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|- INTRODUCAO

Fotomorfogénese e fotossintese sdo processos interdependentes

A fotossintese ndo é o0 Unico processo para 0 qua a luz é essencid. Durante 0 ciclo de
vida vegetd, vérias respodtas, que conferem enormes vantagens no estabelecimento e na
sobrevivéncia da planta, tas como germinagdo de sementes, inibicdo do dongamento
callinar, sintese de clorofila e antocianines, expanséo foliar, floracdo e tuberizacdo, estéo
envolvidas diretamente com a duracéo e a qualidade da luz. O processo pelo qua a luz regula
0 desenvolvimento das plantas € denominado fotomorfogénese (Kendrick & Kronenberg
1994).

A maioria dos procesos biologicos influenciados pela luz, tanto para animais quanto
para vegetais, ocorrem na faixa do espectro denominada luz visivel, o qua varia de 400 a 700
nm (Figura 1). Assm, a principd fonte de energia para a fotossintese se encontra nos
intervalos da luz visivel e os efeitos desta Bixa do espectro podem ser observados também na
fotomorfogénese. Contudo, aguns pigmentos estdo envolvidos na percepcdo dos snas
trazidos pela luz e possuem seu pico de absorgdo em comprimentos de ondas abaixo de 400
nm e acima de 700nm. Alguns pigmentos envolvidos na fotomorfogénese sGo moléculas
semdhantes a cdlorofilay, mas que conferem a planta um guse em seu programa de
desenvolvimento no ambiente em que se encontra, independente da fotossintese. Por outro
lado, tanto pigmentos fotossintéticos quanto os fotomorfogenéticos podem coincidir seus
picos de absorcdo como um mecanismo interativo do desenvolvimento da planta. A edreita
rdlacdo entre fotossintese e fotomorfogénese se faz notar também nos proprios processos
fotomorfogenéticos listados acima. Assm, na germinagéo de sementes, aguelas espécies que
possuem sementes contendo muitas reservas (produto prévio da fotossintese) geralmente sfo
capazes de germinar no escuro. No entanto, sementes sem reservas geramente requerem [uz
para germinar e ese requerimento garante que eas SO germinem em condicdes em que
possam fazer fotossintese e compensar a fdta de resarvas. Do mesmo modo, 0 maior
adongamento dos caules (estiolamento) em locais de pouca luz, aumenta as chances da planta
“fugir’ da sombra e redizar fotossintese. Por fim, é interessante notarmos que processos
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como a sintese de clorofila e a expanséo foliar, 0s quais s80 necessrios para a planta fazer
fotossintese, e processos como a floracdo e tuberizacdo, os quais SO devem ocorrer se a planta
tem condigdes de suprir fotoassmilados, s2o diretamente regulados pela fotomorfogénese.

400 300 600 700
Figura 1: Espectro da luz. A faixa compreendida entre 400 e 700 nm é efetiva para a maioria dos
processos fisiolégicos tanto em animais (ex. visdo) como em plantas (ex. fomorfogénese e
fotossintese). Comprimentos de onda da extremidade esquerda do presente espectro sdo
denominados ultra violeta e aqueles da extremidade direita sdo denominados infravermelho. A

radiacdo ultra violeta pode causar danos & células vivas por ser ionizante e a radiagcdo infravermelha
também pode ser bastante danosa, ja que sdo ondas de calor.

Existem pelo menos trés tipos de fotorreceptores para fotomorfogénese

No processo fotomorfogenético existemn pelo menos trés classes de fotorreceptores:
fitocromos, os quais aisorvem predominantemente o comprimento de onda do vermelho (V,
650-680 nm) e vermeho-extremo (VE, 710-740 nm) (Figura 2), fotorreceptores que absorvem
a luz azul/lUV-A (320-400nm), denominados criptocromos, e fotorreceptores que absorvem o
UV-B (280-320 nm). Esses fotorreceptores traduzem a informacéo da luz em dgnas
bioquimicos, por processos ainda pouco elucidados.
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Figura 2: Picos de absor¢cédo de Fv em V (660) e Fve em VE (730). No entanto, Fv também
absorve um pouco na faixa do VE e Fve absorve uma quantidade proeminente de V. Note
que além da faixa do vermelho, as formas de fitocromo também possuem picos de absor¢éo
na faixa do azul (320-400nm) e ultra violeta (280 nm). A absorcdo na faixa do vermelho e do
azul é devido ao croméforo. A absorcdo na faixa do UV deve-se provavelmente a porcao
protéica do fitocromo.
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Il - O FITOCROMO

A absorcao de luz vermelha converte o fotorreceptor fitocromo na forma isomérica ativa

Os fotorreceptores mais estudados sdo os fitocromos. A ampla distribuicdo dos
fitocromos, presentes em agas, plantas menos complexas como musgos e samambaas até
plantas superiores, indica o0 grau de importancia destes fotorreceptores. Recentemente,
também foi observada a presenca destes pigmentos em cianobactérias (Hughes et a., 1997).

O fitocromo € um pigmento azul com massa molecular 150 KDa consigtindo em um
polipeptidio  (apoproteina) carregando um cromoforo, a fitocromobiling, a qua € um
tetrgpirrol linear. Um outro conhecido tetragpirrol esta presente na molécula da dorofila, o qud
é ciclico e contém um &omo de Mg?* no centro. O croméforo, sintetizado no plastidio, é a
porcéo ndo protéica do fitocromo, responsavel pela absor¢do da luz. A unid do cromdforo
com a apoproteina ocorre no citoplasma. N&o se sabe e existe dguma enzima que promove a
juncéo croméforo + apoproteina, contudo, sabe-se que é um processo autocatditico, ito €,
ocorre espontaneamente in vitro se os dois componentes sd0 colocados juntos. A porcao
protéica do fitocromo recebe o nome de holoproteina apds a unido da apoproteina ao
croméforo.

Exigem duas formas interconversivels de fitocromo, uma diva e outra inativa A
forma inativa do fitocromo (Fv), absorve o comprimento de onda do vermeho (V) e é
convetida a forma biologicamente aiva (Fve). Embora Fv absorva muito pouco no
comprimento de onda do azul (Figura 2), esse comprimento de onda também converte Fv em
Fve. A reversdo de Fve a Fv se da pela absorcéo do vermelho-extremo (VE) pelo Fve (Figura
3). A reversio de Fve a Fv também pode ocorrer no escuro. A quantidade de fitocromo
presente na planta na forma ativa pode ser expressa como Fve/(Fv+Fve). Para produzir um
efeito fotomorfogenético na planta deve haver uma proporcéo especifica de Fve/Ftotal. Pode
se concluir pelo exposto acima que para saber se uma respodta € induzida por fitocromo, é
necessario saber se ela é revertida por luz VE. Contudo, como se vera adiante, esse critério
pode ser utilizado para se confirmar que uma resposta € mediada por fitocromo, mas o fato de
uma resposta ndo ser revertida por VE, ndo quer dizer que €a ndo sga mediada por
fitocromo.

Figura 3: A fotoconversdo da forma do fitocromo
Fv a Fve é induzida por comprimento de onda do
vermelho (V) e por luz azul, e a reversao de Fve
a Fv é induzida por comprimento de onda do
vermelho-extremo (VE) e também pelo escuro.

r=




Fotomorfogénese- R. F. Carvalho & L. E. P. Peres 4

Como vigo anteriormente, a forma Fve, dém de absorver luz VE, também absorve um
pouco de V (Figura 2), e isso faz com que ao expor uma planta a luz V, havera conversdo de
Fv a Fve, mas uma parte do Fve produzido também absorvera V e se converterd de volta a Fv.
Desse modo, apos saturacéo de luz V apenas 85 % de fitocromo estard na forma Fve. Por
outro lado, na saturacd com luz VE, embora a forma Fv absorva predominantemente luz V e
muito pouca luz VE (Figura 2), ainda haverd 3% Fve (ativo) contra 97% de Fv (indivo).
Como se verd adiante, para dguns tipos de respostas fotomorfogenéticas, 3% de fitocromo
ativo so suficientes, o que explica que respostas ndo sgam revertidas por luz VE. A
propor¢do entre as formas divas e inativas na saturacdo com luz V ou VE é denominada
estado fotoestacionario.

A reacd0 de conversio da forma inativa de fitocromo (Fv) em forma ativa (Fve) € uma
reacéo de isomerizacdo. Desse modo, a absorcdo do vermelho pelo Fv, resulta na mudanca do
and D da forma cis (inativa), com relacdo ao and C, para forma trans (ativa) caracteristica do
Fve (Figura 4). Mudancas na propriedade protéca também contribuem para a dteracéo entre
as duas formas do fitocromo.

S—Proteina

Fve
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Figura 4: Fotoizomerizagdo entre os anéis C e D do croméforo. A absor¢éo do vermelho por Fv,
resulta na mudanca do and D da forma cis (inativa) para forma trans (ativa) caracteristica do
Fve A proteina ligada ao croméforo também sofre mudanca conformacional.

Um dos primeros pesquisadores a observar o efato antagonisa V/VE no
desenvolvimento das plantas foi Sterling Hendriks, o qua trabahava em 1950 com
germinacdo de sementes de dface no Departamento de Agricultura do EUA (USDA). Um
pouco depois, no ano de 1959 foi confirmada a presenca de um fotorreceptor (fitocromo)
capaz de mediar essas respodtas nos tecidos vegetais. Ha que se considerar a existéncia de
uma dificuldade intrinseca no estudo do fitocromo: trata-se de uma molécula muito dificil de
purificar para ensaios in vitro. Contudo, em ensaios in vivo com tecido estiolado (sem
clorofila para interferir) € possivel detectar o fitocromo, medindo a absorbéncia de pedacos de
hipocdtilogepicttilos nos picos caracterigticos do fitocromo (Figura 2). Desde os primeiros
estudos com fitocromo, sempre houve uma preferéncia na utilizacdo de plantulas estioladas, ja
que sdo ricas nesse fotorreceptor. Contudo, plantas crescidas no escuro possuem uma
atividade de protedlise iguamente proeminente, o que dificulta o isolamento do fitocromo.

Existem varios tipos de apoproteinas para um so cromoforo

Pode s dizer que os avangos mais dgnificativos no entendimento do fitocromo
ocorram no find da década de 80, quando se aplicou uma abordagem genética para 0 seu
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edudo. Ta abordagem revelou uma diversdade de genes deste fotorreceptor, abrindo um
amplo caminho nas questfes genéticas, fisoldgicas, ecofisolégicas e evolutivas do
fitocromo. Evidéncias de que as angiospermas possuem vaias espécies de fitocromos
codificados por uma pequena familia de genes foram verificadas inicidmente em estudos com
Arabidopsis thaliana (Sharrock and Quail 1989). Cinco genes do fitocromo foram isolados
nesta espécie PHYA, PHYB, PHYC, PHYD e PHYE, que codificam as gpoproteinas PHYA,
PHYB, PHYC, PHYD e PHYE, as quais apos se ligarem a0 cromdforo formam os fitocromos
phyA, phyB, phyC, phyD e phyE, respectivamente. Em tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.) também foram encontrados cinco genes para apoproteinas. PHYA, PHYB1, PHYB2,
PHYE e PHYF (Pratt et al. 1997).

O fitocromo que possui a apoproteina phyA é consderado do tipo | e todos os demais
sd0 considerados do tipo 1. A grande diferenca entre os dois tipos de fitocromo € que o tipo |
s acumula predominantemente em plantas crescidas no escuro ou na penumbra e é facilmente
degradado na presenca de luz. Os mecanismos que contribuem para a abundancia de
fitocromo do tipo | no escuro € o fato do gene PHYA ser transcrito preferencidmente nessas
condigdes e sua expressao ser inibida pela luz. Desse modo, se uma planta crescida no escuro
for iluminada com V, aforma Fve de phyA resultante inibird a expressio de seu proprio gene.

As respostas mediadas por fitocromo podem variar de acordo com a fluéncia ou a
irradiancia da fonte luminosa

Os fitocromos podem agir de trés diferentes modos, de acordo com a qualidade ea
duragdo da luz requerida para induzir respostas na planta: respostas de fluéncia™ muito baixa
(RFMB), resposta de baixa fluéncia (RBF) e resposta de irradidncia dta (RIA). Ambos
RFMB e RIA sdo mediados por phyA, entretanto, RBF é mediado por phyB, e em muitos
casos por outros fitocromos diferentes de phyA.

A RBF é a respogta classica de fitocromo induzida por V e revertida por VE, como
ocorre na germinacdo de sementes de aface. Esse tipo de resposta requer um minimo de
flutncia de 1 nmol.m? e satura a 1000 mmol.m2. Desse modo, sob continua exposicdo ao V
ou pulsos de V, uma grande proporcéo de moléculas de phyB (85%) convertem+se na forma
ativa (Figura5).

A RFMB inicia em 0,1 nmol.m? e satura em 50 nmol.m2. Essa pequena quantidade de
luz V convete menos que 0,02 % do fitocromo totd (phyA) em Fve. Como visto
anteriormente, devido a0 fato da forma inativa do fitocromo (Fv) também absorver um pouco
de VE e e tornar ativa, mesmo sob saturacéo de VE, haverd 3% de Fve. Essa peguena
quantidade de fitocromo ativo € bem maior do que os 0,02% necessarios para induzir RFMB
(Figura 5). E justamente por isso que, a contrario de RBF, a RFMB ndo apresenta a classica
reversao por VE.

! Entendese por fluéncia aquantidade de fétons (mol) incidindo em uma determinada &rea (M”?). Selevarmos
em conta.o tempo (s*) deincidénciados fétons, teremosair radiancia, ou taxade fluéncia, cujaunidade é mol
m? s, Quanto maior airradiancia, mais “brilhante” & umafonte luminosa.
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Figura 5: Interacdo entre fluéncia e comprimento de onda da fonte luminosa na resposta ao
fitocromo. Plantas crescidas sob V acumulam preferencialmente phyB. Nessas condicfes, a forma Fv
desse tipo de fitocromo (phyBv) ird absorver V e se converter na forma ativa (phyBve). Contudo, a
forma phyBve (Fve) também absorve um pouco de V (cf. Figura 2), se convertendo novamente em
phyBv. No equilibrio fotoestacionario, 85% de phyB estarAd na forma ativa, o que é suficiente para
induzir respostas de baixa fluéncia (RBF). Do mesmo modo, na saturacdo com VE, o tipo de
fitocromo que acumula nessas condi¢des (phyA) estara com 97% de suas moléculas na forma inativa
(phyAv) e somente 3% na forma ativa (phyAve). Contudo, essa quantidade de phyA ativo é mais do
que suficiente para induzir resposta de fluéncia muito baixa (RFMB).

Por fim, RIA requer exposicdo prolongada ou exposicdo continua a luz de irradiancia
dta, ou sga, a resposta é proporciond a irradiancia e ndo afluéncia E justamente por isso
que ea é denominada RIA e ndo respodta de fluécia dta (RFA). Nesse caso, RIA n&o
responde & le da reciprocidade?, ou sgja, exposico continua aluz fraca ou exposicao répida a
luz muito brilhante, ndo induzem RIA. Além de RIA precisy de fluencda muito dta para
saturar, ela ndo é fotoconversivel (V/VE). Esse tipo de reposta € mediada por phyA e 6
ocorre sob VE continuo e ndo sob pulsos de VE ou mesmo V. Um tipico exemplo de RIA € a
sintese de antocianinas em a gumas espécies de dicotileddness.

Os trés tipos de resposta (RBF, RFMB e RIA) podem estar envolvidos em um mesmo
evento figologico. Na inibicdo do crescimento do hipocdtilo em plantas previamente
crescidas no escuro, o phyA que se acumula nessas condigdes pode inibir o estiolamento tanto
por RFMB sob pulsos de VE, quanto por RIA, sob VE continuo (Figura 6). Por outro lado,
em plantas previamente crescidas no claro e mantidas sob V, a inibicdo do crescimento do
hipocdtilo é induzida por phyB atuando em RBF. No caso da germinacéo de sementes, a luz
VE continua em RIA ou pulsos de VE em RBF iréo inibir esse processo. No primeiro caso, a
inibicdo da germinacdo é mediada por phyA e no segundo por phyB (Figura 6). Contudo,
sementes podem ser induzidas para germinacéo sob VE, desde que esse aue em fluéncia
muito baixa, sendo reposta mediada por phyA. Exposcéo com luz V normamente
induz germinacdo de sementes, sendo essa a classica RBF media por phyB.

2 e dareciprocidade: se aexposicao for prolongada, aintensdade daluz pode ser baixa e vice-versa. RFMB e
RBF respondem aessald.
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INIBICAD DO ALONGAMENTO DO HIPOCOTILO
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Figura 6: Modos de acéo do fitocromo durante a inibicdo do alongamento do hipocétilo e regulagao
da germinacdo de sementes. RFMB é mediada por phyA sob VE. RBF é mediada por phyB sob V.
RIA é mediada por phyA sob exposicdo ao vermelho-extremo continuo (VEc). Observe que a
germinacdo de sementes é inibida por VEc em RIA ou por pulsos de VE em RBF (ndo mostrado
aqui). Adaptado de Casal & Sanchez, 1998.

Atudmente, apesar da abundancia de dados sobre a distribuicdo intracdlular dos
fitocromos e as caracteristicas das vias de sndizacéo controladas por estes fotorreceptores,
sua funcdo molecular primaria ainda permanece obscura. As aividades dos fitocromos como
holoproteinas receptores quinases associadas a membrana e reguladores da transcricdo de
genes sio parciamente aceitas até 0 momento. Nesse sentido, ja se evidenciou que em cdulas
iluminadas com V, o fitocromo migra do citossol para as membranas. Do mesmo modo, ja
foram identificadas adgumas proteinas que sfo fodoriladas pda atividade quinese do
fitocromo. Uma delas é o proprio criptocromo. A congtatacdo de que phyA é capaz de ativar
moléculas de criptocromo por fosforilacdo explica em parte a o efeito conjunto de phyA e
criptocromo na resposa a luz azul. Por fim, dois genes cuja expressio € regulada por
fitocromo sé0 0 que codifica a peguena subunidade da rubisco (RBCS) e o0 que codifica a
proteina que se liga a clorofila ab do conplexo antena (LHCB ou CAB). Essa Ultima
condtatacdo reforca a idéia origind de que fotomorfogénese e fotossintese estdo intimamente
associadas. Muitos estudos ainda precisam ser redizados para o entendimento do modo de
acdo do fitocromo e uma abordagem promissora para tal pode ser a andise do fendtipo de
varios mutantes envolvidos nesses processos.

I11- M UTACOESFOTOMORFOGENETICAS

Mutantes fotomorfogenéticos sfo ferramentas muito importantes no estudo de
fotorreceptores. O efeito prim&io da mutacdo € a expressio defeituosa ou aterada de um
gene. Mutagbes em genes especificos da biossintese ou da via de transducdo de sind do
fitocromo permitem andisar as diferentes fungbes fisolOgicas destes fotorreceptores. Em
tomateiro, mutantes com dteracdo na sintese ou expressdo do fitocromo ja foram isolados

(Figura?).
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Figura 7: Deficiéncia na sintese do fitocromo nos mutantes fri, tri, yg-2 e au. Os mutantes fri e tri sdo
defeituosos para a fabricacdo de apoproteinas phyA e phyB1, respectivamente. As mutacfes au e yg-
2 possuem alteragcBes na via de biossintese do cromdéforo. Apesar dos genes necessarios para
biossintese do cromdéforo estarem no ndcleo, sua molécula é montada nos plastidios. As alteragfes
fotomorfogenéticas nos mutantes Ip, hp, dg (hp-2) e atv ocorrem na via de transducdo de sinal do
fitocromo (Adaptado de Kendrick et al. 1997).

PHFF

Os mutantes yellow green-2 (yg-2) e aurea (au) de tomateiro ndo respondem aos
efeitos da luz branca (Figura 8). Desta forma, o hipocétilo se gpresenta dongado e com pouco
acumulo de antocianinas. O aspecto clordtico das plantas da a impressio de que estgam
crescendo na auséncia da luz.  Estes aspectos da planta mesmo sob luz branca indicam
deficiéncia de fitocromo. Nesse dois mutantes em questéo, todos os tipos de fitocromo estéo
em baixas quantidades, indicando que a deficiéncia é na sintese do croméforo. Como visto
anteriormente, embora existam diferentes tipos de apoproteinas, 0 croméforo € 0 mesmo para
todas elas. Desse modo, a deficiéncia na sintese do croméforo acarreta dteragbes em todos
tipos de fitocromos. A deficiéncia também pode ser observada durante a germinacéo. Plantas
de tomateiro ndo mutantes (WT) sfo exemplos de plantas que germinam no escuro, porém
sementes de au possuem baixa taxa de germinacdo quando postas no escuro, mostrando que o
indice de fitocromo ativo nas sementes € bastante reduzido (Kendrick and Georghiou 1991).
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Figura 8: Fenétipo do mutante aurea (au) de tomateiro. As plantas da esquerda sdo do tipo ndo
mutante e as plantas da direita sdo do mutante au. Notar o aspecto estiolado das plantas e o baixo
acumulo de clorofila, prevalecendo os carotendides (amarelo) que conferem a coloragdo dourada
das plantas.

Outras mutagdes com deficiéncia na percepcdo da luz podem ser observadas em
Lycopersicon. O mutante fri (far red insensitive) agparece em plantas insensivels ao
comprimento de onda do vermeho-extremo. O acumulo de fitocromo tipo A (phyA) em
plantas que crescem sob VE € a tentativa da inibicdo do dongamento do hipocétilo durante o
estiolamento, e a deficiéncia no acimulo de phyA sob VE gpGs o periodo de germinacéo no
ecuro causam um ediolamento proeminente nestes mutantes (Figura 9). Porém, quando
crescidos sob luz branca o fendtipo de fri € quase indiginguivel a0 do tipo sdvagem (Van
Tuinen. et a. 1995a).

Plantas deficientes temporariamente na percepcdo do comprimento de onda do
vermeho, mutantes tri (temporary red insensitive), também foram encontradas em tomateiro.
O fitocromo tipo B (phyB) é o pigmento envolvido na percepcdo de plantas crescidas sob V,
com 0 mesmo objetivo de inibicdo do aongamento do hipocdtilo. Mutantes de tomateiro que
edtiolam sob este comprimento de onda sfo deficientes no acimulo de phyB (Figura 9), e um
atraso tempor&io por aproximadamente dois dias na inibicdo do aongamento do hipocdtilo
pode ser observado apos a transferéncia do escuro parao V (Van Tuinen. et a. 1995b).

As mutacbes fri e tri possuem dteracbes na sintese da subunidade protéica do
fitocromo, ou sga, na codificacdo da apoproteina PHYA e PHYB1, respectivamente. Além da
participacdo conjunta de phyA e phyB na inibicdo do adongamento do hipocdtilo, outras
respostas fotomorfogenéticas parecem envolver ambos durante o ciclo de vida da planta.
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Figura 9: Mutantes deficientes no acumulo de phyA apresentam um estiolamento proeminente apés
a transferéncia do escuro para o VE (esquerda). Sob V, mutantes deficientes no acimulo de phyB
estiolam por um periodo de aproximadamente dois dias apés a transferéncia do escuro para o V.

Ainda em tomaeiro, mutantes exibindo uma resposta exagerada a luz tém dSdo
descritos: high-pigment (hp), dark green (dg), Intense pigment (Ip) e atroviolacea (atv). Estas
mutaghes conferem dta pigmentacdo a0 caule, folha e fruto nesta epécie (Kendrick et d.
1994). A sintese do fitocromo nestes mutantes ocorre normamente, sem ateragbes na
formacdo da apoproteina ou do cromdforo, sugerindo que a dteracdo etd na via de
tranducdo de dna equivdendo a uma superexpressdo dos fitocromos durante a
fotomorfogénese.

O mutante recessivo hp é caracterizado pela producdo de atos niveis de carotenos (-
caroteno e licopeno) e xantdfilas, dém de gpresentar elevados indices de vitamina C em frutos
maduros. A coloracdo verde escura dos frutos imauros (Figura 10) é devido a dta
concentracdo de clorofila, comparada a do tipo sdvagem (Kerckhoffs et a. 1997). Alta
pigmentacdo de antocianina no hipocdtilo e em frutos imaturos de tomateiro Ssfo
caracterigticas encontradas especiamente em mutantes atv. O fendtipo da mutacdo dominante
Ip € semelhante aquele de hp.

Figura 10: Fendtipo da mutacdo high pigment
(hp) em tomateiro. O fruto da esquerda
representa a forma ndo mutada (WT) e o fruto
da direita € o mutante hp. Notar a intensa
coloracdo verde dos frutos imaturos. A
coloragdo verde parece ser devido a um maior
ndmero de cloroplastos. Ao longo do
amadurecimento ha uma degradagdo da
clorofila e o0s carotendides presentes nos
cloroplastos se tornam evidentes. Esses
carotendides juntamente com o licopeno
sintetizado de novo conferem uma intensa
coloracao vermelha aos frutos deste mutante.

O cardter recessivo das mutagtes hp e atv sugere que os genes HP e ATV ndo mutados
sgjam repressores da expressdo do fitocromo. Desse modo, a perda da fungéo dos genes HP e
ATV permite ao fitocromo atuar de modo exagerado. Por outro lado, o cardter dominante da
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mutacd0o Ip sugere o gene IP sga um indutor da expressdo do fitocromo, cuja mutacdo fez
com que ele perdesse a capacidade de ser regulado (reprimido).

V- GERMINACAO, FLORACAO E FITOCROMO

Existem sementes que sd germinam no escuro e outras que sd germinam no claro

A germinacdo de sementes e a floragdo sdo os eventos mediados por fitocromos mais
edudados no ciclo de vida da planta Muitas espécies vegetais requerem luz para a
geminacdo (ex. Latuca sativa cv Grand Rapids, ou sga, dface) de suas sementes, um
processo que tem modrado ser edimulado pea luz vermeha e inibido peo vermeho-
extremo. Muitas sementes germinam em completa auséncia de luz e outras inclusive ndo se
geminam se forem iluminadas (ex. Cucumis anguria, ou sga, 0 maxixe). Isto indica que o
fitocromo na forma ativa j4 estava presente nestas sementes ou a germinacdo ndo requer
fitocromos. Algumas sementes necessitam de periodos aternados de luz e escuro para induzir
a germinacdo, implicando no mecanismo de fotorreversio das formas do fitocromo. Sob
continua exposicdo ao comprimento de onda do V é possivel observar em sementes de
tomateiro atas proporges de germinacéo. Sob VE, a germinacéo de sementes de tomateiro é
bastante inibida (Figura 11).

Figura 11: Sementes de tomateiro postas para geminar sob V apresentam elevadas
propor¢bes de germinagdo (esquerda-superior). Sob VE a germinacdo é inibida (esquerda-
inferior). O V foi fornecido por lampadas fluorescentes sobre um filtro vermelho (direita-
superior). VE foi fornecido por lampadas incandescentes sobre um filtro vermelho e um azul
(direita-inferior). A incubadora mostrada aqui foi montada no laboratério do Dr. Massanori
Takaki (UNESP-Rio Claro). Notar as emissdes branca e a amarelada caracteristicas das
lampadas fluorescente e incandescente, respectivamente.
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O etimulo e a inibicdo da germinacdo de sementes pela luz sGo denominados
fotoblastismo positivo e negativo, respectivamente. Para considerar estes dois processos é
necessio também levar em conta, dém da proporcdo das formas do fitocromo (Fv/Fv+Fve),
fatores como disponibilidede de &gua, temperatura e oxigénio, 0s quais sBo imprecindiveis
para a germinacdo. Sementes fotoblésticas podtivas postas no escuro germinardo somente se
um pulso de V suficiente para fotoconverter Fv a Fve for fornecido. O mecanismo de reverséo
pode ocorrer se um subseqliente pulso de VE for suficiente para reverter a forma indiva do
fitocromo, inibindo a germinacdo (Figura 12). O fitocromo envolvido nesse tipo de respodta é
phyB, sendo uma RBF. Desse modo, tanto mutantes de tomateiro quanto de Arabidopsis
deficientes em phyB possuem baixa germinacéo, mesmo sob luz V.

v Fvel| [V Fve v Fve
Ve Fv ve Fv ve Fv
V. Fve|l |V Fve
Ve Fvy

Figura 12: Sementes fotoblasticas positivas ndo germinam no escuro. O comprimento de onda do
vermelho (V) promove a germinacdo de sementes no escuro, mas este efeito & revertido por
comprimento de onda do vermelho-extremo (VE). O dltimo pulso de luz durante o tratamento
alternado entre V e VE determina a ocorréncia da germinagdo. Essa é uma tipica RFB mediada por
phyB.

Os efatos do fitocromo na ativacdo do embrido da semente podem resultar, como
exemplo, na expressdo de determinados genes, sintese de proteinas e mudancas nos niveis
hormonais necessérios para a germinacao.

A floracao de certas espécies vegetais é regulada pelo comprimento da noite

A periodicidede regular entre luz e escuro no desenvolvimento da planta é conhecida
como fotoperiodismo. O efeito do fotoperiodo na floragdo é o aspecto mais evidente da
presenca ou auséncia da luz sobre as mudancas dos padrdes de desenvolvimento durante o
ciclo de vida das angiospermas. Tanto o periodo de luz quanto 0 de escuro SB0 necessarios
para ocorrer uma resposta. O desenvolvovimento flord de muitas espécies depende do
nimero de ciclos fotoperiddicos dados, contudo, outras espécies dependem somente da
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temperatura, sem a necessidade de um estimulo fotoperiddico. Consderando um ciclo de 24

horas, as plantas que requerem um estimulo do fotoperiodo para florescerem podem ser
divididas em dois grupos de acordo com os vaores do fotoperiodo critico: plantas de dia curto
(PDC) e plantas de dia longo (PDL). O primero grupo de plantas florescem quando
comprimento do dia for menor ou igual ao seu fotoperiodo critico. PDL somente florescem
quando o comprimento do dia for maior ou igud a0 seu fotoperiodo critico. Uma
consequiéncia dessa definicdo € que PDL conseguem florescer em luz continua. Fotoper iodo
critico é o vaor em horas di&ia de ilumincdo capaz de provocar a floracdo. No entanto, € 0
periodo de escuro que induz a floragdo. Por exemplo, PDL com fotoperiodo critico igud 18
horas, deve florescer em periodos di&ios de iluminacdo superiores a 18 horas ou em periodos
didios de escuro iguais ou inferiores a 6 horas (Figura 13). A importancia da duracdo do
periodo de escuro na floracdo pode ser confirmada interrompendo uma noite longa, a qua foi

submetida uma planta de dia longo, com um breve periodo de luz, permitindo que ocorra a
floracdo. Um periodo de escuro durante um periodo longo de luz ndo fara florescer uma
planta de dia curto.

100 -

50 -

% Florescimento

D 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

6 8 10 12 14 16 18 20 22 24| Luz

%% 16 14 12 10 § 6 4 2 0 Escuro
Figura 13: Florescimento em plantas de dia longo (PDL). Fotoperiodo criticos diferentes séo
mostrados pelas linhas azul e vermelha. As PDL representadas pela linha azul deverdo florescer
acima ou igual ao fotoperiodo critico de 10 horas. PDL representadas pela linha vermelha deveréao

florescer acima ou igual ao fotoperiodo critico de 18 horas. Note que para cada fotoperiodo critico a
duracéo de escuro completa o periodo de 24 horas.

A inibicdo da floracdo por noites interrompidas em plantas de dia curto foi um dos
primeiros processos fisoldgicos propostos estar sob controle do fitocromo (Borthwick et al.
1952). Em muitas PDC, a noite interrompida inibindo a floragdo torna-se efetiva somente
guando a luz fornecida é suficiente para saturar a fotoconversdo de Fv a Fve. O fitocromo
totd induzido por tratamento com V durante a interrupgdo da noite inibe a floragdo em PDC.
A subseqiiente exposicdo ao VE reverte Fve a Fv, permitindo que ocorra a floracdo devido ao
desgparecimento da saturacdo do fitocromo. A revershilidade das formas do fitocromo
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também tem sido observada em plantas PDL, nas quais a noite interrompida por V promove a
floracdo, e a subseqiiente exposicao ao VE inibe esta resposta (Figura 14).

PDC
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Figura 14: Controle da floragdo por luz V e VE. Interrompendo o periodo de escuro com um pulso de
V, a floragéo € inibida em PDC (ex.: Crisantemum) e promovida em PDL (ex.: Arabidopsis). O e efeito
é revertido com um pulso de VE. O ultimo pulso de luz durante o tratamento alternado entre V e VE
determina a ocorréncia da floragdo.

A inducao da floracéo envolve a translocacdo de substancias da folha para o apice caulinar

Atudmente sabe-se que fitocromo do tipo | (phyA) é estimulador de floracdo e que o
tipo Il (phyB, C, D, E, F) é inibidor (Lin, 2000). Desse modo, em Arabidopsis, mutantes sem
phyA possuem florescimento retardado e mutantes sem phyB, possuem florescimento
acdlerado. Uma das hipiteses € de que phyA seria um inibidor de uma substancia (hormonio)
que, por sua vez, inibiria a floragdo. E importante ressdtar que, embora a resposta
fotoperiodica sga percebida na folha, a resposta da floracdo ocorre no dpice caulinar. Ta
distribuicdo espacid requer a presenca de substéncia inibidoras ou esimuladoras capazes de
serem trandocadas. Experimentos de enxertia confirmam a presenca de tais substéncias
(Figura 15). Esses experimentos levaram dguns pesquisadores, ainda na década de 30, a
postularem a exigéncia de um hormodnio denominado florigeno. Muitas tentativas sem
sucessos de isolar e caracterizar este hormonio “hipotético” tém sido redizadas no intuito de
compreender 0s mecanismos de interacdo com fitocromos.
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Figura 15: Experimento de enxertia sugerindo

DL . a existéncia do florigeno. Planta de dia curto
(Chailakhyan, 1930) (Chalonkoe sp.) mantida nessa condigdo (DC)
floresce, 0 mesmo ndo ocorrendo com aquela

mantida sob dia longo (DL). A enxertia do apice

caulinar da planta mantida sob dia DL na planta

DL induzida por DC promove a conversao do apice
vegetativo em  reprodutivo  (florescimento),

% mesmo em condicbes de DL. Esse
experimento sugere que uma substancia
(florigeno?) foi translocada, provavelmente

+ - X através do floema, da planta induzida (fonte)
.hr para o apice da planta ndo induzida (dreno).

DC/

™

Alguns candidatos a florigeno ja apareceram ao longo de décadas, mas nenhum deles
conseguiu perfazer todos os requisitos esperados. Como a aplicacdo do hormonio giberelina
(GA) é capaz de promover floracdo em PDL mantidas em condi¢bes de DC, de tem sido um
candidato a florigeno (Bernier e d., 1988). Um fao interessante € que mutantes de
Arabidopsis (uma PDL facultativa) incapazes de produzir GA sio capazes de florescer em
DL, mas ndo em DC. Contudo, 0 mesmo tipo de mutacdo em tomateiro, uma planta que néo
responde a fotoperiodo para florescimento, ndo causa dteragbes no florescimento. Andises
gendticas tém demongtrado que exitem genes especificos envolvidos na inducdo flora. Um
desses genes é LEAFY, o qud foi isdlado em mutantes de Arabidopsis. Plantas transgénicas
de Populus sp. superexpressando 0 gene LEAFY floresceram com 8 meses de idade
(Coupland, 1995), o que é surpreendente se considerarmos que espécie normamente
demora 8 anos para o primeiro florescimento. A constatacdo de que GA induz o gene LEAFY
em Arabidopsis (Blazquez et ., 1998) reforca a idéa de que esse hormonio é importante para
a floracdo em adgumas epécies vegetals, mas € pouco provavel que ele sga o florigeno.
Recentemente, foi demonstrado que mRNAS sf0 capazes de se trandocarem via floema e
dterarem o0 programa de desenvolvimento do dpice cadlinar (Kim e d., 2001). Td
experimento leva a hipétese de que o chamado florigeno poderia ser 0 mRNA de uma gene
estimulatério da floragéo, tal como o gene LEAFY.

V- FUNCAO ECOLOGICA DO ATOCROMO

O fitocromo € importante para gque as plantas possam competir pela luz nos ecossistemas

A interpretacd0 dos Snas trazidos pela luz do ambiente e as adaptagOes
morfogenétices pelas plantas implicam em uma dgnificAhcia ecologica particular  dos
fitocromos. Por exemplo, em um ambiente onde as plantas s desenvolvem sob baixa
luminosidade, como sob 0 dossel de uma vegetagdo ou muito proximas uma das outras, a
interacd0 competitiva entre os individuos desta vegetacdo determina 0 estabelecimento e a
sobrevivéncia das espécies. A competicdo pela luz em ambientes sombreados é um fator que
predomina durante o desenvolvimento da planta aé que ea possa se reproduzir. A habilidade
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das plantas em gustar seu desenvolvimento em resposta a0 sombreamento requer mecanisSmos
fotomorfogenéticos inerentes & condigdes de luz disponiveis. As folhas que recobrem uma
vegetacdo funcionam como um filtro de luz do ambiente, e os comprimentos de ondas que
dcancam as camadas inferiores da vegetacdo possuem baixos nivels  energéticos,
prevalecendo menores proporgdes de V/VE, pois a quantidade de clorofila presente nas
plantas absorve sdetivamente a luz V, enquanto transmite VE, reduzindo a razdo V/VE. Para
perceber as caracteristicas dos sinais da luz que chegam sob o dossd, as plantas utilizamse de
fotorreceptores capazes de programar as respostas fotomorfogenéticas. Nesse caso, 0
fitocromo pode servir como um indicador do grau de sombreamento de uma planta por outras
plantas. Com o0 aumento do sombreamento, os vaores de V/VE decrescem, promovendo a
fotoconversdo do Fve a Fv, e conseglientemente os nivels de Fve/Ftotal sdo reduzidos. Como
resposta a0 sombreamento e ao decréscimo nas proporcdes de Fve/Ftotal, € possivel observar
nes plantas 0 dongamento do hipocétilo ou dos entrends (estiolamento) e a baixa sintese de
clorofila A edratégia de dcancar maiores extensdes no corpo da planta tem como objetivo
adquirir melhor qualidade de luz presente em camadas superiores da vegetacao.

As diferentes respostas de phyA e phyB ao VE e V, respectivamente, fornece a planta
a habilidade de inibir o estiolamento. Portanto, a fotomorfogénese em ambientes sombreados
depende de uma quantidade relativa de ghyA e phyB, bem como do V e VE disponivel. Na
abertura de uma clareira de uma vegetagdo, onde 0 sol penetra intensamente com uma luz rica
em V, a inibicdo do ediolamento é mediada primeiramente por phyB. O efeito de phyA na
inibicdo do ediolamento ocorre se 0 comprimento de onda predominante for VE. Porém,
consderando a ingabilidade de phyA, o qua € degradado a medida que a intensidade
luminosa aumenta, posteriormente a resposta passa a ser mediada por phyB (Figura 16).

LUZ CONTINUA

VE Y YE Y VE

T

phyB

Figura 16: Efeitos de phyA ephyB na evitagdo asombra. Plantas crescendo em clareiras
(ambiente rico em luz V) acumulam preferencialmente phyB. Plantas em condi¢cbes
sombreadas (ambiente rico em luz VE) acumulam phyA. Como phyA é instavel, ao ser
degradado ele é posteriormente substituido por phyB. Modificado de Taiz & Zeiger (1998).

Espécies de sol e de sombra respondem de modo diferente arazdo V/VE do ambiente

As respodas dos vegetais a quantidede de luz do ambiente variam muito entre as
espécies. A maioria das plantas adaptadas a sombra (umbrdfilas) ndo responde a diminuicéo
da proporcdo Fve/Ftotal, promovido pelo enriquecimento de VE (Figura 17). Por outro lado,
aquelas plantas adaptadas a0 sol e que, justamente por isso, possuem eficientes mecanismos
para evitar a sombra precisam aocar reservas para 0 aumento do alongamento do entrend. O
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preco pago por ese gasto extra de reservas costuma ser a diminuicdo da &ea foliar e a
inibicdo das gemas laterais.

A Figura 17: Plantas tipicas de sol e
de sombra respondem de modo
diferente & mudancas na qualidade
da luz. A medida que aumenta a
radiacdo do tipo V, had um maior
acumulo da forma ativa do fitocromo
(Fve), aumentando a razdo Fve/Fv
(ou Fve/Ftotal), o qual inibe o
estiolamento das plantas de sol. As
plantas de sombra, embora alterem
as propor¢des das formas (Fv para
Fve) e tipos (phyA para phyB) de
fitocromo, ndo respondem com um
correspondente  estiolamento  ou
desestiolamento. Pode-se
conjecturar que essas plantas
planta de sol possuem alteracdes na via de
transducéo de sinal do fitocromo.

planta
de sombra

Estiolamento

VIVE » VIVE » Fvery

VIVE » VIVE » phyBiphya

A germinacao dependente de fitocromo favorece 0 estabelecimento das ervas daninhas

Um outro interessante mecanismo ecoldgico envolvendo fitocromo € o gproveitamento
da qudidade e duracdo da luz no processo de germinacdo de sementes de plantas daninhas.
Essas plantas gerdmente possuem sementes de tamanho pequeno e germinacdo dependente da
luz. Tais sementes sdo facilmente dispersas e enterradas durante a preparacéo do solo para a
agricultura. Sementes de plantas daninhas experimentam periodos prolongados de escuro sob
0 s0lo, até que, novas operagdes agricolas que provocam o revolvimento do solo expdem um
grande nimero destas sementes a luz. Como o revolvimento do solo para o plantio esta
associado com o emprego de adubos, torna-se muito compensatorio para as plantas daninhas
germinarem nessas condigbes. Diferente de outras sementes, um rgpido feixe de luz é
auficiente para induzir a geminacdo de quantidedes dgnificativas de sementes de ervas
daninhas, um processo mediado por fitocromos. A habilidade dessas sementes em germinar
sob breves feixes de luz é interpretada como uma transicdo dos modos de acdo do fitocromo,
de resposta de fluéncia baixa a resposta de fluéncia muito baixa. O phyA opera como uma
antena na percepcdo do breve fornecimento da luz. Freqlentemente, sementes de plantas
daninhas que requerem breves exposicies aluz para germinar ndo germinam quando expostas
a periodos prolongados de intensa luminosidade, indicando que h& necessdade de uma
resposta de fluéncia muito baixa mediada por phyA.

VI —A LUZ E OSHORMONIOSVEGETAIS

Luz e hormdnios controlam o desenvolvimento vegetal



Fotomorfogénese- R. F. Carvalho & L. E. P. Peres 18

Praticamente todos os eventos fisoldgicos influenciados pela luz, e conseglientemente
pelos fotorreceptores, sBo conhecidos efeitos de diferentes classes hormonas, tas como
auxina, citocinina, giberdling, &cido abscisco, etileno e brassnoesterdide. Nesse sentido, os
horménios vegetais regulam o dongamento caulinar, a germinacdo de sementes, a sintese de
clorofia, o florescimento e a tuberizacd. N&o obdante, até o presente tem se pouco
conhecimento a cerca dos mecanismos envolvidos na interacdo entre hormonios vegetais e
fotomorfogénese.

A inibicdo do aongamento celular por comprimentos de ondas do azul, vermeho e
vamdho-extremo, mediadas por criptocromos e fitocromos, respectivamente, foi sugerida
sofrer interagBes sgnificativas com a auxina (AlA), apesr de ndo ser o Unico fator envolvido
neste processo. O uso dos mutantes fotomorfogenéticos fri e tri de tomateiro, e dos duplos
mutantes dos mesmos gendtipos, confirmam o envolvimento de phyA e phyB na regulacéo
dos niveis de auxina encontrados (Van Tuinen et d. 1995a; Kerckhoffs et d. 1996). Kraepid
et a. (1995) estabeleceram correlaghes entre deficiéncia de fitocromo e atos niveis de auxing,
utilizando mutantes de tabaco defectivos para sintese do croméforo.

As relagbes entre &cido abscisico (ABA) e luz parecem ser muito complexas, devido
& dividades snergidicas e antagbnicas entre estes dois faores. Em mutantes de tabaco
deficientes na sintese do cromoforo foram observados maiores acimulos de ABA comparados
aos do tipo selvagem.

O mehor processo fisoldgico envolvendo luz e atividade hormond, tem Sdo descrito
para giberdinas (GASs). Embora luz e giberdinas controlem o dongamento do hipocdtilo em
agumas espécies, poucos estudos suportam a hipdtese de que a luz ga aterando as atividades
de GA. Entretanto, dteraches nos niveis de fitocromo tém mostrado afetar os nivels de GA
em tabaco. Quanto a germinacdo de sementes, embora GA sgja um dos principais hormonios
envolvidos, ndo ha evidéncias de que a acdo do fitocromo nesse processo sga mediada por
GA.

As citocininas (Cks) e a luz causam efdtos Smilares na planta, como exemplo, no
desenvolvimento dos cotilédones e das folhas, no controle da domindncia gpicd e na
diferenciacdo dos cloroplastos. A transcricdo de numerosos genes do cloroplasto € induzida
tanto pela luz quanto por Cks (Cohen et d. 1998; Bracde et d. 1998). Em mutantes de tabaco
com dteracOes nos niveis de fitocromos, foi observada metade dos niveis de Cks comparados
aos do tipo savagem, sugerindo um controle dos nivels de Cks pelaluz.

Em muitos casos, luz e etileno induzem respostas opostas na planta. A aplicacdo de
etileno inibe os efatos esimulatdrio da luz na taxa de expanséo foliar em plantulas de ervilha
Os tratamentos com luz em tecidos ediolados sfo freglentemente seguidos por um
decréscimo nos niveis de eileno. Egte Ultimo efeito tem sdo paticularmente estudado em
tecido do gancho plumular de feijoeiro. O etileno promove a manutencéo do gancho plumular
enquanto a luz promove a abertura, diminuindo a producdo de etileno. As mudangas no
metabolismo da planta envolvendo luz e eileno, mediadas por fotorreceptores, anda
permanecem obscuras.

Os hormonios brassinoester 6ides parecem estar diretamente envolvidos na fotomorfogénese

Os brassinoesterdides (BRs) sdo hormonios necessarios para que hga um aongamento
dos caules (ediolamento) na auséncia da luz, devido a0 etimulo da expansdo cdular.
Evidercias para isso B0 0 fato de muitos mutantes que ndo ediolam na auséncia da luz
possuirem ateragbes na biossintese de BR. Mutantes com deficiéncia nos niveis de BR ja
foram caracterizados em Arabdopsis (Li et a., 1996); arroz (Mori et d., 2002) e tomateiro
(Bishop et d., 1999) (Figura 18). Dependendo da espécie e da severidade das mutagOes,
dguns mutantes cultivados no escuro gpresentam  carecteridicas de plantas que se
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desenvolvem sob luz, como expansio do cotilédone, abertura do gancho plumular e expressao
norma de genes regulados pela luz. Em outras pdavras, os mutantes sem BR costumam
possuir fendtipo oposto a0 dos mutantes sem fitocromo. Desse modo, enquanto os mutantes
sem BR tendem a ser desedtiolados no escuro (Figura 18), os mutantes sem fitocromo
goresentam s edtiolados mesmo no claro (Figura 8). As vias metabdlicas dependentes da
expressio de genes envolvidos na regulacdo das caracterigicas dos mutantes em BR
possivelmente estdo associadas aos mecanismos de atividades de fotorreceptores. Portanto, as
evidéncias de como os fotorreceptores participam da sndizacd dos eventos de inibicdo e
esimulo das respostas aos BRs necessitam sar ducidadas para uma melhor compreensdo do
modo de acéo dos fitocromos.

Figura 18: Fenétipo do mutante de tomateiro

B deficiente em brassinoesteréide @warf). Planta do

mutante crescida no escuro (A) apresenta o

comprimento do hipocétilo semelhante ao da

f planta crescida sob luz (B). Enquanto o tipo
'g'l_ / selvagem (WT) estiola no escuro, 0 mutante
2 | dwarf apresenta-se desestiolado. Essa
constatacdo sugere que o0s brassinoesterdides

sejam essenciais para 0 estiolamento, sendo a
luz um inibidor de sua biossintese ou ago.

WT dwarf  dwarf WT

Apesar dos esforgos em compreender as relagbes entre luz e hormdnios, muito ainda
necessta ser desvendado. Em suma, dguns efeitos da luz podem ser amplificados ou
redringidos por horménios vegeas, e mudancas dggnificativas dessas  subgtancias
freqlentemente ocorrem gpGs os tratamentos com luz. Entretanto, ndo estd clao o
envolvimento direto de fotorreceptores e horménios em muitos eventos que ocorrem na
planta.
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