transicdo G2-M (Sorrell et al., 1999) o que sugere o seu
envolvimento na mitose. A expressio da CYCD4;1 de Arabidopsis pode ser
observada durante a embriogénese, o desenvolvimento do tecido vascular e a
formagdo de primoérdios de raizes laterais (De Veylder et al., 1999).

4.2.2. Acgao de outros reguladores do ciclo celular

Além das ciclinas, outras proteinas podem interagir com as CDKs. A fami-
lia das CKS (de “CDK sub-unit”) é constituida por proteinas que parecem ser
essenciais a progressao do ciclo celular nas leveduras e nos vertebrados, embora
0s mecanismos moleculares de actuagdo nio estejam totalmente esclarecidos
(Mironov etal., 1999). Em &pices radiculares de Vicia faba, a utilizacio de
inibidores da actividade das CDKs causou anomalias no fuso mitético e con-
sequentemente no arranjo dos cromossomas na placa metafisica (Binarova
etal., 1998). Em animais e leveduras, os inibidores mais estudados constituem
um grupo de proteinas referidas como inibidores das CDKs (ICKs) que, ao
ligarem-se as CDKs ou aos complexos CDK/ciclina, inibem a sua actividade.

Wang et al. (1998) isolaram pela primeira vez em plantas o gene de um destes
inibidores (ICK1).

4.2.3. Fosforilagdo e degradacdao das CDKs

A analise da regulacao pds-tradugao do complexo ciclina-CDK mostrou que
a sua actividade é regulada por reac¢oes de fosforilagdo (Gu etal., 1992) que
podem bloquear a actividade cindsica (Nurse, 1990). Em todos os eucariotas
estudados até & data, durante a interfase a CDC2 permanece inactiva por fos-
forilagdo do residuo Tyr-15 (Y15) e em menor extensao do residuo adjacente
Thr-14 (T14). Durante a mitose estes residuos sao desfosforilados (Gautier
etal., 1991; Gould e Nurse, 1989; Krek e Niggs, 1991). Em S. pombe a substi-
tuicdo do residuo Y15 por um residuo fenilalanina levou 4 activacido da CDC2 e
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consequente entrada prematura em mitose, o que sugere uma regula¢do nega-
tiva da CDC2 por fosforilagio em Y15 (Gould e Nurse, 1989). A fosfatase
que remove o fosfato do residuo Y15 e possivelmente do T14, é denominada
CDC25 e, curiosamente, a sua actividade parece ser mediada por interaccao
com ciclinas do tipo-B. Outros resultados mostram que mutac¢ao nos residuos
Y15 ou T14 ou T161 antecipam a entrada em mitose (Krek e Nigg, 1991).

Os estudos realizados em plantas, sugerem a existéncia de um tipo de regu-
lagao andlogo ao citado. Por exemplo, em células de Nicotiana plumbaginifolia
em suspensao a entrada em mitose requer a presenca de citocininas (John et al.,
1993); no entanto, introduzindo nas células de tabaco o gene cdc25 de levedura
pode-se diminuir a concentragao da hormona (John, 1998).

A protedlise é outro mecanismo de regulagio das transigoes do ciclo celular.
Dos resultados disponiveis pode-se referir que algumas CDKs do tipo B devem
estar sujeitas a degradagdo e remocao nas fases S e inicio de G2, uma vez que
h4 um desfasamento entre a acumulacao de transcritos e de proteina (Mironov
etal., 1999). Restam poucas duvidas sobre esta forma de controlo nas plantas
pois verificam-se alguns dos pressupostos associados a regulagao por protedlise.
De facto, o sistema de protedlise dependente da ubiquitina estd presente nas
células vegetais e a expressdo de alguns dos seus elementos relaciona-se com a
divisao celular (Plesse et al., 1998); as ciclinas vegetais dos tipos A e B possuem
a chamada “sequéncia de destruicao”, uma marcacao para a degradagao pela
via da ubiquitina, que parece explicar a instabilidade de proteinas do ciclo
celular em células de tabaco (Genschik et al., 1998); finalmente, a presenga em
CDKs e ciclinas de sequéncias ricas em residuos de prolina, glutamato, serina
e treonina que intervém na protedlise (Mironov et al., 1999). Estas indicagoes
nao sdo, no entanto, definitivas pois algumas ciclinas de milho que possuem a
“sequéncia de destrui¢ao” sao resistentes a protedlise no decurso da anafase,

sugerindo a existéncia de mecanismos de protecgio selectiva das ciclinas (Mews
etal., 1997).

4.3. Modelo de regulagao do ciclo celular nas plantas

Nos organismos pluricelulares, com tipos e funcoes celulares especializadas,
o crescimento nao é suficiente para determinar os complexos modelos e taxas de
divisdo celular. O controlo da proliferacao celular é apenas um dos aspectos
do desenvolvimento; o controlo do ciclo estd necessariamente integrado em
processos de regulacio da expansdo e da diferenciagdo. Com o avanco dos
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conhecimentos sobre os mecanismos bésicos de controlo do ciclo celular em
plantas foram identificados numerosos factores chave e propostos alguns mo-
delos de funcionamento. Recentemente, Mironov etal. (1999) desenvolveram
um modelo para o controlo do ciclo celular em plantas que, em sintese, propde
a seguinte sequéncia de acontecimentos: Em células na fase G1 e em resposta
ao estimulo mitético (certamente de tipo auxinico) sdo produzidas ciclinas
do tipo D que se associam a CDKs tipo A tornando-as activas. O complexo
resultante activa proteinas por fosforilagcdo que desencadeiam a fase S. Durante
a fase S sao sintetizadas ciclinas do tipo A que activam CDKs-A. Quando
as células atingem o final da fase S, a actividade das CDKs é inibida pela
fosforilagdo como referido em 4.2.3. Na fase G2 formam-se ciclinas do tipo B
que podem activar cinases CDK-A ou CDK-B dando origem & transi¢do G2-M.
O funcionamento e activagdo das CDKs mitéticas requer a sua associagdo com
factores de tipo CKS (cyclin kinase sub-unit) e desfosforilagdo, um processo
regulado pelas citocininas. Em qualquer fase do ciclo este pode ser travado
pela ligacdo das CDK-A com inibidores do tipo CKI.

Quando se identificarem completamente os substratos dos complexos CDK/
ciclinas e o seu papel especifico na regulacido das diversas fases do ciclo celu-
lar das plantas, deverd ser mais ficil compreender o0 modo como se inicia a
divisdo celular e os processos de diferencia¢do, permitindo esclarecer o papel
da divisao celular, nomeadamente da divisdo assimétrica, no crescimento e
arquitectura da planta. ‘

5. Consideragées finais

O acontecimento chave da rizogénese adventicia é a formacao de novo de
um meristema a partir de células de um orgdo distinto do embrido ou da
raiz primdria. O processo envolve a desdiferenciacao de células pré-induzidas,
seguido de divisdo, diferenciacio e crescimento celular, originando o meris-
tema. O desenvolvimento posterior do primérdio conduz & emergéncia e cresci-
mento da raiz. As células dizem-se competentes para o enraizamento quando
sdo capazes de responder a um estimulo indutor (geralmente auxinas e/ou
efeito de ferida) através da formacdo de primérdios de raiz. Parece claro que
tais alteracdes no destino celular envolvem alteragdes muito complexas a nivel
bioquimico e de expressao génica. E reconhecido o papel crucial das auxinas
na formacio de raizes adventicias embora estas ndo constituam o dnico sinal
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envolvido no processo. Portanto, para além dos teores de auxina, tém sido
sugeridos outros marcadores bioquimicos do enraizamento, embora os resul-
tados disponiveis sejam, por vezes, contraditérios. O problema parece estar
relacionado com a dificuldade em registar e medir correctamente aconteci-
mentos localizados num nidmero reduzido de células, além de ser dificil isolar os
factores-chave quando estes participam em interacgoes bioquimicas extrema-
mente complexas

No inicio do século XX os estudos sobre o controlo do enraizamento adven-
ticio basearam-se num conceito bastante simplista: “o enraizamento é contro-
lado por substancias quimicas que se acumulam na base do caule”. Contudo,
este conceito teve a vantagem de conduzir ao estudo de uma série de compos-
tos quimicos e consequente disponibilizacao de dados praticos relativamente &
propagacao vegetativa de muitas espécies. Como os propagulos de um grande
nimero de espécies ndo enraizam em resposta aos tratamentos cldssicos, as
teorias relacionadas com o controlo do enraizamento por ac¢do de substancias
quimicas, ou do balanco entre elas, ndo esclareceram totalmente os meca-
nismos fundamentais de controlo do enraizamento. Determinadas substancias
quimicas podem e devem vir a revelar-se fundamentais no controlo do enrai-
zamento embora inseridas num quadro mais alargado, do qual ainda se desco-
nhecem muitas fraccdes. Mais recentemente, a biologia molecular veio fornecer
contribuicdes decisivas para o esclarecimento da morfogénese em geral e da
rizogénese em particular.

Como referido, o controlo do ciclo celular baseia-se na regulacdo da acti-
vidade do complexo ciclinas-CDKs. Em virias espécies vegetais, os mRNAs
de CDKs acumulam-se nos meristemas radiculares e nos locais de activagdo de
novos meristemas que dao origem a raizes laterais. Foi sugerido que a expressao
dos genes de CDKs pode influenciar a competéncia para a prolifera¢do celular,
sendo no entanto requeridos alguns sinais adicionais para que a divisao celular
prossiga. Ao contririo do registado para os genes de CDKs, a expressdo das
ciclinas ocorre somente em células meristematicos, o que indica a sua estreita
relagdo com a divisdo activa e niao com o potencial para divisdo. celular. Em
Arabidopsis, o tratamento com AIA induziu a expressdao de vérios genes de
ciclinas, particularmente de uma ciclina mitética do tipo B. A expressao desta
ciclina estd estreitamente relacionada com a divisdo celular no decurso da
iniciacdo da raiz lateral em Arabidopsis e no crescimento do seu meristema
apical. Aparentemente, a expressao deste tipo de ciclinas é um factor limitante
na hierarquia de controlo da actividade do meristema e crescimento organizado
do sistema radicular.
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Em sintese, pode-se afirmar que o processo de enraizamento adventicio
resulta de acontecimentos ao nivel da transcricdo relacionados com a regulagio
do ciclo celular de certas células que se tornam competentes e vao dar origem
as células iniciais do primérdio. A identificacao dos genes cuja transcricdo
fornece as condi¢oes necessirias para o enraizamento, acompanhada do estudo
da regulacdo pré e pds-transcricional desses genes, permitird esclarecer melhor
o processo de enraizamento adventicio.
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