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Prefazione

della seconda edizione

Generalmente, i testi di Fisiologia Vegetale a disposizione dei nostri studenti universitari
sono traduzioni italiane di trattati, piuttosto ponderosi, in lingua inglese. Cid crea, tra la
stesura originale e la disponibilita sul mercato, un lag time piuttosto lungo che puo gioca-
re negativamente sull’attualita dell’informazione in una disciplina sostenuta da attivita di
ricerca che forniscono sempre nuove informazioni sui meccanismi molecolari, biochimici,
cellulari ed organismici alla base della funzionalita delle piante.

Da questa considerazione € derivata I'iniziativa, qualche anno fa, di fornire agli studenti
un testo nuovo e piu immediato, agile e di dimensioni adeguate all'ampiezza dei corsi di
Fisiologia Vegetale dei nostri Atenei, scritto in lingua italiana da autori italiani.

L'idea ci & parsa particolarmente stimolante, per cui abbiamo aderito al progetto, met-
tendo a disposizione le nostre competenze scientifiche e le esperienze didattiche maturate
nel campo della Fisiologia Vegetale nelle diverse Sedi di appartenenza.

Il nostro lavoro si & concretizzato nel testo di “Elementi di Fisiologia Vegetale” pubblica-
to nel 2012.

Le ricerche condotte in questi ultimi anni hanno fornito nuove importanti informazioni,
ampliando, anche di molto, le conoscenze in diversi campi della Fisiologia Vegetale. Abbia-
mo quindi ritenuto che fosse necessario lavorare ad una nuova edizione del testo, aggior-
nandolo alla luce delle attuali conoscenze.

Come per la prima, anche per questa seconda edizione del libro, ci siamo prefissi di for-
nire un’informazione il piu possibile completa ed aggiornata degli argomenti trattati e di
svilupparli, anche quando particolarmente complessi, attraverso un linguaggio semplice,
chiaro e didatticamente efficace, arricchito anche da numerose figure esplicative. In diversi
capitoli, inoltre, sono state aggiunte ulteriori schede di approfondimento riguardanti par-
ticolari aspetti delle tematiche affrontate che, se inseriti nel testo, avrebbero reso meno
fluida e continua la trattazione.

Nella nuova edizione del libro é stata mantenuta la considerazione degli argomenti prin-
cipali della Fisiologia Vegetale: la germinazione dei semi, il bilancio idrico della pianta, la
nutrizione minerale, il metabolismo energetico fotosintetico e respiratorio, I'assimilazione
del carbonio, dell’azoto e dello zolfo, le risposte di crescita e sviluppo delle piante ai segnali
endogeni (fitoormoni) ed a quelli esogeni (luce), i movimenti delle piante e 'orientamento
nello spazio.



Vi

Prefazione

E stato invece tralasciato il campo, estremamente ampio, del metabolismo secondario,
per il quale si rimanda a testi piu specifici di Biochimica Vegetale ed Ecofisiologia Vegetale,
e sono stati affrontati solo marginalmente i complessi eventi genetici e molecolari della
Biologia dello Sviluppo, che sono argomento di uno specifico volume di questa stessa Casa
Editrice.

La nostra intenzione € stata quella di realizzare un testo nuovo, arricchito ed attuale,
rivolto a studenti che abbiano gia acquisito conoscenze di Botanica e di Biologia Cellulare
delle piante. Il libro, quindi, e indicato per insegnamenti di Fisiologia Vegetale collocati nel
secondo-terzo anno, o negli anni successivi, di Corsi di Laurea in Biologia, ma anche di tutti
gli altri Corsi di Laurea che prevedano percorsi di tipo biologico, come Biologia Molecolare,
Biotecnologie, Scienze Naturali ed Ambientali, Scienze Agrarie.

Gli Autori
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350 Capitolo 8 — Gli ormoni nella crescita e nello sviluppo della pianta

B Premessa

Nelle piante, cosi come negli animali, il coordi-
namento e la regolazione degli eventi ordinati
di crescita e sviluppo dell’organismo richiedo-
no un’efficiente comunicazione tra cellule, tes-
suti e organi, che si ottiene attraverso la sintesi
e la traslocazione di molecole segnale. Questa
importante funzione di messaggeri chimici e
svolta principalmente dagli ormoni (dal greco
ormao = stimolo).

Come gli ormoni animali cosi gli ormoni ve-
getali (detti anche fitoormoni) possono defi-
nirsi sostanze naturali che intervengono, a bas-
se concentrazioni, sui processi fisiologici del-
I'organismo.

Negli animali esistono siti altamente specifici
di sintesi di un dato ormone, che ha, a sua volta,
funzioni specifiche su un preciso evento fisiolo-
gico svolto da cellule bersaglio anche molto
distanti. Nelle piante, invece, il sito di produzio-
ne di un ormone, cosi come i suoi effetti, non
sono altrettanto definiti. Come vedremo nella
successiva trattazione, un fitoormone puo esse-
re sintetizzato in organi diversi della pianta, puo
agire non solo su cellule distanti dal luogo di
produzione, ma anche su cellule vicine, o addi-
rittura sulla stessa cellula che lo ha prodotto, e
puo indurre risposte diverse a seconda della sua
concentrazione o dell’organo su cui agisce. Inol-
tre, nelle piante, un tipo di ormone puo influen-
zare numerosi eventi di sviluppo e, per contro,
uno stesso evento di sviluppo puo dipendere
dall'interazione di diversi tipi di ormoni, ope-
ranti in sinergia o antagonismo tra loro. Cido non
toglie che la pianta sia in grado di rispondere in
modo corretto ai complessi segnali ormonali. In
un dato momento del suo ciclo di crescita e svi-
luppo, infatti, un dato ormone indurra in una
data cellula bersaglio una precisa risposta fisio-
logica. Naturalmente le cellule bersaglio di un
ormone sono quelle che possiedono i recettori
per quell’ormone, cioé le molecole, generalmen-
te proteiche, che, legando in modo specifico e
reversibile 'ormone, attivano la via intracellula-
re di trasduzione del segnale ormonale che por-
ta alla risposta fisiologica (SCHEDA 8.1).

E qui da considerare che, a differenza della
maggior parte degli animali, le piante, come or-
ganismi sessili, non possono cambiar luogo per
sfuggire a condizioni ambientali sfavorevoli.
Cio ha portato le piante ad evolvere raffinati
meccanismi, che le mettono in grado di recepi-
re una serie di segnali provenienti dall’esterno,
per adeguarsi ai cambiamenti, prevedibili o ac-
cidentali, dei diversi fattori dell’ambiente in cui
devono condurre l'intero percorso vitale. Un
fattore altamente variabile e di fondamentale
importanza per le piante e la luce che, oltre a
costituire la principale risorsa energetica, € an-
che una fonte di segnalazione per la regolazio-
ne di tutti i processi di crescita e sviluppo cor-
relati con la fotomorfogenesi dell’organismo
vegetale. Come vedremo nel capitolo specifico,
anche per I'induzione delle risposte delle pian-
te ai messaggi luminosi sono richiesti dei recet-
tori (fotorecettori), cioé composti che assor-
bono la luce a lunghezze d’onda appropriate,
attivandosi e innescando la via cellulare di tra-
sduzione del segnale.

Nella regolazione degli eventi di crescita e
sviluppo delle piante si stabiliscono cosi com-
plesse interazioni tra i fattori endogeni e fra
questi e i fattori ambientali, attraverso dialo-
ghi incrociati (cross-talks) delle vie di segna-
lazione. Gli ormoni, i cui effetti vengono di so-
lito trattati singolarmente per semplicita, nella
pianta possono influenzarsi a vicenda, interfe-
rendo sul metabolismo o sui segnali 'uno del-
l'altro. Di conseguenza, un dato evento di svi-
luppo pud essere visto come la risultante delle
azioni combinate di un sistema ormonale
unitario su cui, a loro volta, intervengono le
segnalazioni di importanti fattori esogeni, co-
me la luce, la temperatura ed anche la disponi-
bilita di nutrienti inorganici essenziali come
fosfato, nitrato e solfato. Cid da luogo a un
enorme varieta di possibili combinazioni per
la regolazione dello sviluppo della pianta e per
gli adattamenti alle variazioni delle condizioni
dell’ambiente di crescita.

Da tempo si conoscono come ormoni vege-
tali 'auxina, le gibberelline, le citochinine,
I’acido abscissico, I'etilene e i brassinoste-



roidi. A questi, negli ultimi anni, si & aggiunta
una nuova classe di composti con riconosciuta
attivita ormonale rappresentata dagli strigo-
lattoni. Le classi di fitoormoni, comunque,
sono destinate ad aumentare, perché sempre
nuove molecole con funzioni regolatorie sullo
sviluppo delle piante vengono segnalate.

Ai composti con precise e riconosciute fun-
zioni ormonali si aggiungono poi ulteriori so-
stanze con importanti ruoli di segnalazione,
sia in eventi di crescita e sviluppo che nelle ri-
sposte delle piante agli stress biotici ed abioti-
ci. Tra queste vi sono le poliammine, 'acido
salicilico, le ossilipine (come acido jasmo-
nico e jasmonati), gli oligosaccaridi e il poli-
peptide sistemina. L'elenco di questi agenti di
segnalazione € in continua crescita e recente-
mente un ruolo essenziale & stato assegnato
anche ad amminoacidi, come il glutammato, e
a zuccheri, come il glucosio, il fruttosio, il
saccarosio e il trealosio 6-fosfato. Il coinvol-
gimento come molecole segnale in numerosi
eventi di crescita e sviluppo e in risposte a di-
versi stress e stato riconosciuto anche per for-
me di ROS (Reactive Oxygen Species), come il
perossido di idrogeno (H,0,), e di RNS (Re-
active Nitrogen Species), come 'ossido nitrico
(NO). Nelle piante, inoltre, un ruolo di segna-
lazione e svolto dallATP extracellulare
(eATP), di cui gia da tempo erano note le nu-
merose implicazioni fisiologiche nelle cellule
animali. L'eATP, rilasciato nell’apoplasto attra-
verso ferite, vescicole esocitotiche o trasporta-
tori, oltre che in diversi eventi di crescita e svi-
luppo e coinvolto in risposte di difesa delle
cellule vegetali contro l'attacco di patogeni.
Cio richiama la funzione dell’eATP nelle rispo-
ste infiammatorie delle cellule animali.

In diversi capitoli del libro viene riportata
I'azione di alcuni di questi ulteriori agenti di
segnalazione in specifici eventi metabolici, nu-
trizionali, di sviluppo o di risposta a fattori am-
bientali.

Per la trattazione completa e approfondita
di queste molecole segnale si rimanda a testi
piu ampi di Fisiologia Vegetale.
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m auxina

L'auxina e stato il primo ormone vegetale ad
essere studiato.

La storia dell’auxina inizia nel 1880 con
I'osservazione di Charles Darwin del movi-
mento fototropico del coleottile di una grami-
nacea (Phalaris canariensis). Nell’esperimento
di Darwin, esemplificato nella FIGURA 8.1, il cole-
ottile, illuminato su un lato con luce bluy, si cur-
vava verso la sorgente di luce. Se l'apice del
coleottile veniva tagliato, o se veniva coperto
con un cappuccio opaco, la curvatura non av-
veniva piu. L'apice quindi percepiva il segnale
luminoso, che veniva trasferito in qualche
modo alla sottostante zona di crescita, dove
una maggiore distensione delle cellule sul lato
buio era responsabile della curvatura del cole-
ottile verso la luce.

Una serie di successivi esperimenti, condot-
ti da diversi ricercatori, portarono all’idea che
nella risposta fototropica fosse coinvolto un
fattore chimico, solubile e traslocabile, in grado
di stimolare la crescita delle cellule. Fu Frits
Went nel 1926 a dimostrare I'effettiva esisten-
za di una sostanza diffusibile induttiva della
distensione cellulare e il fatto che il sito di sin-
tesi (I'apice del coleottile) fosse diverso dal sito
di azione (la sottostante regione di distensio-
ne) lo porto a definire questa sostanza come
ormone vegetale, a cui successivamente ven-
ne assegnato il nome di auxina (dal greco au-
xein = crescere) per la sua attivita nell'induzio-
ne della crescita cellulare.

4 8.1.1 Le auxine naturali e le auxine
sintetiche

Gli studi effettuati per definire la natura chimica
dell’auxina stabilirono che si trattava dell’acido
indol-3-acetico (IAA). Successivamente venne-
ro scoperte altre sostanze (FIGURA 8.2) prodotte
dalle piante, che avevano anch’esse attivita auxi-
nica, come 'acido indol-3-butirrico (IBA), I'a-
cido 4-clorindol-3-acetico (4-Cl-1AA) e l'aci-
do fenilacetico (FAA). L1AA é comunque I'auxi-
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m— Coleottile

na pitu abbondante e pit importante dal punto di
vista fisiologico.

Oltre alle auxine naturali esistono attual-
mente in commercio numerosi composti chi-
mici che mostrano attivita auxinica (Figu-
ra 8.2) e per tale motivo sono utilizzati per pra-
tiche agricole. Ne sono esempi 'acido 2,4-di-
clorofenossiacetico (2,4-D) e I'acido nafta-
len-1-acetico (NAA). Questi composti, chia-
mati auxine sintetiche, possono avere formu-
le molto diverse tra loro, ma possiedono, in
comune con le auxine naturali, alcune caratte-
ristiche molecolari che permettono loro di le-
garsi in modo corretto ai recettori auxinici del-
la pianta, facendo partire le risposte ormonali.

Vengono invece definite antiauxine (Figu-
ra 8.2) sostanze, come l'acido 2,6-diclorofe-
nossiacetico (2,6-D), che si legano in modo
non corretto ai recettori, impedendo il legame
di questi con le auxine naturali e agendo, di
conseguenza, come antagonisti delle molecole
ormonali.

FIGURA 8.1 Movimento foto-
tropico del coleottile di una
graminacea verso una sor-
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FIGURA 8.2 Struttura chimica delle auxine naturali, di due
auxine sintetiche e di un’antiauxina.



4 8.1.2 |siti di produzione e le vie
hiosintetiche dell’lAA

Per quanto tutti i tessuti vegetali siano poten-
zialmente capaci di produrre IAA, la sintesi
dell’ormone avviene principalmente nei meri-
stemi e nei giovani tessuti in crescita.

In una pianta sono siti primari di produzio-
ne dell'lAA gli apici del germoglio, le giovani
foglie e i semi in via di sviluppo. Anche il meri-
stema apicale della radice sintetizza 'ormone,
pero la maggior parte dell'lAA che opera nella
radice arriva a quest’organo per traslocazione
dai siti di sintesi della parte aerea.

Nelle piante esistono piu vie biosintetiche
di IAA che hanno il triptofano, sintetizzato nei
plastidi, come precursore (vie triptofano-di-
pendenti) e derivano il nome da intermedi
specifici. Si distinguono cosi la via dell’acido
indol-3-piruvico (IPA), della triptammina
(TAM) e dell'indol-3-acetammide (IAM) (Fl-
GURA 8.3A) a cui, nelle brassicacee, si aggiunge I'ul-
teriore via dell'indol-3-acetaldossima (IAOx).
Oltre alle vie triptofano-dipendenti, nelle piante
operano vie di sintesi di IAA triptofano-indi-
pendenti, una delle quali parte da un precurso-
re del triptofano, I'indol-3-glicerolo fosfato
(Figura 8.3A).

A tutt’oggi non sono stati chiariti del tutto i
dettagli biochimici e molecolari dei diversi e tal-
volta complessi percorsi che portano alla pro-
duzione di [IAA, ma é stato riconosciuto che la
via biosintetica predominante € quella triptofa-
no-dipendente dell’acido indol-3-piruvico. Que-
sta via, descritta in Arabidopsis, comprende due
reazioni. Nella prima il triptofano viene conver-
tito a [PA da una amminotrasferasi (TAA1:
Tryptophan Amminotransferase of Arabi-
dopsis 1) e nella seconda I'IPA viene utilizzato
come substrato da una flavina monoossigena-
si della famiglia YUC per produrre [AA.

E possibile che le diverse vie di sintesi
dell'TAA siano tessuto-specifiche, o che vengano
attivate in momenti precisi del ciclo vitale della
pianta. Sicuramente esse garantiscono alla
pianta la produzione delle quantita necessarie
di IAA, a dimostrazione dell'importanza di que-

8.1 Lauxina 353

sto ormone per la realizzazione dei programmi
di crescita e sviluppo della pianta stessa.

48.1.3 1l metaholismo dell’lAA

Nella pianta I'[AA oltre che in forma libera (atti-
va) si trova legato covalentemente (coniugato)
a composti a basso (glucosio, mio-inositolo, am-
minoacidi) o alto (glucani, peptidi, glicoprotei-
ne) peso molecolare (FIGURA 8.3B). L'1AA coniuga-
to non ha attivita ormonale, ma la riacquista in
seguito all'idrolisi del legame di coniugazione.

[ coniugati dell’auxina, quindi, possono as-
sumere la funzione di forme di riserva dell’or-
mone che, all’'occorrenza, puo essere rapida-
mente reso disponibile. Auxine coniugate sono
particolarmente abbondanti, ad esempio, negli
embrioni e nei tessuti di riserva dei semi, dove
costituiscono un utile deposito ormonale. Nel
seme in germinazione queste forme coniugate
sono la fonte principale dell'IAA richiesto nelle
fasi iniziali di crescita della plantula. Un’ulterio-
re funzione della coniugazione dell'IAA, inoltre,
puo essere quella di proteggere 'ormone dalla
degradazione ossidativa. Non tutte le forme co-
niugate di IAA, pero, hanno un ruolo nella messa
in riserva o nella protezione dell'ormone. Alcuni
coniugati a basso peso molecolare, come I'lAA-A-
spartato (IAA-Asp), indirizzano invece I'IAA ver-
so il catabolismo (Figura 8.3B).

La degradazione dell'lAA e un altro fattore
essenziale per la regolazione del livello di auxi-
na nelle cellule e pud realizzarsi mediante per-
corsi diversi (Figura 8.3B). La via decarbossi-
lativa, che coinvolge l'attivita di IAA-perossi-
dasi, degrada la molecola ormonale attraverso
il distacco del gruppo carbossilico. Altre vie,
non decarbossilative, portano all’ossidazione
irreversibile dell'lAA (come oxIAA = ossin-
dol-3-acetato) anche in forma coniugata.

4 8.1.4 lltrasporto dell’auxina

Il trasporto dell’auxina dai siti di produzione a
quelli di risposta avviene attraverso due vie di-
stinte: la via apolare e la via polare.
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FIGURA 8.3A-B Biosintesi e metabolismo dell'lAA. (A) Schema semplificato di vie biosintetiche triptofano-dipendenti,
definite in base ad intermedi specifici, e della via triptofano-indipendente che parte dall’indol-3-glicerolo fosfato. Nel-
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PA all'lAA. (B) Esempi dell'inattivazione dell'lAA mediante coniugazione reversibile e del catabolismo per ossidazio-

ne decarbossilativa o non decarbossilativa (IAA-Asp =

Nella via apolare, comune al trasporto di
altri ormoni, I'auxina si sposta nel floema. Il
movimento dell’auxina nella linfa floematica
avviene passivamente e riveste una certa im-
portanza per la sua traslocazione a lunga di-
stanza, ad esempio per il trasferimento rapido

IAA-Aspartato, oxIAA-Asp = ossindol-3-acetato-Aspartato).

(5-10 cm/h) dalla regione apicale del germo-
glio alla radice.

La via di trasporto polare, invece, & propria
dell’auxina ed & fondamentale per I'induzione
di numerosi eventi di crescita e sviluppo me-
diati dall’'ormone. Il trasporto polare dell’auxi-



na é unidirezionale, coinvolge essenzialmente
la forma fisiologicamente attiva dell’ormone,
avviene a velocita inferiore (5-10 mm/h) ri-
spetto a quello non polare ed & energia-dipen-
dente. Cio e dimostrato dal fatto che esso viene
inibito da basse temperature, veleni metabolici
e mancanza di ossigeno. Le due vie di traspor-
to, comunque, non sono del tutto separate. Nel-
le giovani regioni in differenziamento dei ger-
mogli, ad esempio, auxine possono uscire dal
flusso floematico apolare ed essere inserite
nella via di trasporto polare.

Un percorso polare direzionato dell’auxina
sirealizza lungo tutto 'asse della pianta, dall’a-
pice del germoglio fino all’apice della radice, e
coinvolge principalmente le cellule parenchi-
matiche dello xilema. Questo trasporto, che ha
direzione basipeta nel fusto ed acropeta nella
radice, crea lungo l'asse longitudinale della
pianta un gradiente di auxina, che ne determi-
na la polarita germoglio-radice ed e responsa-

Polo
radicale

Polo del
germoglio

Polo
radicale

Polo
del germoglio

Radici
avventizie

FIGURA 8.4A-B Formazione di radici avventizie al polo
radicale e di gemme al polo del germoglio in un seg-
mento di ramo in posizione normale (A) o in posizione
rovesciata (B). Il rasporto polare di IAA & indicato dalla
direzione delle frecce.
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bile di diversi eventi di crescita e sviluppo,
come, ad esempio, I'allungamento del fusto e
della radice e la dominanza apicale.

Il trasporto polare di auxina puo essere di-
mostrato dall’esperimento riportato nella FIGU-
RA 8.4A-B. In un segmento isolato di fusto, man-
tenuto in ambiente umido, si formano radici
(avventizie) alla sua terminazione basale
(polo radicale), per induzione dell’auxina ac-
cumulata in quella zona dal trasporto polare.
Alla terminazione apicale del segmento (polo
del germoglio) si formano invece gemme, per
la diminuzione della concentrazione di auxina
conseguente, anch’essa, al trasporto polare. Se
siinverte I'orientamento del segmento di fusto
non cambia la direzione del trasporto dell’or-
mone e le radici si formano ancora a quello che
rimane il polo radicale. Cido dimostra anche che
il trasporto polare dell’auxina e indipendente
dalla gravita.

8.1.4.1 Il trasporto polare dell’auxina

Il trasporto polare dell’auxina si basa su un
meccanismo chemioosmotico che genera un
flusso apoplastico — simplastico — apoplasti-
co dell’ormone attraverso cellule successive
(FIGURA 8.5).

Consideriamo come prima tappa l’entrata,
nella cellula coinvolta nel trasporto polare, del-
'auxina presente nell’'ambiente apoplastico. In
questo ambiente, la continua estrusione di pro-
toni da parte dell’H*-ATPasi della membrana
plasmatica mantiene la soluzione parietale su
valori di pH attorno a 5-5.5. A questi valori di
pH una percentuale di auxina (25%), si trova
nella forma protonata (IAAH), che pud entrare
nella cellula diffondendo liberamente attraver-
so la membrana plasmatica. La percentuale
predominante dell'ormone (75%) e presente
invece in forma anionica (IAA-) e richiede l'atti-
vita di un trasportatore specifico per superare
la barriera membranale. Questo trasportatore,
a cui e stato dato il nome di AUX1, conduce
I'entrata nella cellula di IAA-in simporto con H*
(2H*/1AA") ed ha una distribuzione non omo-
genea nella membrana plasmatica, essendo
concentrato principalmente nella parte supe-
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FIGURA 8.5 Schema del trasporto polare dell’auxina. Il
flusso direzionato dell’'ormone lungo le cellule dipende
dalle conversioni IAAH < IAA™ + H*, causate dai valo-
ri di pH intracellulari ed extracellulari, dovuti all’attivita
delle H+ATPasi della membrana plasmatica e dalla di-
stribuzione in questa membrana dei trasportatori di in-
flusso (AUX1) e di efflusso (PIN) dell'lAA”. Nello schema
viene anche indicata la partecipazione all’efflusso di
IAA” di proteine ABCB e la collocazione dinamica di
AUX1 e PIN nella membrana plasmatica, realizzata at
traverso il movimento di vescicole eso/endocitotiche.
(Per una spiegazione pil dettagliata si veda il testo).

riore della cellula. L'auxina, entrata nella cellu-
la sia per diffusione passiva (come IAAH) che
per trasporto attivo secondario (come [AA-), si
trova ora nell’ambiente citosolico, il cui pH si

aggira su valori di 7-7.2. In questa situazione
l'auxina passa quasi completamente alla for-
ma dissociata (IAA-) e come tale non puo usci-
re liberamente dalla cellula. La sua uscita e
condotta da un trasportatore, chiamato PIN,
anch’esso distribuito disomogeneamente nel-
la membrana plasmatica e collocato essenzial-
mente nella regione basale della cellula. L'au-
xina reimmessa nell’ambiente acido apoplasti-
co torna in parte nella forma protonata ed en-
tra nella cellula successiva attraverso i mecca-
nismi precedentemente descritti. In tal modo
il trasporto polare dell’auxina prosegue lungo
tutta una serie di cellule e la direzione del flus-
so ormonale & determinata dalla diversa collo-
cazione nelle membrane plasmatiche dei tra-
sportatori di influsso (AUX1) e di efflusso
(PIN).

Il trasporto polare direzionato, che inizia
con I'embriogenesi e continua lungo tutta la
vita della pianta, crea gradienti di concentra-
zione dell’auxina, portando I'ormone, nelle di-
verse parti della pianta e in precisi momenti di
crescita e sviluppo, alle concentrazioni ottimali
per laregolazione della divisione, distensione e
differenziazione delle cellule. Per tale motivo
questo trasporto & fondamentale per la realiz-
zazione dell’architettura dell’intera pianta, cosi
come per le sue risposte adattative ai cambia-
menti ambientali.

Nella pianta il trasporto polare dell’auxina
non avviene solo in direzione assiale dall’apice
del germoglio a quello della radice. L'auxina
viene indirizzata polarmente in molte altre di-
rezioni. Nella radice, ad esempio, l'auxina si
sposta anche in senso basipeto dall’apice della
radice verso la zona di differenziazione dell’or-
gano (Figura 11.6). Questo movimento avviene
attraverso le cellule laterali della cuffia e le cel-
lule dell’epidermide e del parenchima corticale.
Inoltre, la direzione dei flussi polari di auxina
puo essere modificata nella pianta in particolari
situazioni, come accade nel gravitropismo e nel
fototropismo (Capitolo 11). Tutti questi percor-
sidirezionati dell’auxina sono determinati dalla
precisa distribuzione di AUX1 e di PIN nella
membrana plasmatica delle cellule coinvolte e



le variazioni della direzione del trasporto richie-
dono necessariamente la ricollocazione spaziale
nella membrana dei trasportatori di influsso e di
efflusso dell’'ormone.

C’e¢ ora da dire che AUX1 e PIN non hanno
una collocazione stabile nella membrana pla-
smatica. Essi, infatti, subiscono “costitutivamen-
te” flussi ciclici che li allontanano dalla membra-
na e li reimmettono successivamente in essa
(Figura 8.5). Cosi la loro ricollocazione avviene
attraverso meccanismi di regolazione di questi
flussi. Di fatto, le proteine di trasporto vengono
internalizzate in vescicole endocitotiche dirette
al sistema endosomale della cellula e da qui pos-
sono venire riciclate e riportate alla membrana
plasmatica, nella nuova collocazione richiesta,
attraverso vescicole esocitotiche.

8.1.4.2 | trasportatori dell’auxina
Ricerche recenti hanno portato ad un notevole
avanzamento delle conoscenze riguardanti sia
le caratteristiche molecolari e funzionali dei
trasportatori dell’auxina che i meccanismi con
cui viene regolata la loro distribuzione nelle
membrane cellulari.

Il trasportatore piu conosciuto per I'influsso
di auxina & 'AUX1 (Auxin Resistant 1) a cui si
sono aggiunte recentemente tre proteine omo-
loghe, identificate in Arabidopsis e chiamate
LAX (Like-AUX1). | carrier AUX1/LAX giocano
un ruolo nella determinazione della direzione
del trasporto polare dell’'ormone attraverso la
loro localizzazione asimmetrica nella membra-
na plasmatica. Nel trasporto polare assiale della
pianta essi sono localizzati nella regione cellula-
re opposta rispetto alla direzione del flusso or-
monale, cioé nella regione superiore della mem-
brana delle cellule competenti. La loro localizza-
zione, pero, cambia nel caso in cui ci sia da mo-
dificare il percorso da imprimere all’auxina.
Come gia detto, questa collocazione dinamica si
realizza attraverso il flusso direzionato delle
molecole di AUX1/LAX, mediante vescicole, dal-
la membrana plasmatica al sistema endosomale
e dal sistema endosomale alla membrana pla-
smatica.

Nelle piante sono presenti, come trasporta-
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tori per l'efflusso dell’auxina, diversi compo-
nenti della famiglia proteica PIN (8 in Arabi-
dopsis, indicati con numeri progressivi) il cui
nome deriva dalla forma “a spillo” dell'infiore-
scenza del mutante pinl (pin-formed1) di
Arabidopsis. Cinque di questi (PIN1-4 e PIN7)
sono espressi nella pianta in modo specifico
per diversi tessuti, o addirittura per diversi
tipi cellulari, e conducono I'esporto direziona-
to di auxina in distinti eventi mediati dall’or-
mone. L'importanza dei PIN nel trasporto po-
lare dell’auxina ¢ dimostrata dal fatto che la
velocita di efflusso di IAA- dalle cellule e pro-
porzionale alla quantita di proteine PIN nella
membrana plasmatica e che tale efflusso € ini-
bito dall’acido 2,3,5-triiodobenzoico (TIBA)
che si lega specificamente a questi trasporta-
tori.

La collocazione dei trasportatori PIN nella
membrana plasmatica delle cellule competenti
é estremamente dinamica e viene modulata at-
traverso il rapido flusso, actina-dipendente, di
vescicole endo/esocitotiche (Figura 8.5). Que-
sto flusso ciclico € di particolare importanza
per la definizione ed il mantenimento della di-
stribuzione polare di questi trasportatori, da
cui deriva la direzionalita del trasporto ormo-
nale che nella pianta e correlato con i numerosi
processi di sviluppo auxina-dipendenti. I tra-
sportatori PIN collocati nella membrana pla-
smatica vengono sequestrati ed internalizzati
in vescicole endocitotiche e successivamente
recuperati (riciclati) dal compartimento endo-
somale e riinviati alla regione stabilita della
membrana plasmatica attraverso il flusso dire-
zionato di vescicole esocitotiche.

Un ruolo predominante nel riciclaggio e
nell'indirizzo di PIN verso la membrana pla-
smatica e giocato dalla proteina GNOM'. Nelle

1 La proteina GNOM appartiene alla famiglia enzimatica
GEF (Guanilic Exchange Factor) la cui funzione & quella
di attivare piccole proteine G chiamate ARF (ADP Ribo-
silation Factor). Le proteine enzimatiche di questa fami-
glia (comune a piante ed animali), indicate come proteine
ARF-GEF, catalizzano lo scambio di GDP con GTP sulle
proteine ARF che nella forma attivata (legata al GTP) in-
tervengono nella formazione di vescicole da componen-
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piante questa proteina opera come regolatore
del traffico vescicolare intracellulare con la
funzione predominante di recuperare traspor-
tatori PIN dal sistema endosomale e dirigerne
la ricollocazione principalmente nella mem-
brana plasmatica basale delle cellule.

Nella regolazione della polarita dei traspor-
tatori PIN interviene anche la serina/treonina
chinasi PID (da PINOID), che ha un ruolo anta-
gonistico a quello di GNOM. Questa proteina
fosforila le molecole di PIN e la fosforilazione
ne determina il cambio di polarita. I PIN fosfo-
rilati, infatti, non entrano nel traffico vescicola-
re GNOM-regolato e vengono invece direziona-
ti, in vescicole esocitotiche, verso la regione
apicale della membrana plasmatica. Sara quin-
di lo stato di fosforilazione di PIN a determina-
re la polarita basale o apicale dei trasportatori
nelle membrane plasmatiche delle cellule com-
petenti per il trasporto dell’auxina.

La constatazione che 'attivita della proteina
PID &, a sua volta, regolata da proteine leganti
calcio (di tipo calmodulina) rivela il coinvolgi-
mento anche di questo ione nel trasporto pola-
re dell’auxina. Il calcio, attivando I'attivita pro-
tein chinasica di PID, ¢ in grado di modulare,
alla fine, lo stato di fosforilazione dei PIN e, di
conseguenza, la loro distribuzione spaziale che
direziona il trasporto dell’'ormone.

Il fatto che il gene che codifica per PID sia au-
xina-sensibile crea un circuito a feedback (a re-
troazione) mediante il quale la stessa auxina
puo controllare la direzione del suo trasporto.
L'auxina & in grado di regolare anche il livello del
suo flusso polare modulando la quantita dei tra-
sportatori nella membrana plasmatica. Essa, in-
fatti, puo incrementare l'espressione di geni che
codificano per diversi PIN, puo intervenire sul
movimento delle vescicole endo/esocitotiche
che escludono queste proteine dalla membrana
plasmatica o le ricollocano nella membrana, e
puo anche indurre la demolizione di PIN attra-

ti del sistema di endomembrane cellulari. Le proteine
ARF-GEF (come GNOM), agendo sullo stato di attivazione
delle proteine ARF, giocano un ruolo essenziale nella re-
golazione della produzione di queste vescicole e del loro
traffico intracellulare.

verso la via ubiquitina/vacuolo litico (SCHEDA 8.2).

Nell’efflusso di IAA dalle cellule, oltre alle
proteine PIN sono coinvolte anche fosfo-glico-
proteine (PGP: Phospho-Glicoproteins) di
membrana, comunemente indicate come pro-
teine ABCB (Figura 8.5) in quanto apparte-
nenti alla sottofamiglia B dell’ampia classe di
trasportatori ABC (ATP-Binding Cassette)>.
Le proteine ABCB non sono distribuite polar-
mente nella membrana plasmatica. Esse, pero,
oltre all’azione diretta come carrier di efflusso
dell’auxina, possono operare positivamante
sul trasporto direzionale PIN-mediato dell’or-
mone. E stato dimostrato, ad esempio, che una
di queste proteine, la ABCB19, co-localizza con
PIN1 e stabilizza la molecola del trasportatore
nella membrana plasmatica. Cido ostacola il
flusso ciclico costitutivo endo-esocitotico di
PIN1 inibendone l'internalizzazione ed incre-
mentandone l'attivita di trasporto dell’auxina.

C’e infine da segnalare che, oltre ai traspor-
tatori collocati nella membrana plasmatica e
operanti nel flusso intercellulare di auxina, esi-
stono trasportatori intracellulari coinvolti nel-
I'omeostasi dell’ormone nella cellula. Nelle
membrane del reticolo endoplasmatico sono
presenti proteine PIN “a molecola corta” (PINS5,
PIN6 e PIN8) che mediano il sequestro dell'IAA
in questo compartimento cellulare.

48.1.5 Larecezione e la trasduzione
del segnale dell’auxina

La maggior parte degli effetti auxinici sono eli-
citati intracellularmente ed alcuni di questi

2 Le ABC (ATP-Binding Cassette) sono una classe mol-
to ampia di proteine, la maggior parte delle quali media
il trasporto, attraverso una membrana cellulare, di una
vasta serie di substrati, tra cui ormoni, peptidi, zuccheri,
lipidi, acidi inorganici, metaboliti secondari e xenobiotici,
in modo piu o meno specifico. I trasportatori di tipo ABC
sono comuni ai batteri e a tutti gli organismi eucarioti e
sono particolarmente numerosi nelle piante. Tipicamente
le ABC sono proteine oligomeriche costituite da subunita
con domini idrofobici transmembrana e domini periferici
citosolici che legano I'ATP e ne accoppiano l'idrolisi al tra-
sporto del substrato. Oltre ad operare direttamente come
trasportatori, le proteine ABC possono anche interagire
con altri sistemi di trasporto, modulandone I'attivita.



sono determinati dalla capacita dell’auxina di
indurre una rapida regolazione della trascri-
zione di geni il cui promotore contiene elemen-
ti di risposta all’ormone.

Ricerche recenti hanno permesso di identi-
ficare i recettori intracellulari dell’auxina e di
chiarire molti dei meccanismi molecolari della
via di trasduzione del segnale che porta alla re-
golazione dell’espressione genica (FIGURA 8.6).

Come recettore dell’auxina e stata ricono-
sciuta la proteina nucleare TIR1 (Transport
Inhibitor Response 1) appartenente alla fami-
glia delle proteine F-box, che sono le subunita di
recezione delle proteine bersaglio degli enzimi
E3 ubiquitina ligasi di tipo SCF (Scheda 8.2).

Come detto in precedenza, i geni sensibili
all’auxina contengono elementi di risposta, in-
dicati come AuxRE (Auxin Response Ele-
ment), nella regione del promotore. A questi
AuxRE sono legate proteine nucleari a vita
breve, chiamate ARF (Auxin Response Fac-
tor), che operano principalmente come attiva-
tori (ma anche come repressori) dei geni in
questione. In assenza di auxina I'attivita delle
ARF & impedita dal legame ad esse di altre pro-
teine a vita breve, espresse costitutivamente e
indicate come AUX/IAA (Auxin/Indole 3-ace-
tic acid). La funzione dell’SCF™®R! (la E3 ubi-
quitina ligasi che ha TIR1 come F-box) e pro-
prio quella di catalizzare la degradazione auxi-
na-mediata di queste proteine AUX/IAA.

Quando nel nucleo entra auxina, questa si
lega direttamente a TIR1 e questo legame pro-
muove l'associazione dell’'SCF™®! con le protei-
ne AUX/IAA, attivando 'azione ligasica dell’en-
zima, per cui le proteine AUX/IAA vengono ra-
pidamente poliubiquitinate e successivamente
demolite attraverso il proteasoma 26S. Di con-
seguenza, le proteine ARF, non piu bloccate
dalle proteine AUX/IAA, possono svolgere (ge-
neralmente in forma dimerica) la loro azione,
incrementando (o reprimendo) il livello di tra-
scrizione del gene a cui sono legate. Le proteine
AUX/IAA, quindi, operano come regolatori ne-
gativi indiretti della modulazione genica che
porta alle risposte all’'ormone.

Dopo TIR1 sono state riconosciute come re-
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cettori auxinici altre proteine F-box indicate
come AFB (Auxin signaling F-box Protein). Le
AFB sono strettamente correlate a TIR1 e fun-
zionano anch’esse in complessi E3 ubiquitina
ligasi di tipo SCF.

Il modello convenzionale della segnalazio-
ne ormonale prevede che il legame dell’ormo-
ne con il recettore inneschi la formazione di
una cascata di intermedi e secondi messaggeri
in percorsi che, da ultimo, portano alla rispo-
sta cellulare. L'identificazione dei recettori nu-
cleari dell’auxina (TIR1 e AFB) ha rivelato un
nuovo meccanismo di segnalazione, indipen-
dente da intermedi e basato solo su interazioni
proteina-proteina. Attraverso questa via di
trasduzione viene modulata la trascrizione dei
numerosi geni coinvolti nei molteplici eventi
di crescita e sviluppo regolati dall’'ormone. Di
particolare interesse risulta il fatto che I'auxi-
na, arrivata nel nucleo, induce I'accumulo in
pochi minuti dei trascritti dei geni AUX/IAA3.
All’apparenza sembra paradossale che I'auxi-
na induca l'espressione dei geni di proteine
che funzionano nella repressione della segnala-
zione ormonale, ma una spiegazione si puo ri-
cavare dal quadro generale di cio che avviene
nelle cellule. L'entrata di auxina nel nucleo e il
conseguente rapido crollo dei livelli di
AUX/IAA, attivano la trascrizione, mediata dalle
proteine ARF, dei geni auxina-sensibili, tra cui,
appunto, i geni AUX/IAA. L'accumulo dei tra-
scritti di questi geni e la sintesi de novo delle
proteine AUX/IAA creano, perd, un percorso a
feedback negativo, che assicura una risposta
transiente al segnale auxinico.

Nella pianta, oltre alla catena di eventi in-
nescata dall'iniziale legame dell’auxina alle

3 ] geni AUX/IAA appartengono alla categoria dei geni
precoci o geni di risposta primaria. Questi geni codifica-
no principalmente per fattori di trascrizione o altre pro-
teine di regolazione e la loro espressione, che puo avveni-
re nel giro di minuti, & indipendente dalla sintesi ex novo
di proteine. [ geni tardivi o geni di risposta secondaria,
invece, codificano per proteine coinvolte in risposte or-
monali a pitl lungo termine, che riguardano eventi di cre-
scita e sviluppo, e la loro espressione richiede la sintesi ex
novo di proteine regolatorie (tra cui i prodotti dei geni di
risposta primaria).
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FIGURA 8.6 Schema semplificato della recezione e trasduzione dei segnali auxinici. Il legame dell’auxina con il recet-
tore nucleare TIRT/AFB (proteina F-box di una E3 ubiquitina ligasi di tipo SCF) induce |'ubiquitinazione e successiva
demolizione nel proteasoma 26S della proteina bersaglio AUX/IAA, che, in assenza dell’'ormone, reprime I'azione
della proteina ARF, un fattore di trascrizione che si lega al promotore di geni con |'elemento di risposta all’auxina
(AuxRE). In seguito alla demolizione di AUX/IAA, ARF, non pib represso, pud agire sull’espressione di questi geni. Il
legame dell’auxina al recettore extracellulare ABP1, ancorato alla membrana plasmatica dalla proteina CBP1, porta
alla formazione di un complesso con la protein chinasi transmembrana TMK che attiva vie citosoliche di risposta
all'ormone. Una di queste vie coinvolge proteine ROP (che agiscono sul traffico vescicolare della cellula) e porta
all'inibizione dell’internalizzazione nel citosol di trasportatori PIN e dell’H*-ATPasi. La segnalazione citosolica induce
anche |'attivazione (mediante fosforilazione) della H+-ATPasi della membrana plasmatica. 'aumentata estrusione di
H* e la conseguente acidificazione dell’apoplasto induce |'attivazione di enzimi che causano il rammollimento della
parete. Nello schema & anche rappresentata |’entrata di K* nella cellula attraverso canali di influsso attivati dall’iper-
polarizzazione della membrana plasmatica. (Per una spiegazione piU dettagliata si veda il testo).



proteine F-box nucleari, esiste un ulteriore si-
stema di percezione dell’auxina, derivante dal
legame diretto dell’ormone ad un diverso re-
cettore proteico. Questo recettore, chiamato
ABP1 (Auxin-Binding Protein 1), e una glico-
proteina dimerica localizzata primariamente
nel lume del reticolo endoplasmatico. Oltre
che nel reticolo endoplasmatico, pero, una pic-
cola quantita di ABP1 (< 20%) e collocata an-
che sul lato esterno della membrana plasmati-
ca, a cui arriva attraverso le vescicole esocitoti-
che del Golgi (Figura 8.6). ABP1 non ha domini
transmembrana, ma € ancorata alla membrana
attraverso una proteina intrinseca “di attrac-
co” (docking protein) indicata come CBP1
(C-terminal peptide-Binding Protein 1). E il
pool membranale di ABP1, che espone verso
I'esterno della cellula il sito di legame per I'au-
xina, ad essere implicato nella mediazione del-
le risposte ormonali. Come recettore dell’auxi-
na ABP1 é coinvolto in eventi di distensione e
morfogenesi cellulare, di iperpolarizzazione
della membrana plasmatica e di divisione del-
le cellule, rivestendo, anch’esso, un ruolo es-
senziale nei programmi di crescita e sviluppo
della pianta. Nonostante gli effetti riconosciuti
di ABP1 su eventi di crescita e sviluppo indotti
dall’auxina, la mancanza di un suo dominio
transmembrana e I'incapacita della proteina di
attracco CBP1 di mediare la trasduzione del
segnale ormonale all'interno della cellula ave-
vano mantenuto qualche dubbio sulla effettiva
azione di ABP1 come recettore dell’auxina.
Studi recenti, pero, hanno fornito importanti
chiarimenti sul meccanismo di recezione di
ABP1 e su componenti della via di trasduzione
citosolica del segnale ormonale. E risultato
che, in seguito al legame con l'auxina, ABP1
puo interagire con la proteina TMK (Tran-
smembrane Kinase) della famiglia dei recet-
tori di membrana RLK (Receptor-Like Kina-
se) (Figura 8.6). La TMK ¢& una proteina tran-
smembrana con un dominio citosolico ad atti-
vita protein chinasica e un dominio extracellu-
lare che interagendo con ABP1 porta alla for-
mazione di un complesso (ABP1-TMK) di rece-
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zione e trasduzione del segnale auxinico. E
stato anche dimostrato che in una via di tra-
sduzione citosolica sono coinvolte proteine
della famiglia ROP (Rho-like GTPases from
Plants)* (Figura 8.6) regolate dal segnale or-
monale. Pitl precisamente, 'auxina, modulan-
do l'attivita di specifici componenti di questa
famiglia, interviene sul traffico intracellulare
di vescicole endo/esocitotiche e inibisce I'in-
ternalizzazione di trasportatori PIN dalla
membrana plasmatica regolando cosi il suo
trasporto polare, essenziale per numerosi
eventi di morfogenesi e sviluppo. Nello stesso
modo 'auxina inibisce 'internalizzazione del-
le molecole di H*-ATPasi, stabilizzando la pom-
pa protonica nella membrana plasmatica ed
incrementandone I'attivita.

Le risposte all’auxina indotte attraverso il
sistema di recezione extracellulare sono estre-
mamente rapide, il che sta ad indicare che, a
differenza delle risposte indotte dalla recezio-
ne nucleare, esse sono indipendenti dalla rego-
lazione genica. In alcuni eventi di sviluppo del-
la pianta, comunque, le vie di segnalazione me-
diate da ABP1 e quelle mediate da TIR1/AFB
possono cooperare nella determinazione delle
risposte all'ormone. Un esempio €& dato dalla
induzione della divisione cellulare. Anche se
non sono state definite del tutto le basi moleco-
lari con cui si realizza la risposta ormonale, esi-
stono evidenze che l'induzione auxinica, che
coinvolge proteine operanti nella progressione
del ciclo cellulare, & condotta attraverso le vie
ABP1- e TIR1/AFB-dipendenti. Le due vie di
trasduzione sono implicate anche nella disten-
sione cellulare indotta dall’'ormone.

* Le proteine ROP (Rho-like GTPases from Plants) ap-
partengono alla famiglia vegetale delle Rho-GTPasi, pic-
cole proteine G, conservate in tutti gli eucarioti. Queste
proteine possono trovarsi nella forma inattiva legata al
GDP o nella forma attiva legata al GTP. Nella forma atti-
va esse operano in processi cellulari fondamentali (come
divisione, polarizzazione e morfogenesi) agendo princi-
palmente sulle dinamiche del citoscheletro e sul traffico
vescicolare (endo/esocitosi).
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4 8.1.6 | ruoli biologici dell’auxina

L'auxina e stato I'ormone vegetale piu studiato
ed & considerato 'ormone dominante poiché
influenza la maggior parte, se non tutti, i pro-
cessi di crescita e sviluppo della pianta.

Trai principali eventi in cui & coinvolta 'au-
xina ci sono: la distensione e la divisione cellu-
lare, la dominanza apicale, la differenziazione
dei tessuti vascolari, la crescita in lunghezza di
fusto e radice, lo sviluppo di radici laterali e ra-
dici avventizie, la fillotassi, la differenziazione
degli stomi, lo sviluppo delle gemme fiorali, lo
sviluppo dei frutti, I'inibizione dell’abscissione
di organi dalla pianta madre, il fototropismo e
il gravitropismo di fusti e radici. Alcuni di que-
sti eventi saranno descritti qui di seguito. Altri
verranno solo accennati, rimandando per una
piu approfondita trattazione ad altri capitoli
del testo e al piu specifico volume di Elementi
di Biologia dello Sviluppo delle Piante (Altamu-
ra et al. EdiSES, 2007).

8.1.6.1 L'auxina induce la distensione
cellulare

La crescita delle cellule per distensione (auxe-
si), cioé I'aumento della loro dimensione dovu-
to ad un aumento del volume vacuolare, & l'e-
vento indotto dall’auxina che maggiormente
caratterizza questo ormone, tanto da stabilirne
il nome.

Le fasi che portano alla distensione cellulare
possono essere seguite trattando con auxina
esogena segmenti isolati delle regioni in allun-
gamento di fusti o coleottili. Cio € dovuto al fat-
to che in una pianta intera queste regioni del
germoglio contengono gia concentrazioni del-
I'ormone adatte per la crescita, per cui I'aggiun-
ta di auxina esogena non porta ad effetti rile-
vanti sulla distensione delle cellule. Al contra-
rio, segmenti isolati dell’organo, non piu rifor-
niti endogenamente di auxina, rispondono
prontamente all’ormone applicato dall’esterno.

Quando un segmento di fusto viene posto in
un mezzo contenente auxina si puo osservare e
misurare il suo allungamento, che inizia dopo

un intervallo di tempo (lag time) di circa 10 mi-
nuti, raggiungendo la velocita massima dopo
30-60 minuti. L'allungamento e pitt 0 meno am-
pio a seconda della quantita di ormone fornito
nell’intervallo delle concentrazioni induttive,
che per il fusto hanno valori ottimali tra 10-° e
10-5 M. La crescita per distensione delle cellule
e un processo che richiede energia ed & quindi
sensibile agli inibitori metabolici, alle basse
temperature ed all’anaerobiosi. Esso viene an-
che bloccato dagli inibitori della sintesi di RNA
e di proteine, poiché richiede la trascrizione e
la traduzione di geni specifici.

L'incremento del volume cellulare e correla-
to con l'aumento della massa vacuolare per
I'entrata passiva nel vacuolo di una maggiore
quantita di acqua. Cio richiede la modificazione
di alcuni parametri chimico-fisici delle cellule.

In una cellula non in distensione, la diffe-
renza di potenziale idrico (A‘PHZO) tra la solu-
zione dell’ambiente apoplastico (‘PHZO =0)e
quella dell'ambiente vacuolare (¥}, , < 0) ri-
chiama acqua verso l'interno della cellula e
crea una pressione di turgore a cui si contrap-
pone la resistenza meccanica parietale. La di-
stensione cellulare, quindi, richiede innanzi-
tutto la caduta della resistenza della parete e
I'aumento della sua estensibilita, con la conse-
guente entrata di acqua nel vacuolo per il gra-
diente di potenziale idrico.

La velocita con cui una cellula si distende si
puo esprimere con la seguente formula:

GR=m (¥Yp-Y)

dove GR (Growth Rate) é la velocita di crescita e
m rappresenta il coefficiente di estensibilita
della parete, che dipende dalla pressione di
turgore (Wp) e dalla soglia di deformazione
plastica (Y), che, a sua volta, indica la pressione
a cui la parete inizia a deformarsi irreversibil-
mente.

Secondo l'ipotesi della crescita acida, 'in-
debolimento della resistenza parietale € indot-
to dall’auxina attraverso I'acidificazione dell’a-
poplasto. La sequenza di eventi che porta alla



distensione cellulare e la seguente: 'auxina, in
seguito al legame con il recettore ABP1 e alla
formazione del complesso di recezione e segna-
lazione ABP1-TMK (Figura 8.6), stimola I'attivi-
ta della H*-ATPasi della membrana plasmatica,
plausibilmente attraverso la sua fosforilazione
(Figura 8.6) ad opera di una protein chinasi, po-
tenziando 'estrusione di protoni, con il conse-
guente abbassamento del pH nell’ambiente del-
la parete e l'iperpolarizzazione della membrana;
la diminuzione del pH attiva proteine enzimati-
che parietali, la cui azione porta al rammolli-
mento della parete e all'aumento della sua
estensibilita; l'iperpolarizzazione della mem-
brana plasmatica causa I'apertura di canali di
influsso (inward rectifying) di cationi potassio
(K*), 1a cui entrata nella cellula compensa I'in-
crementata estrusione di H* e mantiene la pres-
sione di turgore a un valore costante durante
I'aumento di dimensione della cellula.

L'auxina non solo stimola l'attivita della
pompa protonica gia presente nella membrana
plasmatica, ma induce anche la sintesi di nuove
molecole di H*-ATPasi mediante la via TIR1/
AFB-dipendente. Lormone, inoltre, opera man-
tenendo piu a lungo nella membrana plasmati-
ca le molecole di H*-ATPasi, che vengono nor-
malmente riciclate attraverso una via en-
do/esocitotica simile a quella che dirige i flussi
cellulari dei carrier auxinici. Quest'ultima azio-
ne dell’auxina, che inibisce l'internalizzazione
delle molecole di H*-ATPasi, avviene con la me-
diazione del complesso ABP1-TMK e sirealizza
attraverso la modulazione dell’attivita di speci-
fiche proteine ROP (Figura 8.6).

L'acidificazione dell’ambiente apoplastico,
conseguente all’aumentata estrusione di H-,
porta all’attivazione di due classi principali di
proteine enzimatiche presenti nella parete:
le espansine e le endo-B(1—4)-glucanasi
(EGasi). Le espansine modificano le proprieta
meccaniche della parete attraverso la rottura
dei ponti idrogeno tra i componenti polisacca-
ridici; le EGasi conducono la parziale degra-
dazione idrolitica delle emicellulose (xiloglu-
cani) della matrice parietale. La diminuzione
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del pH attiva anche le yeldine, proteine parie-
tali non correlate con le espansine, la cui azione
sembra essere quella di facilitare, in qualche
modo, l'allentamento dei legami tra i compo-
nenti strutturali della parete, abbassando il va-
lore di Y e favorendo, di conseguenza, la sua de-
formazione plastica (yelding). All'indebolimen-
to della resistenza parietale partecipano anche
enzimi litici (espansine) sintetizzati ex novo per
I'azione induttiva dell’auxina sull’espressione
genica (mediante la via TIR1/AFB-dipendente)
ed immessi nell'apoplasto attraverso vescicole
di secrezione.

8.1.6.2 L'auxina regola la crescita in
lunghezza del fusto e della radice

A concentrazioni 10°-10-° M I'auxina stimola la
crescita in lunghezza del fusto per distensione
delle cellule. Alla base dell’effetto induttivo vi &
il trasporto polare dell’auxina dalla regione api-
cale verso la sottostante zona di accrescimento
e il bersaglio primario di questa azione ormo-
nale sono le cellule dei tessuti esterni di tale
zona. Per raggiungere le cellule corticali ed epi-
dermiche sensibili, I'auxina, arrivata nella zona
di accrescimento lungo il parenchima vascola-
re, viene direzionata verso l'esterno attraverso
la collocazione polarizzata di PIN1 nella mem-
brana plasmatica delle cellule competenti.

Le concentrazioni che promuovono la cre-
scita del fusto inibiscono invece la crescita per
distensione della radice, che viene comunque
indotta da concentrazioni di auxina molto piu
basse (10-1°-10-° M). La differenza tra i due or-
gani, quindi, sta essenzialmente nella diversa
richiesta quantitativa dell’ormone. Come nel
fusto, anche nella radice, il bersaglio primario
dell’azione auxinica sono le cellule dei tessuti
esterni della zona di accrescimento. A queste
cellule bersaglio I'auxina arriva dall’apice radi-
cale attraverso un trasporto polare basipeto
che procede lungo le cellule laterali della cuffia
e le cellule epidermiche e corticali ed & direzio-
nato dalla collocazione polarizzata di carrier di
efflusso (principalmente PIN2) nelle membra-
ne plasmatiche.
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8.1.6.3 L'auxina é coinvolta nella
dominanza apicale

La ramificazione del germoglio e il processo
mediante cui le gemme ascellari localizzate alla
base delle foglie si sviluppano formando nuovi
rami. Nella regolazione della ramificazione, che
e alla base dell’architettura della parte aerea
della pianta, interagiscono segnali ambientali e
segnali ormonali. Di particolare importanza
nella regolazione ormonale dello sviluppo delle
gemme ascellari sono I'azione inibitoria dell’au-
xina e quella promotoria delle citochinine.

L'IAA, prodotto nella gemma apicale del ger-
moglio e traslocato polarmente verso il basso,
inibisce la crescita delle gemme ascellari, de-
terminando quella che viene definita domi-
nanza apicale. Il coinvolgimento dell’auxina
nella dominanza apicale & dimostrato dal fatto
che la rimozione della gemma apicale elimina
I'effetto inibitorio sulla crescita delle gemme
ascellari e che questo viene ripristinato dall’ap-
plicazione sul germoglio decapitato di auxina
esogena (FIGURA 8.7).

Inizialmente si riteneva che 'auxina, arri-
vata dalla gemma apicale, inibisse direttamen-
te la crescita delle gemme ascellari, a causa
della loro elevata sensibilita all’'ormone, che
ne rendeva inibitori i livelli dell'lAA che veniva
ad accumularsi in esse. Questa ipotesi, pero,
venne inficiata dalla constatazione che I'appli-
cazione di auxina esogena alle gemme ascella-
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ri non ne ostacolava la crescita e che I'auxina
prodotta dalla gemma apicale non entrava, in
realta, nelle gemme ascellari. L'idea attuale e
che l'auxina intervenga nella dominanza api-
cale, mantenendo bassii livelli delle citochini-
ne, che sono gli ormoni promotori della cresci-
ta di queste gemme. Cio avviene attraverso l'i-
nibizione dell’espressione di geni che codifica-
no per enzimi coinvolti nella sintesi delle cito-
chinine e l'induzione dell’espressione di geni
degli enzimi citochinina ossidasi/deidrogena-
si, che degradano irreversibilmente le moleco-
le ormonali.

L’auxina prodotta dalla gemma apicale gio-
ca anche un ruolo indiretto nella dominanza
apicale, intervenendo sui livelli della stessa au-
xina nelle gemme ascellari. Secondo il modello
definito di “canalizzazione del trasporto di
auxina”, la crescita delle gemme ascellari e
correlata alla loro capacita di esportare polar-
mente l'auxina endogena, dirigendola nel per-
corso assiale principale del fusto, che fa da sink
portando I'ormone basipetamente verso la ra-
dice. Questa canalizzazione di auxina verso il
fusto & pero inibita competitivamente da fonti
piu forti dell’'ormone, come la gemma apicale. Il
rifornimento di auxina da parte della gemma
apicale al sistema assiale di trasporto polare,
infatti, ne riduce la forza drenante, ostacolando
I'entrata dell’'ormone da ulteriori siti di produ-
zione, come le gemme piu vicine all’apice.

Massa di lanolina
con IAA

FIGURA 8.7A-C Dominanza apicale. (A) Nel germoglio intero la crescita delle gemme ascellari & inibita. (B) La rimo-
zione dell’apice ripristina la crescita di queste gemme. (€) L'inibizione della crescita delle gemme ascellari si mantie-
ne se all’apice decapitato viene fornito IAA esogeno.



8.1.6.4 L'auxina induce il differenziamento
vascolare

Il trasporto polare di auxina mediato dal tra-
sportatore PIN1 e responsabile della formazio-
ne di modelli spazialmente organizzati dei tes-
suti vascolari al di sotto delle gemme e delle
giovani foglie in crescita e, in particolare, del
corretto differenziamento dello xilema (xiloge-
nesi) nei fasci cribro-vascolari. L'auxina regola
anche la differenziazione e l'architettura del
tessuto vascolare che costituisce le nervature
delle foglie. Cio avviene nel primordio fogliare
mediante il trasporto di auxina, direzionato an-
ch’esso da PIN1, lungo i margini del primordio
stesso, con l'accumulo dell’ormone in precisi
punti di convergenza che stabiliranno la posi-
zione delle nervature durante il successivo svi-
luppo della foglia.

Nelle piante legnose, ogni primavera, I'auxi-
na che arriva dalle nuove gemme in crescita at-
tiva anche il cambio cribro-vascolare e induce
la differenziazione dell’anello annuale del tes-
suto vascolare, che parte dalle piu giovani ra-
mificazioni procedendo basipetamente verso
I'apice radicale. L'auxina, quindi, presiede alla
costruzione del sistema vascolare continuo
lungo tutta la pianta.

8.1.6.5 Lauxina promuove la formazione

di radici laterali e radici avventizie

Dalla presenza e distribuzione delle radici late-
rali dipende I'architettura dell’apparato radica-
le della pianta. Tra i diversi fattori endogeni
che regolano lo sviluppo delle radici laterali un
ruolo essenziale e giocato dall’auxina. Questo
ormone induce la formazione delle radici late-
rali, che inizia a una certa distanza dal meriste-
ma apicale (al di sopra della zona dei peli radi-
cali), riattivando I'attivita meristematica in due
cellule adiacenti del periciclo a contatto con
un’arca xilematica. Il segnale auxinico € coin-
volto anche nella successiva organizzazione
dei primordi radicali e nella crescita ed emer-
genza delle radici laterali dalla radice parenta-
le. Nelle diverse fasi di inizio, sviluppo e cresci-
ta delle radici laterali opera l'auxina arrivata
all’apice radicale dal germoglio attraverso il
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trasporto polare acropeto. Mediante la corretta
collocazione dei trasportatori PIN 'auxina vie-
ne poi ritraslocata basipetamente fino alle cel-
lule competenti del periciclo e, successivamen-
te, del nuovo apice radicale.

L'auxina & in grado di stimolare la ripresa
dell’attivita meristematica anche nelle cellule
di una varieta di tessuti che non appartengono
alla radice, portando al successivo sviluppo di
un meristema radicale e alla formazione di ra-
dici definite avventizie (Figura 8.4). Cio avvie-
ne con un modello analogo a quello che si rea-
lizza nella formazione dei primordi delle radici
laterali.

8.1.6.6 L'auxina promuove la formazione e
la crescita dei frutti

L'impollinazione e i successivi eventi di fecon-
dazione, che portano allo sviluppo del seme
(Capitolo 10), inducono anche la formazione
del frutto, che deriva dalla trasformazione e
dall’accrescimento dei tessuti dell’ovario. Nella
crescita del frutto e direttamente coinvolta
I'auxina fornita dai semi in via di sviluppo. La
crescita del frutto in assenza di semi & definita
partenocarpia e puod avvenire spontaneamen-
te in alcune specie (per anomalie nella fecon-
dazione o per aborto degli embrioni), o essere
indotta mediante il rifornimento di auxina eso-
gena ai fiori non impollinati. La FIGURA 8.8A-C mo-
stra un classico esempio del coinvolgimento di
questo ormone nella crescita del frutto, anche
se riguarda, in realta, il “falso frutto” della fra-
gola, in cui la parte edule deriva dall'ingrossa-
mento del ricettacolo dell’infiorescenza. Nella
fragola I'asportazione degli acheni (i veri frutti
contenenti i semi), e quindi dell’auxina fornita
da questi, impedisce la crescita del ricettacolo
fiorale, che puo venire ripristinata attraverso
I'applicazione esogena dell’ormone.

Indagini molecolari hanno fornito precise
informazioni sul ruolo chiave giocato dall’auxi-
na nell'induzione della formazione e della cre-
scita del frutto. E risultato che, prima della fe-
condazione, la crescita dell’ovario e bloccata
dall’azione repressiva del complesso AUX/IAA-
ARF sui geni auxina-sensibili necessari per I'i-
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Achenio

Ricettacolo

® ©

FIGURA 8.8A-C Effetto dell’auxina sulla crescita del “frutto”
della fragola. (A) Se sono presenti gli acheni (veri frutti)
il ricettacolo si accresce normalmente. (B) La crescita del
riceftacolo viene impedita dalla rimozione degli acheni.
(€) L'applicazione di auxina ripristina la crescita del ri-
cettacolo privo di acheni.

nizio della fruttificazione. Dopo la fecondazio-
ne, I'aumento dei livelli di auxina nelle cellule
dell’ovario induce la degradazione proteasomi-
ca delllAUX/IAA, con la conseguente attivazio-
ne dell’espressione di questi geni. Una dimo-
strazione della validita di questo modello &
data dal fatto che piante di pomodoro che
esprimono un AUX/IAA antisenso producono
frutti partenocarpici, perché possono trascri-
vere i geni legati alla fruttificazione prima della
fecondazione.

8.1.6.7 Altri ruoli dell’auxina

L'auxina regola la fillotassi della pianta.
La fillotassi definisce la distribuzione spaziale
delle foglie sul fusto, attraverso un preciso mo-
dello diinduzione dei primordi fogliari nei me-
ristemi degli apici caulinari. Esperimenti con-
dotti su piante trattate con inibitori del tra-
sporto polare dell’auxina (come TIBA) hanno
evidenziato I'importanza dei flussi direzionati
dell’ormone per la corretta collocazione dei
primordi fogliari nella gemma. Il parametro
piu cruciale per la determinazione del modello
di fillotassi e la distribuzione di PIN1 e di AUX1
nelle cellule esterne del meristema apicale.
Dalla distribuzione dinamica di questi due tra-
sportatori dipende la regolazione del trasporto
polare che porta alla localizzazione, secondo

modelli spaziali specie-specifici, dei massimi di
auxina che inducono la formazione dei primor-
di fogliari. Il trasporto polare di auxina e essen-
ziale anche per il corretto sviluppo sulla pianta
dei meristemi fiorali.

L'auxina regola la differenziazione degli
stomi. E stato dimostrato che l'auxina svolge
un importante ruolo regolatorio dello sviluppo
degli apparati stomatici sulle lamine fogliari.
In questa azione I'auxina agisce come un inibi-
tore della differenziazione degli stomi da speci-
fiche unita (meristemoidi) di cellule epidermi-
che. In tal modo 'ormone controlla la “spazia-
tura” degli stomi sulla superficie fogliare stabi-
lendo il valore dell'indice stomatico (il rap-
porto tra numero di stomi e numero di cellule
epidermiche).

L'auxina dilaziona nel tempo I'abscissio-
ne di organi della pianta. Su questo evento
I'auxina svolge un’azione inibitoria, contrappo-
nendosi agli effetti induttivi dell’etilene (Para-
grafo 8.5.4.2).

L'auxina media il fototropismo e il gravi-
tropismo delle piante. L'auxina € coinvolta in
modo determinante in entrambi questi “movi-
menti” della pianta (Capitolo 11) e c’e da ricor-
dare che proprio l'iniziale osservazione della
curvatura fototropica di un coleottile di grami-
nacea ha portato poi a scoprire I'esistenza e la
natura chimica di questo ormone vegetale.

4 8.1.7 Gli usi commerciali di auxine
sintetiche

Molte delle attivita dell’auxina vengono sfrutta-
te in agricoltura e orticultura mediante I'utiliz-
zo di auxine sintetiche. Composti come il
2,4-D sono utilizzati per I'induzione della radi-
cazione avventizia nella propagazione vegetati-
va delle piante (talee), per lo sviluppo di frutti
partenocarpici e per la prevenzione dell’abscis-
sione di frutti e foglie. Per queste pratiche si uti-
lizzano concentrazioni di auxine sintetiche



molto basse, corrispondenti alle concentrazioni
in cui nella pianta operano le auxine naturali.

Ad alte concentrazioni, invece, le auxine sin-
tetiche vengono utilizzate come diserbanti. Cio
e dovuto al fatto che esse non vengono metabo-
lizzate come le auxine naturali e quindi si accu-
mulano nella pianta, inducendo la sintesi di
etilene, 'ormone responsabile di eventi che
portano alla senescenza ed alla morte dell’or-
ganismo vegetale.

E Le gibberelline

Il percorso che ha portato alla scoperta delle
gibberelline come ormoni vegetali si puo dire
che sia iniziato dal riconoscimento, da parte di
ricercatori giapponesi, che una malattia nota
del riso, chiamata bakanae (malattia del “ger-
moglio sciocco”), era causata dall’infezione del
fungo Gibberella fujikuroi. Le piante infettate
dal fungo si allungavano in modo abnorme,
avevano foglie clorotiche e non producevano
spighe con cariossidi. Prove sperimentali di-
mostrarono che questi sintomi erano dovuti a
una qualche sostanza solubile prodotta e se-
creta dal fungo.

Attraverso i lavori di numerosi gruppi di ri-
cerca si arrivo, verso la meta del secolo scorso,
ad isolare e caratterizzare un primo principio
attivo di origine fungina, indicato come acido
gibberellico, a cui segui il riconoscimento di
altre forme attive, che vennero definite nell'in-
sieme gibberelline. Ricerche successive porta-
rono a scoprire che le gibberelline erano, di fat-
to, composti naturali, sintetizzati non solo dai
funghi, ma anche da tutte le piante, in cui gioca-
vano ruoli importanti nel controllo di numerosi
aspetti della crescita e dello sviluppo. Nel tem-
po vennero individuate nelle piante tutta una
serie di gibberelline a cui, per convenzione, fu
assegnato un numero progressivo in base all’or-
dine cronologico della scoperta.

Le gibberelline (GA) costituiscono una fa-
miglia molecolare molto vasta di diterpeni tetra-
ciclici di cui, attualmente, si conoscono piu di
130 forme distinte, tutte basate su uno scheletro
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di ent-gibberellano (FIGURA 8.9). Solo alcune GA,
perd, hanno attivita biologica, con distinte fun-
zioni nel ciclo vitale della pianta. Le altre sono
precursori o prodotti di disattivazione delle for-
me bioattive. Le diverse gibberelline differisco-
no per gruppi funzionali, la cui posizione e ste-
chiometria determinano l'attivita o meno della
molecola. Tutte le GA bioattive hanno un gruppo
carbossilico sul C-6 e un gruppo ossidrilico in
posizione B-3. Le GA piu attive (come GA,, GA,,
GA,, GA,), inoltre, hanno 19 carboni (C,,-GA)
per la perdita del C-20 e la formazione di un lat-
tone tra C-4 e C-10 (Figura 8.9). La presenza di
un gruppo ossidrilico in posizione -2 (come in
GA,, e GA,) rende invece inattiva la molecola di
GA (Figura 8.9). Tutte queste caratteristiche mo-
lecolari giocano ruoli essenziali sul grado di affi-
nita delle GA per il recettore.

Tra le gibberelline bioattive GA, ¢ stata
identificata in una grande varieta di piante e si
ritiene sia la forma molecolare pitt ampiamen-
te distribuita. GA, ¢ presente anch’essa in mol-
te specie e risulta essere la principale GA bioat-
tiva in Arabidopsis. Infine € da notare che GA,,
anch’essa con elevata attivita ormonale, & la
forma corrispondente all’acido gibberellico.

Le gibberelline sono coinvolte nella pianta
in un gran numero di eventi di crescita e svilup-
po. Esse svolgono un ruolo essenziale nella
promozione dell’allungamento del fusto, deter-
minando cosi l'altezza della pianta, ma agisco-
no anche sull’allungamento della radice, sull’e-
spansione delle foglie, sulla germinazione e la
mobilitazione delle riserve dei semi e sulla
transizione a fiore di alcuni tipi di piante.

4 8.2.1 La biosintesi e il metabolismo
delle gibberelline

Nelle piante superiori la via biosintetica delle
gibberelline si realizza in diversi compartimen-
ti cellulari (FIGURA 8.10A). Nel plastidio viene pro-
dotto ent-kaurene, a partire dal geranilgeranil
pirofosfato (GGPP) che & un precursore gene-
rale dei diterpenoidi. La biosintesi prosegue
poi nel reticolo endoplasmatico fino alla pro-
duzione della prima gibberellina GA,,. I suc-
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Gibberelline attive

Gibberelline inattive

Antigibberellina
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FIGURA 8.9 La struttura dell’entgibberellano, le caratteristiche molecolari di gibberelline attive (con un gruppo ossidri-
lico in posizione B-3) e inattive (con un gruppo ossidrilico in posizione B-2) e la molecola dell’antigibberellina pho-

sphon D.

cessivi percorsi che portano da questo interme-
dio comune alle diverse forme di GA, sia a 20
(C,,-GA) che a 19 (C,4-GA) carboni, avvengono
nel citosol e sono condotti da specifiche diossi-
genasi. Una prima diossigenasi (GA130x), in-
serendo un gruppo -OH in posizione 13 nella

molecola della GA ,, da inizio alla via di idros-
silazione in C-13, che porta alla sintesi di una
serie di gibberelline (ad es. GA, e GA,) con que-
sta caratteristica molecolare, che le distingue
dalle GA (ad es. GA, e GA,) prodotte nella via di

non-idrossilazione in C-13, che parte invece
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FIGURA 8.10A-B Biosintesi e metabolismo delle gibberelli-
ne. (A) Schema delle vie biosintetiche di alcune forme at-
tive di gibberelline (GA) e della loro disattivazione. Del-
le reazioni condotte nel plastidio a partire dal geranilge-
ranil pirofosfato (GGPP) e delle reazioni proseguite nel
reticolo endoplasmatico sono indicati solo i prodotti fina-
li. Nel percorso citosolico vengono riportate alcune tap-
pe delle distinte vie di idrossilazione e di non idrossila-
zione in C-13. Viene anche segnalato il passaggio dal-
le GA con 20 carboni (C,GA) alle GA con 19 carbo-
ni (C,,GA), e vengono indicati gli enzimi (diossigenasi)
coinvolti nelle tappe biosintetiche che portano alla for-
mazione delle GA attive GA, e GA, (con un carbossile
sul C-10 e un ossidrile sul C-2) e nella loro disattivazione
a GA,, e GA, (per I'inserimento di un ossidrile sul C-3).
Le formule delle due GA attive e delle due GA disattiva-
te sono riportate in Figura 8.9. (Per una spiegazione piu
dettagliata si veda il testo). (B) Inattivazione reversibile
delle GA mediante coniugazione con glucosio e inattiva-
zione irreversibile (catabolismo) per 2B-idrossilazione o
per epossidazione del doppio legame tra C-16 e C-17.

dalla GA, con il C-13 libero. Ulteriori diossige-
nasi (come GA200x e GA3o0x) operano nelle
reazioni che portano alla formazione delle GA
biologicamente attive. GA200x e responsabile
della formazione delle C -GA poiché catalizza
la perdita del C-20 e la formazione del lattone
tra C-4 e C-10. La GA3o0x conduce la reazione di
3B-idrossilazione necessaria all’attivazione
della molecola. Al contrario, la diossigenasi
GA2o0x catalizza la reazione di 2[-idrossilazio-
ne che causa la disattivazione irreversibile del-
le forme attive di GA.
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