
  
 

Università degli Studi di Sassari 
 

Scuola di Dottorato di Ricerca in Scienze Biomolecolari e 
Biotecnologiche 

 
XXIII Ciclo 

 
Dir. Prof. Bruno Masala 

 
 
 
 
 
 
 

Studi funzionali del fattore di 
trascrizione DcE2F di Daucus carota 
tramite sovraespressione in piantine 
transgeniche di Arabidopsis thaliana 

 
 

 

 

 

 
ANNO ACCADEMICO 2010/2011 

Tutor: Tesi di Dottorato di: 

Prof. Diego Albani Dr. Lara Perrotta 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

iii 

Indice 
 
Abstract ..................................................................................................................1 

Lista abbreviazioni ................................................................................................3 

1. Introduzione .......................................................................................................5 

1.1. Il ciclo cellulare .....................................................................................5 

1.2. Controllo del ciclo cellulare .................................................................7 

1.2.1. Il pathway RBR/E2F ...................................................................8 

1.2.2. I fattori E2F animali ..................................................................9 

1.2.3. I fattori E2F vegetali ................................................................12 

1.2.4. Il gene DcE2F ..........................................................................16 

1.2.5. I geni target dei fattori E2F .....................................................17 

1.3. Endoreduplicazione ............................................................................22 

1.4. Regolazione dello sviluppo della pianta ............................................25 

1.4.1. Il controllo ormonale dello sviluppo ........................................26 

1.4.2. Fattori di trascrizione e sviluppo .............................................28 

1.4.3. Il link tra regolazione del ciclo cellulare e regolazione dello 

sviluppo ...................................................................................29 

2. Scopo del lavoro ...............................................................................................32 

3. Materiali e metodi ...........................................................................................33 

3.1. Materiale biologico ..............................................................................33 

3.1.1. Ceppi batterici e condizioni di crescita ....................................33 

3.1.2.  Materiale vegetale e condizioni di crescita .............................34 

3.2. Costruzione dei vettori pCAMBIA-DcE2F e pCAMBIA-DcE2F-

AtDP ...................................................................................................36 

3.3. Costruzione dei vettori pCAMBIA-Strep-AtE2F e pCAMBIA-

Strep-AtE2F-AtDP ...........................................................................43 

3.4. Trasformazione e selezione delle colonie batteriche ......................51 

                   3.4.1. Trasformazione delle cellule di Escherichia coli ......................51 

3.4.2. Trasformazione delle cellule di Agrobacterium  tumefaciens ...51 

3.4. Trasformazione piantine di Arabidopsis thaliana mediante Floral 

dipping ...............................................................................................52 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

iv 

3.5.  Estrazione DNA genomico da cellule vegetali ..................................53 

3.6.  Saggio istochimico per l’attività della β-glucuronidasi ...................54 

3.7. Isolamento di linee omozigoti a singolo inserto ................................55 

3.8. Analisi fenotipica ................................................................................55 

            3.8.1. Analisi fenotipica dei germogli mediante stereoscopio ............55 

3.8.2. Analisi dei cotiledoni mediante microscopio ottico DIC .........56 

3.8.3. Analisi delle radici primarie mediante microscopio ottico 

DIC.............................................................................................56 

3.9. Studio sulla germinabilità ................................................................57 

3.10. Studi quantitativi di espressione dei transgeni ..............................57 

                   3.10.1. Estrazione RNA totale da tessuto vegetale .............................57 

3.10.2. Retrotrascrizione ....................................................................60 

3.10.3. Real-Time PCR .......................................................................62 

4. Risultati ............................................................................................................64 

4.1. Isolamento di linee transgeniche di Arabidopsis thaliana 

sovraesprimenti il fattore DcE2F con o senza i fattori AtDP ........64 

4.1.1. Selezione ed analisi fenotipica macroscopica di linee 

transgeniche di Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore 

DcE2F ....................................................................................64 

4.1.2. Isolamento delle linee omozigoti sovraesprimenti il fattore 

DcE2F ....................................................................................68 

4.1.3. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore DcE2F insieme 

alla proteina AtDPa. ...............................................................70 

4.1.4. Analisi della segregazione dei transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso DcE2F/ 

AtDPa......................................................................................74 

4.1.5. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore DcE2F insieme 

alla proteina AtDPb ................................................................77 

4.1.6. Analisi della segregazione dei transgeni sulle linee T2 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

v 

sovraesprimenti il complesso DcE2F/AtDPb .........................80 

4.2. Isolamento di linee transgeniche di Arabidopsis thaliana 

sovraesprimenti i fattori AtE2Fa o AtE2Fb, con o senza i fattori 

AtDP ...................................................................................................82 

4.2.1. Selezione ed analisi fenotipica macroscopica di linee 

transgeniche di Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fa ....................................................................................82 

4.2.2. Isolamento delle linee omozigoti sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fa ....................................................................................85 

4.2.3. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fa 

insieme alla proteina AtDPa ..................................................86 

4.2.4. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fa/AtDPa ........................88 

4.2.5. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fa 

insieme alla proteina AtDPb ..................................................88 

4.2.6. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fa/AtDPb ........................92 

4.2.7. Selezione ed analisi fenotipica macroscopica di linee 

transgeniche di Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fb ....................................................................................93 

4.2.8. Isolamento delle linee omozigoti sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fb ....................................................................................95 

4.2.9. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fb 

insieme alla proteina AtDPa ..................................................97 

4.2.10. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fb/AtDPa ......................99 

4.2.11. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fb 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

vi 

insieme alla proteina AtDPb ................................................100 

4.2.12. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fb/AtDPb.....................102 

4.3. Studio dei livelli di espressione dei transgeni .................................104 

4.4. Caratterizzazione fenotipica dettagliata delle linee omozigoti 

sovraesprimenti DcE2F, AtE2Fa o AtE2Fb .................................109 

4.4.1. Analisi della dimensione dei cotiledoni delle piantine 

sovraesprimenti DcE2F, AtE2Fa o AtE2Fb ..........................109 

4.4.2 Analisi del numero di cellule epidermiche nei cotiledoni delle 

piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed 

AtE2Fb.....................................................................................113 

4.4.3. Misurazione dell’area delle cellule epidermiche nei cotiledoni 

delle piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed 

AtE2Fb ....................................................................................118 

4.4.4. Osservazione mediante microscopio a contrasto per 

interferenza differenziale (DIC) dei meristemi radicali delle 

piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed 

AtE2Fb...................................................................................120 

4.4.4.1. Analisi del tessuto meristematico epidermico 
radicale....................................................................120 

4.4.4.2. Analisi del tessuto meristematico corticale radicale...126 
4.4.4.3. Analisi del tessuto meristematico della stele nei 

meristemi radicali .....................................................133 
4.4.4.4. Analisi delle dimensioni dei meristemi radicali .........139 

4.4.5. Misurazione delle radici primarie delle piantine 

sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb ........141 

4.4.6. Studio sulla germinabilità dei semi delle piantine 

sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb ...........142 

5. Discussione .....................................................................................................144 

6. Bibliografia ....................................................................................................154 

7. Ringraziamenti ..............................................................................................170 

 
 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

1 

Abstract 
 

The E2F transcription factors are key components of the RB/E2F pathway which 

controls the G1/S transition of the cell cycle and is conserved in animals and 

plants. The E2Fs can be divided into different classes which have been shown to 

act as activators or repressors of E2F-dependent genes. Moreover, plant and 

animal E2Fs are known to regulate other cellular functions in addition to cell 

cycle progression. In this study we describe the effects of over-expressing in 

Arabidopsis the DcE2F factor from carrot (Daucus carota), one of the first plant 

E2F factors to be isolated and characterized. DcE2F transactivates a reporter gene 

in transient assays, but the functional role of this protein in planta was not 

defined. Here we show that the over-expression of DcE2F in transgenic 

Arabidopsis plants causes effects that are similar to those observed when over-

expressing the activating AtE2F proteins (AtE2Fa or AtE2Fb) of Arabidopsis 

thaliana. These results indicate that DcE2F can promote cell proliferation and can 

modify embryo and plant development, but also reveal some new aspects about 

the activating E2Fs of Arabidopsis. 
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Lista abbreviazioni utilizzate in questo studio 
 
ABC,     ATP Binding Cassette 

ANT,     AINTEGUMENTA 

AUX1,   Auxina Permeasi 1 

BY-2,     cellule di tabacco Bright Yellow-2 

BR,        Brassinosteroidi 

CDK,     Chinasi Ciclina Dipendente (Cyclin Dependent Kinase) 

CAK,     Chinasi attivanti le CDK 

CDC,      Cell Division Cycle  

CENH3, proteina istone H3 centromero-specifica 

ChIP,      Immunoprecipitazione della Cromatina 

Cyc,       Ciclina 

DIC,       Differential Interference Contrast 

DAG,     giorni dopo la germinazione 

GA,        Acido Gibberellico 

GRF,      Fattori regolatori della crescita 

HDAC,  Istone Deacetilasi 

IAA,      Acido Indol-Acetico 

ICK,      Chinasi inibitrici delle CDK 

KRP,      proteina Kip-related  

MCM,   Mini-Chromosome Maintenance 

MIF,      Mitosis Induction Factor 

ORC,     Origin Recognition Complex 

PCNA,  Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PGP,      Glicoproteine P 

PCR      Reazione di Polimerizzazione a Catena 

PPM,     Plant Preservative Mixture 

pRB,      proteina Retinoblastoma 

RAM,    meristema radicale (Root Apical Meristem) 

RNR,     Ribonucleotide reduttasi 

SAM,    meristema apicale (Shoot Apical Meristem) 
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1. Introduzione 
 

1.1. Il ciclo cellulare 
 

Il ciclo cellulare è un processo finemente controllato, costituito da una serie di 

eventi coordinati che portano alla divisione di una cellula in due cellule figlie 

geneticamente identiche. La sua regolazione è alla base dell’accrescimento e dello 

sviluppo di tutti gli organismi viventi, e comprenderne il meccanismo è di cruciale 

importanza, poiché difetti in questo processo possono portare ad alterazioni nello 

sviluppo e, nel caso di organismi animali, alla formazione di cellule tumorali. 

Il meccanismo generale del ciclo cellulare segue una strategia comune per tutti gli 

eucarioti, e viene suddiviso essenzialmente in 4 fasi (Fig.1): la fase S, durante la 

quale la cellula duplica il materiale genetico; la fase M, nella quale i cromosomi 

duplicati vengono suddivisi nelle due cellule figlie (mitosi) attraverso la divisione 

fisica del citoplasma della cellula (citocinesi); l’intervallo tra la sintesi di DNA e 

la mitosi, chiamato G2 (gap 2), durante il quale la cellula continua il suo 

accrescimento e la sintesi dei materiali citoplasmatici (organelli e macromolecole) 

e si prepara ad entrare in mitosi; l’intervallo tra la mitosi e l’inizio della 

successiva sintesi di DNA, chiamato G1 (gap 1), durante il quale la cellula svolge 

tutte le sue normali funzioni metaboliche. In tarda fase G1 le cellule decidono se 

continuare a dividersi, ed iniziare nuovamente la fase S, o andare incontro al 

differenziamento ed entrare in uno stato di quiescenza detto G0, il quale può 

durare per tutta la vita della cellula, come nei neuroni, oppure in altri casi può 

essere reversibile in risposta a segnali molecolari.  

Il corretto funzionamento di questi processi è regolato principalmente da due 

punti di controllo: il checkpoint G1/S, nel quale la cellula controlla che tutto sia 

pronto per la sintesi del DNA; e il checkpoint G2/M, dove la cellula controlla se 

tutto è pronto per entrare in mitosi. Un altro checkpoint durante la metafase 

controlla che la cellula sia pronta a dividersi. Tali controlli avvengono ad opera di 

proteine quali le cicline e le chinasi ciclina dipendenti (CDK) che agiscono su vari 

targets inclusa la proteina soppressore di tumore Retinoblastoma (Rb). 
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Quest’ultima è in grado di regolare l’attività dei fattori di trascrizione E2F che 

sono implicati nella trascrizione di geni codificanti gli enzimi necessari per la 

sintesi di nuovo DNA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Rappresentazione schematica del ciclo cellulare eucariotico.  

 

 

Il meccanismo generale è altamente conservato in animali e piante, ma alcune 

caratteristiche sono tipiche delle cellule vegetali. Per esempio, alcune cellule 

vegetali non vanno incontro a citocinesi fra una replicazione e l’altra di DNA, 

diventando poliploidi. Questo fenomeno è noto come endoreduplicazione, ed è 

molto comune nel Regno vegetale (Inzé, 2007).  

Gli organismi animali e vegetali rispondono diversamente ai vari stimoli 

ambientali. Mentre gli animali rispondono all’ambiente circostante mediante 

adattamenti fisiologici e comportamentali che non alterano in maniera sostanziale 

il loro piano di sviluppo e differenziamento, le piante, in quanto organismi sessili, 

hanno elaborato meccanismi di risposta ai cambiamenti ambientali che possono 
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alterare drasticamente sia il loro tasso di crescita sia l’architettura generale 

dell’individuo (Huntley and Murray, 1999). Infatti, nelle piante l’organogenesi 

avviene principalmente post-embrionicamente e le cellule vegetali, in quanto 

circondate da una parete cellulare rigida, non possono migrare durante lo sviluppo 

per cui la loro posizione è essenzialmente determinata dal processo proliferativo 

(Beemster et al., 2003). Inoltre, molte cellule vegetali sono totipotenti e possono 

riprogrammare la loro capacità di de-differenziarsi e proliferare anche dopo avere 

completato il loro differenziamento. 

La proliferazione delle cellule vegetali avviene principalmente in regioni situate ai 

poli opposti della pianta, nel meristema apicale del germoglio (SAM, shoot apical 

meristem) e nel meristema apicale radicale (RAM, root apical meristem), ed è 

strettamente collegata con la crescita dell’intera pianta in risposta a fattori di 

crescita, di sviluppo e ambientali. Adiacenti ai meristemi apicali sono presenti le 

zone di espansione ed allungamento in cui le cellule cessano di dividersi, ma si 

espandono aumentando notevolmente le loro dimensioni prima di completare il 

loro differenziamento. 

 

 

1.2. Controllo del ciclo cellulare 
 

Lo studio del ciclo cellulare nei vegetali superiori ha fatto notevoli progressi, 

grazie anche all’isolamento di geni vegetali codificanti per cicline, chinasi ciclina 

dipendenti (CDK), chinasi attivanti le CDK (CAK), proteine inibitrici delle CDK 

(ICK o KRP), proteine Retinoblastoma-related (pRBR) e fattori di trascrizione 

E2F (Dewitte and Murray, 2003). Queste scoperte hanno rivelato una notevole 

conservazione dei principali elementi di controllo sia nelle piante che in cellule 

animali, dimostrando come, anche nelle cellule vegetali, le CDK e le proteine a 

loro associate siano dei regolatori cruciali che controllano l’attività di vari geni 

coinvolti nella replicazione del DNA e nella mitosi. 
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1.2.1. Il pathway RBR/E2F 

 

La presenza di un pathway Retinoblastoma/E2F in cellule vegetali ha dimostrato 

che il controllo della transizione G1/S nelle piante superiori e negli animali 

presenta marcate analogie e dipende in gran parte dalla regolazione concertata 

dell’attività dei fattori di trascrizione E2F. Sorprendentemente, questa 

conservazione del pathway Retinoblastoma/E2F non si riscontra nei lieviti e nei 

funghi, anche se il loro ciclo cellulare è comunque regolato da cicline e CDK.  

Il termine E2F deriva dalla sua iniziale identificazione come fattore implicato 

nell’attivazione del promotore del gene E2 dell’Adenovirus umano (adenovirus 

E2 promoter-binding factor; Kovesdi et al., 1987). Il sito di legame per E2F 

presente nel promotore E2 è stato identificato come “TTTCGCGC” e sequenze 

simili sono state identificate in promotori di un vasto numero di geni cellulari 

(Fig. 2). La maggior parte di questi geni sono coinvolti nel controllo del ciclo 

cellulare (cdk2 e cdk4, ciclina A, D ed E) o nella sintesi del DNA (PCNA, DNA 

polimerasi α, ribonucleotide reduttasi) (Menges et al., 2002). Diversi meccanismi, 

sia trascrizionali che post-trascrizionali, controllano l’accumulo e l’attività dei 

fattori E2F. 

 

 

 

 
 

Figura 2. Il sito consenso E2F.  
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In cellule bloccate in fase G0 e durante l’inizio della fase G1 i tipici fattori E2F 

sono legati da proteine della famiglia del Retinoblastoma (pRB) che, reclutando 

repressori generali della trascrizione quali le deacetilasi istoniche o le metil-

trasferasi istoniche, determinano un blocco della trascrizione dei geni regolati dai 

fattori E2F. In tarda fase G1 la pRB viene fosforilata da parte di kinasi ciclina-

dipendenti (CDK) e perde così la sua affinità per gli E2F che a questo punto 

diventano capaci di attivare l’espressione di geni che portano all’entrata in fase S, 

quindi all’inizio della replicazione del DNA (Fig. 3). 

 

 

 

 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 
Figura 3. Meccanismo generale del pathway pRb/E2F. 

 

 

 

1.2.2. I fattori E2F animali 

 

In cellule di mammifero sono stati identificati otto fattori E2F (E2F1-8), sei dei 

quali necessitano di partners chiamati DP (DP1 o DP2) per il legame con il DNA 

(Dimova and Dyson, 2005; Christensen et al., 2005). I DP e gli E2F possiedono 

omologhe regioni di legame al DNA e la loro interazione crea eterodimeri con alta 

affinità di legame per elementi E2F canonici. Alcune caratteristiche degli E2F di 
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mammifero, come per esempio la loro struttura primaria, la necessità o meno di 

formare complessi con i DP, la loro affinità per diversi membri della famiglia 

pRB, il loro pattern di espressione e la loro capacità di attivare o reprimere 

l’espressione di alcuni geni target E2F, permettono di suddividere questa famiglia 

in sottogruppi (Christensen et al., 2005). Gli E2F1-6 sono detti tipici grazie alla 

presenza di un dominio di dimerizzazione con proteine DP ed una regione 

chiamata “Marked box” altamente conservata (Fig. 4). E2F7 ed E2F8 sono invece 

considerati atipici. 

 

 

 
Figura 4. Schema generale rappresentante i domini conservati dei membri della famiglia 

E2F di mammifero. 

 

 

 

I fattori E2F1-3 sono detti anche attivatori, poichè sono capaci di promuovere 

l’espressione di alcuni geni target E2F durante la transizione G1/S, e la loro 

sovraespressione può promuovere il rientro nel ciclo cellulare di cellule quiescenti 

(Attwooll et al., 2004). Gli E2F4-6 sono invece capaci di reprimere l’attività di 
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specifici geni target. Questo ruolo bivalente nel controllo della trascrizione genica 

deriva dalle capacità di alcuni E2F di interagire con co-attivatori, come CBP e 

p300, o con repressori generali della trascrizione quali l’istone deacetilasi 

HDAC1, che viene legata ai complessi E2F tramite un’interazione con pRB. Ciò 

ha potuto chiarire come gli E2F siano regolatori sia positivi che negativi della 

proliferazione cellulare e siano capaci di agire sia da oncogeni che da soppressori 

tumorali. I fattori atipici E2F7 e 8 sono di più recente identificazione (de Bruin et 

al., 2003; Christensen et al., 2005), scoperti in seguito all’identificazione degli 

E2F atipici vegetali (Mariconti et al., 2002). Questi E2F vengono considerati 

atipici per la loro mancanza di un dominio di legame con le proteine DP, 

possiedono un doppio dominio di legame al DNA e mancano anche del cosiddetto 

“Marked box” e del dominio C-terminale di transattivazione. Questi fattori 

possono competere con gli E2F tipici per il legame al DNA, e si pensa che 

possano agire da inibitori della trascrizioni di alcuni geni target E2F.  

I dati emersi finora mettono in evidenza come gli E2F svolgano molteplici 

funzioni e, come suggerito dall’ampia gamma di geni che subiscono cambiamenti 

di espressione in seguito all’attivazione di E2F1, E2F2 ed E2F3 in linee cellulari 

umane, essi sono coinvolti nel differenziamento, nello sviluppo, nella 

proliferazione e nell’apoptosi di cellule di mammifero (Müller et al., 2001). Per 

almeno uno degli E2F di mammifero infatti è stata dimostrata la capacità di 

indurre apoptosi tramite interazione con la proteina p53 o attraverso un pathway 

indipendente da essa (Black and Azizkhan-Clifford, 1999). Come accennato 

precedentemente, l’attività dei complessi E2F/DP è fortemente regolata dalle 

proteine di tipo Retinoblastoma (pRB, p107, p130) (Moberg et al., 1996; Sardet et 

al., 1997). Gli E2F mostrano una notevole specificità nell’interazione con queste 

proteine ed il dominio di interazione si trova nella regione C-terminale, all’interno 

della più vasta regione di transattivazione (Helin et al., 1993). In G0 e all’inizio 

della fase G1 le pocket proteins sono defosforilate e soltanto in tale stato possono 

interagire con i fattori E2F. Il legame con le pocket proteins maschera il dominio 

di transattivazione, impedendo all’E2F di svolgere la sua funzione di attivatore 

della trascrizione (Harbour et al., 2000; Müller et al., 2000). Inoltre è stato 
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dimostrato che le pocket proteins reclutano fattori che presentano attività 

rimodellante la cromatina, quali ad esempio l’istone deacetilasi (HDAC), l’istone 

metiltransferasi o il complesso SWI/SNF. Questi fattori reprimono in maniera 

attiva la trascrizione di geni controllati dagli E2F, bloccando l’accesso di altri 

fattori di trascrizione a livello del promotore (Trouche et al., 1997; Ferreira et al., 

1998; Vandel et al., 2001). In tarda fase G1, la fosforilazione delle pocket 

proteins, da parte del complesso ciclinaD/cdk4-6 e ciclinaE/cdk2, permette il 

rilascio di E2F trascrizionalmente attivi e dunque l’espressione di geni che 

mediano l’ingresso in fase S. 

 

 

1.2.3. I fattori E2F vegetali 

 

A una prima iniziale identificazione di geni vegetali E2F-like (Ramirez-Parra et 

al., 1999; Sekine et al., 1999) e DP (Magyar et al., 2000; Ramirez-Parra and 

Gutierrez, 2000) ha fatto subito seguito l’identificazione di questi geni in 

numerose specie vegetali incluse carota (Albani et al., 2000), tabacco (Chabouté 

et al., 2000), Arabidopsis thaliana (de Jager et al., 2001; Kosugi and Ohashi, 

2002a; Mariconti et al., 2002), riso (Kosugi and Ohashi, 2002b), mais (Sabelli et 

al., 2005), Chlamydomonas reinhardtii (Bisova et al., 2005) e Ostreococcus tauri 

(Robbens et al., 2005). 

Arabidopsis thaliana possiede sei geni E2F (AtE2Fa-f) (Mariconti et al., 2002), 

due geni DP (AtDPa e AtDPb) e un singolo gene RB-related (AtRBR) 

(Vandepoele et al., 2002).  

Dal punto di vista strutturale le proteine AtE2Fa-c corrispondono a E2F tipici, con 

la struttura delle classiche proteine E2F animali e di altre piante, mentre AtE2Fd-f 

sono i primi E2F atipici ad essere stati scoperti. AtE2Fa-c presentano una regione 

N-terminale di legame al DNA, seguita da un dominio di dimerizzazione con i DP 

e da una regione riconosciuta dalla proteina pRBR (Retinoblastoma-related) 

all’estremità C-terminale. Possiedono inoltre la regione conservata, chiamata 

“Marked box”, che potrebbe essere implicata nella dimerizzazione e nel 
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ripiegamento del DNA (Fig. 5; de Jager et al., 2001; Mariconti et al., 2002). Sono 

quindi strutturalmente correlati con gli E2F1-5 umani.  

AtE2Fa e AtE2Fb sono considerati attivatori dei geni della fase S e stimolano la 

divisione cellulare (Rossignol et al., 2002; De Veylder et al., 2002; Magyar et al., 

2005; Sozzani et al., 2006). In particolare, AtE2Fa è un attivatore dell’espressione 

genica e stimola sia la divisione cellulare che l’endoreduplicazione. In più la 

coespressione di AtE2Fa con il suo partner di dimerizzazione AtDPa sembra 

essere in grado di aumentare fortemente questo effetto (De Veylder et al., 2002). 

In ulteriori studi è stato suggerito che AtE2Fa sia in grado di aumentare 

l’espressione di AtE2Fb, il quale potrebbe essere il principale attivatore della 

proliferazione cellulare. Inoltre, un accumulo di AtE2Fb porterebbe ad una 

diminuzione di AtE2Fa, il che suggerisce la presenza di un meccanismo di 

autoregolazione (Magyar et al., 2005; Sozzani et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Organizzazione in domini delle proteine E2F e DP di Arabidopsis thaliana. 
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In effetti, AtE2Fb sembrerebbe essere un attivatore dei geni della fase G2/M, 

mentre si pensa che AtE2Fa regoli principalmente i geni della fase G1/S 

(Vandepoele et al., 2005) e la sua sovraespressione in piante transgeniche porta ad 

un aumento dell’endoreduplicazione e ad iperplasia. Secondo questa ipotesi, 

l’aumento della divisione cellulare osservato in piante sovraesprimenti AtE2Fa 

sarebbe probabilmente il risultato di un aumento dell’espressione di AtE2Fb e non 

direttamente dovuto all’attività di AtE2Fa. D’altra parte, piante sovraesprimenti 

AtE2Fb hanno mostrato un incremento della proliferazione cellulare senza effetti 

nei livelli di ploidia (Sozzani et al., 2006). Inoltre, si pensa che AtE2Fa, oltre ad 

attivare l’espressione di AtE2Fb, sia anche capace di attivare l’espressione di 

AtE2Ff. 

AtE2Fc è invece classificato come repressore dei geni E2F-dipendenti e 

sembrerebbe agire come regolatore negativo della divisione cellulare, tramite 

interazione con pRBR (del Pozo et al., 2002, 2006).  

Gli E2F cosiddetti atipici, AtE2Fd, e ed f (Mariconti et al., 2002), anche 

conosciuti come DEL2, DEL1 e DEL3 (Vandepoele et al., 2002), o E2L1, E2L3 ed 

E2L2 rispettivamente (Kosugi and Ohashi, 2002), possiedono un doppio dominio 

di legame col DNA e agiscono indipendentemente dalle proteine DP (Fig. 5).  La 

mancanza del dominio di transattivazione fa pensare che siano degli inibitori e/o 

repressori dell’espressione di specifici geni target degli E2F attivatori (Lammens 

et al., 2009). Questi E2F sono analoghi a quelli di mammifero E2F7 (de Bruin et 

al., 2003) ed E2F8 (Christensen et al., 2005; Maiti et al., 2005), i quali sono stati 

scoperti proprio in seguito alla precedente identificazione dei fattori E2F atipici in 

Arabidopsis. Tuttavia la precisa funzione fisiologica di questi E2F atipici è ancora 

poco conosciuta.  

Sono stati suggeriti differenti ruoli per AtE2Ff ed AtE2Fe. Il primo, infatti, non 

sembra coinvolto nella progressione del ciclo cellulare ma piuttosto nella 

distensione e nel differenziamento cellulare, comportandosi da regolatore della 

crescita, specialmente nelle cellule dell’ipocotile e nella radice. In particolare si 

ritiene possa avere un ruolo nel controllo di geni coinvolti nella biosintesi della 

parete cellulare durante la fase di allungamento delle cellule differenziate 
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(Ramirez-Parra et al., 2004).  

AtE2Fe (o DEL1) invece controlla negativamente l’endociclo; infatti, la perdita di 

funzione di AtE2Fe porta ad un incremento dei livelli di ploidia, soprattutto nei 

cotiledoni e nell’ipocotile, mentre la sua sovraespressione riduce 

l’endoreduplicazione. I cambiamenti di ploidia sono correlati con un’alterata 

espressione di un set di geni E2F target che codificano proteine necessarie per la 

replicazione del DNA. In aggiunta, poiché AtE2Fe viene trascritto esclusivamente 

in cellule mitoticamente attive, lo si può ritenere un inibitore dell’endociclo che 

preserva lo stato mitotico di cellule in proliferazione sopprimendo la trascrizione 

di geni richiesti per l’endoreduplicazione (Vlieghe et al., 2005; Lammens et al., 

2008). Recentemente, è stato inoltre osservato che AtE2Fe è un gene target sia di 

AtE2Fb che di AtE2Fc, i quali in maniera antagonistica vanno a competere per il 

legame con elementi cis-E2F canonici, e conferiscono una regolazione della 

trascrizione di AtE2Fe dipendente dalla luce. Quando germogli di Arabidopsis 

cresciuti al buio vengono trasferiti alla luce, i livelli di espressione di E2Fb 

vengono stabilizzati rapidamente, mentre quelli di E2Fc vengono destabilizzati e 

ne consegue un aumento nella trascrizione di AtE2Fe. Inoltre, cambiamenti nei 

livelli di espressione luce-dipendente di AtE2Fe sembrano disaccoppiare il legame 

che c’è tra luce ed endoreduplicazione negli ipocotili. Sembrerebbe quindi che la 

luce intervenga sull’espressione di AtE2Fb ed AtE2Fc, e che questi regolino la 

sovraespressione di AtE2Fe, che fungerebbe così da link tra regolazione 

dell’endoreduplicazione e la risposta fotomorfogenica (Berckmans et al., 2011). 

Recentemente, l’analisi di mutanti e piante transgeniche con alterati livelli di 

espressione di AtE2Fd/DEL2 hanno mostrato che questo E2F può influenzare la 

crescita della pianta promuovendo la proliferazione cellulare ed inibendo 

l’allungamento cellulare (Sozzani et al., 2010). Infatti, è stato visto che la 

sovraespressione di AtE2Fd determina aumenti nell’espressione di AtE2Fa, 

AtE2Fb ed AtE2Fe, e di altri geni associati ad una stimolazione della 

proliferazione cellulare. Al contrario, una mutazione che abolisce l’espressione di 

AtE2Fd determina un aumento nell’espressione di alcuni geni coinvolti nella 

repressione del ciclo cellulare. Questi dati suggeriscono che AtE2Fd possa 
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intervenire nel equilibrio tra proliferazione e differenziamento cellulare agendo 

inaspettatamente da repressore/inibitore di regolatori negativi della proliferazione 

cellulare (Sozzani et al., 2010). 

 

 

1.2.4. Il gene DcE2F 

 

Uno dei primi fattori E2F vegetali identificati ed il primo per il quale è stata 

dimostrata capacità transattivante è il fattore DcE2F di carota. In seguito alla 

iniziale dimostrazione della presenza, in estratti nucleari di Daucus carota, di 

attività di legame al DNA con specificità per la sequenza canonica E2F, si è 

proceduto tramite PCR con primers degenerati all’isolamento di un cDNA 

codificante un fattore E2F di carota, denominato DcE2F (Albani et al., 2000). La 

proteina DcE2F possiede un’organizzazione dei domini simile a quella dei fattori 

E2F “tipici” umani (E2F1-5; Fig. 4) e di Arabidopsis thaliana (AtE2Fa-c; Fig. 5); 

infatti sono altamente conservati il dominio di legame col DNA, il dominio di 

dimerizzazione e la regione chiamata “Marked box”, mentre il dominio di 

attivazione ed il dominio di legame per la proteina Retinoblastoma sono meglio 

conservati tra le proteine E2F vegetali ma più divergenti se paragonati a quelli 

delle proteine E2F animali.  

Esperimenti di transattivazione in cellule di carota hanno inoltre dimostrato che la 

proteina DcE2F, in associazione con un partner DP, è in grado di attivare 

fortemente la trascrizione di un gene reporter posto sotto il controllo di un 

promotore minimale contenente siti cis E2F canonici (Albani et al., 2000). 

L’analisi dei livelli di mRNA in cellule sincronizzate di carota ha mostrato che il 

gene DcE2F è espresso fortemente in colture cellulari in proliferazione mentre è 

debolmente espresso in G0. Questo pattern di espressione suggerisce un probabile 

coinvolgimento di DcE2F nell’induzione della proliferazione cellulare anche se 

cellule non proliferanti, a un livello molto basso, sono anch’esse capaci di 

esprimere il gene DcE2F (Albani et al., 2000). Queste analisi hanno rivelato che, 

nonostante la presenza di un alto grado di omologia strutturale tra DcE2F e le tre 
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proteine di Arabidopsis AtE2Fa, b e c, da un punto di vista funzionale DcE2F 

sembra presentare analogie solo con AtE2Fa ed AtE2Fb, che sono attivatori del 

ciclo cellulare, ma non con AtE2Fc che sembra piuttosto agire da repressore 

trascrizionale dei geni del ciclo cellulare (Del Pozo et al., 2006). 

 

 

1.2.5. I geni target dei fattori E2F 

 

Siti di legame agli E2F altamente conservati sono stati trovati in una o più copie 

(spesso due) nei promotori di numerosi potenziali geni target E2F. In vari casi, è 

stato dimostrato che questi siti E2F, a seconda dello stadio di sviluppo, possono 

mediare l’attivazione o la repressione della trascrizione (Egelkrout et al., 2002). 

La maggiorparte dei target E2F proposti sono geni del ciclo del cellulare, ma altri 

sono coinvolti per esempio nella formazione ed espansione della parete cellulare, 

nei processi di assimilazione dell’azoto o nella fotosintesi. Recentemente, 

l’utilizzo di approcci “genome-wide” che integrano i dati microarray con analisi 

bioinformatiche, hanno permesso l’identificazione di un largo numero di 

potenziali geni target degli E2F vegetali. 

Tra i promotori meglio studiati contenenti siti consenso E2F troviamo quelli di 

RNR1, RNR2 e PCNA di tabacco, e ORC, CDC6, MCM3 e CDKB1;1 di 

Arabidopsis thaliana (Fig. 2). 

RNR (ribonucleotide reductase) è un enzima chiave nella sintesi del DNA. È 

costituito da due subunità grandi (R1) e da due piccole (R2), codificate da RNR1 e 

RNR2 rispettivamente. Il promotore di RNR2 di tabacco è stato uno dei primi 

promotori vegetali dimostrati essere regolati da parte di E2F (Chaboutè et al., 

2000). Questo promotore contiene due siti consenso E2F coinvolti nell’attivazione 

dell’espressione durante la transizione G1/S. Chaboutè et al. (2002) hanno 

identificato due siti E2F anche nel promotore di RNR1 in tabacco. I geni RNR di 

Arabidopsis e riso sembrano avere una simile regolazione E2F-dipendente, 

suggerendo che la regolazione da parte di E2F dei promotori RNR possa essere 

una regola generale nelle piante, mentre i geni RNR di mammifero mancano di siti 
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E2F (Filatov and Thelander, 1995). 

La proteina CDC6 di Arabidopsis, così come quella di lievito e delle cellule 

animali, è cruciale per l’inizio della replicazione del DNA, e l’espressione del 

gene CDC6 è infatti elevata durante la fase S del ciclo cellulare. Analisi in silico 

hanno mostrato la presenza di un sito consenso E2F nella sequenza del promotore 

CDC6 di Arabidopsis, e analisi EMSA hanno mostrato che gli E2F vegetali sono 

capaci di legare specificamente questa sequenza (Castellano et al., 2001; de Jager 

et al., 2001). Inoltre, piantine transgeniche di Arabidopsis sovraeprimenti AtE2Fa-

AtDPa hanno mostrato elevati livelli di AtCDC6 (De Veylder et al., 2002), mentre 

la sovraespressione di AtE2Fc porta ad una diminuzione della sua espressione (del 

Pozo et al., 2002). 

L’omologo in Arabidopsis di MCM3 (mini-chromosome maintenance complex) è 

coinvolto nell’inizio della replicazione del DNA durante la transizione G1/S. 

AtMCM3 contiene diversi siti consenso E2F, due dei quali (D1 e D2) sono 

responsabili rispettivamente della repressione dell’attività del promotore in G2 e 

dell’espressione meristematica del promotore; infatti la mutazione del sito D1 

abolisce la regolazione collegata al ciclo cellulare mentre la mutazione di D2 

abolisce l’attività del promotore nei  meristemi apicali (Stevens et al., 2002).  

PCNA, inizialmente considerata una proteina ausiliaria della DNA polimerasi δ, è 

coinvolta in numerosi meccanismi, tra i quali replicazione del DNA, riparazione 

del DNA, assemblaggio della cromatina e controllo del ciclo cellulare (Tsurimoto, 

1998). Il promotore del gene PCNA di Nicotiana benthamiana possiede due siti di 

legame E2F. Egelkrout et al. (2002) hanno mostrato che uno di questi elementi 

E2F attiva la trascrizione in cellule in proliferazione, ma l’altro è un repressore in 

tessuti differenziati. I siti consenso E2F dei promotori di PCNA di tabacco e riso 

agiscono da regolatori positivi dell’espressione in cellule in attiva divisione 

(Kosugi and Ohashi, 2002). Anche nel promotore di AtPCNA sono stati 

identificati numerosi siti E2F. 

Il complesso ORC (origin recognition complex) è costituito da sei subunità che 

riconoscono l’origine della replicazione. Tutti i geni ORC di Arabidopsis (eccetto 

ORC5) contengono almeno un sito consenso E2F a una posizione ottimale dal sito 
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di inizio della traduzione. Un’analisi in cellule sincronizzate di Arabidopsis ha 

mostrato che l’espressione di questi geni è massimale durante la transizione G1/S 

del ciclo cellulare (Diaz-Trivino et al., 2005). Inoltre, studi condotti su piante 

transgeniche esprimenti una versione di una proteina DP mancante del dominio di 

legame al DNA, che agendo come dominante negativo è in grado di inibire il 

legame di E2F al DNA, hanno mostrato una riduzione dei livelli di espressione 

della maggior parte dei geni ORC (Ramirez-Parra et al., 2003). All’opposto, 

piante transgeniche in cui l’attività transattivante degli E2F viene aumentata 

tramite l’inattivazione inducibile della proteina RBR hanno mostrato un aumento 

dell’espressione dei geni ORC (tranne ORC5) (Desvoyes et al., 2006). 

Nell’insieme, quindi, risultati in silico, in vitro e in planta, supportano la 

conclusione che l’espressione dei geni ORC, eccetto ORC5, sia regolata dai fattori 

E2F (Diaz-Trivino et al., 2005). 

Analisi mediante Microarray e Northern blot su piante sovraesprimenti AtE2Fa-

AtDPa hanno rivelato elevati livelli di espressione di AtCDKB1;1 (Vlieghe et al., 

2003). Analisi in silico sul promotore hanno indicato la presenza di un sito 

consenso E2F. In cellule di tabacco BY-2 (Bright Yellow tobacco cells) esprimenti 

in cui si è posto il gene reporter GUS sotto controllo del promotore di AtCDKB1;1 

hanno mostrato un incremento dell’attività GUS circa 30 volte maggiore nei calli 

contenenti il promotore wild type rispetto a quelli con un promotore mutato, 

mancante del sito E2F. Inoltre, l’espressione del gene GUS sotto controllo del 

promotore AtCDKB1;1 in piante sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPa ha mostrato un 

aumento del GUS staining nei primordi fogliari e negli stomi (Boudolf et al., 

2004). Questo suggerisce un effetto diretto nella regolazione del gene AtCDKB1;1 

da parte di AtE2Fa. La regolazione nella trascrizione di AtCDKB1;1 da parte di 

AtE2Fa è stata inaspettata, poichè si pensava che i fattori di trascrizione E2F-DP 

operassero nella transizione G1/S, mentre l’attività di AtCDKB1;1 è massimale 

durante la transizione G2/M (Porceddu et al., 2001). Questo mostrerebbe 

l’esistenza di meccanismi che collegano le transizioni G1/S e G2/M, e 

AtCDKB1;1 potrebbe essere il fattore che, mediante E2F-DP, collega la  

replicazione del DNA con la successiva mitosi.  
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Analisi di Microarray in piante di Arabidopsis sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPa 

hanno permesso di identificare un “cross-talking” genetico in cui sono collegati 

tra loro replicazione del DNA, assimilazione dell’azoto e fotosintesi. I putativi 

target diretti, identificati per la presenza di siti E2F nei loro promotori, 

appartengono a un gruppo di geni coinvolti nella sintesi del DNA, mentre i geni 

indotti secondariamente sono soprattutto coinvolti nell’assimilazione dell’azoto. 

Vlieghe et al. (2003) hanno ipotizzato che quest’ultimo effetto sia dovuto a una 

maggiore richiesta di azoto durante la biosintesi dei nucleotidi durante la fase S 

del ciclo cellulare. Probabilmente la biosintesi dei nucleotidi non è l’unica via 

metabolica coinvolta, vista la modulazione di un numero così elevato di geni 

coinvolti nel metabolismo dell’azoto e dei carboidrati. 

Uno studio più recente (de Jager et al., 2009) in cui sono stati effettuati 

Microarray in piante di Arabidopsis sovraesprimenti in maniera inducibile 

AtE2Fa-AtDPa, AtE2Fc-AtDPa e AtCYCD3;1, ha suggerito nuovi possibili ruoli 

di questi fattori di trascrizione E2F. Il complesso AtE2Fa-AtDPa potrebbe giocare 

un ruolo anche nella biogenesi della parete cellulare. AtE2Fc invece non sembra 

giocare un ruolo nel ciclo cellulare, non è un antagonista di AtE2Fa e non è 

direttamente regolato da AtCYCD3;1. Viene invece indicato un ruolo per AtE2Fc 

nella fotomorfogenesi e nel metabolismo. 

Mediante Affymetrix tiling 1.0R Naouar et al. (2009) hanno identificato 153 

possibili nuovi geni target E2F, non presenti fino a quel momento in banca dati, 

che presentano siti di legame E2F nei loro promotori. Questi geni includono, tra 

gli altri, anche geni coinvolti nella divisione cellulare, nella replicazione del DNA 

e nella risposta al danno del DNA. Inoltre sono stati scelti a caso 10 tra questi 

geni, e sette di questi (AT3G27630, AT4G02110, AT5G06590, AT1G52270, 

AT3G18730 o TONSOKU, AT5G12920, AT1G80710 o DRS1) sono stati 

confermati essere target diretti di AtE2Fa mediante esperimenti di 

immunoprecipitazione della cromatina (ChiP) condotti con anticorpi specifici 

anti-AtE2Fa su piante sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPa. Utilizzando anticorpi 

specifici anti-E2Fb è stato invece osservato che i restanti tre geni (AT3G04850 o 

TSO-like, AT5G01120, AT4G14700 o ORC1A) sono target diretti di AtE2Fb, 
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indicando che il loro aumento di espressione nelle piante sovreasprimenti AtE2Fa 

avviene indirettamente ed è una conseguenza dell’attivazione della trascrizione di 

AtE2Fb (Naouar et al., 2009). 

Recentemente è stata studiata la regolazione trascrizionale del promotore della 

variante del gene istone H3 centromero-specifica (CENH3) di Arabidopsis 

thaliana (Heckmann et al., 2011), corrispondente alla proteina centromerica A 

umana (CENP-A). Analisi in silico della regione 5’ di CENH3 di Arabidopsis 

thaliana hanno rivelato la presenza di due siti di legame E2F (GCGGGAAA) 

nella regione non tradotta a monte dell’ATG. Esperimenti di 

immunoprecipitazione della cromatina (ChIP) hanno permesso di dimostrare che 

il promotore di CENH3 è riconosciuto in vivo da AtE2Fa, ma non da AtE2Fb, 

confermando che CENH3 è un target di AtE2Fa. Sorprendentemente, la mutazione 

del sito E2F posto a monte (E2F2), ma in modo meno rilevante la mutazione di 

quello a valle (E2F1), ha determinato un aumento nei livelli di espressione del 

gene reporter GUS in trasformazioni transienti di protoplasti di Arabidopsis 

thaliana. Questo fa ipotizzare che in condizioni fisiologiche AtE2Fa o altri fattori 

E2F, escluso AtE2Fb, possano mediare una repressione trascrizionale del 

promotore di CENH3. Tuttavia, esperimenti di co-espressione transiente in 

protoplasti di Arabidopsis thaliana di un gene reporter GUS sotto controllo della 

regione 5’ di CENH3 insieme ai vari fattori di trascrizione AtE2F, hanno mostrato 

che sia AtE2Fa che AtE2Fb, dimerizzando con le proteine AtDP, sono in grado di 

transattivare il promotore di CENH3. Inoltre, anche le sovraespressioni stabili in 

planta di entrambi gli E2F attivatori di Arabidopsis, AtE2Fa o AtE2Fb, 

determinano un aumento dei livelli di espressione di CENH3, mentre la 

sovraespressione di AtE2Fc ne determina una diminuzione (Heckmann et al., 

2011). Da questi dati si può dedurre che la sovraespressione (o l’espressione 

ectopica ad essa associabile) dei fattori E2F “attivatori” può generare risposte 

opposte a quelle fisiologiche, probabilmente artifattuali ed imputabili ad una 

perturbazione della regolazione a cui sono normalmente soggetti i fattori E2F 

endogeni. 
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1.3. Endoreduplicazione 
 

L’endoreduplicazione può essere considerata una variazione del ciclo cellulare, 

chiamata endociclo, caratterizzata dal fatto che la duplicazione dei cromosomi 

non viene seguita dalla divisione della cellula in due cellule figlie, per cui la 

cellula diventa poliploide. Questo fenomeno è stato osservato nelle cellule di una 

grande varietà di organismi, tra cui artropodi, mammiferi e piante. Si pensa che il 

differenziamento cellulare, l’espansione cellulare, l’attività metabolica e la 

resistenza a fattori di stress come le radiazioni siano fattori coinvolti nel processo 

dell’endoreduplicazione. 

L’endoreduplicazione è un fenomeno molto più comune nelle cellule vegetali che 

nelle cellule di mammifero, ed è molto comune soprattutto in specie con un 

piccolo genoma, come Arabidopsis thaliana (Galbraith et al., 1991), Lycopersicon 

esculentum (pomodoro) (Rus-Kortekaas et al., 1994), Medicago sativa (alfalfa) e 

Medicago truncatula (erba medica troncata) (Foucher e Kondorosi, 2000), 

Brassica oleracea (cavolo) (Kudo e Kimura, 2002) e Mesembryanthemum 

crystallinum (erba ghiaccio) (De Rocher et al., 1990). Nagl (1976) ipotizzò una 

correlazione negativa tra la dimensione del genoma e il fenomeno della 

poliploidia, suggerendo che la poliploidia rappresenti una strategia evolutiva per 

compensare la mancanza di un aumento filogenetico nella quantità di DNA 

nucleare. 

L’endoreduplicazione sembra essere regolata da diversi fattori ambientali, come 

siccità, temperatura, presenza o assenza di alcuni nutrienti e la luce, ma i 

meccanismi molecolari che legano l’endociclo all’ambiente non sono stati ancora 

chiariti (Engelen-Eigles et al., 2001; Setter and Flannigan, 2001; Cookson et al., 

2006). Il caso meglio studiato è forse quello dell’influenza della luce sugli 

ipocotili di Arabidopsis (Gendreau et al., 1997, 1998). 

È stata proposta una relazione tra endoreduplicazione e crescita cellulare. Per 

esempio, in Arabidopsis thaliana è stata osservata questa relazione durante la 

crescita degli ipocotili. Alla fine dell’embriogenesi, poco prima della 

germinazione, le cellule dell’embrione possiedono un contenuto di DNA 2C. Non 
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appena la germinazione ha inizio, le cellule subiscono uno o due cicli di 

endoreduplicazione, e alla fine circa l’80% delle cellule che fanno parte 

dell’ipocotile diventa poliploide. Praticamente non ci sono quasi divisioni cellulari 

nell’endoderma e nel cortex dell’ipocotile. Perciò la maggiorparte della crescita 

iniziale della piantina, subito dopo la germinazione, non è ottenuta mediante 

divisioni cellulari ma prevalentemente mediante distensione delle cellule 

dell’ipocotile che hanno subito cicli di endoreduplicazione (Gendreau et al., 1997; 

Traas et al., 1998).  

Una correlazione tra i livelli di ploidia e la dimensione cellulare sono stati 

osservati anche in noduli radicali di M. truncatula e in petali di cavolo (Cebolla et 

al., 1999; Kudo and Kimura, 2002), suggerendo che l’aumento della dimensione 

cellulare possa essere dipendere direttamente dall’endoreduplicazione. D’altra 

parte, altri studi rifiutano questa ipotesi. Per esempio, Beemster et al. (2002) non 

hanno osservato questa relazione tra endoreduplicazione e la dimensione delle 

cellule mature della radice di differenti ecotipi di Arabidopsis. Si ipotizza quindi 

che ci siano anche dei meccanismi di controllo della crescita cellulare in maniera 

ploidia-indipendente. 

In piantine transgeniche di Arabidopsis e tabacco sovraespromenti AtE2Fa 

insieme ad AtDPa sono stati osservati due diversi fenotipi. Alcune cellule 

sembrano subire divisioni cellulari aggiuntive, mentre altre vanno incontro ad 

endoreduplicazione; come risultato, per esempio, le cellule di foglia con nuclei 

più grandi coesistono con un gran numero di cellule più piccole (De Veylder et al., 

2002; Kosugi and Ohashi, 2003). Anche l’osservazione microscopica degli 

ipocotili di Arabidopsis ha mostrato file di cellule in divisione alternate con file di 

cellule con nuclei più grandi, che quindi erano andate incontro ad 

endoreduplicazione (De Veylder et al., 2002). 

La coesistenza di cellule piccole in divisione e cellule più grandi che subiscono 

cicli extra di endoreduplicazione suggerisce che l’attività degli E2F moduli il 

ciclo cellulare in maniera specifica per alcuni tipi cellulari. Anche la 

sovraespressione di alcuni geni target E2F (per esempio CDC6) porta ad un simile 

duplice fenotipo (Castellano et al., 2001, 2004).  
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Si è ipotizzato che questa differente risposta delle cellule dovuta ad un’aumentata 

attività E2F possa dipendere dalla presenza o meno di qualche fattore che induce 

le cellule ad andare incontro a mitosi (MIF, mitosis-inducing factor). Secondo 

questo modello, cellule in cui la fase S è stimolata dall’attività E2F progrediranno 

in mitosi in presenza di MIF, e questo porterà alla divisione cellulare. In assenza 

di attività MIF, invece, un’aumentata espressione dei geni specifici della fase S 

può portare a diversi cicli di replicazione del DNA, portando ad endopoliploidia 

(De Veylder et al., 2002). Ancora non si conosce con esattezza quale fattore sia 

questo MIF, ma la CDKB1;1 (specifica per la fase M) sembra essere il più 

probabile candidato. Piante sovraesprimenti un dominante negativo di CDKB1;1 

mostrano un inizio prematuro nel loro programma di endoreduplicazione, 

dimostrando che l’attività di CDKB1;1 è richiesta per inibire l’endociclo. Inoltre, 

quando un mutante di CDKB1;1 è stato sovraespresso in piante sovraesprimenti 

anche AtE2Fa-AtDPa, è risultata favorita l’endoreduplicazione e inibite le extra 

divisioni cellulari normalmente indotte dalla sovraespressione di AtE2Fa-AtDPa 

(Boudolf et al., 2004). CDKB1;1 non può essere comunque il solo fattore ad 

entrare in gioco nella regolazione dell’equilibrio tra divisioni cellulari ed 

endoreduplicazione, ma certamente interviene l’azione di cicline (soprattutto del 

gruppo A e D) e di proteine inibitrici delle CDK (CKI; Fig. 6). 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 
Figura 6. Modello illustrante l’interazione molecolare che regola la transizione da cellula 

in divisione a cellula in endoreduplicazione (Inzé, 2007). 
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1.4. Regolazione dello sviluppo della pianta 

 
La dimensione finale e la forma delle piante sono determinate dal numero di 

cellule e dalla loro dimensione, risultanti da divisioni cellulari post-embrionali, 

espansione e differenziamento cellulare (Mizukami, 2001; Weiss et al., 2005). 

Infatti, a differenza degli animali, l’organogenesi nelle piante è un processo post-

embrionale dovuto alla presenza di cellule staminali nei meristemi degli apici del 

germoglio (SAM, shoot apical meristem) e delle radici (RAM, root apical 

meristem) che sono tessuti con cellule in attiva proliferazione che continuamente 

forniscono nuove cellule le quali, smettendo di dividersi, possono prendere 

diverse vie di differenziamento (Nakajima and Benfey, 2002; Weigel and Jurgens, 

2002). Inoltre, le piante hanno una forte capacità rigenerativa per la presenza di 

cellule meristemoidi (residui di cellule staminali) ma anche grazie al fatto che 

molte cellule differenziate vegetali sono capaci di de-differenziarsi, ritornare in 

uno stato di cellule totipotenti e proliferare in maniera controllata per originare 

interi organi. In varie specie, questa peculiarità permette addirittura lo sviluppo di 

“embrioni somatici” a partire da cellule coltivate in vitro. Tutto questo implica 

una fine regolazione tra controllo della divisione cellulare, arresto e riattivazione 

del ciclo cellulare, endoreduplicazione, differenziamento e morte cellulare 

(Ramirez-Parra et al., 2005). 

La dimensione della pianta sembra essere più variabile rispetto alla forma. Per 

esempio, vi sono sicuramente dei vincoli nelle forme che una foglia può assumere, 

imposti dalla selezione naturale per l’adattamento e la sopravvivenza, determinati 

da una fine regolazione durante lo sviluppo (Mizukami, 2001; Weiss et al., 2005).  

Sono stati identificati tutta una serie di geni coinvolti nella regolazione dello 

sviluppo e nell’architettura della pianta, e possono essere suddivisi in tre gruppi 

principali: quelli coinvolti nel metabolismo degli ormoni vegetali, quelli coinvolti 

nella regolazione della trascrizione e quelli coinvolti con il ciclo cellulare (Busov 

et al., 2008). 
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1.4.1. Il controllo ormonale dello sviluppo 

 

Gli ormoni vegetali svolgono il ruolo principale nella regolazione della 

dimensione, della forma e della fisiologia della pianta. Analisi genetiche hanno 

permesso nuove conoscenze sui meccanismi di biosintesi degli ormoni e delle vie 

di trasduzione del segnale (Sakamoto, 2006). 

L’auxina (Fig. 7) svolge un ruolo centrale nella coordinazione della crescita e 

dello sviluppo nelle piante, e i geni coinvolti nella biosintesi dell’auxina e nella 

trasduzione del segnale possono modificare fortemente la dimensione e la forma 

della pianta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Struttura chimica delle auxine naturale (IAA) e sintetiche (2,4-D e NAA). 

 

 

Il trasporto dell’auxina è complesso e la sua regolazione coinvolge differenti 

proteine. Studi chimici e genetici hanno dimostrato che il trasporto dell’auxina ad 

organi distanti è necessaria per il normale sviluppo della pianta, e vi è quindi un 

sistema intricato di trasportatori che garantisce la distribuzione di questo ormone 

(Friml and Palme, 2002). In Arabidopsis l’afflusso di auxina è permesso da una 

proteina transmembrana chiamata Auxina Permeasi 1 (AUX1) e tre proteine LAX, 

simili ad AUX1 (Bennett et al., 1996; Parry et al., 2001). L’efflusso invece è 

mediato dalla famiglia di proteine PIN (Friml and Palme, 2002; Friml et al., 2002, 

2003). Si è visto che i trasportatori dell’auxina sono implicati nel controllo della 

fillotassi, cioè nella determinazione dell’ordine con cui foglie, fiori, ecc., vengono 

distribuite nello spazio, conferendo una struttura geometrica alla pianta (Reinhardt 
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et al., 2003; Jonsson et al., 2006). Il trasporto dell’auxina è mediato anche da un 

gruppo di proteine chiamate ATP-binding cassette (ABC), che mostrano numerose 

analogie con i geni multi-drug-resistant di mammifero, i quali sono un 

sottogruppo della famiglia delle P-glicopreoteine (PGP; Noh et al, 2001, 2003). In 

Arabidopsis sono state identificate tre proteine PGP, e in mutanti che avevano 

perso la loro funzione si sono avuti effetti marcati con anomalie morfologiche 

nelle radici e nelle parti aeree della pianta (Terasaka et al., 2005; Bouchard et al., 

2006). Una delle caratteristiche della risposta all’auxina nelle piante è la forte e 

rapida induzione dei geni auxina/acido indol-acetico (Aux/IAA; Abel and 

Theologis, 1996). Sono dei geni di risposta primaria all’auxina, cioè la loro 

attivazione è diretta e non richiede sintesi di nuove proteine. Arabidopsis possiede 

29 geni Aux/IAA, e nei mutanti sono stati osservati differenti fenotipi riguardanti  

dimensioni e forme caratteristiche (Liscum and Reed, 2002). 

Le Gibberelline (GA, Fig. 8) sono una famiglia di composti terpenici regolatori 

della crescita e dello sviluppo (Hooley, 1994; Davies, 1995). Analisi genetiche 

hanno permesso l’identificazione di numerosi geni coinvolti nel loro metabolismo 

e nelle vie di segnale, ed è stato studiato il loro ruolo nella regolazione della forma 

e della dimensione della pianta (Thomas and Sun, 2004). Di solito, mutanti con 

diminuite concentrazioni di GA o con una diminuita risposta ad esse sono nane o 

semi-nane, mentre effetti opposti si hanno con alte concentrazioni di questi 

ormoni. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Struttura chimica dell’acido gibberellico (GA). 
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I brassinosteroidi (BR, Fig. 9) sono una classe di più di 40 derivati dello sterolo, 

ed hanno un profondo effetto nella dimensione della pianta e nella sua 

architettura. La loro biosintesi e le vie di trasduzione del segnale sono state 

studiate nel dettaglio (Fujioka and Yokota, 2003; Vert et al., 2005; Haubrick and 

Assmann, 2006). Diverse mutazioni determinano modificazioni nella forma e 

nelle dimensioni delle piante, determinando miglioramenti per le colture di 

interesse agricolo (Bishop, 2003). Piante con carenze in BR sono caratterizzate da 

fusti più corti e robusti e foglie piccole, rotondeggianti e di color verde scuro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Struttura chimica del Brassinolide, il primo brassinosteroide isolato con attività 

biologica. 

 

 

1.4.2. Fattori di trascrizione e sviluppo 

 

I geni che codificano per i fattori di trascrizione rappresentano forti candidati per 

la manipolazione dell’architettura della pianta. Per esempio, uno dei maggiori 

responsabili del controllo delle dimensioni degli organi è AINTEGUMENTA 

(ANT), un gene regolato dall’auxina codificante un fattore di trascrizione la cui 

sovraespressione aumenta fortemente le dimensioni di foglie e fiori in Arabidopsis 

(Krizek, 1999; Mizukami and Fischer, 2000). L’aumento delle dimensioni di 

questi organi sembrera essere collegato ad un’aumento della proliferazione 

cellulare piuttosto che ad un aumento delle dimensioni cellulari. Questo dato 

suggerisce che l’azione di questo gene è in grado di prolungare la capacità 
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meristematica delle cellule anche durante la crescita degli organi ed il loro 

differenziamento. Nella cascata del segnale mediata dall’auxina in cui è coinvolto 

questo gene, gioca un ruolo centrale il gene ARGOS, scoperto durante analisi 

microarray in uno studio sulla risposta all’auxina (Hu et al., 2003). Quando 

sovraespresso, ARGOS ha effetti simili a quelli ottenuti dalla sovraespressione di 

ANT.  

Le proteine con dominio TCP sono fattori di trascrizione specifici del regno 

vegetale, che regolano la forma caratteristica delle piante (Cubas et al. 1999). Il 

dominio TCP è coinvolto nel legame col DNA e nella dimerizzazione delle 

proteine. In Arabidopsis 24 membri di questa famiglia giocano un ruolo 

importante nella ramificazione, nella simmetria fiorale e nella curvatura delle 

foglie mediante sincronizzazione della divisione cellulare e della crescita, 

probabilmente legandosi ai promotori di alcuni geni coinvolti nel ciclo cellulare e 

nella sintesi di componenti ribosomali (Li et al., 2005). Un esempio di proteina 

che possiede un dominio TCP è CINCINNATA (Crawford et al., 2004) che regola 

la curvatura ed altre caratteristiche della forma della foglia. Anche alcuni fattori 

regolatori della crescita (GRF; Horiguchi et al., 2005) sono coinvolti nelle 

modificazioni delle dimensioni e delle forme di foglie e fiori. 

 

 

1.4.3. Il link tra regolazione del ciclo cellulare e regolazione dello 

sviluppo 

 

I regolatori del ciclo cellulare, oltre che controllare appunto la progressione del 

ciclo cellulare, sembrerebbero avere anche un ruolo nel coordinamento della 

divisione cellulare nel contesto più ampio dello sviluppo dell’intero organismo. 

Vi sono numerosi esempi che supportano la visione di un complesso cross-talk tra 

controllo della divisione cellulare e sviluppo (Mizukami, 2001; Beemster et al., 

2003; Tsukaya, 2003). L’ attività di diversi regolatori del ciclo cellulare durante la 

progressione, o l’arresto e la riattivazione del ciclo cellulare, sembra infatti essere 

controllata a livello di cellula, tessuto ed organo. Questi regolatori sono quindi i 
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migliori candidati capaci di creare e mantenere un legame tra proliferazione 

cellulare e sviluppo dell’intero organismo (Ramirez-Parra et al., 2005). La natura 

post-embrionica e reiterativa dell’organogenesi durante la vita della pianta 

influisce certamente sul controllo della proliferazione cellulare. Le cellule che 

lasciano il meristema, nel quale vi è attiva proliferazione cellulare, escono dal 

ciclo cellulare e possono entrare a far parte dei primordi di diversi organi, un 

processo che dipende da segnali di sviluppo, ormonali ed ambientali (Berckmans 

et al., 2011). L’organogenesi richiede quindi sia un aumento nel numero di cellule, 

dovuto ad un’aumentata proliferazione cellulare finemente regolata, sia una 

riorganizzazione cellulare, seguiti da progressione verso differenti programmi di 

differenziamento. Ne consegue che il tasso di divisione cellulare e i livelli di 

espressione dei geni del ciclo cellulare possano subire cambiamenti in funzione di 

fattori di stress sia biotici che abiotici, come per esempio elevate concentrazioni di 

sali nel terreno, crescita a temperature diverse da quelle ideali per la pianta o 

deficit d’acqua (Kadota et al., 2004; West et al., 2004). 

I risultati di esperimenti che hanno rallentato il ciclo cellulare hanno prodotto 

risultati variabili. In diversi casi, un’effettiva diminuzione della proliferazione 

cellulare è risultata anche in un minor numero di cellule, ma meccanismi 

compensatori hanno aumentato le dimensioni di queste cellule, di fatto annullando 

gli effetti sulla dimensione e forma finale dell’organo (Doonan, 2000; Inzé and De 

Veylder, 2006). Per esempio, l’espressione di un dominante negativo di CDKA;1 

in piante transgeniche di tabacco risulta in un blocco nella transizione G1/S e di 

conseguenza una diminuita proliferazione cellulare, compensata però da 

un’aumento nelle dimensioni cellulare, per cui le dimensioni finali degli organi 

risultano normali (Hemerly et al., 1995). Inoltre, la sovraespressione di KRP1-3 in 

Arabidopsis thaliana è risultata in un rallentamento del ciclo cellulare e una 

diminuzione del numero di cellule, con una parziale compensazione mediante 

aumento delle dimensioni cellulari non sufficiente a determinare un fenotipo 

normale. Le piantine transgeniche infatti sono risultate notevolmente ridotte in 

dimensioni, con organi più piccoli e foglie più spesse rispetto alle foglie delle 

piantine wild type (Wang et al., 2000; De Veylder et al., 2001). Anche la 
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sovraespressione di NtCYCA3;2 e Spcdc25 in tabacco (Wyrzykowska et al., 2002) 

e la sovraespressione di cycD3 in Arabidopsis thaliana (Dewitte et al., 2003) 

hanno portato ad alterazioni nella forma della foglia e nello sviluppo dell’intero 

germoglio, mentre sovraespressioni delle cicline del gruppo B hanno portato 

un’accelerazione nella crescita delle radici (Lee et al., 2003), confermando quindi 

questo legame tra i componenti regolatori del ciclo cellulare e lo sviluppo 

dell’intera pianta. 
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2. Scopo del lavoro 
 

Dagli studi effettuati in cellule di Daucus carota è emerso che l’unico gene E2F 

isolato, DcE2F, codifica per un forte transattivatore trascrizionale che potrebbe 

agire da attivatore del ciclo cellulare e della proliferazione (Albani et al., 2000). 

Infatti, da un punto di vista strutturale, DcE2F mostra analogia con li fattori E2F 

di Arabidopsis thaliana cosiddetti “attivatori”, AtE2Fa e AtE2Fb, che sono stati 

mostrati essere in grado di promuovere la proliferazione cellulare. Da studi in 

vitro è inoltre emerso il bisogno di un partner DP-like per un efficiente legame di 

DcE2F col DNA, anche se non è stato ancora identificato ed isolato nessuna 

proteina DP in Daucus carota. L’assenza di dati sperimentali riguardo le funzioni 

di DcE2F in planta ci hanno spinto a voler caratterizzare meglio questo fattore di 

trascrizione ed indagare sugli effetti della sua sovraespressione in piantine di 

Arabidopsis thaliana. La scelta di Arabidopsis thaliana come organismo modello 

di indagine si basa su diverse considerazioni. Innanzitutto, il fatto che il suo 

genoma sia stato completamente sequenziato e vi siano ormai microarrays 

commerciali disponibili che comprendono le sequenze di più dell’ottanta per 

cento dei suoi geni (22000 su circa 26000), la rendono un modello ideale per studi 

di biologia molecolare e cellulare nelle piante. Un ulteriore importante vantaggio 

dell’utilizzo di Arabidopsis thaliana deriva dalla semplicità con la quale si 

possono produrre piante transgeniche, tramite il processo di trasformazione 

genetica Floral dipping, sfruttando il batterio Agrobacterium tumefaciens per 

incorporare nuovo DNA nel genoma della pianta. Inoltre le ridotte dimensioni 

della pianta rendono più semplice il suo utilizzo negli spazi ristretti di un 

laboratorio, ed il suo ciclo di vita è molto breve: occorrono soltanto sei settimane 

circa dalla germinazione di una piantina alla produzione di nuovi semi. Questo 

fatto accelera notevolmente la ricerca, che utilizzando Daucus carota 

richiederebbe invece tempi molto più lunghi. Infine, un aspetto importantissimo è 

che vi sono tutta una serie di studi già pubblicati in letteratura riguardanti AtE2Fa 

e AtE2Fb di Arabidopsis (fra i più rilevanti De Veylder et al., 2002; Sozzani et 

al., 2006), che rendono ancora più semplice un confronto fra il fattore DcE2F e 

questi E2F attivatori. 
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3. Materiali e metodi 
 

3.1. Materiale biologico  

 

3.1.1. Ceppi batterici e condizioni di crescita 

 

Per le clonazioni è stato utilizzato il seguente ceppo batterico: 

 

E. coli DH5α: F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZY A-argF)U169 deoR recA1 endA1 

hsdR17(rk
-, mk

+) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ- 

 

I batteri sono stati fatti crescere sempre in terreno LB, alla temperatura di 37 °C e 

con un'agitazione di 170 rpm. 

 

 

- Terreno LB - 

Bactotryptone 10 g/L 

Yeast extract 5 g/L 

NaCl 10 g/L 

pH 7 

sterilizzazione in autoclave: 20 minuti a 120°C. 

 

Per le trasformazioni delle piantine di Arabidopsis thaliana è stato utilizzato il 

seguente ceppo batterico: 

 

Agrobacterium tumefaciens GV3101/pMP90 (Koncz, C. and Schell, J., 1986). 
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I batteri sono stati fatti crescere in terreno YEP, alla temperatura di 29 °C e con 

un’agitazione di 170 rpm (O/N). 

 

- Terreno YEP - 

Bactotryptone 10 g/L 

Yeast extract 10 g/L 

NaCl 10 g/L 

pH 7 

sterilizzazione in autoclave: 20 minuti a 120°C. 

 

 

3.1.2.  Materiale vegetale e condizioni di crescita 

 

Arabidopsis thaliana, varietà Columbia, è stata scelta come modello sperimentale. 

Semi wild type e semi transgenici sono stati sterilizzati mediante agitazione per 8-

12 ore in una soluzione al 2% v/v di PPM® (Plant Preservative Mixture, 

Micropoli), addizionata di 50mg/L di sali di magnesio. I semi sono stati quindi 

stratificati a 4 °C, overnight (O/N) ed in assenza di luce, in una soluzione allo 

0,1% di agarosio prima della germinazione in camere di crescita. Tutte le linee 

transgeniche di Arabidopsis usate in questo studio sono state generate con il 

metodo del Floral dipping (Clough and Bent, 1998) usando il ceppo 

GV3101/pMP90 di Agrobacterium tumefaciens. I semi della progenie sono stati 

selezionati e fatti crescere in piastre petri contenenti un terreno di selezione MS 

(MS Medium più antibiotico di selezione) e successivamente in un terreno di 

recupero (MS Medium). 
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- MS Medium - 

MS Salts (Murashige and Skoog Medium- Micro 

and Macro Elements) Duchefa Biochemie. 

 

2,15 g/L 

Sucrose 10 g/L 

Phyto Agar 8 g/L 

pH 6 

sterilizzazione in autoclave: 25 minuti a 120°C. 

Aggiunto PPM (Preservative for Plant Tissue Culture Media) 0,1% 

 

Nel terreno di selezione vengono usati tutti i reagenti utilizzati per il terreno di 

recupero (MS medium) con l’aggiunta degli antibiotici specifici per la selezione 

delle linee transgeniche. 

 

- Selection Medium - 

Hygromycin B 30 mg/L 

Timentin 250 mg/L 

 

Piante wild type e piante trasformate sono state quindi trasferite in suolo in vassoi 

Arasystem (Betatech, Belgium) e fatte crescere sino a maturità all’interno di 

apposite camere di crescita impostate con le seguenti condizioni: 

 

• 16 ore di luce alla temperatura di 22 ± 3ºC; 
 
• 8 ore di buio alla temperatura di 22 ± 3ºC; 
 
• Umidità del 70%. 
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3.2. Costruzione dei vettori pCAMBIA-DcE2F e pCAMBIA-DcE2F-

AtDP 

 

Per la costruzione di tutti i vettori CAMBIA di questo studio si è partiti dal 

pCAMBIA 1304 backbone (Fig. 10) nel quale è stato inserito un frammento del 

vettore pFF19, contenente il promotore CAMV doppio 35S, il polilinker e il 

terminatore 35S ter, digerendo entrambi i vettori con gli enzimi di restrizione 

HindIII ed EcoRI, che riconoscono le seguenti sequenze:  

 
HindIII  

5’ - A A G C T T - 3’ 

3’ - T T C G A A - 5’ 

 
 
EcoRI  

5’ - G A A T T C - 3’ 

3’ - C T T A A G - 5’ 

 
 
 
 

 
Figura 10: Mappa del vettore pCAMBIA 1304 backbone. 
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Il vettore così ottenuto è stato chiamato pCAMBIA-FF19. I vettori p35S-DcE2F e 

pCAMBIA-FF19 sono stati digeriti con gli enzimi di restrizione BamHI ed 

EcoRI: 

 
BamHI  

5’ - G G A T C C - 3’ 

3’ - C C T A G G - 5’ 

 
EcoRI  

5’ - G A A T T C - 3’ 

3’ - C T T A A G - 5’ 

 

Nel vettore p35S-DcE2F è contenuto il cDNA di DcE2F (Fig. 11): 

 
1    tttctaaacc ctctcgcact ttctctctct aaaaccccta aatctttctc cccaccatcc 
61   ctctcccgga accaccatct taatctcaca acaatttaat taacttataa gcgtcttttt 
121  ttgtttaatt aatctaatgt ctcgacctca accttctacc ggccaggcgc cgccgccgtc 
181  gccgtcgctc gtccgccggt gagcaacggc ggaaatggga tcccgccgcc gataaagcgg 
241  cacctacagt tcgctgcgat gaagccgccg ttcgtgccgt cggatgatta ttaccggttc 
301  ggagagtcta gaggagtcgc ggatcatgaa gctgatgtta tcatcgttaa atctactccc 
361  tcaaagcgga agcctggaaa ttataatgaa gttgagtcta gcaggttgag tatgagtcct 
421  gcgtacacca atacagttaa aagccccaac cagacacctg tatctgggaa aggaggaagg 
481  gtctatggcc ggtctaatgc cacaaagagc ctggcatctg tgcctcagac ccctatgtca 
541  aatgctggtt ctccttctcc tcttactcct gctggaagct gccgttatga tagttccttg 
601  ggccttttga ccaaaaagtt catcaatctg ataaagcaag cagaagatgg tactcttgat 
661  cttaataatg ctgctgagac cttagaggtc cagaagaggc gtatatatga catcactaat 
721  gtccttgaag gaattggcct tattgaaaag aagctcaaga acagaatcca ctggaaagga 
781  attgatgctt caagaccggg tgaaatggaa gatgatagta atgttttgca ggcagaagtt 
841  gaaaaacttt ctctggaaga aaaaagactt gatgatcgca taagggaaat gcaggaaaag 
901  ttgagagact tgagtgagga tgaagcgaat caaaagtggc tttttgtgac cgaagaggat 
961  attaagggtc tagaatgctt tatgaataaa accctgatag caattaaagc tccacatgga 
1021 accacacttg aggttccaga tccagatgaa gttgttgatt atcctcagag gagatacaga 
1081 ataatcttaa ggagcacaat gggtccaatt gatgtttatc ttgttagcca atttgaggag 
1141 aagtttgacg agatgaatag tgtgcaacct tccatgagcc tcccacttgc ttcaagtact 
1201 gggtctaatg acaatccagc agcagagacc gcaatcgtgg gacatgggct agagaatgga 
1261 acaatgacac aagatggcca tggagtgaac tctgatctgt acacttcgga ggatatttct 
1321 ggtggaatta tgaagatttt accttcggaa ctcgataatg atgcggatta ctggctccta 
1381 acagatccaa gtatcagcat gacagacatg tggaagaccg acgctggtgt cgaatgggat 
1441 ggggcgagtc tacttaatga ggagtttgaa ctgccttgta ttagccctcg accgcagact 
1501 ccaccatctg gtgttgctga tgtatcaact gttgcaaatg gcacacaaag gtgactccag 
1561 atcaattgat gagctaatgt aggatcaagt atggcttctt atggattttc acatcttaat 
1621 gtggtccaaa gtcttaggct gggagtggtg gtatccactt ctgattcatt tctattcaag 
1681 agtcacctgt gatagccact atcatattac taaattaccc ctggactttg ggtttacaag 
1741 atttcatact gttggactgg gcatagaaat ggcagtgcaa agagataaaa gctttaatgt 
1801 acaattggga aaatgcattc tgaggcatgt gttttgatga tgaataaagt cgctcatgca 
1861 actgtttatc aatgaattga ttcaggctga gcttgatatg tgagcagctt gagcaataga 
1921 taaagagtat gtttcccatt tagaacatct ctcgtgcata ccttagttga aatttgaaat 
1981 gcatgttatg ttgtatttgc gtgaagttgg tttatcaaat tgtgatatat atacttgaca 
2041 acttgacttg agcactggaa aaaatatcta gtgttcttta gtcggtggtc atggtataca 
2101 tattgctatg ccctgtattt tcttctttgc ttgccttcag caaaagcagg gcttgccctg 
2161 ttactaataa atagataaca tatagttgtc c 
 
Figura 11. Sequenza nucleotidica del cDNA di DcE2F. 
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In Figura 12 è rappresentata la mappa finale del vettore pCAMBIA-DcE2F, che 

contiene, nella regione T-border (quella che viene integrata nel genoma di 

Arabidopsis thaliana durante la trasformazione) contiene il gene hpt, per il 

conferimento della resistenza all’antibiotico igromicina, posto sotto il controllo 

del forte promotore CAMV doppio 35S, il cDNA del gene DcE2F, anch’esso 

sotto controllo del promotore doppio 35S, ed il gene reporter gfp/gus regolato dal 

promotore 35S singolo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 12. Mappa del vettore pCAMBIA-DcE2F. 
 

 

Per quanto riguarda i vettori pCAMBIA-DcE2F-AtDPa e pCAMBIA-DcE2F-

AtDPb è stata seguita la stessa strategia. I primi passaggi sono comuni a quelli per 

l’ottenimento del vettore pCAMBIA-DcE2F. É stata eseguita la PCR sui vettori 

pGEM-T-easy contenenti i cDNA dei geni AtDPa e AtDPb (Fig. 13 e 14) 

utilizzando i primer DMDP24 (per AtDPa) e DMDP11 (per AtDPb) all’estremità 

5’, ed M13RV all’estremità 3’, a valle del gene, aggiungendo così un sito di 

restrizione per XhoI e BglII. Le sequenze dei primers utilizzati sono le seguenti 

(in blu è indicato il sito BglII): 
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DMDP24:   5’ – AGCTCGAGATCTAAGGATGAGTATGGAGATGG – 3’ 
 

 

DMDP11:   5’ – AGCTCGAGATCTGAGAATGACAACTACTGGGTC – 3’ 
 

 

M13VR:   5’ – GGAAACAGCTATGACCATG – 3’ 

 

 

 
1    tgtttgttta tagcgggaac tctcacccaa agtaatttca tctccgattt tttttttttg 
61   gttgttgttc gcatctctgt gtaataaaaa gagtaaaacc aaaaccctag aaaaaaaatc 
121  tccatctttt tttattccgc cattggaaga tcgatcactg agaaggatga gtatggagat 
181  ggagttgttt gtcactccag agaagcagag gcaacatcct tcagtgagcg ttgagaaaac 
241  tccagtgaga aggaaattga ttgttgatga tgattctgaa attggatcag agaagaaagg 
301  gcaatcaaga acttctggag gcgggcttcg tcaattcagt gttatggttt gtcagaagtt 
361  ggaagccaag aagataacta cttacaagga ggttgcagac gaaattattt cagattttgc 
421  cacaattaag caaaacgcag agaagccttt gaatgaaaat gagtacaatg agaagaacat 
481  aaggcggaga gtctacgatg cgctcaatgt gttcatggcg ttggatatta ttgcaaggga 
541  taaaaaggaa atccggtgga aaggacttcc tattacctgc aaaaaggatg tggaagaagt 
601  caagatggat cgtaataaag ttatgagcag tgtgcaaaag aaggctgctt ttcttaaaga 
661  gttgagagaa aaggtctcaa gtcttgagag tcttatgtcg agaaatcaag agatggttgt 
721  gaagactcaa ggcccagcag aaggatttac cttaccattc attctacttg agacaaaccc 
781  tcacgcagta gtcgaaatcg agatttctga agatatgcaa cttgtacacc tcgacttcaa 
841  tagcacacct ttctcggtcc atgatgatgc ttacattttg aaactgatgc aagaacagaa 
901  gcaagaacag aacagagtat cttcttcttc atctacacat caccaatctc aacatagctc 
961  cgctcattct tcatccagtt cttgcattgc ttctggaacc tcaggcccgg tttgctggaa 
1021 ctcgggatcc attgatactc gctgaccgag cttctattcc caaattcttc aagaagaaga 
1081 agtaatgatc taattggtat actaaaaaat tatacatctg gtttagtgtt caattgagag 
1141 agactgtaaa atcaattcat aggccaacaa atgtttgttt atccaatttt cctttttatt 

      1201 cgaacttgat gcgatatttc aacggaaaca gaaactattg ttttaaacc 

 
Figura 13. Sequenza nucleotidica del cDNA del gene AtDPa. In verde è indicata la 

sequenza riconosciuta dal primer DMDP24, in giallo è indicato l’ATG del 

gene. 
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          1    ctctctcatt gtggacatct tttcaccatc gcacaaataa caagcctccc aaccccgatc 
61   gacttatcct cctccttctc cggcgaaatc cattaactct ccgccgcgaa aaccaccttt 
121  ccagagtagt atcacactaa gaattctaat gttgatccgc cattattgaa gcttctaatt 
181  ctcgttaata accaaaaacc caagtcgatt ttcaagtagc gcggtagtta gttttaggtg 
241  gaagaagaat gacaactact gggtctaatt ctaatcacaa ccaccatgaa agcaataata 
301  acaacaataa ccctagtact aggtcttggg gcacggcggt ttcaggtcaa tctgtgtcta 
361  ctagcggcag tatgggctct ccgtcgagcc ggagtgagca aaccatcacc gttgttacat 
421  ctactagcga cactactttt caacgcctga ataatttgga cattcaaggt gatgatgctg 
481  gttctcaagg agcttctggt gttaagaaga agaagagggg acagcgtgcg gctggtccag 
541  ataagactgg aagaggacta cgtcaattta gtatgaaagt ttgtgaaaag gtggaaagca 
601  aaggaaggac aacttacaat gaggttgcag acgagcttgt tgctgaattt gcacttccaa 
661  ataacgatgg aacatcccct gatcagcaac agtatgatga gaaaaacata agacgaagag 
721  tatatgatgc tttaaacgtc ctcatggcta tggatataat atccaaggat aaaaaagaaa 
781  ttcaatggag aggtcttcct cggacaagct taagcgacat tgaagaatta aagaacgaac 
841  gactctcact taggaacaga attgagaaga aaactgcata ttcccaagaa ctggaagaac 
901  aatatgtagg ccttcagaat ctgatacaga gaaatgagca cttatatagc tcaggaaatg 
961  ctcccagtgg cggtgttgct cttcctttta tccttgtcca gactcgtcct cacgcaacag 
1021 tagaagtgga gatatcagaa gatatgcagc tcgtgcattt tgatttcaac agcactccat 
1081 ttgagctcca cgacgacaat tttgtcctca agactatgaa gttttgtgat caaccgccgc 
1141 aacaaccaaa cggtcggaac aacagccagc tggtttgtca caatttcacg ccagaaaacc 
1201 ctaacaaagg ccccagcaca ggtccaacac cgcagctgga tatgtacgag actcatcttc 
1261 aatcgcaaca acatcagcag cattctcagc tacaaatcat tcctatgcct gagactaaca 
1321 acgttacttc cagcgctgat actgctccag tgaaatcccc gtctcttcca gggataatga 
1381 actccagcat gaagccggag aattgaaaca cgtatgaagg ccccttgtac aatttctgta 
1441 aaactgtaaa gtagctcttg aaaaacttta cctggttttt tgacgaatag tctgtttagc 
1501 ggtaaatgta ccggtggttt atcgaatcta ggatccttgt cgggtttagc gattttaaga 
1561 atctttgcca taggaaaaaa aaaacacttt gctctgtggt gtagaaatga attttattaa 

        1621 c 

 
Figura 14. Sequenza nucleotidica del cDNA del gene AtDPb. In verde è indicata la 

sequenza riconosciuta dal primer DMDP11, in giallo è indicato l’ATG del gene. 

 

 

 

I frammenti PCR sono stati inseriti nel vettore pBS KS+  digerendo con gli 

enzimi di restrizione XhoI ed EcoRI, causando la linearizzazione del plasmide e 

la digestione delle estremità del frammento PCR. Si ottengono così i vettori 

pAtDPa(BglII) e pAtDPb(BglII). 
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XhoI  

5’ - C T C G A G - 3’ 

3’ - G A G C T C - 5’ 

 

 

EcoRI 

5’ - G A A T T C - 3’ 

3’ - C T T A A G - 5’ 

 

 

I vettori pAtDPa(BglII), pAtDPb(BglII) e pCAMBIA-DcE2F sono stati digeriti 

con gli enzimi di restrizione BglII ed Eco72I (un isoschizomero di PmlI), 

determinando l’inserzione dei cDNA dei geni AtDPa o AtDPb nel vettore 

CAMBIA al posto del gene reporter gfp/GUS. 

 

 

BglII  

5’ - A G A T C T - 3’ 

3’ - T C T A G A - 5’ 

 

 

Eco72I  

5’ - C A C G T G - 3’ 

3’ - G T G T A C - 5’ 

 

 

Sono stati così ottenuti i vettori finali pCAMBIA-DcE2F-AtDPa e pCAMBIA-

DcE2F-AtDPb (Fig. 15 e 16) contenenti, nella regione T-border, il gene hpt, per il 

conferimento della resistenza all’antibiotico igromicina, posto sotto il controllo 

del forte promotore CAMV doppio 35S, ed i cDNA dei geni DcE2F, AtDPa o 

AtDPb rispettivamente, regolati anch’essi dal promotore doppio 35S. 
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Figura 15. Mappa del vettore pCAMBIA-DcE2F-AtDPa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Mappa del vettore pCAMBIA-DcE2F-AtDPb. 
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3.3. Costruzione dei vettori pCAMBIA-Strep-AtE2F e pCAMBIA-

Strep-AtE2F-AtDP 

 

Si è proceduto alla clonazione dei cDNA di AtE2Fa e AtE2Fb (Fig. 17 e 18) nel 

vettore BlueScript KS+. Questi geni erano presenti nei vettori pGEM-T-easy-

AtE2Fa e pGEM-T-easy-AtE2Fb, ed è stata effettuata una PCR con i primers 

EAATG (per AtE2Fa) e EBATG (per AtE2Fb) al’estremità 5’ e il primer M13RV 

che si appaia all’estremità 3’, a valle del gene, per inserire i siti di restrizione 

KpnI (un isoschizomero di Acc65I), NcoI e (ATG)BamHI. Le sequenze dei 

primers utilizzati sono le seguenti (in blu è indicato il sito KpnI, in giallo l’ATG 

del gene), seguite dalle sequenze riconosciute da KpnI, NcoI e BamHI: 

 

EAATG:   5’ – ATCGGTACCATGGATCCGTCCGGTGTCGTACGATCT – 3’ 

 

EBATG:   5’ – ATCGGTACCATGGATCCGTCTGAAGAAGTACCTCAA – 3’ 

 

M13VR:   5’ – GGAAACAGCTATGACCATG – 3’ 

 

 
KpnI (Acc65I)  

5’ - G G T A C C - 3’ 

3’ - C C A T G G - 5’ 

 
 
NcoI  

5’ - C C A T G G - 3’ 

3’ - G G T A C C - 5’ 

 
 
BamHI 

5’ - G G A T C C - 3’ 

3’ - C C T A G G - 5’ 
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1    tcttcctctt tctctcacta aaacccttgt ttccttcact cgccgtcgct tttcccgtca 

 61   tcggaatctt caaattcgac tctcgcttca ctacgatcca tgtccggtgt cgtacgatct  

 121  tctcccggtt cttctcagcc gccaccgccg ccgccgcacc atccaccgtc atctccggtt  

 181  ccggttacat ctacgccggt tataccacct atacgtcgtc acttagcttt cgcctcaaca  

 241  aaacctccgt ttcatccttc cgatgattac catcgattta acccttcttc gctcagtaat   

301  aataacgaca ggagcttcgt tcatggttgt ggtgttgtag atcgggagga agatgctgtc 

 361  gttgttagat ctcctatttt ccccagtgag attggtttag aaattcgagg atgttttggg  

 421  gatttcgatt gctacttgtt gcttctaagt ctgattcaaa agcttcgcag cgttagatta  

 481  tcgtcgattc gtgtcaattt ttgtcgtttg tttagcttcg cgatgtcacg aaagagaaag  

541  gcgacaatgg atatggttgt tgctccatct aataatggat tcacgagttc tggtttcact 

601  aacataccta gcagtccctg tcaaactcct agaaaagggg gcagagtcaa catcaagtca 

 661  aaggccaaag gaaacaagtc aactcctcaa acacccatct cgacaaacgc tgttagatcc  

 721  ttttatgaaa tatctttcat gtctagagta acaagtctcc ttacaaaaaa gttcgtcaat  

 781  ctaattaaac aagccaaaga tggaatgctg gacctaaaca aagctgcaga aacattggag  

 841  gtgcagaaac gacgtatata tgatattaca aacgttttgg aggggataga tctcattgaa   

901  aagcctttca agaatcgaat actttggaag ggagttgatg cgtgtcctgg cgatgaggat 

 961  gctgacgtat ctgtattaca gctgcaggca gaaattgaaa acctcgccct cgaagagcaa  

 1021 gcattagaca accaaatcag atggcttttt gtaactgaag aggatatcaa gagtttacca  

 1081 ggtttccaga accagactct gatagccgtc aaagctcctc atggcacaac tttggaagtg  

1141 cctgatccag atgaagcggc tgaccaccca caaaggagat acaggatcat tcttagaagt 

1201 acaatgggac ctattgacgt atacctcgtc agcgaatttg aagggaaatt cgaagacaca 

 1261 aatgggagtg gtgcagcacc accagcatgc ttgcctattg cttctagctc aggatctaca  

 1321 ggacaccatg acatcgaagc cttaactgtt gacaacccag aaactgctat tgtgtctcat  

 1381 gatcatcctc atcctcaacc cggcgatacc tctgatctta attatttgca agagcaagta  

1441 ggaggaatgc ttaagattac tccctctgat gttgaaaatg atgagtcgga ctactggctt 

 1501 ctctcaaatg ctgagattag catgacggat atttggaaaa ctgactctgg tatcgattgg  

 1561 gattatggaa tagccgacgt gagtactcca ccaccaggaa tgggcgaaat agcaccaaca  

 1621 gctgttgact caaccccgag atgatcgaat accaagcaca cttctcaact tctgatccca  

 1681 aatgtgttac ctcacaacac tccctaaaat catatacaag gagggagcaa ctacagaacg  

1741 tgtatgaacc aatggcaggt gcgttccata caatgtacca ttagattatg attcatttat 

1801 cgcctagagt gatgttgtag aggagcaccg agaaactaat gtaagtttaa cagagaatgt 

 1861 acttcatcgg ctgcattggt acactatttg attataatat ttttgaccac tcaaatgcat  

        1921 ctttataatc agcta 

 

Figura 17. Sequenza nucleotidica del cDNA del gene AtE2Fa. In verde è indicata la 

sequenza riconosciuta dal primer EAATG. 
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 1  ataatccttc ctcttcttca tcttcttctc ctctcccgct ttttttcgat tcgccgatct 

  61 cttcacattc tcttcccgga atctccgtaa ttcccgccgt agatctgctt cttaatcgtt  

 121 attgggatct ctgcttaccg gagatccgag tttccgtgac aattttcgcc gtttcttttt  

 181 ttttttgggg gattttttat cgagattcgt tcttatgtct gaagaagtac ctcaacaatt  

 241 cccatcttct aagcggcagc ttcatccttc tctttcttct atgaagcctc ctctagttgc 

 301 tcctggtgag tatcaccggt ttgatgcggc ggagactcgc ggtggtggag ctgttgctga 

  361 tcaggttgtc tctgacgcga ttgtgatcaa atctactctg aagcgtaaga cagatttggt  

  421 aaaccaaata gttgaggtca atgaattgaa taccggtgtt cttcaaacac ctgtatcagg  

  481 gaaagggggg aaagccaaga aaacttctag gtctgcgaag tctaataagt ctggaacgct  

 541 agcttctggc tctaatgcag gttctcctgg aaataacttt gcacaggccg gtacttgtcg 

 601 atatgatagt tcgttaggtc ttttgacaaa gaaatttatc aatttgataa aacaagcaga 

  661 ggatggtatt cttgatctaa acaaagcagc tgatacttta gaggtacaaa agagaaggat  

  721 atatgatata accaatgtgt tagaaggaat aggtttgata gagaagacgc ttaagaacag  

  781 gattcagtgg aagggtctcg atgtctcaaa accaggagaa acaatcgaaa gcatagctaa  

 841 cctacaggat gaagtacaaa acctcgcagc tgaggaggca agattagatg accaaatcag 

 901 agaatcacaa gaaagattaa caagcttgag tgaggatgaa aacaacaaaa ggttactgtt 

  961 cgtcactgaa aacgacatta agaacctacc atgcttccag aataagacgc tgatagctgt  

 1021 aaaggcaccg catggaacaa ctcttgaggt tccagatcct gatgaggctg gtggttatca  

 1081 gaggaggtac agaatcattc tgagaagcac aatgggacca atagacgtgt acctagtcag  

1141 tcaattcgaa gagagctttg aggacattcc tcaggctgat gaaccttcaa atgttcctga 

1201 tgaaccctct aatgtccctg atgtaccttc aaatcttcca tcaacatctg gtctccctga 

 1261 gaaccatgat gtatctatgc cgatgaaaga ggaaagcacc gaaagaaaca tggaaacaca  

 1321 ggaagttgat gatacgcaaa gagtttactc tgacatcgaa tctcatgact ttgtcgatgg  

 1381 tatcatgaag attgttcctc cagatttgga tatgggtgta gattactggt ttcgatcaga  

1441 ggtaggcgaa gtcagcatca cagacatgtg gccagatgaa tctggaccag actggaacca 

1501 gatgattaca tttgatcaag accacgctgg accgagcgac aacaaaatct tggagcagcc 

 1561 acaaactcca tcgagcccaa caccagaaga atccactgct acgagatcac ctacaggtag  

 1621 ctgaagttac cataccacat tacaagcacc accatatatc tgtacataga atctgatttc  

 1681 ggtgaaacca gagttaatgt tgtacttgta cagtagctgc attgcattat catagaatag  

1741 agattgcaaa ataaaagtag agaaaccaac cccttcgttg tattcttcat tttttttctt 

1801 tgttagcttc tcaggcttaa tatagaatta gccttagccc attgatttct taatattggt 

 1861 cttgttcatg tgaaactgca aaacctttta gagttgtaga cgggtgctta gtagttttac  

        1921 atgctccatt tccggtttac caaaaaggta accagatcra 

 

Figura 18. Sequenza nucleotidica del cDNA del gene AtE2Fb. In verde è indicata la 

sequenza riconosciuta dal primer EBATG. 
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I frammenti PCR ed il vettore BlueScript KS+ sono stati digeriti con gli enzimi di 

restrizione KpnI ed EcoRI.  

 
 
KpnI (Acc65I)  

5’ - G G T A C C - 3’ 

3’ - C C A T G G - 5’ 

 
 
EcoRI 

5’ - G A A T T C - 3’ 

3’ - C T T A A G - 5’ 

 

  

I vettori BlueScript contenenti i cDNA dei geni AtE2Fa(KNB) ed AtE2Fb(KNB) 

ed il vettore pSTREP KS (contenente lo STREP-tag) sono stati digeriti con 

BamHI e XbaI. Sono stati così ottenuti i vettori pSTREP-AtE2Fa e pSTREP-

AtE2Fb. 

 

BamHI 

5’ - G G A T C C - 3’ 

3’ - C C T A G G - 5’ 

  

XbaI  

5’ - T C T A G A - 3’ 

3’ - A G A T C T - 5’ 

 
 
Infine i vettori pSTREP-AtE2Fa, pSTREP-AtE2Fb e pCAMBIA-FF19 sono stati 

digeriti con gli enzimi di restrizione KpnI e XbaI per ottenere i vettori finali 

pCAMBIA-STREP-AtE2Fa e pCAMBIA-STREP-AtE2Fb (Fig. 19 e 20), 

contenenti nella regione T-border il gene hpt, per il conferimento della resistenza 

all’antibiotico igromicina, posto sotto il controllo del forte promotore CAMV 
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doppio 35S, i cDNA dei geni AtE2Fa o AtE2Fb fusi a monte con lo STREP-tag, 

anch’essi sotto controllo del promotore doppio 35S, ed il gene reporter gfp/gus 

regolato dal promotore 35S singolo.  

 

 

 

Figura 19. Mappa del vettore pCAMBIA-STREP-AtE2Fa. 

 
 

 
Figura 20. Mappa del vettore pCAMBIA-STREP-AtE2Fa. 
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Per quanto riguarda i vettori pCAMBIA-STREP-AtE2F-AtDP i primi passaggi 

sono comuni a quelli per l’ottenimento dei vettori pSTREP-AtE2F (creati per la 

costruzione dei vettori pCAMBIA-STREP-AtE2F) e pAtDP(Bgl) (creati per la 

costruzione dei vettori pCAMBIA-DcE2F-AtDP).  

I vettori pAtDPa(Bgl), pAtDPb(Bgl) e il pCAMBIA-FF19 sono stati digeriti con 

gli enzimi di restrizione BglII ed Eco72I, che riconoscono le seguenti sequenze: 

 

 

BglII  

5’ - A G A T C T - 3’ 

3’ - T C T A G A - 5’ 

 

 

Eco72I  

5’ - C A C G T G - 3’ 

3’ - G T G T A C - 5’ 

 

 

 

Sono stati così ottenuti i vettori pCAMBIA-AtDPa e pCAMBIA-AtDPb. Questi e 

i vettori pSTREP-AtE2Fa e pSTREP-AtE2Fb sono stati digeriti con NruI e XbaI, 

ottenendo i vettori finali pCAMBIA-STREP-AtE2Fa-DPa, pCAMBIA-STREP-

AtE2Fa-DPb, pCAMBIA-STREP-AtE2Fb-DPa e pCAMBIA-STREP-AtE2Fb-

DPb (Fig. 21, 22, 23 e 24), contenenti, nella regione T-border, il gene hpt, per il 

conferimento della resistenza all’antibiotico igromicina, posto sotto il controllo 

del forte promotore CAMV doppio 35S, ed i cDNA dei geni AtE2Fa o AtE2Fb, 

AtDPa o AtDPb rispettivamente, regolati anch’essi dal promotore doppio 35S. 
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Figura 21. Mappa del vettore pCAMBIA-STREP-AtE2Fa-AtDPa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22. Mappa del vettore pCAMBIA-STREP-AtE2Fa-AtDPb. 
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Figura 23. Mappa del vettore pCAMBIA-STREP-AtE2Fb-AtDPa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 24. Mappa del vettore pCAMBIA-STREP-AtE2Fb-AtDPb. 
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3.4. Trasformazione e selezione delle colonie batteriche 

 

3.4.1. Trasformazione delle cellule di Escherichia coli 

 

Le ligazioni tra i diversi plasmidi e i rispettivi inserti sono state utilizzate per 

trasformare cellule di E. coli DH5α competenti; quindi, i campioni venivano 

piastrati su terreno LB solido contenente agar e antibiotico di selezione: 100 

µg/ml ampicillina per il vettore Blue-script e 100 µg/ml kanamicina per il vettore 

Cambia. Infine le piastre venivano incubate O/N a 37 °C. 

Si è poi proceduto ad una selezione delle colonie batteriche tramite PCR per 

individuare quelle trasformate con il plasmide contenente l’inserto. Sono state 

quindi prelevate dalle 15 alle 20 colonie e ciascuna di esse è stata inoculata in 30 

µl di terreno LB contenente l’antibiotico di selezione specifico. Quindi 2 µl di 

ciascuna coltura venivano aggiunti a 23 µl di una miscela di reazione contenente: 

2,5 µl del tampone di reazione (10X, 200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl, 

Invitrogen), 0,5 µl della miscela di dNTPs (100 mM), 0,25 µl dei due primers 

(FW e RV, 100 µM) e 0,25 µl di Taq polimerasi (5 u/µl, GeneSpin). Le condizioni 

utilizzate per la PCR sono state le seguenti: 3 minuti di denaturazione a 94 °C, 

seguiti da 30 cicli così composti: 45 secondi di denaturazione a 94 °C, 45 secondi 

di annealing a 50 °C e 60 secondi di estensione a 72 °C. Si è proceduto poi con 

una estensione finale di 10 minuti a 72 °C. I prodotti dell’amplificazione sono 

stati analizzati mediante elettroforesi su gel d’agarosio all’ 1% per visualizzare la 

banda corrispondente all’inserto. Le colture risultate positive alla PCR sono state 

inoculate in 3 ml di terreno LB, contenenti 100 µg/ml dell’ antibiotico di 

selezione, ed incubate O/N a 37 °C e con un’agitazione di 170 rpm. 

 

 

3.4.2. Trasformazione delle cellule di Agrobacterium  tumefaciens 

 

Successivamente sono state trasformate colonie di Agrobacterium tumefaciens 

GV3101. Per la preparazione delle cellule competenti una singola colonia 
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batterica è stata inoculata in 5 ml di terreno YEP con gli antibiotici di selezione 

(100 µg/ml gentamicina, 50 µg/ml rifampicina e 100 µg/ml kanamicina) e 

cresciuta in agitazione a 200 rpm per 16-18 ore a 28 oC. Una parte di questa 

coltura (2 ml) è stata inoculata in 50 ml di terreno YEP e fatta crescere a 28 oC in 

agitazione sino al raggiungimento di una densità ottica compresa tra 0,5 e 1,0 OD. 

Le cellule sono state quindi raffreddate in ghiaccio, sedimentate mediante 

centrifugazione a 4000 g per 5 minuti a 4 oC, risospese in 1 ml di una soluzione 20 

mM di calcio cloruro a 0-4 oC ed infine suddivise in aliquote da 0,1 ml conservate 

successivamente a -80 oC. Per la trasformazione, dopo l’aggiunta di 0,5-1 µg del 

plasmide, le cellule competenti sono state incubate in ghiaccio per circa 30 

minuti, congelate in azoto liquido e sottoposte ad uno shock termico incubandole 

per 5 minuti a 37 oC prima dell’aggiunta di 1 ml di terreno YEP. Dopo una 

crescita di 2 ore a 28 oC con leggera agitazione, le cellule sono state piastrate su 

terreno YEP solido contenente gli antibiotici di selezione.  

È stato poi estratto il DNA plasmidico mediante il Kit “GFX Microplasmid Prep 

(Amersham Biosciences)” e le colonie sono state poi selezionate mediante PCR. I 

prodotti dell’amplificazione sono stati analizzati mediante elettroforesi su gel 

d’agarosio all’1% per visualizzare la banda corrispondente all’inserto. Le colonie 

risultate positive sono state utilizzate per la trasformazione delle piantine di 

Arabidopsis thaliana. 

 

 

3.4. Trasformazione piantine di Arabidopsis thaliana mediante Floral 

dipping 

 

In un tubo Falcon da 50 ml si aggiungono circa 750 semi wild type e 15 ml di 

soluzione sterile di agarosio allo 0,1% e si lasciano stratificare a 4oC O/N. Il 

giorno dopo viene seminato 1 ml (circa 50 semi) di questa miscela in vasetti 

contenenti terreno universale. I vasetti si innaffiano e si sistemano nelle camere di 

crescita. 

Dopo circa 1 settimana le piantine vengono sfoltite in modo da lasciare in ciascun 
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vasetto 12-13 piantine. Quindi si lasciano crescere fino a completa fioritura finché 

non raggiungono uno sviluppo ideale per la trasformazione. 

Per la trasformazione di Arabidopsis thaliana, una singola colonia di 

Agrobacterium tumefacens GV3101, contenente il gene di interesse sul vettore 

binario, è stata inoculata in 5 ml di terreno liquido YEP con gli antibiotici di 

selezione (100 µg/ml gentamicina, 50 µg/ml rifampicina e 100 µg/ml kanamicina) 

e fatta crescere in agitazione a 200 rpm per 16-18 ore a 28 oC. Successivamente 

250 µl di questa coltura sono stati inoculati in 400 ml di terreno YEP e fatti 

crescere a 28 oC in agitazione sino al raggiungimento di una densità ottica non 

superiore a 1.7 OD. 

In seguito le cellule vengono sedimentate a 4000 rcf , per 7 minuti, a 4 °C, quindi 

risospese in 400 ml di una soluzione di saccarosio al 5% alla quale, 

immediatamente prima del “floral dipping” (inzuppamento delle infiorescenze), è 

stata addizionata con 150 µl di Silwet L-77 surfactant (OSi).  

In seguito le piantine vengono inzuppate in questa soluzione per 45 secondi 

quindi riposte nelle apposite camere di crescita dove cresceranno fino allo 

sviluppo di silique mature. 

I semi delle piantine così trasformate (T0) sono stati fatti crescere in un terreno 

MS di selezione contenente gli antibiotici timentina e igromicina per ottenere le 

linee T1. 

 

 

3.5. Estrazione DNA genomico da cellule vegetali 
 

Uno dei metodi impiegati per l’estrazione del DNA da tessuto vegetale è il 

“Sucrose Prep” (Berendzen et al., 2005) che utilizza il saccarosio come reagente 

principale. 

Si utilizzano circa 10 mg di foglie in 200 µl di sucrose solution e si effettua una 

omogeneizzazione del tessuto vegetale mediante micro pestelli in microtubi da 

1,5 ml. In seguito gli estratti si scaldano a 99-100°C per 10 minuti e si effettua 

una centrifugazione per 5 secondi a 2000-6000 g. 

Si utilizza 1 µl del supernatante per effettuare la PCR di controllo. 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

54 

- Sucrose Solution - 

 
 

 

 

 
 

 

 

3.6. Saggio istochimico per l’attività della β-glucuronidasi  

 

La determinazione istochimica dell’attività β-glucuronidasica nelle piante 

trasformate con plasmidi che presentano il gene GUS (pCAMBIA-DcE2F, 

pCAMBIA-Strep-AtE2Fa, pCAMBIA-Strep-AtE2Fb), è stata eseguita su piante 

di Arabidopsis di circa 6-7 giorni d’età, utilizzando come substrato il 5-bromo-4-

chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (X-Gluc) (adattato da Jefferson et al., 1987). Il 

prodotto dell’attività enzimatica, derivante dalla dimerizzazione ossidativa 

dell’indolo, forma un precipitato blu in corrispondenza del sito dell’attività 

glucuronidasica. Una fogliolina per ogni pianta è stata incubata a 37 °C O/N in 

una soluzione GUS (Staining solution) contenente: 

 

 
 

-Staining solution - 

 

NaPO4, pH 7 (2/30 Na2HPO4 + 1/30 NaH2PO4) 50 mM 

Triton 0,1% 

K-ferricianuro 1 mM 

X-Gluc 0,5 mg/ml 

 

Tris-HCl pH 7.5 50 mM 

NaCl 300 mM 

Saccarosio 300 mM 
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La soluzione è stata poi rimossa e aggiunto etanolo al 70%, cambiando questa 

soluzione più volte sino allo sbiancamento dei tessuti, per mettere in evidenza la 

colorazione dovuta al saggio eliminando l’eventuale mascheratura del colore da 

parte della clorofilla. 

Le piante trasformate con i vettori mancanti del gene GUS (pCAMBIA-DcE2F-

AtDP, pCAMBIA-Strep-AtE2F-AtDP) sono state testate mediante PCR. 

 

 
3.7. Isolamento di linee omozigoti a singolo inserto 

 

Le linee T1, selezionate prima su piastra petri mediante l’antibiotico specifico (20 

µg/ml di igromicina) e poi mediante saggi GUS o PCR, sono state poi analizzate 

per isolare linee omozigoti e possibilmente a singolo inserto sfruttando la 

segregazione dei transgeni. Il piastraggio di circa 100 semi di ogni linea 

trasformante su igromicina (20 µg/ml) ha permesso di identificare le linee con un 

75% circa di resistenza all’antibiotico, e quindi presumibilmente a singolo inserto. 

Queste linee sono state mandate a seme e circa 100 semi di ogni linea così 

ottenuta sono stati piastrati nuovamente su igromicina (20 µg/ml). Stavolta sono 

state selezionate le linee con un 100% di resistenza all’antibiotico, e quindi 

omozigoti.  

È stata analizzata la segregazione anche dei semi T2 delle piantine con fenotipi 

interessanti, anche se non avevano mostrato il 75% di resistenza all’antibiotico, 

per cercare di ottenere qualche linea resistente al 100% nelle generazioni 

successive, e quindi omozigote. 

 

 
3.8. Analisi fenotipica 

 

3.8.1. Analisi fenotipica dei germogli mediante stereoscopio 

 

Tutte le linee T1 e T2 sono state piastrate in selezione (20 µg/ml di igromicina) ed 

osservate allo stereoscopio 4-6 giorni dopo la germinazione, prestando attenzione 
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soprattutto al numero di cotiledoni presenti in questi germogli. Successive 

osservazioni nei giorni successivi, sempre mediante stereoscopio, hanno permesso 

di osservare anche il numero degli apici meristematici presenti in questi germogli. 

 

 
3.8.2. Analisi dei cotiledoni mediante microscopio ottico DIC 

 

Piantine T2 sovraesprimenti DcE2F, AtE2Fa o AtE2Fb sono state fatte crescere in 

piastre petri, e sono stati raccolti i cotiledoni a due diverse fasi di sviluppo. Lo 

stadio I è uno stadio molto precoce che corrisponde a circa 7 giorni d’età, quando 

il germoglio possiede i cotiledoni e la prima coppia di foglioline è appena 

abbozzata. Lo stadio II corrisponde invece ad uno stadio di sviluppo più avanzato, 

a circa 14 giorni dalla germinazione, nel quale il germoglio possiede anche la 

seconda coppia di foglioline ben sviluppata, ed i cotiledoni stanno andando 

incontro a maturazione. I cotiledoni corrispondenti a questi due stadi di sviluppo 

sono stati chiarificati con il metodo del Chloral Hydrate clearing: i cotiledoni sono 

stati fissati in una soluzione di etanolo/acido acetico in proporzioni 9:1 per circa 2 

ore. Sono state lavate poi con etanolo al 90% due volte per 30 minuti a lavaggio e 

infine poste in un eppendorf con circa 500 µl di una soluzione contenente Chloral 

Hydrate (Sigma) e 30% di glicerolo per diverse ore. Infine sono state poste in un 

vetrino ed osservate al microscopio ottico DIC (Differential Interference 

Contrast). Per l’osservazione del cotiledone intero è stato utilizzato 

l’ingrandimento a 2.5X, mentre per la misurazione e il conteggio delle cellule 

epidermiche adaxiali è stato utilizzato il 10X. L’analisi delle immagini è stata 

effettuata con il software Pixel link Microscopy-SW. 

 

 
3.8.3. Analisi delle radici primarie mediante microscopio ottico DIC 

 

Le radici primarie di piantine a quattro diverse età (5, 10, 15 e 20 giorni dalla 

semina) sono state chiarificate con il metodo del Chloral Hydrate clearing e sono 

state utilizzate per misurarne la lunghezza. Le radici a 5, 10 e 15 giorni sono state 
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utilizzate anche per l’osservazione dei meristemi radicali al microscopio ottico 

DIC utilizzando un ingrandimento a 20X, che ha consentito sia l’osservazione 

dell’intero meristema radicale, sia l’osservazione delle cellule dei tre diversi 

tessuti epidermico, corticale e della stele. L’analisi delle immagini è stata 

effettuata con il software Pixel link Microscopy-SW. 

 

 
3.9. Studio sulla germinabilità 

 

Per questo studio circa 100 semi sono stati piastrati in piastre petri su dischi di 

carta bibula imbevuti di H2O mQ e fatti stratificare al buio per 3 giorni a 4 °C. 

Sono stati poi trasferiti nelle camere di crescita a 22 °C e luce continua (24h di 

luce) ed osservato il numero di semi germinati per ogni linea mediante 

stereoscopio ogni 4 ore, dalla 16ª alla 28ª ora di incubazione, e poi il giorno 

successivo alla 44ª ora per verificare il numero totale finale di semi germinati. 

 
 

3.10. Studi quantitativi di espressione dei transgeni 

 

3.10.1. Estrazione RNA totale da tessuto vegetale 

 

L’analisi è stata effettuata su piantine intere di Arabidopsis thaliana a 6 giorni 

dalla germinazione e su piantine di Daucus carota (varietà Berlin) alla stessa età, 

raccogliendo circa 10 mg di tessuto per ogni linea, ponendoli in eppendorf da 1,5 

ml e congelandoli in azoto liquido. Sono stati pestellati negli eppendorf, facendo 

attenzione a non scaldare il campione e immergendo in azoto liquido sia 

l’eppendorf che il pestellino continuamente. Si è proceduto poi all’estrazione 

dell’RNA totale utilizzando RNeasy Mini Kit (QIAGEN) secondo il seguente 

protocollo: 

 

- Aggiungere 450 µl di Buffer RLT-ßMercaptoetanolo. Pestellato ancora e 

vortexare leggermente. 
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- Centrifugare per 15 minuti a 13000 rpm. Trasferire il surnatante in un tubino 

nuovo. 

 
- Aggiungere 0,5 volumi di etanolo e mischiare con la pipetta. 

 
- Trasferire il campione su una colonnina RNeasy. Centrifugare per 15 secondi a 

10000 rpm. Scaricare il surnatante. 

 
- Aggiungere 350 µl di Buffer RW1 alla colonnina e incubare per 5 minuti a 

temperatura ambiente. Centrifugare 15 secondi a 10000 rpm. Scaricare il 

surnatante. 

 
- Aggiungere 10 µl di DNase I stock solution a 70 µl di Buffer RDD. Aggiungere 

questa mix nella colonnina e incubare a temperatura ambiente per 15 minuti. 

 
- Aggiungere 350 µl di Buffer RW1 alla colonnina. Centrifugare 15 secondi a 

10000 rpm. Scaricare il surnatante. 

 

- Aggiungere 500 µl di Buffer RPE alla colonnina. Centrifugare 15 secondi a 

10000 rpm. Scaricare il surnatante. 

 
- Aggiungere 500 µl di Buffer RPE alla colonnina. Centrifugare 2 minuti  a 10000 

rpm. Scaricare il surnatante. 

 
- Posizionare la colonnina in un tubino nuovo e aggiungere 30 µl di H2O RNase-

free direttamente al centro del filtro della colonnina. Centrifugare 1 minuto a 

10000 rpm. 

 
- Conservare il surnatante (RNA totale) a -80 °C. 

 
 Si è proceduto al  trattamento con DNase I (QIAGEN) per essere sicuri di 

eliminare completamente ogni residuo di DNA genomico dai campioni. È stata 

effettuata una PCR su RNA totale per confermare l’assenza di DNA genomico in 

questi campioni. 
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La concentrazione dell’RNA totale è stata misurata utilizzando lo 

spettrofotometro SmartSpec Plus (BIO-RAD) e confermata su gel di formaldeide 

all’1,3% in condizioni denaturanti, per controllare non solo la concentrazione ma 

anche la qualità dell’RNA appena estratto. 

 
 

- Gel di Formaldeide - 

Agarosio 0,43 g 

MOPS 10X 3,3 ml 

H2O DEPC 29 ml 

Tutto in bottiglietta pre-autoclavata. Far sciogliere l’agarosio, 

far raffreddare ed aggiungere sotto cappa chimica: 

Formaldeide 37% 1,7 ml 

 
 
Preparare i campioni di RNA totale alla corsa, aggiungendo 3,5 µl di RNA 

Loading Buffer per ogni µl di RNA totale che si intende caricare sul gel. Incubare 

a 65 °C per 20 minuti, poi porre subito in ghiaccio e caricare il gel. 

 
 

- RNA Loading Buffer - 

MOPS 10X 20 µl 

Formamide 100 µl 

Formaldeide 37% 10 µl 

H2O DEPC 11,25 µl 

Bromuro d’etidio 2 µl 

GBBE Buffer 20 µl 
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- GBBE Buffer stock - 

Glicerolo 2,5 ml 

Blu di Bromofenolo 2,5 mg 

EDTA 0,5 M 50 µl 

H2O DEPC per arrivare a 5 ml TOT. 

Conservare a -20 °C 

 

 

L’elettroforesi è stata eseguita in MOPS 1X a 100 V fino al raggiungemento del 

Blu di Bromofenolo ai 2/3 del gel. 

 
 
 
 

3.10.2. Retrotrascrizione 

 

La Retrotrascrizione è stata effettuata su 1 µg di RNA totale utilizzando 

SuperScript III Reverse Transcriptase (Invitrogen) con le seguenti condizioni: 

 

 

 

RNA totale 1 µg  

dNTPs 1 µl  

Hexamers 1 µl 

H2O DEPC per arrivare a 10 µl TOT. 

Incubare 5 minuti a 65 °C. Porre subito in ghiaccio e 
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aggiungere: 

Buffer RT 10X 2 µl 

MgCl2 4 µl 

DTT 2 µl 

RNase OUT 1 µl 

SS III RT 1 µl 

 

 

Procedere con la retrotrascrizione in un Thermal cycler alle seguenti condizioni: 

 

- 10 minuti a 25 °C 

 
- 1 ora a 45 °C 

 
- 5 minuti a 85 °C 

 
- Conservare a -20 °C o procedere subito con la PCR. 

 

Una PCR semi-quantitativa per il gene ribosomale della subunità 18S è stata 

eseguita sul retrotrascritto per verificare l’avvenuta retrotrascrizione e 

l’amplificabilità del cDNA appena ottenuto. In questo modo si è potuta verificare 

su gel d’agarosio all’1,5% anche la corretta normalizzazione dei campioni. Le 

condizioni della PCR semi quantitativa sono state le seguenti: 

 

- 3 minuti a 94 °C 

- 1 minuto a 94 °C 

- 1 minuto a 55 °C                    per 10 cicli 

- 30 secondi a 72 °C 

- 10 minuti a 72 °C 
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3.10.3. Real-Time PCR 

 

È stata quantificata l’espressione dei geni DcE2F, AtE2Fa e AtE2Fb, utilizzando 

come gene house keeping di controllo il gene per la subunità ribosomale 18S. I 

primers utilizzati sono qui rappresentati: 

 

 

DcE2F-FW:   5’ – TGTTTTGCAGGCAGAAGTTG – 3’ 

 

DcE2F-RV:   5’ – GTGGTTCCATGTGGAGCTTT – 3’ 

 

 

AtE2Fa-FW:   5’ – TGATAGCCGTCAAAGCTCCT – 3’ 

 

AtE2Fa-RV:   5’ – TCGATGTCATGGTGTCCTGT – 3’ 

 

 

AtE2Fb-FW:   5’ – AAGCACCGAAAGAAACATGG – 3’ 

 

AtE2Fb-RV:   5’ – GTTTGTGGCTGCTCCAAGAT – 3’ 

 

 

18S2-FW:   5’ – CCTGCGGCTTAATTTGACTC – 3’ 

 

18S2-RV:   5’ – TTAGCAGGCTGAGGTCTCGT – 3’ 

 

 

I primers 18S2 (FW e RV) sono stati disegnati per amplificare una regione 

altamente conservata, in maniera tale da poter essere utilizzati sia in Arabidopsis 

thaliana che in Daucus carota. Tutte le coppie di primers sono state disegnate 

utilizzando il software on line Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) in 
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maniera che producessero frammenti molto piccoli (150-200 bp) e avessero Tm = 

55 °C. Gli oligonucleotidi sono stati poi controllati con il software on line Oligo 

Analyzer 

(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) per 

verificare che non si formassero self- o etero-dimeri e che non si formassero 

strutture secondarie che potessero interferire con il loro funzionamento. 

La Real-Time PCR è stata eseguita utilizzando la mix di reazione QuantiTect 

SYBR Green I PCR kit, alla quale è stato aggiunto il cDNA diluito 1:20 e la 

primers mix appropriata (concentrazione finale di 1,2 µM). La macchina Thermal 

cycler della BIO-Rad  (iCycler) per micro piastre da 90 pozzetti, è stata impostata 

alle seguenti condizioni: 

 

- 15 minuti a 95 °C 

- 30 secondi a 95 °C 

- 30 secondi a 55 °C per 45 cicli 

- 30 secondi a 72 °C 

 

 

I valori di espressione sono stati ricavati col metodo del ∆∆Ct (Livak and 

Schmittgen, 2001), utilizzando come riferimento i livelli di espressione dell’RNA 

ribosomale 18S. 
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4. Risultati  
 

4.1. Isolamento di linee transgeniche di Arabidopsis thaliana 

sovraesprimenti il fattore DcE2F con o senza i fattori AtDP 

 

4.1.1. Selezione ed analisi fenotipica macroscopica di linee 

transgeniche di Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore 

DcE2F 

 

Per verificare l’effetto della sovraespressione di DcE2F, piante di Arabidopsis 

thaliana sono state trasformate con il vettore pCAMBIA-DcE2F (Fig. 25) che 

nella porzione T-border (quella che viene integrata nel genoma di Arabidopsis 

thaliana durante la trasformazione) contiene il gene hpt, per il conferimento della 

resistenza all’antibiotico igromicina, posto sotto il controllo del forte promotore 

CAMV doppio 35S, il cDNA del gene DcE2F, anch’esso sotto controllo del 

promotore doppio 35S, ed il gene reporter gfp/gus regolato dal promotore 35S 

singolo.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Figura 25. Mappa del vettore pCAMBIA-DcE2F. 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

65 

Le linee trasformate sono state selezionate mediante l’utilizzo di igromicina e 

piastrando circa 30µl di semi T0, corrispondenti a circa 750 semi, sono state 

ottenute 23 linee T1 resistenti all’antibiotico, con una efficienza di trasformazione 

di circa il 3%. Per confermare la presenza del transgene, foglioline di queste 

piante T1 sono state testate con il saggio istochimico per la β-glucuronidasi 

(saggio GUS), e le piante sono state fatte crescere a maturità per produrre semi e 

generare le linee T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite 

saggio GUS per verificare la trasmissibilità del transgene.  

Plantule di tutte le linee T2 sono state quindi osservate per verificare la presenza 

di eventuali alterazioni morfologiche, osservando il loro fenotipo fin dai primi 

giorni di sviluppo mediante stereoscopio. Alcune di queste linee hanno presentato, 

anche se a bassa penetranza, un fenotipo embrionale molto particolare. 

Arabidopsis thaliana è una pianta dicotiledone, ma in 8 delle 23 linee 

transgeniche si è notata la presenza di germogli T2 con alterazioni nel numero dei 

cotiledoni (Fig. 26 e 27), con un’incidenza del fenotipo di circa il 35% delle linee.  

 

 

 

A.  B.  

 

Figura 26. Fenotipo delle piantine transgeniche DcE2F: (A) DcE2F #16, Tricotiledone 

(10 giorni); (B) DcE2F #23, Monocotiledone (7 giorni). 
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Figura 27. Ulteriore fenotipo delle piantine transgeniche DcE2F: DcE2F #16, 

Quadricotiledone con doppio apice meristematico (SAM) a 7 giorni di età 

(A) e 21 giorni (B). 

 

 

Nello specifico, in tutte le 8 linee sono state riscontrati germogli caratterizzati da 

tricotiledonia (linee #2, 8, 9, 10, 13, 16, 17 e 23). Inoltre, 3 di queste linee hanno 

generato anche piantine monocotiledoni (linee #2, 9 e 23) mentre una linea (linea 

#13) ha presentato anche un caso di quadricotiledonia con doppio apice 

meristematico. I risultati complessivi dell’osservazione fenotipica sono 

rappresentati nella  Tabella 1 e sono indicativi di modificazioni della 

proliferazione cellulare embrionale nelle linee sovraesprimenti il fattore DcE2F di 

carota. 

Per verificare la trasmissibilità del fenotipo embrionale, i semi delle piantine T2 

che hanno presentato la tricotiledonia sono stati piastrati in presenza dell’agente 

selettivo igromicina, ed i germogli T3 risultanti sono stati osservati durante lo 

sviluppo. In effetti si è visto che il fenotipo, pur rimanendo a bassa penetranza, 

viene trasmesso nelle generazioni successive. 

 

 

 

A.  

 

B.  
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Tabella 1. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle linee sovraesprimenti il fattore di 

trascrizione DcE2F. 

 

 

 

Come accennato, nella linea #13 la quadricotiledonia è associata alla presenza di 

un doppio meristema apicale (Fig. 2 C e D; Tab. 2), con un’incidenza globale del 

fenotipo di circa il 4%. 

 

 

 

# Linea DcE2FOE Fenotipo SAM 

13 Doppio SAM 

Incidenza fenotipo 1/23=4,35% 

 

Tabella 2. Alterazioni nel numero di meristemi apicali (SAM) nelle linee sovraesprimenti 

DcE2F. 

 

 

 

 

# Linea DcE2FOE Fenotipo cotiledonare 

2 Tricotiledonia, Monocotiledonia 

8 Tricotiledonia 

9 Tricotiledonia, Monocotiledonia 

10 Tricotiledonia, 

13 Tricotiledonia, Quadricotiledonia 

16 Tricotiledonia 

17 Tricotiledonia 

23 Tricotiledonia, Monocotiledonia 

Incidenza fenotipo 8/23= 34,78% 
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4.1.2. Isolamento delle linee omozigoti sovraesprimenti il fattore 

DcE2F 

 

Sulla generazione T2 delle linee presumibilmente sovraesprimenti il fattore di 

trascrizione DcE2F è stato effettuato uno screening sfruttando la resistenza 

all’antibiotico igromicina per poter individuare linee a singolo inserto dalle quali 

ottenere linee omozigoti per il transgene. Tutte le linee che hanno presentato circa 

il 75% di germogli T2 resistenti all’antibiotico sono state considerate potenziali 

linee a singolo inserto. Lo screening della generazione successiva ha permesso di 

selezionare generazioni 100% resistenti all’antibiotico, e perciò presumibilmente 

omozigoti per il transgene. 

In dettaglio, dall’analisi effettuata germinando circa 100 semi di ognuna delle 23 

linee T1 sono emerse 8 linee con germogli T2 caratterizzati da percentuali di 

resistenza all’igromicina che vanno dal 70 all’80% (#1, 2, 5, 6, 7, 8, 13 e 17; Tab. 

3). Lo screening successivo sulla generazione T3 ha mostrato il 100% di 

resistenza all’igromicina per la linea  #13 che è quindi presumibilmente 

omozigote per il transgene (Tab. 4). Inoltre, l’analisi della segregazione della 

resistenza all’igromicina nella generazione T3 delle linee con alterazioni 

fenotipiche ha mostrato una resistenza del 100% anche per la linea  #16. Sia la 

linea 13 che quella 16 presentano germogli con tricotiledonia e la linea 13 ha 

presentato inoltre quadricotiledonia (Tab. 1). In base a questi risultati, su queste 

due linee sono state effettuate ulteriori analisi morfologiche e molecolari. 
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Tabella 3. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

linee sovraesprimenti il fattore DcE2F. Con l’asterisco sono indicate le linee 

con alterazioni nel numero di cotiledoni e SAM. Le percentuali di 

segregazione in neretto indicano le probabili linee a singolo inserto. 

 

 

 

# linea DcE2FOE Segregazione T2 (%)  

1 74.6 (47/63)  

2* 77.14 (54/70)  

3 50 (11/22) 

4 39.13 (9/23) 

5 74.5 (38/51)  

6 75 (39/52)  

7 78.26 (54/69) 

8* 70.15 (47/67) 

9 * 66.66 (46/69) 

10* 60.37 (32/53) 

11 67.21 (41/61) 

12 25 (7/28) 

13* 80.7 (46/57) 

14 44 (11/25) 

15 90 (27/30) 

16* 57.89 (33/57) 

17* 74.28 (52/70)  

18 44.44 (8/18) 

19 83.33 (25/30) 

20 57.14 (12/21) 

21 43.75 (7/16) 

22 69.81 (37/53) 

23* 0 (0/4) 
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Tabella 4. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T3 di 

alcune delle linee sovraesprimenti il fattore DcE2F. Con l’asterisco sono 

indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni e SAM. Le 

percentuali di segregazione in neretto indicano le linee considerate a singolo 

inserto. 

 

 

4.1.3. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore DcE2F insieme 

alla proteina AtDPa 

 

Per verificare se, come dimostrato nel caso di AtE2Fa, la sovraespressione del 

partner AtDPa insieme al fattore DcE2F può generare effetti più marcati rispetto 

alla sovraespressione di DcE2F da solo, piante di Arabidopsis thaliana sono state 

trasformate con il vettore pCAMBIA-DcE2F-AtDPa (Fig. 28), un vettore analogo 

al pCAMBIA-DcE2F nel quale il gene reporter gfp/gus è stato sostituito con il 

cDNA di AtDPa. 

# linea DcE2FOE Segregazione T3 (%)  

1 60.71 (17/28) 

2* 90.9 (20/22) 

5 83.33 (10/12) 

6 88.88 (8/9) 

9 * 88.23 (30/34) 

10* 55.55 (10/18) 

13* 100 (22/22) 

16* 100 (37/37) 

17* 18.75 (3/16) 

23* 0 (0/22) 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Mappa del vettore pCAMBIA-DcE2F-AtDPa. 

 

 

Anche in questo caso le linee trasformate sono state isolate mediante selezione 

con igromicina. Dalla selezione, effettuata con circa 750 semi T0, sono state 

ottenute 44 linee T1 resistenti all’antibiotico indicative di una elevata efficienza di 

trasformazione, corrispondente a circa il 5,9%. A causa della mancanza del gene 

reporter gfp/gus, per confermare la presenza del transgene queste linee sono state 

testate mediante PCR e fatte crescere a maturità per produrre semi e generare le 

linee T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite PCR per 

verificare la presenza del transgene.  

Le plantule T2 sono state quindi osservate per verificare la presenza di eventuali 

alterazioni morfologiche, osservando il loro fenotipo fin dai primi giorni di 

sviluppo mediante stereoscopio. Anche queste linee, come quelle presumibilmente 

sovraesprimenti il solo fattore DcE2F, hanno presentato alterazioni nel numero dei 

cotiledoni (Fig. 29). Tra le 44 linee selezionate, 15 hanno presentato alterazioni 

nel numero dei cotiledoni, seppur con bassa penetranza, con un’incidenza del 

fenotipo di circa il 34%. Nello specifico, 9 di queste linee hanno presentato 

tricotiledonia (linee #4, 22, 23, 27, 28, 34, 36, 38 e 44) mentre 7 linee hanno 

presentato monocotiledonia (linee #2, 16, 19, 29, 30, 36 e 41). I risultati 

complessivi dell’osservazione fenotipica sono rappresentati nella Tabella 5.  
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B.  

 
Figura 29. Fenotipo delle piante transgeniche DcE2F-AtDPa: (A) DcE2F-AtDPa #38, 

Tricotiledone (8 giorni); (B) DcE2F-AtDPa #30, Monocotiledone (8 giorni).  

 

 

 

# linea DcE2F-AtDPaOE Fenotipo cotiledonare 

2 Monocotiledonia 

4 Tricotiledonia 

16 Monocotiledonia 

19 Monocotiledonia 

22 Tricotiledonia 

23 Tricotiledonia 

27 Tricotiledonia 

28 Tricotiledonia 

29 Monocotiledonia 

30 Monocotiledonia 

34 Tricotiledonia 

36 Tricotiledonia, Monocotiledonia 

38 Tricotiledonia 

41 Monocotiledonia 

44 Tricotiledonia 

Incidenza fenotipo 15/44=34,09% 

 
Tabella 5. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle piante presumibilmente 

sovraesprimenti il fattore di trascrizione DcE2F insieme alla proteina AtDPa. 

A. 
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Per verificare la trasmissibilità del fenotipo, sono stati poi piastrati in presenza 

dell’agente selettivo igromicina, i semi delle piantine T2 che hanno presentato la 

tricotiledonia, e poi ancora i semi delle piantine T3. Anche in questo caso i 

fenotipi sono stati confermati nelle generazioni successive.  

Una volta raggiunto il completo sviluppo, è stata inoltre osservata una ritardata 

fioritura nelle linee #32 e 38 (Tab. 6), con un’incidenza del fenotipo di circa il 4%. 

Nella Figura 30 sono confrontate una piantina DcE2F-AtDPa #38 di 10 settimane 

d’età con una wild type (Col-0) della stessa età.  

 

 

 

 
 

Figura 30.  Fenotipo delle piantine transgeniche DcE2F-AtDPa: linea #38, Fioritura 

tardiva (70 giorni, a sinistra), comparata con una piantina wild type Col-0 

della stessa età (a destra). 
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# linea DcE2F-AtDPaOE Fenotipo fioritura 

32 Fioritura tardiva 

38 Fioritura tardiva 

Incidenza fenotipo 2/44=4,55% 

 

Tabella 6. Fenotipo Fioritura tardiva nelle piante presumibilmente sovraesprimenti il 

fattore di trascrizione DcE2F insieme alla proteina AtDPa. 

 

 

Si è notata una fortissima differenza nello stadio di sviluppo delle due piante: la 

piantina DcE2F-AtDPa #38 ha presentato una fioritura molto rallentata, con 

sviluppo di foglie di grandi dimensioni, e solo alla decima settimana d’età ha 

iniziato il processo di fioritura mentre la linea wild type alla stessa età presenta 

numerose silique mature. Non sono state osservate alterazioni nel numero degli 

apici meristematici in queste linee. Dai risultati ottenuti, non è chiaro quindi se la 

sovraespressione di AtDPa insieme a DcE2F è effettivamente in grado di 

aumentarne gli effetti. Tuttavia, nessuna delle linee sovraesprimenti solo il fattore 

DcE2F ha mostrato ritardi nella fioritura ed è possibile che questo fenotipo sia 

collegato ad un potenziamento dell’attività di DcE2F tramite la co-espressione di 

AtDPa. 

 

 

4.1.4. Analisi della segregazione dei transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso DcE2F/AtDPa 

 

Dallo screening effettuato su circa 100 semi di ognuna delle 44 linee T1 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore di trascrizione DcE2F insieme ad 

AtDPa, sono emerse  15 generazioni T2 con una resistenza all’igromicina di circa 

il 75% (linee #2, 5, 10, 11, 13, 16, 19, 20, 21, 26, 29, 31, 35, 41, 44 e 45; Tab. 7) 

ed utili per l’ottenimento di linee omozigoti.  
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Tabella 7. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore DcE2F insieme ad AtDPa. 

Con l’asterisco sono indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni 

e Fioritura tardiva. Le percentuali di segregazione in neretto indicano le 

probabili linee a singolo inserto. 

 

 

# linea DcE2F-AtDPaOE Segregazione T2 (%)  

1 0 (0/2) 

2 72.31 (47/65) 

4* 56 (14/25) 

5 76.92 (20/26) 

6 67.31 (35/52) 

7 50 (7/14) 

8 70.73 (29/41) 

9  55 (11/20) 

10 77.38 (65/84) 

11 72.84 (59/81) 

12 90 (27/30) 

13 76.12 (51/67) 

14 57.9 (22/38) 

15 50 (8/16) 

16* 75.86 (66/87) 

17 65.62 (21/32) 

18 79.27 (65/82) 

19* 72.41 (42/58) 

20 76.81 (53/69)  

21 72 (36/50) 

22* 84.84 (84/99) 

23* 97.83 (45/46) 
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Tabella 7 (continuazione). Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della 

generazione T2 delle piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore 

DcE2F insieme ad AtDPa. Con l’asterisco sono indicate le linee con 

alterazioni nel numero di cotiledoni e Fioritura tardiva. Le percentuali di 

segregazione in neretto indicano le probabili linee a singolo inserto. 

 

24 80.85 (38/47) 

25 67.5 (27/40) 

26 77.5 (31/40)  

27* 66.66(16/24)  

28* 91.55 (65/71) 

29* 77.9 (67/86) 

30* 81.25 (39/48) 

31 72.72 (64/88) 

32* 82.43 (61/74) 

33 84.04 (79/94) 

34* 98.04 (100/102) 

35 73.13 (49/67) 

36* 66.66 (54/81) 

37 84.21 (16/19) 

38* 60.65 (37/61) 

39 79.24 (42/53) 

40 71.43 (50/70)  

41* 78.05 (64/82) 

42 91.89 (34/37) 

43 65.62 (21/32) 

44* 78.57 (11/14) 

45 72.72 (8/11)  



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

77 

4.1.5. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore DcE2F insieme 

alla proteina AtDPb 

 

Poichè in Arabidopsis thaliana sono presenti i geni per due differenti fattori DP 

(AtDPa ed AtDPb), si è voluto verificare se la sovraespressione di un complesso 

DcE2F/AtDPb può generare effetti diversi rispetto alla sovraespressione del 

fattore DcE2F da solo, o se vi siano differenze rispetto alla sovraespressione del 

complesso DcE2F/AtDPa. A tal scopo, piante di Arabidopsis thaliana sono state 

trasformate con il vettore pCAMBIA-DcE2F-AtDPb (Fig. 31), un vettore analogo 

al pCAMBIA-DcE2F ma nel quale il gene reporter gfp/gus è stato sostituito 

stavolta con il cDNA di AtDPb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31. Mappa del vettore pCAMBIA-DcE2F-AtDPb. 

 

 

Anche in questo caso le linee trasformate sono state isolate mediante selezione 

con igromicina. Dalla selezione, effettuata con circa 750 semi T0, sono state 

ottenute 31 linee T1 resistenti all’antibiotico, con una efficienza di trasformazione 
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di circa il 4,1%. A causa della mancanza del gene reporter gfp/gus, anche in 

questo caso, come per le linee sovraesprimenti il complesso DcE2F/AtDPa, per 

confermare la presenza del transgene sono state effettuate analisi mediante PCR. 

Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite PCR per verificare la 

presenza del transgene.  

Le plantule T2 sono state quindi osservate mediante stereoscopio per verificare la 

presenza di eventuali alterazioni morfologiche, osservando il loro fenotipo fin dai 

primi giorni di sviluppo. Anche queste linee, come quelle presumibilmente 

sovraesprimenti il fattore DcE2F da solo o con la proteina AtDPa, hanno 

presentato alterazioni nel numero dei cotiledoni e dei meristemi (Fig. 32), seppur 

sempre a bassa penetranza.  

 

 

 

 
 

 
Figura 32. Fenotipo delle piante transgeniche DcE2F-AtDPb #27, Quadricotiledone con 

SAM multipli (7 giorni). 

 

 

Tra le 31 linee T2 osservate, 10 linee hanno presentato alterazioni nel numero di 

cotiledoni, con un’incidenza del fenotipo di circa il 32%. Nello specifico, 4 linee 

hanno presentato tricotiledonia (linee #4, 13, 14 e 16), mentre 5 linee hanno 

presentato monocotiledonia (linee #6, 17, 20, 22 e 29) e una linea ha presentato 
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quadricotiledonia (linea #27). I risultati complessivi dell’osservazione fenotipica 

sono rappresentati nella Tabella 8.  

 

 

# linea DcE2F-AtDPbOE Fenotipo cotiledonare 

4 Tricotiledonia 

6 Monocotiledonia 

13 Tricotiledonia 

14 Tricotiledonia 

16 Tricotiledonia 

17 Monocotiledonia 

20 Monocotiledonia 

22 Monocotiledonia 

27 Quadricotiledonia 

29 Monocotiledonia 

Incidenza fenotipo 10/31=32,26% 

 

Tabella 8. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle piante presumibilmente 

sovraesprimenti il fattore di trascrizione DcE2F insieme alla proteina 

AtDPb. 

 

 

Nella linea #27 sovraesprimente il complesso DcE2F/AtDPb è stato osservato, 

oltre che quadricotiledonia, un aumento del numero di  meristemi apicali (Fig. 32; 

Tab. 9), con un’incidenza del fenotipo di circa il 3%. 

Anche in questo caso, come per la sovraespressione del complesso DcE2F/AtDPa, 

dai risultati ottenuti non è chiaro se la sovraespressione di AtDPb insieme a 

DcE2F è effettivamente in grado di aumentarne gli effetti. 
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# linea DcE2F-AtDPbOE Fenotipo SAM 

27 SAM multipli 

Incidenza fenotipo 1/31=3,23% 

 

Tabella 9. Alterazioni nel numero di meristemi apicali (SAM) nelle piante 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore di trascrizione DcE2F insieme 

alla proteina AtDPb. 

 

 

4.1.6. Analisi della segregazione dei transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso DcE2F/AtDPb 

 

Dallo screening effettuato su circa 100 semi di ognuna delle 31 linee T1 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore di trascrizione DcE2F insieme ad 

AtDPb, sono emerse  12 generazioni T2 con una resistenza all’igromicina di circa 

il 75% (linee #1, 3, 4, 6, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 22, 23 e 25; Tab. 10) ed utili per 

l’ottenimento di linee omozigoti.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabella 10. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore DcE2F insieme ad 

AtDPb. Con l’asterisco sono indicate le linee con alterazioni nel numero di 

cotiledoni e SAM. Le percentuali di segregazione in neretto indicano le linee 

possibilmente a singolo inserto. 

 

 

# linea DcE2F-AtDPbOE Segregazione T2 (%)  

1 75 (30/40)  

2 56.52 (26/46) 

3 73.76 (104/141)  

4* 74.72 (68/91)  

5 69.1 (85/123) 

6* 74.45 (102/137) 
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Tabella 10 (continuazione). Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della 

generazione T2 delle piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore 

DcE2F insieme ad AtDPb. Con l’asterisco sono indicate le linee con 

alterazioni nel numero di cotiledoni e SAM. Le percentuali di segregazione 

in neretto indicano le linee possibilmente a singolo inserto. 

 

 

7 0 (0/13) 

8 10 (1/10) 

9  53.84 (21/39) 

10 78.02 (142/182)  

11 77.45 (134/173)  

12 94.28 (66/70) 

13* 68.55 (85/124) 

14* 78.01 (110/141)  

15 78.32 (112/143) 

16* 73.58 (117/159)  

17* 95.29 (162/170) 

18 65.17 (58/89) 

19 71.85 (97/135)  

20* 77.12 (91/118)  

21 92.1 (105/114) 

22* 73.62 (120/163)  

23 75.69 (109/144)  

24 82.56 (71/86)  

25 76.66 (23/30)  

26 58.97 (23/36) 

27* 79.14 (110/139)  

28 100 (4/4) 

29* 70.75 (104/147) 

30 83.52 (147/176) 

31 70.83 (17/24) 
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4.2. Isolamento di linee transgeniche di Arabidopsis thaliana 

sovraesprimenti i fattori AtE2Fa o AtE2Fb, con o senza i fattori 

AtDP 

 

I fenotipi embrionali osservati nelle linee transgeniche sovraesprimenti il fattore 

DcE2F di carota sono chiaramente indicativi di un’alterazione della proliferazione 

cellulare embrionale ma non sono mai stati riportati in precedenti esperimenti di 

sovraespressione di fattori E2F vegetali. Per verificare meglio la rilevanza delle 

osservazioni effettuate sulle piante transgeniche sovraesprimenti il fattore DcE2F, 

con o senza la co-espressione delle proteine AtDP, si è deciso di confrontare 

direttamente questi risultati con quelli ottenibili sovraesprimendo gli E2F 

“attivatori” di Arabidopsis thaliana, AtE2Fa ed AtE2Fb, procedendo con le stesse 

modalità utilizzate per il fattore DcE2F. 

 

 

4.2.1. Selezione ed analisi fenotipica macroscopica di linee 

transgeniche di Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fa 

 

Per poter quindi confrontare gli effetti della sovraespressione del fattore DcE2F 

con quelli ottenibili dalla sovraespressione del fattore endogeno di Arabidopsis 

thaliana AtE2Fa, piante di Arabidopsis thaliana sono state trasformate con il 

vettore pSTREP-AtE2Fa, un vettore analogo al pCAMBIA-DcE2F ma contenente 

il cDNA dell’E2F attivatore AtE2Fa, fuso a monte con uno STREP tag (Fig. 33).  

Le linee trasformate sono state selezionate con igromicina. Piastrando circa 90µl 

di semi T0, corrispondenti a circa 2250 semi, sono state ottenute 10 linee T1 

resistenti all’antibiotico, indicative di un efficienza di trasformazione di circa 

0,4%. Per confermare l’avvenuta trasformazione, foglioline di queste piante T1 

sono state testate con il saggio istochimico per la β-glucuronidasi (saggio GUS), e 

le piante sono state fatte crescere a maturità per produrre semi e generare le linee 

T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite saggio GUS per 

verificare la trasmissibilità del transgene.  
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Figura 33. Mappa del vettore pSTREP-AtE2Fa. 

 

 

Plantule di tutte le linee T2 ottenute sono state quindi osservate per verificare la 

presenza di eventuali alterazioni morfologiche. Alcune di queste linee, come 

precedentemente osservato nelle linee sovraesprimenti il fattore DcE2F, hanno 

mostrato a bassa penetranza alterazioni nel numero dei cotiledoni (Fig. 34).  

 
 

 
 

Figura 34. Fenotipo delle piante transgeniche AtE2Fa #1, Tricotiledone (9 giorni). 
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In 2 delle 10 linee transgeniche si è notata la presenza di alcune piantine con  

alterazioni nel numero di cotiledoni, con un’incidenza del fenotipo del 20%. Nello 

specifico, nelle 2 linee sono state osservate piantine tricotiledoni (linee #1 e 4). I 

risultati complessivi dell’osservazione fenotipica sono rappresentati nella Tabella 

11.  

 

 

 

# linea AtE2FaOE Fenotipo cotiledonare 

1 Tricotiledonia 

4 Tricotiledonia  

Incidenza fenotipo 2/10=20% 

 
Tabella 11. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle piante presumibilmente 

sovraesprimenti AtE2Fa. 

 

 

È stato inoltre osservato, come già visto anche nelle linee sovraesprimenti il 

fattore DcE2F da solo o con la proteina AtDPb, un alterato numero di  meristemi 

apicali (SAM) in 2 linee sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fa (linee #1 

e 5) le quali presentano appunto un meristema apicale multiplo (Fig. 34; Tab. 12), 

con un’incidenza del fenotipo del 20%. 

 

 

 

# linea AtE2FaOE Fenotipo SAM 

1 SAM multipli 

5 SAM multipli 

Incidenza fenotipo 2/10=20% 

 
Tabella 12. Alterazioni nel numero di meristemi apicali (SAM) nelle piante 

presumibilmente sovraesprimenti AtE2Fa. 
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4.2.2. Isolamento delle linee omozigoti sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fa 

 

Sulla generazione T2 delle 10 linee presumibilmente sovraesprimenti il fattore di 

trascrizione AtE2Fa è stato effettuato uno screening sfruttando la resistenza 

all’antibiotico igromicina per poter individuare linee a singolo inserto dalle quali 

ottenere linee omozigoti per il transgene. Anche in questo caso, tutte le linee che 

hanno presentato circa il 75% di piantine resistenti all’antibiotico sono state 

mandate a seme, e lo screening della generazione successiva ha permesso di 

selezionare linee 100% resistenti all’antibiotico, e perciò presumibilmente 

omozigoti per il transgene. 

Dall’analisi effettuata con circa 100 semi di ognuna delle 10 linee T1 

sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fa, sono emerse  3 generazioni T2 

con una resistenza all’igromicina vicina al 75% (linee #1, 3 e 5; Tab. 13).  

 

 

# linea AtE2FaOE Segregazione T2 (%)  

1* 71.6 (58/81) 

2 52.46 (32/61) 

3 77.01 (67/87) 

4*  60.34 (70/116) 

5* 72.56 (82/113) 

6 58.57 (41/70) 

7 82 (82/100) 

8 79.09 (87/110) 

9 82.14 (22/28) 

10 67.5 (27/40) 

 

Tabella 13. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fa. Con l’asterisco 

sono indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni e SAM. Le 

percentuali di segregazione in neretto indicano le possibili linee con un 

singolo inserto. 
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Il successivo screening sulla generazione T3 ha mostrato 3 linee (linee #1, 5 e 7) 

con il 100% di resistenza all’igromicina e presumibilmente omozigoti (Tab. 14). 

Di queste, le linee #1 e 5 avevano mostrato la presenza di SAM multipli, mentre 

la linea #1 aveva mostrato anche tricotiledonia.  

In base a questi risultati, tenendo conto sia delle alterazioni nel numero dei 

cotiledoni, nel numero dei SAM che della segregazione del transgene, queste due 

linee sono state utilizzate per effettuare ulteriori analisi. 

 

 

 

# linea AtE2FaOE Segregazione T3 (%)  

1* 100 

4*  78.05 

5* 100 

7 100 

 

Tabella 14. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T3 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fa. Con l’asterisco 

sono indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni e SAM. Le 

percentuali di segregazione in neretto indicano le linee considerate omozigoti 

a singolo inserto. 
 

 

4.2.3. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fa 

insieme alla proteina AtDPa 

 

Per verificare se, come descritto in letteratura, la concomitante sovraespressione 

di AtDPa può potenziare gli effetti della sovraespressione del fattore AtE2Fa, 

piante di Arabidopsis thaliana sono state trasformate con il vettore pSTREP-

AtE2Fa-AtDPa (Fig. 35), un vettore analogo al pSTREP-AtE2Fa nel quale il gene 

reporter gfp/gus è stato sostituito con il cDNA di AtDPa. 
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Figura 35. Mappa del vettore pSTREP-AtE2Fa-AtDPa. 

 

 

Anche in questo caso le linee trasformate sono state isolate mediante selezione 

con igromicina. Dalla selezione effettuata con tutti i semi T0, corrispondenti a 

circa 2750 semi, sono state ottenute solamente 3 linee T1 resistenti all’antibiotico, 

con un’efficienza di trasformazione di circa il 0,1%. A causa della mancanza del 

gene reporter gfp/gus, per confermare la presenza del transgene queste linee sono 

state testate mediante PCR e fatte crescere a maturità per produrre semi e generare 

le linee T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite PCR per 

verificare la presenza del transgene.  

L’osservazione delle piantine T2 mediante stereoscopio fin dai primi giorni di 

sviluppo non ha rilevato fenotipi particolari in queste 3 linee. Tuttavia, la bassa 

efficienza di trasformazione ottenuta in questo caso rispetto alle trasformazioni 

effettuate con gli altri vettori suggerisce la possibilità che queste linee siano 

“controselezionate” e presentino quindi una bassa attività e/o sovraespressione del 

complesso AtE2Fa/AtDPa. 

 

 

 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

88 

4.2.4. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fa/AtDPa 

 

Dallo screening effettuato su circa 100 semi di ognuna delle 3 linee T1 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fa insieme ad 

AtDPa, è emersa solo una generazione T2 con una resistenza all’igromicina di 

circa il 75% (linea #3; Tab. 15) ed utile per l’ottenimento di almeno una linea 

omozigote.  

 

 

 

# linea AtE2Fa-AtDPaOE Segregazione T2 (%) 
1 62.07 (36/58) 
2 61.43(43/70) 
3 74.14 (43/58) 

 

Tabella 15. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fa insieme ad 

AtDPa. La percentuale di segregazione in neretto indica la possibile linea a 

singolo inserto. 
 

 

4.2.5. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fa 

insieme alla proteina AtDPb 

 

Viste le apparenti difficoltà riscontrate nell’ottenimento di piante caratterizzate 

dalla sovraespressione di AtE2Fa insieme ad AtDPa, si è voluto verificare se la 

sovraespressione di un complesso AtE2Fa/AtDPb può essere più facilmente 

attuabile e se, eventualmente, la coespressione di AtDPb è in grado di generare 

effetti più marcati rispetto alla sovraespressione del fattore AtE2Fa da solo. A tal 

scopo, piante di Arabidopsis thaliana sono state trasformate con il vettore 

pSTREP-AtE2Fa-AtDPb (Fig. 36), un vettore analogo al pSTREP-AtE2Fa ma nel 

quale il gene reporter gfp/gus è stato sostituito stavolta con il cDNA di AtDPb. 
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Figura 36. Mappa del vettore pSTREP-AtE2Fa-AtDPb. 

 

 

Come nei casi precedenti, le linee trasformate sono state isolate mediante 

selezione con l’antibiotico igromicina. Dalla selezione effettuata con circa 750 

semi T0 sono state ottenute 15 linee T1 resistenti all’antibiotico, corrispondenti ad 

una efficienza di trasformazione del 2%. A causa della mancanza del gene reporter 

gfp/gus, anche in questo caso le linee sono state testate mediante PCR per 

confermare la presenza del transgene, e fatte crescere a maturità per produrre semi 

e generare le linee T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite 

PCR per verificare la presenza del transgene.  

Le plantule T2 sono state quindi osservate allo stereoscopio fin dai primi giorni di 

sviluppo per verificare la presenza di eventuali alterazioni morfologiche. Anche 

queste linee, come quelle sovraesprimenti AtE2Fa da solo o il fattore DcE2F, da 

solo o con le proteine AtDP, hanno presentato a bassa penetranza alterazioni nel 

numero dei cotiledoni (Fig. 37). 
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Figura 37. Fenotipo delle piante transgeniche AtE2Fa-AtDPb: linea #10, Tricotiledone 

(10 giorni). 

 
 
 
Infatti, 6 delle 15 linee hanno presentato alterazioni nel numero di cotiledoni, con 

un’incidenza del fenotipo del 40%. Nello specifico, 5 linee hanno presentato 

tricotiledonia (linee #6, 7, 10, 11 e 17), mentre 3 linee hanno presentato 

monocotiledonia (linee #7, 14 e 17). I risultati complessivi dell’osservazione 

fenotipica sono riportati nella  Tabella 16.  

 
 
 

# linea AtE2Fa-AtDPbOE Fenotipo cotiledonare 

6 Tricotiledonia 

7 Tricotiledonia, Monocotiledonia 

10 Tricotiledonia 

11 Tricotiledonia 

14 Monocotiledonia 

17 Tricotiledonia, Monocotiledonia 

Incidenza fenotipo 6/15=40% 

 

Tabella 16. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle piante presumibilmente 

sovraesprimenti AtE2Fa insieme con AtDPb. 
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È stato inoltre osservato un’alterazione nel numero di  meristemi apicali (SAM) in 

ben 7 linee, con un’incidenza del fenotipo di circa il 47%. Nello specifico, 6 linee 

hanno presentato meristemi apicali multipli (linee #5, 6, 11, 13, 14 e 17) mentre 2 

linee hanno prodotto, a bassa penetranza, germogli con totale assenza del SAM 

(linee # 14 e 15) (Fig. 38; Tab. 17). 

 

 

A.  B.  

 
Figura 38. Fenotipo delle piante transgeniche AtE2Fa-AtDPb: (A)  AtE2Fa-AtDPb #15, 

Assenza di SAM (17 giorni); (B) AtE2Fa-AtDPb #13, SAM multipli (34 

giorni). 

 

 

# linea AtE2Fa-AtDPbOE Fenotipo SAM 

5 SAM multipli 

6 SAM multipli 

11 SAM multipli 

13 SAM multipli 

14 SAM multipli, Assenza di SAM 

15 Assenza di SAM 

17 SAM multipli 

Incidenza fenotipo 7/15=46,67% 

 
Tabella 17. Alterazioni nel numero di meristemi apicali (SAM) nelle piante 

presumibilmente sovraesprimenti AtE2Fa insieme ad AtDPb. 
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L’incidenza dei fenotipi ottenuti con questa trasformazione, in particolare il 

numero elevato di linee con meristemi multipli che raggiunge quasi il 50% del 

totale, suggerisce che la concomitante sovraespressione di AtDPb è in grado di 

causare un marcato potenziamento degli effetti della sovraespressione di AtE2Fa. 

 

 

4.2.6. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fa/AtDPb 

 

Dallo screening effettuato su circa 100 semi di 9 delle linee T1 presumibilmente 

sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fa insieme ad AtDPa, sono emerse 

due generazioni T2 con una resistenza all’igromicina che si avvicina al 75% (linea 

#14 e 17; Tab. 18) ed utili per l’ottenimento di linee omozigoti.  

 

 

# linea AtE2Fa-AtDPbOE  Segregazione T2 (%)  

5* 12.5 (1/8) 

6* 35 (21/60) 

7* 2.13 (1/47) 

10* 0 (0/19) 

13* 0 

14* 73.07 (57/78) 

15* 14.54 (8/55) 

16 40.38 (21/52) 

17* 71.05 (54/76) 

 

Tabella 18. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il complesso AtE2Fa/AtDPb. Con 

l’asterisco sono indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni e 

SAM. Le percentuali di segregazione in neretto indicano le possibili linee a 

singolo inserto. 
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4.2.7. Selezione ed analisi fenotipica macroscopica di linee 

transgeniche di Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fb 

 

Per poter comparare i risultati ottenuti dalla sovraespressione del fattore DcE2F e 

del fattore endogeno di Arabidopsis thaliana AtE2Fa con quelli ottenibili dalla 

sovraespressione anche dell’altro E2F attivatore endogeno di Arabidopsis, 

AtE2Fb, piante di Arabidopsis thaliana sono state trasformate con il vettore 

pSTREP-AtE2Fb, un vettore analogo al pCAMBIA-DcE2F ma contenente 

stavolta il cDNA di AtE2Fb, fuso a monte con uno STREP tag (Fig. 39).  

 

 

 

 
 

Figura 39. Mappa del vettore pSTREP-AtE2Fb. 

 

 

Le linee trasformate sono state selezionate mediante l’utilizzo di igromicina. 

Piastrando circa 30µl di semi T0, corrispondenti a circa 750 semi, sono state 

ottenute 14 linee T1 resistenti all’antibiotico, con una efficienza di trasformazione 

di circa 1,9%. Foglioline di queste piante T1 sono state testate con il saggio 
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istochimico per la β-glucuronidasi (saggio GUS) per confermare l’avvenuta 

trasformazione e le piante sono state fatte crescere a maturità per produrre semi e 

generare le linee T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate tramite 

saggio GUS per verificare la trasmissibilità del transgene.  

Plantule di tutte le linee T2 ottenute sono state quindi osservate per verificare la 

presenza di eventuali alterazioni morfologiche, osservando il loro fenotipo fin dai 

primi giorni di sviluppo mediante stereoscopio. Alcune di queste linee, come 

precedentemente osservato nelle linee sovraesprimenti il fattore DcE2F ed 

AtE2Fa, hanno mostrato alterazioni nel numero dei cotiledoni, come al solito a 

bassa penetranza (Fig. 40).  

 

 

 

 
 

Figura 40. Fenotipo delle piante transgeniche AtE2Fb #13, Tricotiledone (9 giorni). 

 

 

Tra le 14 linee presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fb osservate, 4 

linee hanno presentato alterazioni nel numero di cotiledoni, con un’incidenza del 

fenotipo di circa il 29%. Nello specifico, le 4 linee osservate hanno tutte 

presentato tricotiledonia (linee #2, 7, 13 e 14). I risultati complessivi 

dell’osservazione fenotipica sono rappresentati nella  Tabella 19.  
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# linea AtE2FbOE Fenotipo cotiledonare 

2 Tricotiledonia 

7 Tricotiledonia 

13 Tricotiledonia 

14 Tricotiledonia 

Incidenza fenotipo 4/14=28,57% 

 
Tabella 19. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle piante presumibilmente 

sovraesprimenti AtE2Fb. 

 

 

A differenza delle linee sovraesprimenti i fattori DcE2F o AtE2Fa, da soli o con 

AtDPb, non sono state osservate alterazioni nel numero dei meristemi apicali in 

queste linee sovraesprimenti il solo fattore AtE2Fb. 

Questi risultati suggeriscono la possibilità che la sovraespressione di AtE2Fb sia 

in grado di generare effetti meno marcati rispetto a quanto riscontrato mediante la 

sovraespressione di AtE2Fa o DcE2F. 

 

 

4.2.8. Isolamento delle linee omozigoti sovraesprimenti il fattore 

AtE2Fb 

 

Sulla generazione T2 delle 14 linee presumibilmente sovraesprimenti il fattore di 

trascrizione AtE2Fb è stato effettuato uno screening sfruttando la resistenza 

all’antibiotico igromicina per poter individuare linee a singolo inserto dalle quali 

ottenere linee omozigoti per il transgene. Anche in questo caso, tutte le linee che 

hanno presentato circa il 75% di piantine resistenti all’antibiotico sono state 

mandate a seme, e lo screening della generazione successiva ha permesso di 

selezionare linee 100% resistenti all’antibiotico, e perciò presumibilmente 

omozigoti per il transgene. 

Dall’analisi effettuata con circa 100 semi di ognuna delle 14 linee T1 

sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fb, sono emerse  5 generazioni T2 

con una resistenza all’igromicina di circa il 75% (linee #2, 3, 7, 11 e 14; Tab. 20).  
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# linea AtE2FbOE Segregazione T2 (%)  

1 97.17 (103/106) 

2* 75.82 (69/91) 

3 73.33 (77/105) 

4 70.24 (59/84) 

5 70 (63/90) 

6 89.65 (52/58) 

7* 72.82 (67/92) 

9 86.92 (113/130) 

10 88.04 (81/92) 

11 75.73 (78/103) 

12 36.76 (25/68) 

13*  81.81 (99/121) 

14* 75.45 (83/110) 

16 46.55 (27/58) 

 

Tabella 20. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fb. Con l’asterisco 

sono indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni. Le 

percentuali di segregazione in neretto indicano le probabili linee a singolo 

inserto. 
 

 

 

Il successivo screening sulla generazione T3 ha mostrato 4 linee (linee #2, 6, 7 e 

13) con il 100% di resistenza all’igromicina e presumibilmente omozigoti (Tab. 

21). Di queste, le linee #2, 7 e 13 hanno mostrato tricotiledonia.  

In base a questi risultati, tenendo conto sia delle alterazioni nel numero dei 

cotiledoni che della segregazione del transgene, le linee #7 e 13 sono state scelte 

per effettuare tutte le analisi successive. 
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# linea AtE2FbOE Segregazione T3 (%)  

2* 100 

6 100 

7* 100 

13*  100 

 
Tabella 21. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T3 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fb. Con l’asterisco 

sono indicate le linee con alterazioni nel numero di cotiledoni. Le 

percentuali di segregazione in neretto indicano le linee a singolo inserto. 
 

 

 

4.2.9. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fb 

insieme alla proteina AtDPa 

 

Per verificare se la sovraespressione di un complesso AtE2Fb/AtDPa può generare 

effetti più marcati rispetto alla sola sovraespressione di AtE2Fb, piante di 

Arabidopsis thaliana sono state trasformate con il vettore pSTREP-AtE2Fb-

AtDPa (Fig. 41), un vettore analogo al pSTREP-AtE2Fb ma nel quale il gene 

reporter gfp/gus è stato sostituito con il cDNA di AtDPa. 
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Figura 41. Mappa del vettore pSTREP-AtE2Fb-AtDPa. 

 

Anche in questo caso le linee trasformate sono state isolate mediante selezione 

con igromicina. Dalla selezione, effettuata con circa 750 semi T0, sono state 

ottenute 9 linee T1 resistenti all’antibiotico, corrispondenti ad una efficienza di 

trasformazione pari a 1,2%. A causa della mancanza del gene reporter gfp/gus, per 

confermare la presenza del transgene queste linee sono state testate mediante PCR 

e fatte crescere a maturità per produrre semi e generare le linee T2. Anche le linee 

T2 risultanti sono state analizzate tramite PCR per verificare la presenza del 

transgene.  

Ad un’analisi fenotipica effettuata fin dai primi giorni di sviluppo, non sono stati 

osservati fenotipi particolari in queste 9 linee, come visto anche per le piantine 

presumibilmente sovraesprimenti il complesso AtE2Fa/DPa. Sembrerebbe quindi 

che entrambi gli E2F attivatori endogeni di Arabidopsis non manifestino fenotipi 

particolari a livello macroscopico quando sovraespressi insieme al fattore AtDPa. 

Come indicato precedentemente, questo potrebbe derivare dalla contro-selezione 

di linee parzialmente silenziate e/o inattivate dovuta ad un eccessivo 

potenziamento dell’azione dei fattori AtE2F attivatori causato dalla 

sovraespressione di AtDPa. 
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4.2.10. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fb/AtDPa 

 

Dallo screening effettuato su circa 100 semi di ognuna delle 9 linee T1 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fb insieme ad 

AtDPa, sono emerse  2 linee T2 con una resistenza all’igromicina di circa il 75% 

(linee #4 e 10; Tab. 22) ed utili per l’ottenimento di linee omozigoti.  

 

 

 

# linea AtE2Fb-AtDPaOE  Segregazione T2 (%)  

1 69.05 (29/42) 

2 80.55 (29/36) 

3 51.72 (15/29) 

4 78.57 (22/28)  

5 0 (0/3) 

6 0/0 

7  63.64 (14/22) 

9 66.66 (6/9) 

10 78.95 (15/19)  

 

Tabella 22. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fb insieme ad 

AtDPa. Le percentuali di segregazione in neretto indicano le possibili linee a 

singolo inserto. 
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4.2.11. Selezione ed analisi macroscopica di linee transgeniche di 

Arabidopsis thaliana sovraesprimenti il fattore AtE2Fb 

insieme alla proteina AtDPb 

 

Per verificare se la sovraespressione di un complesso AtE2Fb/AtDPb può invece 

generare effetti più marcati rispetto alla sovraespressione del fattore AtE2Fb da 

solo, piante di Arabidopsis thaliana sono state trasformate con il vettore pSTREP-

AtE2Fb-AtDPb (Fig. 42), un vettore analogo al pSTREP-AtE2Fb ma nel quale il 

gene reporter gfp/gus è stato sostituito stavolta con il cDNA di AtDPb. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Mappa del vettore pSTREP-AtE2Fb-AtDPb. 

 

 

 

Come sempre, le linee trasformate sono state isolate mediante selezione con 

l’antibiotico igromicina. Dalla selezione, effettuata con circa 750 semi T0, sono 

state ottenute 18 linee T1 resistenti all’antibiotico, con una efficienza di 

trasformazione pari al 2,4%. A causa della mancanza del gene reporter gfp/gus, 

anche in questo caso, come per le altre linee sovraesprimenti i complessi 
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E2F/AtDP, per confermare la presenza del transgene sono state condotte analisi 

tramite PCR. Le piante sono quindi state fatte crescere a maturità per produrre 

semi e generare le linee T2. Anche le linee T2 risultanti sono state analizzate 

tramite PCR per verificare la presenza del transgene.  

Le plantule T2 sono state quindi osservate mediante stereoscopio per verificare la 

presenza di eventuali alterazioni morfologiche. Anche queste linee, come quelle 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fa, da solo o con AtDPb, e il 

fattore DcE2F da solo o con entrambe le proteine AtDP, hanno presentato 

alterazioni nel numero dei cotiledoni (Fig. 43) a bassa penetranza.  

 

 

 

 
 

Figura 43. Fenotipo delle piante transgeniche AtE2Fb-AtDPb #12, Tricotiledone (14 

giorni). 

 

 

 

Tra le 18 linee T2 osservate, 5 di esse hanno presentato alterazioni nel numero di 

cotiledoni, con un’incidenza del fenotipo di circa il 28%. Nello specifico, 4 linee 

hanno presentato tricotiledonia (linee #3, 7, 11 e 12), mentre una linea ha 

presentato monocotiledonia (linea #6). I risultati complessivi dell’osservazione 

fenotipica sono rappresentati nella  Tabella 23.  
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# linea AtE2Fb-AtDPbOE Fenotipo cotiledonare 

3 Tricotiledonia 

6 Monocotiledonia 

7 Tricotiledonia 

11 Tricotiledonia 

12 Tricotiledonia 

Incidenza fenotipo 5/18=27,78% 

 

Tabella 23. Alterazioni nel numero di cotiledoni nelle piante presumibilmente 

sovraesprimenti AtE2Fb insieme con AtDPb. 

 

 

 

Non sono state osservate alterazioni nel numero dei meristemi apicali in queste 

linee presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fb insieme ad AtDPb. 

Questo fenotipo infatti è stato osservato solo in linee sovraesprimenti solo DcE2F 

o DcE2F insieme ad AtDPb, oppure in linee sovraesprimenti solo AtE2Fa o 

AtE2Fa insieme ad AtDPb. 

 

 

 

4.2.12. Analisi della segregazione di transgeni sulle linee T2 

sovraesprimenti il complesso AtE2Fb/AtDPb 

 

Dallo screening effettuato su circa 100 semi di ognuna delle 18 linee T1 

presumibilmente sovraesprimenti il fattore di trascrizione AtE2Fb insieme ad 

AtDPb, sono emerse  2 linee T2 con una resistenza all’igromicina di circa il 75% 

(linee #12 e 15; Tab. 24) ed utili per l’ottenimento di linee omozigoti.  
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# linea AtE2Fb-AtDPbOE Segregazione T2 (%)  

1 - 

2 - 

3* 6.89 (2/29) 

4 69.23 (9/13) 

5 - 

6* 0 (0/6) 

7* 6.12 (3/49) 

9 - 

10 - 

11* 0 (0/37) 

12* 71.42 (20/28) 

13 - 

14  - 

15 73.33 (33/45) 

16 - 

17 - 

18 - 

19 - 

 

Tabella 24. Resistenza all’antibiotico igromicina (20 µg/ml) della generazione T2 delle 

piantine presumibilmente sovraesprimenti il fattore AtE2Fb insieme ad 

AtDPb. Con l’asterisco sono indicate le linee con alterazioni nel numero di 

cotiledoni. Le percentuali di segregazione in neretto indicano le possibili 

linee a singolo inserto. 
. 
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4.3. Studio dei livelli di espressione dei transgeni 

 

Per dimostrare l’effettiva sovraespressione dei geni DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb 

nelle piantine transgeniche di Arabidopsis thaliana, è stato effettuato uno studio 

sui livelli d’espressione dei transgeni mediante Real-Time PCR, confrontandoli 

con i livelli endogeni di espressione.  

Per valutare i livelli d’espressione del gene DcE2F nei trasformanti di 

Arabidopsis thaliana presumibilmente sovraesprimenti DcE2F, l’analisi è stata 

effettuata su RNA isolato da piantine di 6 giorni di età delle linee omozigoti 

DcE2F #13 e #16, precedentemente identificate tramite analisi di segregazione. In 

parallelo, sono stati analizzati campioni di RNA estratto da giovani plantuline di 

Daucus carota (varietà Berlin), per verificare quali fossero i livelli d’espressione 

fisiologici del gene DcE2F. Campioni di RNA estratto da piantine wild type di 

Arabidopsis thaliana (varietà Columbia) sono stati inoltre analizzati come 

controllo negativo. 

I valori di espressione sono stati ricavati col metodo del ∆∆Ct (Livak and 

Schmittgen, 2001), utilizzando come riferimento i livelli di espressione della 

subunità 18S dell’RNA ribosomale, e sono riportati in Figura 44 e nella Tabella 

25. Da questa analisi si evince che la linea transgenica DcE2F #13 esprime il gene 

DcE2F circa 47 volte in più rispetto ai livelli fisiologici osservati in Daucus 

carota mentre l’espressione nella linea #16 è solo leggermente superiore ai livelli 

fisiologici (due volte in più). L’espressione è invece praticamente assente nelle 

piantine wild type di Arabidopsis thaliana, a conferma della specificità 

dell’analisi qPCR. Questi dati dimostrano quindi una sovraespressione di questo 

gene in entrambe le linee transgeniche analizzate, sovraespressione che risulta 

particolarmente marcata nella linea DcE2F #13. 
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Figura 44. Livelli di espressione del gene DcE2F nelle piante transgeniche di 

Arabidopsis thaliana trasformate con il vettore pCAMBIA-DcE2F, nelle 

piante wild tipe di Daucus carota (varietà Berlin) e nelle piante wild type di 

Arabidopsis thaliana (varietà Columbia). Le barre d’errore indicano il range 

superiore ed inferiore indicato dall’output del metodo ∆∆Ct (Livak and 

Schmittgen, 2001). 

 

 

 

Linea # Fold of expression 

DcE2F 13 46,851 

DcE2F16 1,932 

Carrot Berl. 1 

Col-0 0,0014 

 

Tabella 25. Livelli di espressione del gene DcE2F nelle piante transgeniche di 

Arabidopsis thaliana trasformate con il vettore pCAMBIA-DcE2F, nelle 

piante wild tipe di Daucus carota (varietà Berlin) e nelle piante wild type 

di Arabidopsis thaliana (varietà Columbia).  
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Per quanto riguarda i livelli di espressione del gene AtE2Fa (locus AT2G36010) 

nelle due linee omozigoti selezionate tramite segregazione, le analisi Real-Time 

PCR hanno confermato anche in questo caso un’effettiva sovraespressione del 

transgene rispetto ai livelli d’espressione fisiologici misurati in piantine wild type. 

I risultati complessivi ottenuti dall’analisi di due repliche biologiche col metodo 

del ∆∆Ct (Livak and Schmittgen, 2001) sono riportati in Figura 45 e Tabella 26. I 

livelli d’espressione sono molto alti in entrambe le linee e sono più forti nella 

linea AtE2Fa #1, che esprime il transgene circa 190 volte in più rispetto ai livelli 

endogeni in Arabidopsis contro le 100 volte in più della linea AtE2Fa #5. 

 

 

 

 
 

Figura 45. Livelli di espressione del gene AtE2Fa nelle piante transgeniche di 

Arabidopsis thaliana trasformate con il vettore pSTREP-AtE2Fa e nelle 

piante wild type di Arabidopsis thaliana (varietà Columbia). Le barre 

d’errore indicano l’errore standard (SE=SD/√n). 

 

 

 

 

 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

107 

Linea # Fold of expression 

AtE2Fa 1 186,61 

AtE2Fa 5 96,9198 

Col-0 1 

 

Tabella 26. Livelli di espressione del gene AtE2Fa nelle piante transgeniche di 

Arabidopsis thaliana trasformate con il vettore pSTREP-AtE2Fa e nelle 

piante wild type di Arabidopsis thaliana (varietà Columbia).  
 

 

Per quanto riguarda infine l’analisi dei livelli di espressione del gene AtE2Fb 

(locus AT5G22220) in piantine delle due linee omozigoti di Arabidopsis thaliana 

selezionate, anche in questo caso le analisi Real-Time PCR hanno confermato una 

forte sovraespressione del transgene. I risultati complessivi ottenuti dall’analisi di 

tre repliche biologiche col metodo del ∆∆Ct sono riportati nella Figura 46 e in 

Tabella 27, da cui si evince che la linea AtE2Fb #7 esprime il transgene circa 110 

volte in più rispetto ai livelli endogeni in Arabidopsis, mentre la linea AtE2Fb #13 

esprime circa 30 volte in più. 

 

 

 

Linea # Fold of expression 

AtE2Fb 7 110,7206 

AtE2Fb 13 27,0601 

Col-0 1 

 

Tabella 27. Livelli di espressione del gene AtE2Fb nelle piante transgeniche di 

Arabidopsis thaliana trasformate con il vettore pSTREP-AtE2Fb e nelle 

piante wild type di Arabidopsis thaliana (varietà Columbia).  
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Figura 46. Livelli di espressione del gene AtE2Fb nelle piante transgeniche di 

Arabidopsis thaliana trasformate con il vettore pSTREP-AtE2Fb e nelle 

piante wild type di Arabidopsis thaliana (varietà Columbia). Le barre 

d’errore indicano l’errore standard (SE=SD/√n). 

 

 

 

 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

109 

4.4. Caratterizzazione fenotipica dettagliata delle linee omozigoti 

sovraesprimenti DcE2F, AtE2Fa o AtE2Fb 

 

 

Per caratterizzare ulteriormente il fenotipo delle linee transgeniche di Arabidopsis 

thaliana sovraesprimenti il fattore DcE2F si è proceduto ad un’analisi più 

dettagliata a livello di alcuni organi (cotiledoni e radici primarie), per verificare se 

la sovraespressione di questo fattore di trascrizione può effettivamente 

determinare variazioni nei livelli di proliferazione cellulare, come suggerito 

dall’osservazione di un alterato numero di cotiledoni e di apici meristematici. 

Questi risultati sono stati confrontati con quelli riscontabili nelle piantine 

sovraesprimenti i fattori AtE2Fa o AtE2Fb, per i quali in effetti era stato già 

osservato un coinvolgimento nella promozione della proliferazione cellulare (De 

Veylder et al., 2002; Sozzani et al., 2006). 

 

 

 

4.4.1. Analisi della dimensione dei cotiledoni delle piantine 

sovraesprimenti DcE2F, AtE2Fa o AtE2Fb 

 

Per verificare le dimensioni dei cotiledoni delle piantine sovraesprimenti il fattore 

di trascrizione DcE2F o i fattori AtE2Fa o AtE2Fb, sono state effettuate 

misurazioni al microscopio usando il software Pixel Link Microscopy-SW. Per 

avere un quadro più completo della situazione, le osservazioni sono state 

effettuate a due diversi stadi di sviluppo dei germogli: nello stadio precoce (stadio 

I) sono evidenti gli abbozzi della prima coppia di foglioline ed i cotiledoni sono 

ancora in fase di accrescimento; nel secondo stadio (stadio II), invece, i cotiledoni 

hanno raggiunto le dimensioni finali e la prima coppia di foglie è pienamente 

formata, mentre sono evidenti gli abbozzi della seconda coppia di foglioline. Per 

quanto riguarda il primo stadio di sviluppo sono state misurate le dimensioni di 30 

cotiledoni delle piantine transgeniche sovraesprimenti il fattore DcE2F (in 

particolare, 16 cotiledoni della linea #13 e 14 cotiledoni della linea #16), 22 
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cotiledoni delle piantine sovraesprimenti AtE2Fa (10 cotiledoni della linea #1 e 

12 cotiledoni della linea #5) e 24 cotiledoni delle piantine sovraesprimenti 

AtE2Fb (18 cotiledoni della linea #7 e 6 cotiledoni della linea #13). Questi 

risultati sono stati confrontati con quelli ottenuti dalle misurazioni di 14 cotiledoni 

delle piantine wild type allo stesso stadio di sviluppo. I dati complessivi delle 

dimensioni medie dei cotiledoni sono illustrati in Tabella 28 e Figura 47 ed 

indicano che, nonostante una discreta variabilità delle due linee DcE2F, a questo 

stadio di sviluppo non sembrano essere presenti differenze sostanziali tra le 

dimensioni dei cotiledoni delle linee transgeniche e quelli delle piantine wild type. 

 

 

 

 

Linea # Lunghezza (mm) Larghezza (mm) Area (mm2) 

DcE2F 13OE 1,7 ± 0,1 1,7 ± 0,1 2,2 ± 0,2 

DcE2F 16OE 1,4 ± 0,1 1,3 ± 0,1 1,4 ± 0,2 

AtE2Fa 1OE 1,6 ± 0,1 1,4 ± 0,1 1,8 ± 0,2 

AtE2Fa 5OE 1,6 ± 0,1 1,5 ± 0,1 1,9 ± 0,2 

AtE2Fb 7OE 1,7 ± 0,1 1,5 ± 0,1 2,1 ± 0,1 

AtE2Fb 13OE 1,6 ± 0,1 1,4 ± 0,1 1,8 ± 0,1 

WT 1,7 ± 0,1 1,4 ± 0,1 2 ± 0,1 

 

Tabella 28. Dimensioni medie dei cotiledoni delle linee transgeniche sovraesprimenti i 

fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type allo 

stadio di sviluppo I (± SE=SD/√n).  
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Figura 47. Dimensioni medie dei cotiledoni delle linee transgeniche sovraesprimenti i 

fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type allo 

stadio di sviluppo I. Le barre d’errore indicano l’errore standard 

(SE=SD/√n).  

 

 

Per quanto riguarda lo stadio di sviluppo II (cotiledoni maturi, abbozzo seconda 

coppia di foglioline), sono state osservate le dimensioni di 21 cotiledoni delle 

piantine transgeniche sovraesprimenti il fattore DcE2F (11 cotiledoni della linea 

#13 e 10 cotiledoni della linea #16), 13 cotiledoni delle piantine sovraesprimenti 

AtE2Fa (8 cotiledoni della linea #1 e 5 cotiledoni della linea #5) e 15 cotiledoni 

delle piantine sovraesprimenti AtE2Fb (9 cotiledoni della linea #7 e 6 cotiledoni 

della linea #13). Questi risultati sono stati comparati con quelli ottenuti dalle 

misurazioni di 11 cotiledoni delle piantine wild type allo stesso stadio di sviluppo. 

I dati complessivi delle dimensioni medie dei cotiledoni allo stadio II sono 

rappresentate in Tabella 29 e Figura 48 da cui si evince che a questo stadio di 

sviluppo le dimensioni medie dei cotiledoni delle linee transgeniche DcE2F ed 

AtE2Fa sono marcatamente superiori a quelle dei cotiledoni delle piantine wild 

type mentre le dimensioni dei cotiledoni delle linee AtE2Fb non sembrano 

cambiate in modo significativo. 
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Linea # Lunghezza (mm) Larghezza (mm) Area (mm2) 

DcE2F 13OE 2,4 ± 0,1 2,4 ± 0,1 4,4 ± 0,2 

DcE2F 16OE 2,3 ± 0,1 2,4 ± 0,1 4,5 ± 0,2 

AtE2Fa 1OE 2,4 ± 0,2 2,2 ± 0,1 4,4 ± 0,5 

AtE2Fa 5OE 3 ± 0,3 2,7 ± 0,2 5,4 ± 0,3 

AtE2Fb 7OE 2,2 ± 0,1 2,1 ± 0,1 3,6 ± 0,1 

AtE2Fb 13OE 2,1 ± 0,1 2 ± 0,1 3,1 ± 0,4 

WT 2,2 ± 0,1 1,8 ± 0,1 3,1 ± 0,2 

 
Tabella 29. Dimensioni medie dei cotiledoni delle linee transgeniche sovraesprimenti i 

fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type allo 

stadio di sviluppo II (± SE=SD/√n).  

 

 

 

 
 

Figura 48. Dimensioni medie dei cotiledoni delle linee transgeniche sovraesprimenti i 

fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type allo 

stadio di sviluppo II. Le barre d’errore indicano l’errore standard 

(SE=SD/√n).  
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4.4.2 Analisi del numero di cellule epidermiche nei cotiledoni delle 

piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb 

 

Usando un microscopio a contrasto per interferenza differenziale (DIC) è stato 

analizzato il numero di cellule dell’epidermide adassiale nei cotiledoni delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e 

wild type (Col-0). Come per l’analisi delle dimensioni cotiledonari, sono stati 

presi in considerazione due diversi stadi di sviluppo: nel primo (stadio I) è 

presente l’abbozzo della prima coppia di foglioline ed i cotiledoni stanno ancora 

crescendo; nel secondo (stadio II) i cotiledoni hanno raggiunto le dimensioni 

finali ed è presente l’abbozzo della seconda coppia di foglioline. 

Per quanto riguarda lo stadio di sviluppo I è stato osservato il numero di cellule 

epidermiche per unità di area (100000 µm2) di 27 cotiledoni delle piantine 

transgeniche sovraesprimenti il fattore DcE2F (14 cotiledoni della linea #13 e 13 

cotiledoni della linea #16), 35 cotiledoni delle piantine sovraesprimenti AtE2Fa 

(15 cotiledoni della linea #1 e 20 cotiledoni della linea #5) e 45 cotiledoni delle 

piantine sovraesprimenti AtE2Fb (32 cotiledoni della linea #7 e 13 cotiledoni 

della linea #13). Questi risultati sono stati confrontati con i dati ottenuti 

dall’osservazione di 11 cotiledoni delle piantine wild type allo stesso stadio di 

sviluppo. Come mostrato nella Tabella 30 e nella Figura 49, si è osservato che il 

numero di cellule epidermiche per unità di area nei cotiledoni delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori E2F è quasi raddoppiato rispetto a quello 

dei cotiledoni delle wild type. Conseguentemente, le dimensioni medie cellulari 

sono all’incirca dimezzate. Poichè, come descritto prima, la dimensione media 

dell’intero organo appare abbastanza invariata a questo stadio di sviluppo, questi 

dati sono indicativi di un forte aumento della proliferazione cellulare nei 

cotiledoni delle linee sovraesprimenti i fattori E2F. 
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Linea # N° medio di cellule 

in 100000 µm2 

Dimensione media 

cellulare (µm2) 

DcE2F 13 50,1 ± 0,7 1996,00 ± 27,9 

DcE2F 16 50,3 ± 3,0  1988,07 ± 118,6 

AtE2Fa 1 49,6 ± 2,2 2016,13 ± 89,4 

AtE2Fa 5 42,9 ± 2,3 2331,00 ± 125,0 

AtE2Fb 7 43,5 ± 1,2 2298,85 ± 63,4 

AtE2Fb 13 42,6 ± 1,3 2347,42 ± 71,6 

Col-0 24,5 ± 1,5 4081,63 ± 249,9 

 

Tabella 30. Numero medio di cellule epidermiche adassiali per unità di area e dimensione 

media delle cellule epidermiche nei cotiledoni delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e di 

piantine wild type allo stadio di sviluppo I (± SE=SD/√n).  

 

 

 

 
 

Figura 49. Numero medio di cellule epidermiche adassiali per unità di area nei cotiledoni 

delle linee transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, 

AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type allo stadio di sviluppo I. Le barre 

d’errore indicano l’errore standard (SE=SD/√n).  
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Per quanto riguarda lo stadio di sviluppo II (cotiledoni maturi, abbozzo seconda 

coppia di foglioline) l’analisi è stata effettuata su 50 cotiledoni delle piantine 

transgeniche sovraesprimenti il fattore DcE2F (28 cotiledoni della linea #13 e 22 

cotiledoni della linea #16), 14 cotiledoni delle piantine sovraesprimenti AtE2Fa 

(11 cotiledoni della linea #1 e 3 cotiledoni della linea #5), 15 cotiledoni delle 

piantine sovraesprimenti AtE2Fb (12 cotiledoni della linea #7 e 3 cotiledoni della 

linea #13) e 18 cotiledoni delle piantine wild type allo stesso stadio di sviluppo 

(Tab. 31; Fig. 50). Anche in questo caso, come nell’osservazione delle piantine al 

primo stadio di sviluppo, si è osservato che il numero di cellule epidermiche per  

unità di area nei cotiledoni delle linee transgeniche sovraesprimenti i fattori E2F è 

notevolmente maggiore (da 1,5 a 2 volte in più) rispetto a quanto rilevato nei 

cotiledoni wild type. Conseguentemente, anche nel secondo stadio di sviluppo le 

dimensioni medie delle cellule epidermiche, seppur notevolmente aumentate 

rispetto al primo stadio, rimangono fortemente inferiori nelle linee 

sovraesprimenti i fattori E2F.  

 

 

 

Linea # N° medio di cellule in 

100000 µm2 

Dimensione media 

cellulare (µm2) 

DcE2F 13 30,9 ± 1 3236,25 ± 104,7  

DcE2F 16 26,3 ± 0,8 3802,28 ± 115,7 

AtE2Fa 1 33,6 ± 1,2 2976,19 ± 106,3 

AtE2Fa 5 31,1 ± 1,7 3215,43 ± 175,8 

AtE2Fb 7 35,7 ± 1,1 2801,12 ± 86,3 

AtE2Fb 13 32,2 ± 3,3 3105,59 ± 318,3 

Col-0 18,2 ± 0,7 5494,51 ± 211,3 

 

Tabella 31. Numero medio di cellule epidermiche per unità di area e dimensione media 

delle cellule epidermiche nei cotiledoni delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle 

piantine wild type allo stadio di sviluppo II (± SE=SD/√n).  
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Figura 50. Numero medio di cellule epidermiche adassiali per unità di area nei cotiledoni 

delle linee transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, 

AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type allo stadio di sviluppo II. Le 

barre d’errore indicano l’errore standard (SE=SD/√n).  

 
 
Calcolando il numero medio totale di cellule presenti nell’epidermide adassiale 

dei cotiledoni ai due diversi stadi di sviluppo risulta, come descritto nella Tabella 

32 e nella Figura 51, che allo stadio I i cotiledoni delle linee sovraesprimenti i 

fattori E2F presentano forti aumenti del numero di cellule rispetto ai cotiledoni 

wild type, con variazioni che vanno da un minimo del 44% in più (DcE2F #16) 

fino al 125% (DcE2F #13), mentre allo stadio II gli aumenti sono ancora più 

marcati e vanno da un minimo del 77% in più (AtE2Fb #13) fino al 198% di 

aumento (AtE2Fa #5). Inoltre, è interessante notare che nel passaggio dallo stadio 

I a quello finale (stadio II) il numero medio totale di cellule epidermiche aumenta 

solo del 15% nei cotiledoni wild type, a conferma del fatto che durante la 

germinazione l’accrescimento cotiledonare è fortemente collegato alla distensione 

e non alla proliferazione cellulare. Tuttavia, nei cotiledoni delle linee transgeniche 

si rilevano aumenti molto maggiori del numero totale di cellule epidermiche 

adassiali, che arrivano a raddoppiare nel caso della linea AtE2Fa #5 (106%) ed 

indicano che la sovraespressione dei fattori E2F “attivatori” è in grado di indurre 

un incremento della proliferazione cellulare nei cotiledoni anche durante le fasi 

successive alla germinazione. 
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Linea # N° medio totale di 

cellule nello stadio I 

N° medio totale di 

cellule nello stadio II 

Incremento dallo 

stadioI allo stadioII 

DcE2F 13 1102,2 ± 100,2 1359,6 ± 61,8 23 % 

DcE2F 16 704,2 ± 100,6 1183,5 ± 52,6 68 % 

AtE2Fa 1 892,8 ± 99,2 1478,4 ± 168,0 66 % 

AtE2Fa 5 815,1 ± 85,8 1679,4 ± 93,3 106 % 

AtE2Fb 7 913,5 ± 43,5 1285,2 ± 32,7 41 % 

AtE2Fb 13 766,8 ± 42,6 998,2 ± 128,8 30 % 

Col-0 490,0 ± 24,5 564,2 ± 36,4 15 % 

 
Tabella 32. Numero medio totale di cellule epidermiche adassiali nei cotiledoni delle 

linee transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type ai due stadi di sviluppo (± SE=SD/√n).  

 

 

 
 
Figura 51. Numero medio totale di cellule dell’epidermide adassiale nei cotiledoni delle 

linee transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type ai due stadi di sviluppo. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (SE=SD/√n).  
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4.4.3. Misurazione dell’area delle cellule epidermiche nei cotiledoni 

delle piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed 

AtE2Fb 

 

Per confermare le precedenti stime delle dimensioni delle cellule epidermiche 

cotiledonari, che risultano notevolmente ridotte nelle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione E2F, sono state effettuate misurazioni 

dirette tramite microscopia a contrasto per interferenza differenziale (DIC) sui 

germogli allo stadio I, con cotiledoni in accrescimento e un abbozzo della prima 

coppia di foglioline.  

È stata misurata l’area di 1882 cellule epidermiche dei cotiledoni delle piantine 

transgeniche sovraesprimenti il fattore DcE2F (1223 cellule in 20 cotiledoni della 

linea #13 e 659 cellule in 12 cotiledoni della linea #16), 1549 cellule dei 

cotiledoni delle piantine sovraesprimenti AtE2Fa (809 cellule in 11 cotiledoni 

della linea #1 e 740 cellule in 9 cotiledoni della linea #5) e 1675 cellule dei 

cotiledoni delle piantine sovraesprimenti AtE2Fb (1148 cellule in 17 cotiledoni 

della linea #7 e 527 cellule in 6 cotiledoni della linea #13). Questi risultati sono 

stati comparati con quelli ottenuti dall’osservazione di 580 cellule in 15 cotiledoni 

delle piantine wild type allo stesso stadio di sviluppo.  

Come descritto nella Tabella 33 e nella Figura 52, i valori medi delle effettive 

misurazioni sono risultati lievemente superiori ai valori stimati precedentemente 

ma hanno pienamente confermato il fatto che l’area delle cellule epidermiche dei 

cotiledoni delle linee transgeniche è circa dimezzata rispetto a quella delle cellule 

epidermiche dei cotiledoni wild type. Questo contribuisce a confermare 

l’induzione di un aumento della proliferazione cellulare in tutte le linee 

transgeniche a dimostrazione che la sovraespressione di DcE2F in piantine di 

Arabidopsis thaliana è in grado di generare gli stessi effetti ottenuti dalla 

sovraespressione di AtE2Fa o AtE2Fb. 
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Linea # Area cellule epidermiche (µm2) 

DcE2F 13 2621 ± 119 

DcE2F 16 2238 ± 104 

AtE2Fa 1 2681 ± 227 

AtE2Fa 5 2831 ± 265 

AtE2Fb 7 2827 ± 133 

AtE2Fb 13 2753 ± 160 

Col-0 4894 ± 236 

 

Tabella 33. Area media misurata delle cellule epidermiche dei cotiledoni delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type (± SE=SD/√n).  

 

 

 

 
 

Figura 52. Area media misurata delle cellule epidermiche dei cotiledoni delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type. Le barre d’errore indicano l’errore 

standard (SE=SD/√n).  
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4.4.4. Osservazione mediante microscopio a contrasto per 

interferenza differenziale (DIC) dei meristemi radicali delle 

piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb. 

 

Per verificare se gli effetti sulla proliferazione cellulare fossero evidenti anche nel 

meristema radicale (RAM), il tessuto epidermico, corticale e della stele localizzati 

nei meristemi radicali delle piantine sovraesprimenti i fattori di trascrizione 

DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb sono stati analizzati mediante microscopio a contrasto 

per interferenza differenziale (DIC) a tre diverse stadi di sviluppo. In particolare è 

stata misurata la lunghezza delle cellule e la lunghezza del tessuto, stimando il 

numero di cellule presenti, ed è stata misurata l’area del RAM delle piantine 

transgeniche, comparando questi risultati con quelli osservati su piantine wild 

type (Col-0). Tutte le misurazioni sono state effettuate sulle cellule meristematiche 

dell’apice radicale dal centro quiescente fino al punto di transizione. 

 

4.4.4.1. Analisi del tessuto meristematico epidermico radicale 

Per quanto riguarda il tessuto meristematico epidermico (protoderma) nei 

meristemi radicali delle piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed 

AtE2Fb, la lunghezza delle cellule epidermiche nei RAM delle piantine è stata 

misurata a 5 (26 ≤ n ≤ 81), 10 (48 ≤ n ≤ 143) e 15 giorni d’età (25 ≤ n ≤ 150).  

I dati complessivi delle misurazioni delle lunghezze cellulari medie nel 

protoderma radicale nei tre diversi stadi di sviluppo mostrati in Figura 53 e 

riassunti in Figura 54 rivelano come vi siano sostanziali differenze tra le linee 

transgeniche e le piantine wild type nel tessuto epidermico a 5 giorni d’età, ma 

queste differenze vanno scomparendo con l’avanzare dello sviluppo. 
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Figura 53. Lunghezza media (µm) delle cellule epidermiche nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n). Gli asterischi indicano il risultato 

dell’ unpaired t test (* = 0.05 < p value < 0.02, ** = 0.02 < p value < 0.001, 

*** = p value < 0.001). 
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A 5 giorni d’età il test statistico t di student ha infatti mostrato differenze 

statisticamente altamente significative tra le linee transgeniche e le wild type, 

mentre a 10 giorni d’età solamente la linea DcE2F #13 mostra una differenza 

statisticamente significativa all’unpaired t test rispetto alle wild type. A 15 giorni 

d’età solamente la linea DcE2F #16 mostra una differenza leggermente 

statisticamente significativa all’ unpaired t test rispetto alle wild type. 

 

 

 

 
 
Figura 54. Lunghezza media (µm) delle cellule epidermiche nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

Anche per quanto riguarda la lunghezza del tessuto epidermico, sono stati 

osservati i RAM delle piantine a 5 (4 ≤ n ≤ 6), 10 (n = 5) e 15 giorni d’età (n = 5).  

Nel caso della lunghezza del tessuto epidermico le differenze fra le linee 

transgeniche e le wild type sono evidenti già nelle piantine a 5 giorni d’età ma, a 

differenza di quanto osservato per la lunghezza media delle cellule di questo 

tessuto, permangono in maniera più o meno marcata anche nelle fasi di sviluppo 

successive. I dati delle misurazioni nei tre diversi stadi di sviluppo sono 

rappresentati in Figura 55 e riassunti in Figura 56. 
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Figura 55. Lunghezza media (µm) del tessuto epidermico nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n). Gli asterischi indicano il risultato 

dell’ unpaired t test (* = 0.05 < p value < 0.02, ** = 0.02 < p value < 0.001, 

*** = p value < 0.001). 
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A 5 giorni d’età il test statistico t di student ha mostrato differenze statisticamente 

significative tra le linee DcE2F #13, AtE2Fa #5, AtE2Fb #7 e #13 e le wild type. 

A 10 giorni d’età tutte le linee transgeniche mostrano differenze statisticamente 

significative all’ unpaired t test rispetto alle wild type. A 15 giorni d’età il t test ha 

mostrato differenze significative tra le linee AtE2Fa #1 e #5, AtE2Fb #7 e #13 e le 

wild type. 

 
 
 

 
 
Figura 56. Lunghezza media (µm) del tessuto epidermico nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

In base ai dati ottenuti dalle misurazioni della lunghezza media del tessuto 

epidermico e dalla lunghezza media delle cellule epidermiche, è stato possibile 

stimare il numero di cellule epidermiche presenti nel meristema radicale, 

dividendo appunto la lunghezza media del tessuto per la lunghezza media delle 

cellule. I risultati complessivi del numero medio di cellule epidermiche nei tre 

stadi di sviluppo sono rappresentati in Figura 57 e riassunti in Figura 58, nella 

quale si nota che le differenze nel numero di cellule epidermiche meristematiche 

tra le linee transgeniche e le wild type sono marginali a 5 giorni di età ma 

risultano essere molto più marcate a 10 giorni, dopodichè queste differenze vanno 

diminuendo a 15 giorni di età. 
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Figura 57. Stima del numero medio di cellule epidermiche nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5. 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n).  
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Figura 58. Stima del numero medio di cellule epidermiche nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 
 
A 5 giorni d’età non sono state trovate grosse differenze fra il numero di cellule 

epidermiche nei meristemi delle piantine transgeniche e delle wild type, quindi 

l’aumento della lunghezza del tessuto epidermico a quest’età risulta essere 

collegato unicamente all’aumento della lunghezza delle cellule epidermiche. A 10 

giorni d’età invece vi sono differenze nel numero di cellule epidermiche fra i 

meristemi delle piantine transgeniche e delle wild type ma non vi sono differenze 

significative nella lunghezza delle cellule, quindi l’aumento della lunghezza del 

tessuto epidermico a quest’età può essere spiegata con l’aumento nel numero di 

cellule. Infine, a 15 giorni d’età le differenze fra il numero di cellule epidermiche 

nelle piantine transgeniche rispetto alle wild type sono meno forti, ma sufficienti a 

determinare un aumento nella lunghezza del tessuto epidermico in quanto la 

lunghezza media delle cellule rimane costante. 

 

 

4.4.4.2. Analisi del tessuto meristematico corticale radicale 

La lunghezza media delle cellule corticali è stata misurata osservando i RAM 

delle piantine a 5 (24 ≤ n ≤ 77), 10 (54 ≤ n ≤ 134) e 15 giorni d’età (101 ≤ n ≤ 

122). I dati delle misurazioni ai tre diversi stadi di sviluppo sono mostrati in 

Figura 59 ed i dati complessivi sono riassunti in Figura 60.  
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Figura 59. Lunghezza media (µm) delle cellule corticali nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n). Gli asterischi indicano il risultato 

dell’ unpaired t test (* = 0.05 < p value < 0.02). 
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A 5, 10 e 15 giorni d’età il test statistico t di student ha mostrato differenze 

statisticamente significative solamente tra la linea DcE2F #13 e le wild type, 

evidenziando quindi che non vi sono sostanziali differenze tra le linee 

transgeniche e le piantine wild type nel tessuto corticale nelle diverse fasi di 

sviluppo, ad eccezione per la linea DcE2F #13. 

 

 

 
 

Figura 60. Lunghezza media (µm) delle cellule corticali nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

Per quanto riguarda la lunghezza del tessuto corticale, sono stati osservati i RAM 

delle piantine a 5 (4 ≤ n ≤ 5), 10 (n = 5) e 15 giorni d’età (n = 5). I dati delle 

misurazioni ai tre diversi stadi di sviluppo sono mostrati in Figura 61 ed i dati 

complessivi sono riassunti in Figura 62. 

A 5 e 10 giorni d’età il test statistico t di student ha mostrato differenze 

statisticamente significative tra le linee transgeniche e le wild type, mentre a 15 

giorni d’età il t test ha mostrato differenze significative solo tra la linea AtE2Fb #7 

e le wild type. 
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Figura 61. Lunghezza media (µm) del tessuto corticale nei RAM delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle 

piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore indicano l’errore 

standard (± SE=SD/√n). Gli asterischi indicano il risultato dell’ unpaired t test 

(* = 0.05 < p value < 0.02, ** = 0.02 < p value < 0.001, *** = p value < 

0.001). 
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Nel caso della lunghezza del tessuto corticale quindi, a differenza di quanto 

osservato per il tessuto epidermico, le differenze fra le linee transgeniche e le wild 

type sono ben evidenti già nelle piantine a 5 giorni d’età e permangono, in 

maniera più o meno marcata, anche a 10 giorni d’età, mentre vanno 

successivamente scomparendo.  

 

 

 

 
 

Figura 62. Lunghezza media (µm) del tessuto corticale nei RAM delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle 

piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

In base ai dati ottenuti dalle misurazioni della lunghezza media del tessuto 

corticale e dalla lunghezza media delle cellule, è stato possibile anche in questo 

caso stimare il numero di cellule presenti nel meristema corticale radicale, 

dividendo appunto la lunghezza media del tessuto per la lunghezza media delle 

cellule. I risultati complessivi del numero medio di cellule corticali nei tre stadi di 

sviluppo sono mostrati in Figura 63 e riassunti in Figura 64. 
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Figura 63. Stima del numero medio di cellule corticali nei RAM delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle 

piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore indicano l’errore 

standard (± SE=SD/√n).  
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A 5 giorni d’età il numero di cellule corticali nei meristemi delle piantine 

transgeniche è aumentato rispetto alle wild type, a eccezion fatta della linea 

DcE2F #16 che presenta valori invariati. L’aumento della lunghezza del tessuto 

corticale rilevato può essere quindi principalmente collegato all’aumento del 

numero di cellule corticali in quanto non vi erano sostanziali differenze nella 

lunghezza cellulare. A 10 giorni d’età vi sono differenze, più o meno marcate, nel 

numero di cellule corticali fra i meristemi delle piantine transgeniche e le wild 

type, ma poichè non ve ne erano di significative nella lunghezza delle cellule, 

anche a questo stadio di sviluppo l’aumento della lunghezza del tessuto corticale 

può essere spiegata solamente con l’aumento del numero di cellule in questo 

tessuto. A 15 giorni d’età le differenze fra il numero di cellule corticali nelle 

piantine transgeniche rispetto alle wild type sono meno forti, e la lunghezza delle 

cellule rimane costante. Infatti anche la lunghezza del tessuto corticale in questo 

stadio di sviluppo non mostra differenze tra le linee transgeniche e le wild type. 

É evidente quindi che anche per il tessuto meristematico corticale, come visto per 

il tessuto epidermico, le differenze nel numero di cellule tra le linee transgeniche e 

le wild type vanno scomparendo con lo sviluppo. 

 

 

 
 
Figura 64. Stima del numero medio di cellule corticali nei RAM delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle 

piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  
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4.4.4.3. Analisi del tessuto meristematico della stele nei 

meristemi radicali 

Per quanto riguarda infine il tessuto della stele nei meristemi radicali delle 

piantine sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb, anche in questo 

caso è stata misurata mediante l’utilizzo del microscopio ottico a contrasto 

differenziale (DIC) la lunghezza delle cellule, la lunghezza dell’intero tessuto 

della stele nel meristema radicale e stimato il numero di cellule presenti in questo 

tessuto come rapporto tra le due lunghezze.  

È stata misurata la lunghezza media delle cellule corticali osservando i RAM delle 

piantine a 5 (34 ≤ n ≤ 79), 10 (51 ≤ n ≤ 133) e 15 giorni d’età (92 ≤ n ≤ 112).  

A 5 e 10 giorni d’età il test statistico t di student non ha mostrato differenze 

statisticamente significative tra le linee transgeniche e le wild type.  

Invece a 15 giorni d’età si è osservato un leggero aumento delle dimensioni 

cellulari nelle linee DcE2F #13 ed AtE2Fa #5 rispetto alle wild type, mostrando 

quindi che le cellule della stele assumono un comportamento diverso durante le 

diverse fasi di sviluppo rispetto a quello delle cellule epidermiche e corticali, 

poichè non vi sono differenze statisticamente significative nei primi stadi di 

sviluppo, ed iniziano a comparire, seppur lievi, solamente a 15 giorni d’età in 

alcune linee transgeniche, quando ormai il meristema radicale dovrebbe aver 

raggiunto le sue dimensioni definitive. 

I dati delle misurazioni ai tre diversi stadi di sviluppo sono mostrati in Figura 65 

ed i dati complessivi sono riassunti in Figura 66. 
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Figura 65. Lunghezza media (µm) delle cellule della stele nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n). Gli asterischi indicano il risultato 

dell’ unpaired t test (** = 0.02 < p value < 0.001). 
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Figura 66. Lunghezza media (µm) delle cellule della stele nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

Per quanto riguarda la lunghezza del tessuto della stele, è stato misurato anche in 

questo caso a partire dal centro quiescente fino al punto di transizione, dove inizia 

l’allungamento cellulare. Sono stati osservati i RAM delle piantine a 5 (4 ≤ n ≤ 5), 

10 (n = 5) e 15 giorni d’età (4 ≤ n ≤ 5).  

A 5 giorni d’età il test t di student ha mostrato differenze statisticamente 

significative tra le linee transgeniche e le wild type, a eccezione per la linea 

DcE2F #16.  

A 10 giorni d’età invece tutte le linee transgeniche mostrano differenze 

statisticamente significative all’ unpaired t test rispetto alle wild type. 

A 15 giorni d’età il t test non ha mostrato invece differenze significative tra le 

linee transgeniche e le wild type.  

Nel caso della lunghezza del tessuto della stele, come per quello epidermico e 

corticale, le differenze fra le linee transgeniche e le wild type sono ben evidenti 

già nelle piantine a 5 giorni d’età e permangono, in maniera più o meno marcata, 

anche a 10 giorni d’età, mentre a 15 giorni d’età vanno scomparendo. 

I dati delle misurazioni ai tre diversi stadi di sviluppo sono mostrati in Figura 67 

ed i dati complessivi sono riassunti in Figura 68. 
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Figura 67. Lunghezza media (µm) del tessuto della stele nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n). Gli asterischi indicano il risultato 

dell’ unpaired t test (* = 0.05 < p value < 0.02, ** = 0.02 < p value < 0.001, 

*** = p value < 0.001). 
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Figura 68. Lunghezza media (µm) del tessuto della stele nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

Si è proceduto come per il tessuto epidermico e corticale, per stimare il numero di 

cellule della stele presenti nel meristema radicale, dividendo la lunghezza media 

del tessuto per la lunghezza media delle cellule.  

Sia a 5 che a 10 giorni d’età il numero di cellule della stele nei meristemi delle 

piantine transgeniche è aumentato rispetto alle wild type e l’aumento della 

lunghezza del tessuto può essere spiegata da un aumentato numero di cellule in 

quanto non vi erano sostanziali differenze nella lunghezza cellulare. A 15 giorni 

d’età le differenze fra il numero di cellule corticali nelle piantine transgeniche 

rispetto alle wild type sono molto meno forti ed anche a questa età la lunghezza 

delle cellule è rimasta pressochè costante. Infatti anche la lunghezza del tessuto 

della stele in questo stadio di sviluppo non mostra differenze tra le linee 

transgeniche e le wild type. 

I risultati complessivi del numero medio di cellule corticali nei tre stadi di 

sviluppo sono mostrati in Figura 69 e riassunti in Figura 70, nella quale si può 

appunto notare che, come visto anche per i tessuti epidermico e corticale, le 

differenze nel numero di cellule della stele tra le linee transgeniche e le wild type 

vanno scomparendo con lo sviluppo. 
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Figura 69. Stima del numero medio di cellule della stele nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età. Le barre d’errore 

indicano l’errore standard (± SE=SD/√n).  
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Figura 70. Stima del numero medio di cellule della stele nei RAM delle linee 

transgeniche sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, 

AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 giorni d’età.  

 

 

 

4.4.4.4. Analisi delle dimensioni dei meristemi radicali 

Per completare l’analisi sui meristemi radicali delle piantine sovraesprimenti 

DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb si è proceduto alla misurazione dell’intero meristema 

radicale. Sono stati osservati i RAM delle piantine a 5 (4 ≤ n ≤ 5), 10 (n = 5) e 15 

giorni d’età (n = 5).  

A 5 giorni d’età il test statistico t di student ha mostrato differenze statisticamente 

significative tra le piantine wild type e quasi tutte le linee transgeniche, a 

eccezione della linea DcE2F #16. Anche a 10 giorni d’età il t test statistico ha 

mostrato differenze statisticamente significative, a eccezione stavolta della linea 

DcE2F #13. Infine a 15 giorni d’età il t test ha mostrato differenze statisticamente 

significative solo tra le wild type e le linee transgeniche AtE2Fa #1 e #5, AtE2Fb 

#7 e #13. 

Si può quindi notare come, globalmente, vi sono differenze statisticamente 

significative tra l’area dei meristemi radicali delle piantine transgeniche rispetto 

alle wild type nelle diverse fasi di sviluppo. I risultati complessivi dell’area media 

dei meristemi radicali nei tre stadi di sviluppo sono rappresentati in Figura 71 e 

riassunti in Figura 72. 
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Figura 71. Area media (µm2) dei RAM delle linee transgeniche sovraesprimenti i fattori 

di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 

giorni d’età. Le barre d’errore indicano l’errore standard (± SE=SD/√n). Gli 

asterischi indicano il risultato dell’ unpaired t test (* = 0.05 < p value < 0.02, 

** = 0.02 < p value < 0.001, *** = p value < 0.001). 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

141 

 
 

Figura 72. Area media dei RAM delle linee transgeniche sovraesprimenti i fattori di 

trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type a 5, 10 e 15 

giorni d’età.  

 

 

 

4.4.5. Misurazione delle radici primarie delle piantine 

sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb 

 

Poichè un aumento della proliferazione cellulare potrebbe essere collegato ad un 

aumento nella velocità di crescita o nella dimensione di alcuni organi, è stata 

effettuata una misurazione della lunghezza delle radici primarie delle piantine 

sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb a 3, 8, 13 e 18 giorni dopo la 

germinazione (days after germination, DAG), per verificare se vi fossero 

differenze tra le linee sovreasprimenti i fattori E2F e piantine wild type 

(Columbia-0) della stessa età. 

Tutte le misurazioni effettuate nei 4 diversi stadi di sviluppo hanno mostrato radici 

primarie più lunghe nelle linee trasformanti rispetto alle wild type, con differenze 

altamente statisticamente significative al test statistico unpaired t di student (con p 

value <0,001), ma la velocità di crescita sembra costante. I risultati complessivi 

sono rappresentati nella Figura 73. 
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Figura 73. Lunghezza media (mm) delle radici primarie delle linee transgeniche 

sovraesprimenti i fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle 

piantine wild type, a 3, 8, 13 e 18 giorni dopo la germinazione (DAG).  

 

 

 

4.4.6. Studio sulla germinabilità dei semi delle piantine 

sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb. 

 

La velocità di accrescimento delle radici non sembra essere molto diversa nelle 

linee transgeniche ma la lunghezza media delle radici primarie risulta essere 

significativamente maggiore nelle linee transgeniche rispetto alle piantine wild 

type. Questo risultato potrebbe dipendere da un aumento nella velocità di crescita 

durante i primi stadi di sviluppo dopo la germinazione o da un’anticipata 

germinazione di questi semi. Per verificare quale di queste ipotesi possa essere 

reale, è stato effettuato uno studio sulla germinabilità di semi delle piantine 

sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa ed AtE2Fb, cresciuti, raccolti e 

conservati tutti insieme e nelle stesse condizioni. 

Da un’osservazione preliminare è emerso che i semi delle linee transgeniche 

germinano effettivamente in anticipo rispetto ai semi wild type, ad eccezion fatta 

per la linea AtE2Fa #1, che ha presentato invece valori simili (Fig. 74). Uno 

studio più approfondito e su diversi batch di semi sarà tuttavia necessario per 
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confermare questa osservazione, che spiegherebbe in effetti come mai le radici 

primarie delle linee transgeniche sono più lunghe ma crescono alla stessa velocità 

delle radici primarie delle piantine wild type. 

 

 

 

 
 

Figura 74. Tasso di germinabilità dei semi delle linee transgeniche sovraesprimenti i 

fattori di trascrizione DcE2F, AtE2Fa, AtE2Fb e delle piantine wild type. Il 

tempo è riferito come tempo di incubazione a 22 °C subito dopo la 

stratificazione. 
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5. Discussione 
 

I fattori di trascrizione E2F sono importanti regolatori di geni coinvolti nella sintesi 

del DNA e nella progressione del ciclo cellulare sia negli animali che nelle piante. 

Questo studio si è focalizzato sulla caratterizzazione funzionale del fattore di 

trascrizione DcE2F di Daucus carota e la definizione del suo proposto 

coinvolgimento nel controllo delle proliferazione cellulare. Questo fattore di 

trascrizione è stato uno dei primi fattori E2F vegetali descritti in letteratura ed è 

stato il primo per il quale è stata dimostrata una capacità transattivante (Albani et 

al. 2000). La descrizione di DcE2F ha infatti preceduto l’identificazione dei fattori 

E2F presenti nella pianta modello Arabidopsis thaliana (Mariconti et al. 2002, 

Kosugi and Ohashi 2002a, 2002b) che hanno portato alla scoperta di fattori E2F 

cosiddetti “atipici”, per i quali sono previste funzioni repressive, strutturalmente 

distinti dagli E2F “tipici”, simili a DcE2F ed a tutti gli altri E2F animali e vegetali 

conosciuti sino ad allora, per i quali sono state proposte funzioni sia di attivazione 

che di repressione genica. É stato visto infatti che gli E2F, sia animali che vegetali, 

possono svolgere dei compiti anche opposti a quelli previsti. I siti di regolazione 

E2F possono essere coinvolti sia nell’attivazione che nella repressione della 

trascrizione genica. La repressione, nel caso degli E2F “tipici” di Arabidopsis 

thaliana, è proposta per AtE2Fc (del Pozo et al., 2002, 2006), che gioca un ruolo 

negativo nel controllo della proliferazione cellulare, mentre AtE2Fa e AtE2Fb sono 

considerati essere attivatori trascrizionali e sono stati dimostrati essere in grado di 

promuovere la proliferazione cellulare (Rossignol et al., 2002; Magyar et al., 

2005). Per AtE2Fa è stato proposto anche un ruolo nella promozione 

dell’endoreduplicazione (De Veylder et al., 2002), che non sembra essere valido 

per AtE2Fb nei confronti del quale è stato proposto un possibile controllo 

trascrizionale da parte di AtE2Fa (Sozzani et al., 2006). 

Questo studio ha confermato le possibili funzioni di promozione della 

proliferazione cellulare da parte del fattore DcE2F, già ipotizzate in base alle 

informazioni precedentemente acquisite (Albani et al., 2000) che, in virtù delle 

forti capacità transattivanti, lo accumunavano agli E2F “tipici” ed “attivatori” di 

Arabidopsis thaliana, AtE2Fa e AtE2Fb. 
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Il ruolo di DcE2F nella promozione della proliferazione cellulare, anche se era in 

effetti prevedibile, andava comunque confermato. Inoltre, i risultati ottenuti in 

questo studio hanno messo in evidenza un sorprendente effetto di DcE2F sulla 

proliferazione cellulare già durante lo sviluppo embrionale, evidenziato anche nelle 

nostre linee sovraesprimenti AtE2Fa o AtE2Fb, che non era stato osservato in 

precedenza in studi analoghi sugli E2F attivatori di Arabidopsis. Infatti la presenza 

di alterazioni nel numero dei cotiledoni (mono-, tri- e quadricotiledonia) e nel 

numero di apici meristematici (SAM doppi e multipli) sono chiare indicazioni di un 

effetto sulla proliferazione cellulare anche a livello embrionale. In uno studio 

precedente (De Veylder et al., 2002), la sovraespressione costitutiva del fattore 

AtE2Fa insieme al partner AtDPa ha determinato effetti molto marcati sulla 

proliferazione cellulare, associati ad una forte perturbazione dei meccanismi di 

controllo dello sviluppo che hanno portato ad un blocco dell’accrescimento, mentre 

la sovraespressione del solo AtE2F ha causato effetti molto meno marcati, anche se 

ha comunque incrementato la proliferazione cellulare portando allo sviluppo di 

cotiledoni di maggiori dimensioni e con un forte aumento del numero di cellule. 

Nel nostro studio, fenotipi particolarmente rimarchevoli sono stati riscontrati anche 

sovraesprimendo i soli fattori E2F. Infatti. la sovraespressione individuale di 

DcE2F è stata in grado di generare germogli con alterazioni nel numero dei 

cotiledoni e si è verificato anche il caso di un germoglio con doppio apice 

meristematico (doppio SAM). Anche la sovraespressione individuale degli E2F 

attivatori di Arabidopsis a generato fenotipi consistenti. Sovraesprimendo AtE2Fa 

sono state ottenute alterazioni nel numero dei tricotiledoni ma anche numerosi 

germogli con apici meristematici multipli (SAM multipli), mentre sovraesprimendo 

AtE2Fb sono state riscontrate piantine con alterazioni nel numero dei cotiledoni. 

Nel complesso, l’incidenza dei fenotipi sembra suggerire un effetto più marcato 

sulla proliferazione cellulare da parte di AtE2Fa e DcE2F ed un effetto minore da 

parte di AtE2Fb. In considerazione della presenza di questi fenotipi significativi 

anche senza la sovraespressione di fattori DP, il nostro studio si è incentrato su 

queste linee, sovraesprimenti solo i fattori E2F, che sono state ulteriormente 

analizzate a livello molecolare e fenotipico.  

Tuttavia, come evidenziato precedentemente, la sovraespressione congiunta di 
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AtE2Fa ed AtDPa è in grado di determinare una forte perturbazione dello sviluppo. 

Ciò indica che la sovraespressione di AtDPa è in grado di potenziare marcatamente 

gli effetti della sovraespressione di AtE2Fa e che, quindi, i livelli endogeni di 

espressione dei partner DP potrebbero essere parzialmente limitanti per una 

completa azione degli E2F attivatori. Inoltre, studi contemplanti la 

sovraespressione di AtDPb non sono stati riportati e non era ancora chiaro se anche 

AtDPb, oltre ad AtDPa, può potenziare l’attività degli E2F attivatori. Per tali 

motivi, si è proceduto alla trasformazione di piante di Arabidopsis con costrutti in 

grado di permettere la sovraespressione dei fattori E2F attivatori, DcE2F, AtE2Fa o 

AtE2Fb, sia congiuntamente alla sovraespressione di AtDPa che insieme ad AtDPb. 

Nel caso di DcE2F, la sua co-espressione insieme ai DP di Arabidopsis thaliana ha 

determinato fenotipi abbastanza simili a quelli ottenuti con la sola sovraespressione 

di DcE2F. Tuttavia, è da notare che per due delle linee sovraesprimenti DcE2F 

insieme ad AtDPa sono stati rilevati casi di marcato ritardo nella fioritura. 

Comunque, allo stato attuale delle conoscenze, non è chiaro quale sia l’effettiva 

rilevanza di questo fenotipo e se possa essere eventualmente riconducibile ad un 

potenziamento di alcuni dei possibili effetti causati dalla sovraespressione del 

fattore E2F di carota. 

Per quanto riguarda la sovraespressione di AtE2Fa insieme con AtDPa l’efficienza 

di trasformazione si è rivelata molto bassa e sono state ottenuto solo tre putative 

linee transgeniche mentre nel caso della sovraespressione di AtE2Fb insieme con 

AtDPa si è avuta una discreta efficienza di trasformazione. In entrambi i casi, 

tuttavia, non sono stati osservati fenotipi particolari. In accordo con i dati 

pubblicati sulle linee sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPa (De Veylder et al., 2002), è 

plausibile ipotizzare che la sovraespressione congiunta di AtDPa insieme agli 

AtE2F “attivatori” possa causare stravolgimenti nello sviluppo della pianta tali da 

determinare una controselezione in queste linee. A questo riguardo, é da notare che 

le linee sovraesprimenti AtE2Fa insieme ad AtDPa descritte da De Veylder et al. 

(2002) non sono state ottenute tramite trasformazione diretta, come nel nostro caso, 

ma sono state generate incrociando una linea omozigote sovraesprimente solo 

AtE2Fa ed una linea emizigote sovreasprimente AtDPa. In tal modo non è stato 

necessario procedere a nessuna selezione ed è stato possibile ottenere facilmente un 
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numero elevato di germogli che hanno mostrato serie difficoltà nello sviluppo. 

La sovraespressione congiunta di AtE2Fa o AtE2Fb insieme con AtDPb non era 

stata riportata in letteratura ed i risultati ottenuti con questo studio hanno 

dimostrato che anche AtDPb è in grado di potenziare gli effetti sulla proliferazione 

cellulare, mostrando alterazioni nel numero dei cotiledoni in entrambi i casi ed 

alterazioni nel numero degli apici meristematici soltanto nelle linee 

sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPb.  

L’incidenza del fenotipo cotiledonare è molto alta nelle linee sovraesprimenti 

AtE2Fa-DPb (circa 40%) e nelle linee sovraesprimenti DcE2F, sia con che senza 

gli AtDP (32-35%), mentre è più bassa nelle sovraesprimenti AtE2Fa e AtE2Fb da 

soli e AtE2Fb-AtDPb (circa 20% e 27-29% rispettivamente) ed è completamente 

assente nelle linee AtE2Fa-AtDPa ed AtE2Fb-AtDPa. L’incidenza del fenotipo 

SAM doppi o multipli è anche stavolta più alta nelle linee sovraesprimenti AtE2Fa-

DPb (circa 47%), più bassa nelle linee sovraesprimenti AtE2Fa da solo (circa 

20%), ma molto più bassa nelle linee sovraesprimenti DcE2F da solo e DcE2F-

AtDPb (3-4%). Questo fenotipo è invece completamente assente nelle linee 

sovraesprimenti DcE2F-AtDPa (che hanno comunque presentato casi di fioritura 

tardiva) e nelle linee AtE2Fa-AtDPa ed AtE2Fb-AtDPa. In generale possiamo 

quindi dire che tutti questi E2F hanno effetti sulla proliferazione cellulare a livello 

embrionale già da soli, che questi effetti sono simili sovraesprimendo DcE2F con i 

DP di Arabidopsis thaliana, mentre sono potenziati dalla sovraespressione 

congiunta di AtE2Fa o AtE2Fb con AtDPb e, come riportato in letteratura, con 

AtDPa, anche se in questo caso il potenziamento sembrerebbe essere talmente forte 

da determinare una perturbazione nello sviluppo della pianta e quindi 

controselezione delle linee maggiormente perturbate. Gli effetti sulla proliferazione 

cellulare a livello embrionale sembrerebbero comunque più marcati nel caso della 

sovraespressione di AtE2Fa, che presenta la più alta incidenza di germogli con 

apici meristematici multipli, e molto meno marcati per AtE2Fb, che non presenta in 

nessun caso, sia da solo che con gli AtDP alterazioni nel numero degli apici 

meristematici. DcE2F da questo punto di vista sembrerebbe trovarsi in una 

situazione intermedia, poichè possiede un’incidenza delle alterazioni nel numero 

degli apici meristematici molto più bassa rispetto alle sovraesprimenti AtE2Fa, ma 
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non è completamente assente come nel caso delle sovraesprimenti AtE2Fb. 

Le evidenze di un’aumentata proliferazione cellulare non sono state limitate 

solamente a livello embrionale nelle linee sovraesprimenti i fattori DcE2F, AtE2Fa 

o AtE2Fb, ma sono state riscontrate anche post-germinazione, da quanto emerso 

dall’osservazione delle cellule epidermiche adaxiali dei cotiledoni delle linee 

transgeniche a due diversi stadi di sviluppo. La prima osservazione è stata 

effettuata ad uno stadio precoce di sviluppo del germoglio (circa 7 giorni dopo la 

germinazione) nel quale è presente un abbozzo della prima coppia di foglioline. La 

seconda osservazione è stata effettuata invece ad uno stadio di sviluppo più 

avanzato (circa 14-16 giorni dalla germinazione), nel quale i cotiledoni stanno 

raggiungendo la maturità e la seconda coppia di foglioline è già ben sviluppata. Già 

allo stadio I, nonostante la mancanza di variazioni significative nella dimensione 

dei cotiledoni, è evidente un’aumentata proliferazione cellulare nelle linee 

transgeniche rispetto ai germogli wild type, con circa il doppio di cellule 

epidermiche che risultano all’incirca dimezzate rispetto al controllo. L’aumento del 

numero di cellule epidermiche nelle nostre linee transgeniche allo stadio I potrebbe 

essere dovuto ad un aumento della proliferazione cellulare dopo la germinazione 

ma anche alla presenza di un maggior numero di cellule già a livello embrionale. 

Tuttavia, l’osservazione dei cotiledoni allo stadio II ha mostrato un ulteriore 

incremento del numero di cellule epidermiche unito ad un notevole aumento delle 

dimensioni cotiledonari collegato ad un aumento fisiologico delle dimensioni 

cellulari. In misura inferiore, anche i cotiledoni dei germogli wild type mostrano un 

incremento del numero di cellule epidermiche nel passaggio dallo stadio I allo 

stadio II (circa del 15%), indicativo di una moderata proliferazione cellulare post-

germinativa. Tuttavia, nelle linee transgeniche questi incrementi sono decisamente 

più elevati, con percentuali del 23% e 68% nelle linee DcE2F (#13 e 16 

rispettivamente), del 30% e 40% nelle linee AtE2Fb (#7 e 13), fino addirittura al 

66% e 106% nelle AtE2Fa (#1 e 5). Ne consegue che la sovraespressione degli E2F 

attivatori è chiaramente in grado di aumentare l’attività proliferativa cellulare 

durante lo sviluppo post-germinativo dei cotiledoni. Questo trova conferma nei 

precedenti lavori che hanno descritto gli effetti della sovraespressione di AtE2Fa 

(De Veylder et al., 2002) o AtE2Fb (Sozzani et al., 2006) ed hanno riportato un 
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aumento del numero di cellule epidermiche adaxiali cotiledonari, dimensioni totali 

dei cotiledoni leggermente aumentate, e dimensioni cellulari pressochè dimezzate. 

Questi risultati indicano quindi che la sovraespressione di DcE2F in piante di 

Arabidopsis thaliana è capace di generare effetti simili a quelli ottenuti dalla 

sovraespressione di AtE2Fa o AtE2Fb. Tuttavia, come mostrato dall’incidenza dei 

fenotipi dei germogli, anche nel caso dell’analisi dei cotiledoni AtE2Fa sembra 

mostrare effetti più marcati rispetto ad AtE2Fb e DcE2F sembra  avere effetti 

intermedi. 

L’osservazione delle cellule epidermiche adaxiali dei cotiledoni ha mostrato anche 

un altro aspetto interessante. Nello stadio di sviluppo II si è riscontrata una 

differente capacità di compensazione per le linee sovraesprimenti DcE2F o AtE2Fa 

rispetto alle linee sovraesprimenti AtE2Fb. Nelle linee AtE2Fb la compensazione 

sembra essere ottima in quanto è stato osservato un numero di cellule epidermiche 

raddoppiato rispetto ai germogli wild type ma l’area delle cellule è praticamente 

dimezzata e le dimensioni dei cotiledoni sono effettivamente invariate nella linea 

AtE2Fb #13 e solo leggermente aumentate nella linea AtE2Fb #7. Nelle linee 

sovraesprimenti AtE2Fa invece la compensazione non è stata così ottimale, poichè 

dimensioni cellulari sono anche in questo caso praticamente dimezzate ma il 

numero di cellule epidermiche è all’incirca triplicato rispetto al controllo ed i 

cotiledoni risultano quindi più grandi, soprattutto nella linea AtE2Fa #5 in cui le 

dimensioni cotiledonari sono aumentate del 74%. La compensazione non è stata 

quindi perfetta perchè all’aumentare del numero di cellule epidermiche non è 

corrisposta un’adeguata riduzione delle dimensioni cellulari (anche se comunque 

c’è stato un dimezzamento). Per quanto riguarda invece DcE2F, in questo caso il 

numero di cellule epidermiche risulta più che raddoppiato, le dimensioni cellulari 

sono all’incirca dimezzate e le dimensioni dei cotiledoni sono aumentate rispetto al 

controllo, anche se meno rispetto alle linee AtE2Fa, evidenziando anche in questo 

caso la mancanza di una compensazione perfetta. Per quanto riguarda le linee 

sovraesprimenti AtE2Fa, che sono quelle con maggiore proliferazione cellulare, la 

parziale compensazione potrebbe derivare dal superamento di una soglia del 

numero di cellule, che non sarebbero quindi in grado di diminuire ulteriormente le 

loro dimensioni. Tuttavia, questo non può sicuramente valere nel caso delle linee 
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DcE2F in quanto la linea DcE2F #16 possiede un numero di cellule epidermiche 

inferiore rispetto alla linea AtE2Fb #7 eppure presenta una compensazione 

peggiore rispetto a quest’ultima. Inoltre, un ulteriore studio sulle linee 

sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPa ottenute dal gruppo di De Veylder (Boudolf et al. 

2004) ha riportato riduzioni delle dimensioni delle cellule epidermiche cotiledonari 

molto più marcate (quasi nove volte minori del wild type) di quanto osservato nelle 

linee sovraesprimenti unicamente il fattore AtE2Fa. In effetti, a conferma dei 

drastici effetti sullo sviluppo, in tali linee i cotiledoni presentano addirittura 

dimensioni ridotte rispetto al wild type nonostante un aumento di quasi sei volte 

del numero di cellule epidermiche. Ci dev’essere quindi qualche altro meccanismo 

che interviene nella regolazione della compensazione, e quindi delle dimensioni 

cellulari rispetto al numero di cellule presenti nei cotiledoni delle linee 

sovraesprimenti i fattori E2F. La perfetta compensazione osservata nella linea 

AtE2Fb #13 suggerisce che AtE2Fb potrebbe essere coinvolto nella regolazione di 

questi meccanismi, quindi regolare anche l’espansione cellulare, oppure 

l’endoreduplicazione potrebbe giocare un ruolo chiave in tutto questo. Gli studi 

precedenti infatti hanno rivelato che AtE2Fb non sembra essere in grado di 

promuovere l’endoreduplicazione, ma anzi la riduce (Sozzani et al. 2006), mentre 

la sovraespressione di AtE2Fa insieme ad AtDPa è in grado di farlo in quanto sono 

stati osservati livelli di ploidia più elevati rispetto al controllo (sono state rilevate 

addirittura cellule con un contenuto di DNA pari a 64C) e nuclei più grandi nei 

tricomi e nelle radici (De Veylder et al., 2002; Boudolf et al. 2004). L’effetto di 

AtE2Fa sull’endoreduplicazione, anche se minore rispetto a quello sulla 

proliferazione cellulare, potrebbe in effetti andare a contrastare la compensazione 

nelle nostre linee sovraesprimenti AtE2Fa. Tuttavia, è sorprendente che i germogli 

AtE2Fa-AtDPa descritti da Boudolf et al. (2004) presentano cotiledoni di 

dimensioni ridotte nonostante queste piantine siano caratterizzate da un aumento 

della ploidia. Inoltre, l’analisi della ploidia nei cotiledoni di piantine 

sovraesprimenti il solo fattore AtE2Fa non ha mostrato una promozione 

dell’endoreduplicazione, ma anzi ha rivelato una riduzione della ploidia anche se 

questa riduzione appare meno marcata nella linea con maggiore sovraespressione 

(De Veylder et al., 2002). Per quanto riguarda la compensazione nei cotiledoni, le 



Lara Perrotta 
Studi funzionali del fattore di trascrizione DcE2F di Daucus carota tramite sovraespressione in piantine transgeniche di 

Arabidopsis thaliana 
Tesi di Dottorato in Scienze Biomolecolari e Biotecnologiche 

Università degli Studi di Sassari  

151 

linee DcE2F non riescono a compensare perfettamente, come avviene per le linee 

AtE2Fb. Ciò fa pensare che DcE2F possa essere più simile ad AtE2Fa che non ad 

AtE2Fb e, possibilmente, possa avere anche un ruolo nella promozione 

dell’endoreduplicazione oltre che promuovere la proliferazione cellulare. Varrebbe 

quindi la pena analizzare i livelli di ploidia dei cotiledoni di queste linee, per 

indagare appunto sul fatto se vi siano o meno differenze nella diminuzione 

dell’endoreduplicazione nelle linee sovraesprimenti AtE2Fb rispetto a quelle 

sovraesprimenti AtE2Fa e DcE2F. Purtroppo non è stato ancora possibile effettuare 

questa analisi poichè la strumentazione disponibile presso l’Università di Sassari 

non permette la misurazione della ploidia di nuclei con basso contenuto di DNA 

come quelli di Arabidopsis thaliana. Tuttavia, a parte il possibile contributo del 

controllo dell’endoreduplicazione, come suggerito prima, le differenze riguardo 

alla capacità di compensazione potrebbero anche indicare un ruolo di AtE2Fb nella 

regolazione della distensione cellulare. Da questo punto di vista, è interessante 

notare che analisi Microarray su linee sovraesprimenti AtE2Fa-AtDPa in maniera 

inducibile hanno rivelato aumenti nell’espressione di geni coinvolti nel 

metabolismo della parete cellulare (de Jager et al., 2009). Sarà quindi importante 

verificare in analisi future se vi sia un’espressione differenziale di questi geni tra le 

linee sovraesprimenti gli E2F attivatori oggetto di questa tesi. 

Un altro aspetto che rimane da chiarire è l’influenza del controllo della 

proliferazione cellulare nello sviluppo delle radici. In diversi studi su fattori 

coinvolti nella regolazione del destino delle cellule dei meristemi radicali in 

Arabidopsis thaliana, come SCARECROW (SCR) (Sabatini et al., 2003), i 

complessi APC/CCCS52A (Vanstraelen et al., 2009), o anche gli effetti del trattamento 

con gibberelline (Ubeda-Tomàs et al., 2009), hanno rivelato che le linee con un 

maggior numero di cellule meristematiche presentano anche radici primarie più 

lunghe, e viceversa mutanti con un minor numero di cellule meristematiche 

possiedono radici più corte. In precedenti esperimenti di sovraespressione del 

fattore AtE2Fb sono state invece osservate cellule meno allungate nelle radici delle 

piantine transgeniche rispetto alle wild type (Sozzani et al., 2006), che 

suggeriscono un effetto compensatorio in risposta ad un aumento della 

proliferazione cellulare nella pianta, anche se analisi delle dimensioni del 
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meristema radicale e/o del numero di cellule totale nella radice non erano state 

effettuate. Nel nostro studio è stato confermato un effetto di promozione della 

proliferazione cellulare nei meristemi radicali da parte sia di DcE2F che degli E2F 

attivatori di Arabidopsis. Tuttavia, questo effetto appare essere molto marcato nelle 

prime fasi di sviluppo del meristema radicale (probabilmente perchè queste radici 

possiedono un numero più elevato di cellule già a livello embrionale), ma va 

scomparendo man mano che lo sviluppo del RAM prosegue, tanto che il meristema 

radicale nelle piante sovraesprimenti i fattori E2F attivatori raggiunge le stesse 

dimensioni finali del RAM delle piante wild type. In base a questi dati, 

sembrerebbe quindi che meccanismi di regolazione (probabilmente 

prevalentemente ormonali) vadano a sovrapporsi agli effetti sulla promozione della 

proliferazione cellulare da parte degli E2F annullandoli. Inoltre, le radici delle 

nostre linee trasformanti risultano effettivamente più lunghe rispetto alle radici 

wild type ma non sembrerebbero crescere più velocemente delle wild type, il che fa 

pensare che siano semplicemente partite in anticipo, con un numero di cellule 

maggiore rispetto alle wild type già a livello embrionale e nei primissimi stadi di 

sviluppo del germoglio. Lo studio sulla germinabilità ha infatti evidenziato anche 

un’anticipazione nei tempi di germinazione dei semi trasformanti rispetto a quelli 

wild type della stessa età, che supporta l’osservazione di radici primarie più lunghe. 

Gli effetti più marcati in questa anticipazione della germinazione si vedono anche 

stavolta in una linea AtE2Fa (la linea #5), i meno marcati nelle linee 

sovraesprimenti AtE2Fb, e DcE2F si trova in una situazione intermedia fra AtE2Fa 

ed AtE2Fb, confermando quanto visto sia per l’incidenza dei fenotipi riscontrati nei 

germogli (alterazioni nel numero dei cotiledoni e nel numero degli apici 

meristematici) sia per le differenze nella capacità di compensazione dei cotiledoni.  

In conclusione, con questo studio è stato possibile dimostrare che DcE2F, come gli 

E2F attivatori di Arabidopsis thaliana, AtE2Fa ed AtE2Fb, è in grado di 

promuovere la proliferazione cellulare. In particolare, a differenza di quanto 

descritto in altri studi, si è riscontrato che gli effetti della sovraespressione di tutti 

questi tre fattori E2F vegetali si manifestano principalmente a livello embrionale e 

nelle prime fasi di sviluppo dei germogli, quindi su cellule e tessuti che si trovano 

in un contesto non ancora condizionato dall’influenza esercitata sullo sviluppo da 
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parte delle strutture adulte della pianta. Infatti, a parte il marcato ritardo nella 

fioritura che è stato riscontrato in due piantine di linee sovraesprimenti AtE2Fa con 

AtDPa, la cui rilevanza non è ancora chiara, non sono state notate particolari 

modificazioni nella velocità di accrescimento delle linee sovraesprimenti i fattori 

E2F oggetto di questo studio e lo sviluppo di radici più allungate sembra piuttosto 

derivare da un accelerazione della germinazione e delle prime fasi di sviluppo delle 

radici. Sembrerebbe quindi che meccanismi di controllo dell’attività proliferativa 

dei meristemi apicali, dipendenti da appropriati bilanci ormonali e dal controllo 

dell’attivita e del turnover di vari regolatori del ciclo cellulare, siano in grado di 

contrastare gli effetti degli E2F attivatori notati a livello embrionale ed all’inizio 

dell’accrescimento. A questo proposito, sia in cellule animali che in cellule 

vegetali, è stato evidenziata una regolazione post-trascrizionale di molti 

componenti dell’apparato di controllo del ciclo cellulare, inclusi anche i fattori E2F 

vegetali che sono stati riportati essere soggetti a degradazione proteosoma-

dipendente (Del Pozo et al. 2002; Hirano et al. 2011). Ulteriori sviluppi di questo 

progetto saranno rivolti all’indagine del probabile controllo post-trascrizionale 

degli E2F vegetali per chiarire i risultati ottenuti nelle nostre linee transgeniche. 
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