


Scoperte nel corso di studi per identificare
sostanze in grado di stimolare le divisioni cellulari

kinetin
(6-furfurylaminopurine)

Skoog 1950



Cellule vegetali formate dalle divisioni
cellulari nei meristemi primari o secondari

Differenziamento e espansione =  funzioni

Differenziamento
terminale

apicali delle radici



Cellule mature perdono la capacita di dividersi

Animali ———— differenziamento terminale

Piante  —— In alcuni casi possono tornare a
dividersi

TOTIPOTENZA



cellule corteccia
e floema

picciolo foglie

ferita

ferita +
Agrobacterium

divisione meristemi secondari

” cambio cribro-vascolare
cambio subero-fellodermico

divisione nuovo strato cellule
i abscissione

divisione , NUOVO tessuto

divisione

. tumore del colletto




Tumori su fusto infettato da Agrobacterium tumefaciens

esistenza di un segnale chimico (ormone) che induce
le divisioni cellulari



1913 Haberlandt

il tessuto vascolare contiene una sostanza in
grado di stimolare la divisione cellulare in

tuberi di patata lesionati

Q

ORMONE DIFFUSIBILE



Studi sulla coltivazione di organi e tessuti vegetali

1930 White
Tessuti da radici di pomodoro » Crescono in terreno
MINIMO (saccarosio
sali minerali vitamine)
tessuti da fusti > non crescono
quando il fusto radica > cresce la radice

e il germoglio

un fattore prodotto dalla radice regola la crescita del fusto



Ricerca di sostanze in grado di stimolare la
proliferazione cellulare

Succo di pomodoro
Endosperma liquido noce di cocco (latte di cocco)

mezzo di White + auxina + 30% latte di cocco

!

efficace su molti tessuti:
formazione di calli

Nel 1974 nel latte di cocco identificata la Zeatina



La prima citochinina (sintetica)scoperta e stata
la chinetina

Skoog: DNA di sperma di aringa autoclavato stimolava

la divisione cellulare in tessuti di tabacco in coltura
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esiste nelle piante una sostanza simile alla chinetina?



Nel 1973 identificata nell’'endosperma di mais la

prima citochinina naturale : la Zeatina

simile alla
chinetina

configurazione
cis/trans

Inerconvertite
dalla zeatina
Isomerasi

Ruolo biologico
certo per la
forma trans
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La zeatina e la citochinina principale nelle
piante superiori ma isolate da piante e batteri

altre citochinine
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Le citochinine esistono anche in forma coniugata

ribosidi
ribotidi




Le citochinine sono presenti nei tRNA animali e vegetali
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alcuni composti sintetici possono riprodurre gli
effetti delle citochinine

(A) Synthetic compounds active as cytokinins
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(benzylaminopurine)
(BAP)
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N,N'-Diphenylurea (nonamino
purine with weak activity)

(B) Cytokinin antagonist (note modified purine ring)
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3-Methyl-7-(3-methylbutylamino)pyrazolo[4,3-D]pyrimidine



Le forme attive sono le basi libere
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BIOSINTESI DELLE CITOCHININE (ZEATINA)

La catena laterale e formata da un’unita isoprenica
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BIOSINTESI DELLA ZEATINA

Batterica Vegetale

NH, NH,

d@ e

HO~_~opP + ®-o

HMBDP

AMP

®e®-o—°

HO OH ATP/ADP HO OH
1AtIPT Nb2
No. S

ossidasi

HO OH
iPTP/iPDP

£OR L L

é@ é@ ) EI S k)IN>f;f,,:::',":s. A >

ZMP

trans—Zeatma cls-Zeahna

lransZOG1 GIucosndas1 Gluco-
¢isZOG1| | sidasi

ﬁ A
L> éE

O-glucosil- O-glucosu
trans-zeatin cis-zeatina

HO OH HO OH HO OH
ZTP/ZDP ZR

. o
7 HC// I | + )\/cuo
\N/C\ /CH
N ! N
Adenina
ipt (TMR) N7 | N\>
KN N i - iP

3-metil butenale

Ossidazione iPP:
Monossigenasi
CYP735A

iPA= isopenteniladenosina
iP=isopenteniladenina



IPT:Isopentenil transferasi
(citochinina sintasi)

DMAPP + ADP (ATP) — ipAdenin ribotide

La sintesi delle citochinine avviene principalmente
nella radice

In arabidopsis 7 geni iPT espressi con pattern unici durante lo sviluppo di diversi tessuti
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Inattivazione delle citochinine

PN

Cytokinin
oxidase CH,4 H

NZ N\ NZ N\ \‘== *“,/
QN‘ H> 0?2 le E>"’CH/C CH c\\\o

E]

HN NH,

iP Adenine 3-Methyl-2-butenal

gene citochinina ossidasi —— indotto da citochinine

(feedback negativo)



INATTIVAZIONE DELLE CK

Coniugazione Degradazione
reversibile irreversibile

OoH
o Glc )l Citokinina i
ossidasi
f( (CKX) [j’? T N

N N
N p N -methyl
l/b:? Ei;]:? adenine S-methy

-butenal

trans-zeatin

O‘gllJCOSYI" | geni CKX
FORMA sono indotti

trans-zeatin ATTIVA dalle CK.



Trasporto delle citochinine: sono trasportate nello xilema
e nel floema

meristema apicale radice

zeatina riboside

v

Xilema

|

foglie
semi

l

Zeatina

Zeatina-glucoside



Il tumore del colletto e causato da infezioni di agrobacterium
Tumefaciens

Il tessuto infettato prolifera e produce callo




Espianti di tessuto tumorale in coltura proliferano

senza aggiunta di ormoni al mezzo di coltura

Nel mezzo si ritrovano notevoli quantita di auxine e citochinine

Cytakinin

. H A ‘ e
Agrobacterium trasferisce }" g
T-BMNA Region ‘
Left Bordag E}iﬂt Border

nel genoma della pianta

Ti Plasmid

Opine
Eatabhnlism

il T-DNA contenuto nel plasmide Ti

Vimla
Region



TDNA: ipt batterica (locus tmr)
2 geni sintesi IAA

geni sintesi opine

Cytokind £
P Sy
B
EDNA Region. "\ W i e
Left Borddl Bizht Border
l:Ill.-lq:lll-

Ti Plasmid

Opine Ez—lm—pl,i.,—-:-n—m
Catabolism L




Infezione di Agrobacterium tumefaciens
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Trasferimento e integrazione del T-DNA

Ti plasmic

T-DNA

integrated

{~200,000 bp) Agrobacterium

complex
import to

nucleus and
integration

single-stranded
T-DNA
intermediate

a Opines 0

Vir proteins

Healthy cell of susceptible
host plant

metabolized by __:.:::;:255:'5: :

synthesize -
8 single-stranded Aprobacteriim Synthesis || First step in| | Synthesis
W | T-DNA = of opines || cytokinin || of auxin
..._.:::.:;-::__-:_::__:_::___I_: s \_/ S}mlhﬂﬁiﬁ ‘ .a

at random
site in host

A chromosomes

@ | Acetosyringone COCH;

activates virulence

genes
— n Wounded plant

- cell produces
CHy Hs acetosyringone
on I
Acetosyringone

Auxin and cytokinin
synthesis promotes
tumaor formation

2 in A grobacteriem-

infected plant cells




Agrobacterium tumefaciens € comunemente utilizzato per la
manipolazione genetica delle piante

iie msmrmnnn G
0

Metbioge i Molecular Bislugy

AGROBACTERIUM
PROTOCOLS

Kevan M. A, Gartlaad
and Michag! B. Davey




Agrobacterium method Particle gun method

Agrobacterium Ti plasmid carrying Particles coated
tumefaciens \ desired genes oo ®o ® e with DNA encoding
* ®*" desired genes

Particle gun

Cocultivation of

Agrobacterium with

plant pieces anhqﬂment_ol
plant pieces with
particles

DNA transferred
to plant cells

integrated DNA
encoding desired genes

Shoot regeneration
followed by root ‘
Cell multiplication (callus) regeneration Plant with new trait




EFFETTI FISIOLOGICI



Le CK sono necessarie in vitro per la divisione
cellulare




in vVivo?

Piante che sovraesprimono il gene della CKX hanno uno
sviluppo ridotto del germoglio e un‘aumentata crescita delle
radici

WT

LA

WT  AtCKX1 AICKX2




Le divisioni cellulari nella pianta adulta avvengono nei meristemi

Le CK sono necessarie per il mantenimento delle dimensioni del
meristema apicale del germoglio (MAG)

Wit Sovraesprimente AtCKX1



L'espressione localizzata del gene ipt di

agrobacterium in piante genera meristemi
ectopici

L'aumento di[CK] determina la

sovraespressione di geni meristematici come
KNOTTED, KNAT1, STM

Mutazione knotted nel
mais




Piante di tabacco sovraesprimenti il gene per la citochinina ossidasi

Wt AtCKX Wt AtCKX

Le CK stimolano la crescita del germoglio

(La crescita del germoglio € dovuta alle divisioni cellulari nel
meristema apicale)

Le CK regolano le divisioni cellulari in vivo



Piante di tabacco sovraesprimenti il gene per la citochinina ossidasi

Wt AtCKX Wit AtCKX

Le CK inibiscono la crescita della radice
(che dipende dalle divisioni delle cellule del meristema
apicale della radice)

I meccanismi ormonali che regolano il mantenimento delle
dimensioni dei meristemi del germoglio e della radice sono diversi



pianta trasformata con ipt batterica

> gli apici generano piu foglie
> piu clorofilla

» ritardata senescenza

» ridotta dominanza apicale

> ridotta capacita di produrre radici avventizie da
fusti recisi



analisi di mutanti con morfologia alterata:

|

il mutante amp1 di Arabidopsis ha alti livelli di zeatina

Maggior numero di cotiledoni

Meristema apicale piu largo
(piu foglie)

Ridotta dominanza apicale
(piu infiorescenze)




Le varieta di riso japonica e indica differiscono nella
resa.La maggiore resa di indica e correlata alla ridotta
attivita di un gene della citochinina ossidasi nelle
infiorescenze

si formano piu organi riproduttivi e piu cariossidi




le citochinine promuovono la crescita delle

gemme laterali

le piante amp1 hanno una
ridotta dominanza apicale

Abete infettato da
Corynebacterium fascians

Whitches’ broom



le citochinine ritardano la senescenza fogliare

applicazione citochinine —  itardo senescenza

(in vitro)

ipt + promotore cisteina proteasi
(senescenza specifico)

(in vivo)




Piante di i
lattuga o
coontrollo

Piante di [attuga che
Ep!migeneﬁ_d

a momento defia

SEMESIENIS




le citochinine promuovono la mobilizzazione
dei nutrienti

amminoacido non
metabolizzabile

/

=Sitg di applicazione def [14C] acido amminoiscbutimico

Spruzzato con Man trattato
COn acgusa una soluzione inessuna una soluzione
di kinetina radicatiivita) di kinetina

Pianticella A Pianticella B Pianticella C



CK regolano l'espressione di componenti del ciclo cellulare (CDK)

Inducono l'‘espressione del gene CYDC3 che codifica per una
ciclina di tipo D

(B}

La-CDi atthia
slimala 12 mitosl

Degradazions
@. deia ciclina M
2
8 R s |

Insieme a IAA CK regolano
il passaggio tra G2 e M

(attivazione di Cdc2)

Clelina e
miiotica .?Lit\_'ﬁ'-_l-F;-:
COK Inattva
= {B) a- @QE{“? (& it
parte delle & e at‘1u31m!

mie la {3 la Cegradazione
| quando st geiia clelina G,

sito i ath- stmala I3
cmmette [a sintesl dl DNA

La COE attva



citochinine

CycD3

Espresso in arabidopsis in tessuti in divisione come meristemi
del germoglio e primordi fogliari

Auxin + cytokinin

’ mm wild type
4 & & o a.;“ CYCD3

overexpressor

Auxin

% ’ L 3 & wild type

P RN

CYCbs
overexpressor




CDK
Cyclin dependent
protein kinase

Cdc2 . ,uxina
(inattiva)

Cdc25 - citochinine

Cdc2
(attiva)



il rapporto auxina:citochinina regola la morfogenesi in
tessuti in coltura

- N '

/& N " |

4+ auxina
e CK

Dischi fogliari di tabacco in
coltura sterile in un mezzo
contenente diversi ormoni




(A) (B) Q) (D)

Auxin (mg/L) P & B4 2
Kinetin (mg/L) 0 0.02 0.2 0.5

A) no divisione cellulare

B) formazione radici

C) sviluppo callo indifferenziato
D) formazione germogli



Effetto di delezioni sul T-DNA di un plasmide Ti di agrobacterium

Cene perla e perla Gene per
biosintes i crescia del la cotoping
T-OiA Zen perla eosintesi di auxina citochinina turnore sintasi
i | L e 1 L% 1 i i 1 ol |
}—lr "l—' BT 11 Y] .4 I # I Ba Bh 1 !
1 I I 1 1 1
La mutazione o |a ! i i i i i

Zone genera plasmidi
Tichedannoinido
a turmon con caratte-
ristiche specfiche:

Turmzn germoglkant Tumicr radicant Grandi tuemon ndifferenziat
procot da mutasioni prodott da mutasioni prodict da miustazson o
o delezion df tms o defezioni di fmw defezioni di fmf



le citochinine promuovono la
maturazione dei cloroplasti

luce
citochinine

ezioplasti —— cloroplasti

%
(E) Chloroplasts of dark-grown seedlings with cytokinin,
showing thylakoid formation



TRASDUZIONE DEL SEGNALE



Identificati recettori per le CK in arabidopsis

CRE1 (AHK4): (mutanti crel non sviluppano germogli
da callo in risposta a CK)

AHK4
Cytokinin receptor (AHK4) H ©,
AHK?2 H ©)
+@@&HH D
AHK3 @

Il dominio CHASE lega le CK



AHK4

AHK4 e stato identificato nel mutante
wooden-leg (wol) e nel mutante di
risposta alle CK crel

La radice di wol root &
troncata per il mancato
differenziamento del
cilindro centrale. Il mutante
crel non produce germogli
in coltura.

NAA (ng mI-)

0 30 100 300 1,000 3,000 4] 30 100 300 1,000 3,000
Kinetin (ng mi-1) Kinetin (ng mi-")



I recettori delle CK sono delle istidina chinasi ibride

— — H—

ISTIDINA CHINASI (HK) BATTERICA

ISTIDINA CHINASI IBRIDA

LE ISTIDINA CHINASI IBRIDE SONO
PREDOMINANTI NEGLI EUCARIOTI



Sistema di segnale semplice
a due componenti

@ -""'---_____--""i-.
( H H -:' Attivazione della
trascrizione
Input Trasmettitore Ricevitore Qutput
Sensore istidina chinasi Regolatore di risposta

Sistema di segnale fosforelay
a due componenti

Aftivazione defla
trascrizions

Senszore istidina chinasi ibrido Hpt (AHP) Regolatore di risposta (ARR)



Catena di trasduzione del segnale delle CK in arabidopsis

— — H—

HK BATTERICA

AN TN
— — H- p— H — p I

Histidine-containing  Regolatore di
phosphotransfer risposta
protein (HPt)

(In Arabidopsis le
HPts sono chiamate
AHPs)




Famiglia multigenica: ridondanza

Wild-type Doppic mutants Triple mutante
A A, A

(s M 5 k! f

Columbia W5 afik? ahk3 ahk? ahk?2
cre cre ahk3? ghk3
cref



I recettori hanno ruoli in parte diversi
nella risposta alle CK

Cytokinin

AHK2 AHKZ AHK2
AHK3 AHK3 AHK3

CRE1/AHK4 CRE1/AHK4 CRE1/AHKA4 CR AHK4
Fertility «Chlorophyll retention *Primary root elongation +Leaf cell formation
«Seed size *Cytokinin-induced *Root response to Root branching
-Timing of germination photomorphogenesis exogenous cytokinin

*Dark germination +In vitro shoot regeneration

*Far-red sensitivity of
seed germination

Plastochrone

*Cytokinin metabolism



Le AHPs migrano nel nucleo

citoplasma / nucleo
H H

=)

\

(AHP = Hp di arabidopsis)




Le CK inducono il movimento transiente nel nucleo di proteine
AHP

In arabidopsis 5 geni AHP

—Zeatin +Zeatin, 0.5 h +Zeatin, 1.5 h

AHPT1-GFP

. . .
o . . .

(gene reporter)




LE CK inducono l'espressione di
geni di risposta ARR (arabidospsis response regulator)

Questi geni sono di due tipi:
ARR A (solo dominio ricevente)

ARR B (dominio ricevente e dominio di legame al DNA)

(D )cooH (D e - COOH

Dominio Dominio Dominio

ricevente ricevente output
(fattore di
trascrizione)

ARR di tipo A ARR di tipo B



induzione geni ARR in risposta alle citochinine

Time following cytokinin treatment (min)

0 2 5 10 15 25 30 40 60 120 180
Probe

ARR4

ARRS5

ARR6E

ARR7

ARRT6

Tubulin |




Hybrid Histine Kinase HPt Protein Response Regulators
nuclear
membrane membrane
Type-B  Type-A Type-C
Cytokinin receptor AHP AHP ARR ARR ARR

Cytokinin —» 1) —> ®Q® — > @

AHK?2
AHKS3
AHK4

3 recettori
di CK

AHP1
AHP2
AHP3
AHPS5

S5HPts
(AHPs)

ARR1
ARR2
ARR10
ARR11
ARR12

®©

ARR3 ARR22
ARR4 ARR24
ARR5
ARRG6
ARRS8
ARR9

23 regolatori di
risposta (ARRs)




Esistono due tipi di proteine ARR con opposte funzioni

ARR13
ARR14
ARR11
ARR1
ARR2
ARR10
ARR12

Type A ARRs Type B ARRs
Receiver Receiver  Output

domain domain

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 21.23 © 2002 Sinauer Associates, Inc:

domain

. e e e . . ARR2 stimola le divisioni cellulari
ARRG reprime le divisioni cellulari indotte da Indotte da citokinine

citokinine



I»

2.4-0 {ng mi~"}

1063

La sovraespressioine di ARR1 (ARR tipo B) rende il
tessuto piu sensibile alle CK

Wild-type arrl loss-of-function

o1 3 10 30 100 300 1000 O 1 3 10 30 100 300 1 O 1 3 10 30 100 300 10000
Kinetin (ng mi} Kinetin (ng mi-1) Kinetin (ng mi~1)

Sensibilita misurabile come [CK] necessaria per produrre lI'inverdimento



La sovraespressione di A-ARR inibisce la
formazione di germogli

Control Overexpression of OsRR6



Cytokinin

|

Plasma
membrane

\

His kinase L cpeq, AHK2, AHK3
domain

H
( . Receiver
-- D domain
N
COOH COOH -

CYTOPLASM

(o

©) &
AHP

wlr (See part 2)

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 21.27 (Part 1) © 2002 Sinauer Associates, Inc.



5//; )LQ

/ Phosphorylation \

NUCLEUS
P

O, ®
Q 0 7 PhyB

cCe O —CoD

Receiver  Output Type-A ARR effectors?
domain domain "

Type-B ARR - @ l

/ \ Cytokinin
Other responses
effectors? @

l DNA SO T >OC
Type A ARR

Cytokinin transcription
responses
mRNA | |

PLANT PHYSIOLOGY , Third Edition, Figure 21.27 (Part2) © 2002 Sinauer Associates, Inc.

Phosphorylation?

= Other




Le A-ARR come

cytokinin

plasma
membrane

nuclear
membrane

o= e sl

transcription 1YPe-B Type-A

ARRs

ARRs

L]

L]
L ]
L
L]
L ]
L ]
L]

targets

inibiscono la risposta alle CK?

Le A -ARRs potrebbero
competere con le B -ARRs per i
gruppi fosforici

Le A- ARRs potrebbero inibire in

altro modo la fosforilazione delle
B-ARR



