


La rivoluzione verde

Sviluppo di varieta seminane
carenti in GA o nella risposta
a GA

Genetista agrario Norman Borlaug Premio Nobel per
la pace nel 1970 per l'introduzione di varieta di grano
semi nane ad alta resa



GIBBERELLINE

Insieme di composti definiti in base alla loro struttura

chimica e non rispetto alla loro attivita biologica

note 136 gibberelline
poche biologicamente attive



scoperta

BAKANAE

(piantina sciocca)

malattia del riso diffusa in
asia causata dal fungo
Gibberella fujikuroi

(Fusarium moniliforme)




»>1930 (Giappone) Isolamento da brodi di coltura del fungo
di cristalli impuri di due composti attivi;uno fu chiamato GA A

»>1950 (USA, GB) Struttura acido gibberellico (GA;), isolato da
brodi di coltura del fungo

»1950 (Giappone) dalla GA A isolate e caratterizzate , GA;GA,, GA;

»>1958 Identificazione e purificazione nelle piante (GA,)



GA; fu prodotta mediante fermentazione di
Gibberella fujikuroi per scopi di sperimentazione e
successivamente per applicazioni agronomiche e

in orticultura

GA,




ATTUALMENTE SONO NOTE 136 GIBBERELLINE

(12 presenti solo in G. fujikuroi)

NOMENCLATURA: GA,, a seconda dell’ordine
cronologico della scoperta



PRIMI STUDI SULL'ATTIVITA’
DELLE GIBBERELLINE

effetto GA; sulla crescita dello
stelo floreale del cavolo
(condizioni sd non induttive)




effetto di GA, su mais nano




EFFETTI FISIOLOGICI DELLE GIBBERELLINE



» stimolano la crescita del fusto in piante nane
e a rosetta (GA;, GA;, Ga,, GA,)

effetto di GA; sull’allungamento
del fusto di piante nane di pisello



»regolano la transizione dalla fase giovanile ad
adulta

{A) Abete bianco

(C) Pianticella di sequoia gigante

L'applicazione di GA4+GA7 induce conifere giovanili
ad entrare in fase riproduttiva producendo coni precocemente



nell’edera effetto opposto




»Influiscono sulla formazione dei fiori e sulla
determinazione del sesso

Nel mais le GA sopprimono la formazione degli stami portando

alla formazione di fiori femminili (pistillati)

Nelle dicotiledoni (spinacio) hanno effetto opposto



Piante monoiche (mais) fiori unisessuali sullo stesso individuo: si formano per aborto
selettivo di primordi di stami o di pistilli (fiori femminili o maschili)

Pennacchio: fiore maschile, stame
Spiga: fiore femminile, pistillo

Nel mais le GA sopprimono la formazione
delle antere

FIGURE 20.3 Anthers develop in the ears of a gibberellin-
deficient dwarf mutant of corn (Zea mays). (Bottom)
Unfertilized ear of the dwarf mutant an1, showing conspic-
uous anthers. (Top) Ear from a plant that has been treated
with gibberellin. (Courtesy of M. G. Neuffer.)




»Promuovono la fruttificazione e la partenocarpia

L'applicazione di GA promuove la fruttificazione cioe I'accrescimento
del frutto in sequito all‘impollinazione (pero)

La fruttificazione indotta da GA pu0 avvenire anche in assenza
di impollinazione portando alla formazione di futti senza semi (uva)



»Promuovono la germinazione dei semi
(interruzione della dormienza)

mutanti carenti di GA hanno semi abortiti
In semi che richiedono luce o vernalizzazione per germinare, le GA

possono indurre la germinazione in assenza di stimolo ambientale

Nei cereali le GA inducono la produzione di a-amilasi per la
degradazione dell’'amido dell’'endosperma

IRFAM KAy A-2005



Le GA controllano la crescita durante l'intero ciclo
vitale della pianta
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Figure 1. Gibbarallin {GA) controls growth thrasghaut the plant life cycle. The structure of GAs, which is thought fo ba the magor active
GA in Arabidopsis, s shown, iogather with a compilation of thosa aspects of plant growih and developsmant that are confralled by GA
(data from several diferent spacias).




APPLICAZIONI COMMERCIALI

» Produzione di frutti

(aumento lunghezza del picciolo in uva priva di semi;
forma mele Delicious)

» Produzione di malto da orzo (birra)

> Aumento rese canna da zucchero

> Allevamento vegetale (conifere)



STRUTTURA BASE DELLE GIBBERELLINE

scheletro ent-gibberellanico



Le gibberelline contengono 19 o 20 atomi di
carbonio

(C20)

GA,
(C19)




DIFFERENZE NEL NUMERO E NELLA POSIZIONE DI -OH

ACTIVE GIBBERELLINS

(E) Gibberellin A4 (GA4) ! COOH
CH3

(F) Gibberellic acid (GA3)

CH,

CHs COOH

(G) Gibberellin A; (GA,)

idrossilazioni in C3 e in C13



I'idrossilazione in 23 abolisce |'attivita biologica

INACTIVE GIBBERELLIN

\ (H) GA5q (inactive by hydroxylation at C2)




BIOSINTESI

Le GA sono degli acidi diterpenici tetraciclici, si
formano da una via dei terpenoidi

Diterpeni = 20 atomi di C



Le gibberelline come tutti i terpeni vengono
sintetizzate a partire dall’'isopentenil pirofosfato
(IPP)

Esistono due vie per la formazione del’IPP:

»attraverso l'acido mevalonico (citosol)

»attraverso la gliceraldeide 3-fosfato e il
piruvato (plastidi)



TUTTI I TERPENOIDI DERIVANO DA UN LEGAME
RIPETITIVO DI UNA UNITA” A5 ATOMI DI CABONIO
RAMIFICATA BASATA SULLA STRUTTURA

DELL'ISOPENTANO

o

Isopentane [soprene

~ 7 A

Head-to-tail Head-to-head Head-to-middle



SINTESI DEI TERPENI DALL'UNITA" BASE IPP
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Vie di biosintesi dell’'IPP
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La via biosintetica delle GA dall’'IPP puo essere divisa in 3 stadi:

1) PLASTIDI: 4 IPP formano il precursore lineare a 20 C
geranilgeranil PP (GGPP) poi ciclizzato ad ent-kaurene

2) ER: ent-kaurene convertito nella prima gibberellina: la GA,,
aldeide

3) CITOSOL: GA,, aldeide convertita in altre GA a 20 atomi e poi
GA a 19 atomi fino alle GA bioattive (idrossilazioni)






Stadio 1 formazione del GGPP (plastidi, citosol)

Hemiterpene: Cs )vCH Kol . | CH 20“
7 X
Isopentenyl diphosphate “———— Dimethylallyl —— Cytokinins |
(IPP) diphosphate (DMAPP)

[~ L coee
7
IPP
Monoterpene: Cyg M cH,O09®

Geranyl diphosphate

CHZO“

Sesquiterpene: Cys I— M/\)\/(Hzou

Farnesyl diphosphate

CHO@®
7
PP
Diterpene: Cy CH,OB® —
— X = = S

— ;

2% Geranylgeranyl diphosphate
Triterpene: Cyg [

Squalene

Tetraterpene: Cyy L N

Phytoene




Stadio 1 REAZIONI DI CICLIZZAZIONE (plastidi)

gal iy
anl gal
Is i O;
CHOB® 1 CHOB® l
-
Copalyl diphosphate  ent-Kaurene
synthase (CPS) _synthase (KS)
Geranylgeranyl Copalyl diphosphate ent-Kaurene

diphosphate



Stadio 2 OSSIDAZIONI (reticolo endoplasmatico)
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GA s-aldehyde ent-7a-Hydroxykaurenoic acid eni-Kaurenoic acid

>un gruppo metilico (C19) viene ossidato ad acido carbossilico
>1"anello B si contrae (da 6 a 5 atomi di C)

»enzimi coinvolti=P450 monossigenasi



Stadio 3 FORMAZIONE DI TUTTE LE GIBBERELLINE A PARTIRE
DALLA GA,, ALDEIDE (citosol)

(L} Stagae 3: Formation of all other GAs from GA4p-aldehyde Location: Cytosal

¥ Enzymes;
‘ Dioxygenases
131 hydrowylation g6 Inhibitors: _
COOH @ Cyclohexanetriones
GAq;

Active GA

Carbon 20 cxidatians

Enzimi=
diossigenasi

»ossidazione C7 (da GA,, aldeide a GA;>)
»idrossilazioni C13 e C3
»o0ssidazioni C20
»perdita atomo di C
inattivazione)




Stadio 3 (citosol): Diossigenasi:

GA20 ossidasi:catalizza |'ossidazione del C20
(mutante gab)

GA3 ossidasi:catalizza idrossilazioni in 3
(mutante ga4)

GA2 ossidasi:catalizza l'idrossilazione in 2 (disattivante)
(mutante slender)

GA 13 ossidasi: catalizza l'idrossilazione in 13



3 - citoplasma
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REAZIONI DISATTIVANTI

Elongated

GA Methyl- Uppermost
Transferase Internode
(GAMT) .




Piante di mais che sovraesprimono il gene della GA20x




La manipolazione tessuto specifica dei livelli di GA
Puo essere utilizzata per migliorare la crescita e la resa

ACT_,,::GA20X

Incrementando |l
catabolismo delle GA in
tutta la pianta con un
promotore costitutivo si,
riduce la produzione di
semi

GA30Xpgo::GA20x

Incrementando il
catabolismo delle GA
negli internodi, si
ottengono piante
seminane ad elevata
resa

©Rebecca Henretta



la varieta di riso seminana sd1 € mutata nel gene GA200x
epresso nei germogli ma non nei tessuti riproduttivi, determinando
un aumento della produzione dei semi

GA 13-
hydroxylas

GA,, — = — GA,

l GA 20- l
oxidase
GA, _ . GAy
xidase
Active
GAs

o /




La via biosintetica e stata chiarita grazie all’'uso di inibitori della
biosintesi di GA e alla individuazione di mutanti biosintetici

INHIBITQRS OF GIEBERELLIN SYNTHESIS CHy GH
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(K) BX-112 (prohexadione-calcium)




mutanti
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La maggior parte delle gibberelline sono dei
precursori di quelle biologicamente attive

Nella maggior parte delle piante
le gibberelline attive sono GA, e GA,

Altre GAs attive:
GA;

(Arabidopsis, cetriolo)

GA,



La biosintesi di GA avviene in molti tessuti e in tutti gli stadi
di vita della pianta

(&) Fianticella di 5 gioma {B} Fianticefia & 1 settimane {C} Fipre aperto

L P

Gene reporter: GA1::GUS

GA1 codifica per il promotore di CPS il primo enzima nella biosintesi delle GA



Omeostasi dei livelli di GA

Le GA reprimono la sintesi di geni della propria biosintesi
(Ga20o0x, Ga3ox: feedback negativo)

Le GA promuovono la sintesi di GA2 ox che inattiva le GA
(feedback positivo)

”

R T v & ﬂ

oK

D GAgso Gl =it gi;‘:g:”“*
Photopermd Red light
(stem elongation (germination)

and tuberization)

; Multiple genes
= with differential
expression

FIGURE 20.21 The pathway of gibberellin biosynthesis showing the iden-
tities of the genes for the metabolic enzymes and the w ay that their tran-

scription is regulated by feedback, env |mnmcnt and nthu endogenous
hormones.



Studi iniziali effettuati somministrando a piante nane GA esogene
(GA3)

Le gibberelline sono dei regolatori di crescita naturali?

Le piante alte hanno piu GAs delle piante nane?



MUTANTI DI PISELLO /e

Purificazione GA (HPLC, GC-MS)

le Le

Le piante Le hanno un contenuto
maggiore di GA; rispetto alle
piante /e



GA, ¢ la sola gibberellina attiva nell’allungamento del fusto
(pisello, mais)

Le piante le rispondono a GA;, ma non a GA,,



Il gene Le codifica per una GA3 ox che converte la GA,, in GA,

Nei mutanti le I'enzima € mutato in un singolo aa ed € meno
efficiente: riduzione dei livelli di GA,



La lunghezza del fusto & correlata alla s
quantita di GA attiva : JN‘:\ AR

Esistono dei mutanti di pisello na (nana)
molto piu bassi dei mutanti /e

Sono incapaci di convertire I'ent-kaurene in
GA1l2-aldeide

Geranil geranil
difosfato (GGPP)

al

Py ces

ant
enf-copalil difosfato [CPP)

2 oo
LQE — || ks

_ﬁ - p— TP

I mutanti slender (s/n)sono alti anche se trattati
con inbitori della biosintesi delle GA

i i
na Nale NALE sin



Il gene di pisello LH
codifica per l'ent-kaurene
ossidasi (KAO)

The pea gene NA encodes
ent-kaurenoic acid oxidase
(KAO)

4 ent- N\

kaurene

IKO

ent-kaureonic acid

l KAO

o J




» Fattori ambientali come luce, fotoperiodo e temperatura
che influenzano lo sviluppo delle piante, alterano
i livelli di gibberelline

> L'effetto e dovuto alla alterazione della trascrizione
di geni codificanti per enzimi della via di biosintesi delle
gibberelline



GERMINAZIONE DI SEMI FOTOBLASTICI

(germinano al buio per aggiunta di GA,)

luce —> 1tGA3ox —> 1GA, —— germinazione

DEEZIOLATURA DEI GERMOGLI

Inibizione
VGA30x; 1 GA20ox ; —> Y GA;, —> crescita del fusto



FIORITURA : FOTOPERIODO

I livelli di 13-OH GAs
Sono molto bassi

Condizioni di giorno lungo attivano la via

GA.; -~ GA,, -~ GA,, -~ GA,, -~ GA, - GA,



formazione di tuberi nelle patate: fotoperiodo
(promossa da condizioni di giorno corto)

Long days Short days

Giorno corto — ¢ GA20 ox —— { GA1



»La deeziolatura
»La germinazione dei semi fotoblastici

»La crescita fotoperiodica delle piante a rosetta

Sono fenomeni sotto controllo del fitocromo

Molti effetti del fitocromo avvengono mediante
cambiamenti nei livelli di GA



TEMPERATURA

Alcune piante richiedono basse temperature per germinare
(stratificazione) e per fiorire (vernalizzazione)

Le gibberelline possono sostituire il trattamento a basse temperature
per produrre questi effetti

fioritura di Thalapsi arvense

7N\

SENZA TRATTAMENTO A CON TRATTAMENTO A
BASSE TEMPERATURE BASSE TEMPERATURE
alti livelli di acido alti livelli di GAs

ent-kaurenoico (principalmente GA,)



Regolazione della biosintesi delle Gibberelline

l / Auxin\ /

» QA response
pathway

Photoperio | i =
(stem elongation (germination) |
and tuberization)

Multiple genes 4
@ = with differential Chsam

expression

FIGURE 20.21 The pathway of gibberellin biosynthesis showing the iden-
tities of the genes for the metabolic enzymes and the way that their tran-
scription is regulated by feedback, environment, and other endogenous
hormones.
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Meccanismo di azione delle gibberelline

>»Promozione della crescita del fusto
(meristema intercalare del riso di acqua profonda)

»Degradazione dell’'amido nell’endosperma
(germinazione dei cereali)



PROMOZIONE CRESCITA DEL FUSTO

(allungamento internodo superiore del riso di acqua profonda)

T
I Leaf
2L l Node
- Lagp{..riod »aumento estensibilita parete
% 1Intelrcalary = ) CeHUIare
t Jmeristern -
.g M Node GA;adde(fj ~
to internode . g .
l o o »no acidificazione apoplasto
o (auxina)
, \(Congcﬂ in;cizm;)de section
no GA3 adde . .
»Lag time da 40 min a 3 ore
I o e »Effetto additivo con IAA
o 1 2 3 4 5 6 71

Time (hours) after internode excised from plant

Le GA stimolano sia I'espansione che la divisione cellulare



ESPANSIONE

» aumento dei livelli di XTH xiloglucano endotransglicosidasi /idrolasi

» aumento dei livelli di OsEXP4 (espansina)

XET

ZAWR

e

\ o — ’

Cro. lkg Cellulos:
glyca mic fbl

Antis. OseEXP4 Contr Senso OseXP4



DIVISIONE CELLULARE

In nuclei isolati da piante di riso sommerse GA
attiva la transizione dalla fase G1 alla fase S
(aumento mitosi)

Mitosis

Interphase

DNA synthesis

Le GA stimolano |'espressione di varie protein kinasi ciclina
dipendenti (CDK) che regolano il ciclo cellulare



Degradazione dell’'amido nell’'endosperma
(germinazione dei cereali)

First foliage
leaf

Testa-pericarp

Teieoplie Aleurone layer
Shoot apical Starchy endosperm
meristem

Aleurone cells




amylase

Embryo

Endosperm Aleurone
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Sirdesi o mMRNA

Le GA inducono la trascrizione
dell’'mRNA dell” a amilasi

L'aumento del’mRNA dell’a amilasi e
Preceduto dall’'aumento dell’ mRNA del
fattore di tracrizione GAMYB

GAMYB si lega alle sequenze GARE
(TAACAAA)Nnel promotore di geni indotti
da gibberelline (a amilasi)



Gibberellin
response
element (GARE)

\

o-amylase gene

DNA Il NN

Pyrimidine TAACAAA TATCCAC
box box box

Gibberellin response
complex (GARC)

Transcription
start



TRASDUZIONE DEL SEGNALE



Mutanti di risposta alle GA

I mutanti di risposta alle GA hanno consentito di
individuare componenti della via di trasduzione del

segnale delle GA



Mutanti GA deficienti (biosintetici):
ridotti livelli di GA, fenotipo nano; sensibili all’applicazione di
GA esogene . Es. gal

MUTANTI DI RISPOSTA:

Mutanti nani GA insensibili

(recessivi: Es gai)

Mutanti con risposta costitutiva alle GA

(dominanti: Es: slender rice 1 (sfr1); sin1 (orzo) fenotipo slanciato
anche se cresciute con inibitori della biosintesi di GA;

In arabidopsis rga



gal-

Figure 2. The effeci of gibberellin (GA) application on a
GA-deficient mulani. Plants homazygous for gal-2 (lefl) ara
dwartad and hava small, dark graen rosatla Bavas. Hagular
fraatment with (GA, results in tall, palar green plants with an
mcraasad leal size (mghf). GAs-iraated ga -3 plants rasemble
uniraatad wild-type plants.




gai

NORMAL y  HIGH

Vil

Figure 3. oz confers g dwarf phenobype thatl mimics that
dua o GA deficiency. The wild-typse control (GAIL lsif) 15 1all,
winil=? the gan mufant (aohi) B dwarbed. Howewar, gad mutants
hava alevaied endagarnous GA levals and higher than normad
levets of 20-oxidase ranscnpts.




Doppio mutante rga/gal




Arabidopsis:
La mutazione rga ripristina il fenotipo alto

nel mutante biosintetico nano gal



Nonostante i fenotipi opposti GAI e RGA sono geni
strettamente correlati (82% identita)

Entrambi fattori di trascrizione della famiglia GRAS

GAl

Figure 4. Comparison of the GAl amd
RGA (GRS} proteins, highlighting  the
SCARECROW {SCR) homodogy, nuclaar lo-
RGA caligation signals (NLSs). and the region
(GRS) dalated in tha gai mutant protain (thae DELLA
delation region). NLS1, although in a region
that displays <70% aming acid identity be-
e hwsen GAl and RGA. is of dantical sa-
¥ guenca in both proteins. Mos! of the regions
Bl - 0% amin acid identity bereen GAl end RGA (GRS) iclentified as displaying =70% amino acd
Dc'.fu% amino acid kentity batwaen GAl end RGA (GRS) hemalagy actusily have homolegies thal fall

o < 40% hommiology.

GAI/RGA agiscono come repressori della
via attivata dalle GA



Famiglia GRAS (proteine DELLA)

Localizzazione nucleare
sequenza
Ripetizioni
di leucina

Ripetizioni
di leucina

DELLA
. P . Y,
Y W
Dominio Dominio repressore GRAS
regolatorio

Il dominio DELLA (aspartico, glutammico, leucina, leucina, alanina) regola la
stabilita della proteina (proteosoma)

In arabidopsis 5 membri
Inrisoeorzo1l



Rivoluzione verde : anni 70’

Mutazione nei cereali del gene rht (reduced height)

mutazione gai



Mutazioni sullo stesso gene possono produrre
fenotipi opposti

La mutazione gai riguarda la delezione della regione DELLA
nel dominio regolativo del gene GAI: il repressore non viene
degradato

/

\, Fenotipo nano

La mutazione rga riguarda il dominio funzionale del repressore:
il repressore non funziona

/

\» Fenotipo alto



Mutazioni su domini diversi hanno effetti diversi

gai-1 rga
Mutated Mutated
Active  GAssignaling Inactive regulatory repression
form intermediate form domain domain
Regulatory
domain

Repression<
domain

.J_ Degra‘llrdation .|_

No growth Growth No growth Growth

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 20.28 © 2002 Sinauer Associates, Inc.

nano alto



Nei cereali isolati i mutanti slender simili
al mutante rga di Arabidopsis

I geni SLENDER sono ortologhi di RGA e appartengono

alla famiglia di fattori di trascrizione GRAS

GRAS = (Gai; Rga; Scr): tutti contengono il dominio
DELLA



Riso: slender rice 1 (sirl)

Orzo: slender 1 (sinl)

Anche in questo caso si possono
avere mutazioni che producono

fenotipi opposti

sin 1c
mutazione nel

domino di repressione
GRAS

aliic W

sin 1d
mutazione

nel domino
DELLA



COME AGISCONO LE GA?

DELLAs

Le GA inattivano I repressori
della crescita DELLA



Le GA inducono la degradazione delle proteine
DELLA
(repressori GRAS)

RGA é degradato in presenza di

Ler GA; PAC inibisce I'accumulo di
Ler GFP-RGA GA e quindi la degradazione di
RGA
+ GA + PAC

C 05hr 2hr 12 hr 24 hr 48 hr
355

e, iR AR - O RCA
GFP-RGA ., "
(Non- / @ @ @

specific
background Control + GA + PAC

) . . H

GFP-RGA
in nuclei
di cellule
di radice




Quale e la via di degradazione dei repressori GRAS
regolata dalle GA?

Identificati geni ortologhi gid2 (riso) e slyl (sleepy)(arabidopsis)

Codificano proteine F-box componenti dei complessi

E3-ubiquitina ligasi
Le mutazioni sono recessive e danno luogo ad un fenotipo nano
GID2 in riso segnala per la degradazione il repressore GRAS:SLR1

SLY1 in arabidopsis segnala per la degradazione i repressori
GRAS: RGA e GAI



GID2 (riso) o SLY (arabidopsis) inducono la degradazione
dei repressori GRAS mediante la via del proteosoma

SLEEPY or GID2 Ubiquitin ® 9

Complesso SCF



SLY determina la degradazione di GAI e di RGA
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cfc

teml—»l

Ubi
*Ubi Destruction

*Ubi

s ¢

DELLA SCFSLY1GID2  proteasome

Growth




Quale e il bersaglio delle GA?



Nel riso la mutazione recessiva gid1l produce
piante nane insensibili a GA

GID1 lega GA —— RECETTORE

(diverso strutturalmente da GID2: omologia con lipasi)

GID1 interagisce con SLR1 solo in presenza di GA

(SLR1 =repressore GRAS di riso)



Quando GID1 lega le GA e in grado di legare i repressori
GRAS (in riso SLR1)

(Il dominio DELLA & necessario per il legame GID1/SLR1)

DELLA proteins
M-terminal N@
extension switch DELLA
M
—
GID1 GID1

e di associarsi alla proteina F box (GID2) del complesso SCF

segnalando Il repressore GRAS SLR1 per la degradazione



In arabidopsis ci sono tre geni ortologhi di GID1

:-:".}“'-'f
gidlb-1 gidic-1 gidla-1
_ gid1b-1
Single mutants gidic-1




Meccanismo di azione delle GA nel riso

C

m

Low gibberellins

Gibberellin

x N E 4'3 =
g Gibberellin v Gibberellin
response genes response genes
YA\ AYAAYAYAA /A




Modello del meccanismo di azione delle GA
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Repressore wild-type
A

Repressore mutante

r

(A) Nessun segnale di GA

Dominio
regolatore
Dominio
repressore
Repressore
funzionante
DNA

Nessuna crescita

g g s =y
(B) Segnale di GA (C) Segnale di GA (D) Nessun segnale
di GA
Recettore,

La mutazione La mutazione nella
nella regione DELLA regione GRAS porta
previene il legame ad un repressore
GA-recettore e la non funzionante
degradazione del
repressore

Nessun evento di crescita Crescita anche

Risposta di crescita
alle GA in presenza di GA in assenza di GA



Membrars
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Nel’aleurone SNL1
degradato entro due ore
dell’applicazione di GA



