
FORMAZIONE DEL PATTERN ASSIALE





Mutanti MONOPTEROS (MP)

•La mutazione produce piantine che mancano di ipocotile e radice ma che hanno la
regione apicale 

•Tuttavia la struttura delle regioni apicali non è normale e  i tessuti dei cotiledoni
sono disorganizzati

•Embrioni da mutanti mp non formano il procambio nella parte basale dell’embrione
globulare, la regione che dà luogo all’ipocotile e alla radice

•MP importante per la formazione del tessuto vascolare nello sviluppo post-embrionale



Regolazione dell’espressione genica da parte dell’auxina

Geni di risposta primaria (geni precoci):

l’espressione è indotta dalla attivazione di fattori di trascrizione già presenti 
(non è necessaria sintesi proteica)
(oppure dalla inattivazione di inibitori della trascrizione  preesistenti)

Tali geni codificano per FATTORI DI TRASCRIZIONE i quali determinano 
l’espressione dei

Geni di risposta secondaria (geni tardivi)

(Per l’espressione di tali geni e quindi per la risposta è
necessaria nuova sintesi proteica)



5 classi principali di geni precoci la cui
trascrizione è indotta da IAA

1. Proteine AUX/IAA

2. Proteine SAUR
3. Proteine GH3

4. Glutatione S-trasferasi
5. ACC sintasi





Le proteine AUX/IAA

auxin response factors: ARF
auxin responsive elements: TGTCTC 



Regolazione dell’ espressione genica da parte dell’auxina



IAA signaling: regolato dalla via del
proteosoma /ubiquitina



Via del proteosoma/
ubiquitina

E1 enzima attivante l’ubiquirtina
E2 enzima coniugante l’ubiquitina
E3 enzima legante l’ubiquitina





IAA: induce la trascrizione dei geni precoci 
promuovendo la degradazione di repressori 
AUX/IAA mediata dal PROTEOSOMA

consentendo la formazione di dimeri ARF attivi

Feedback negativo: tra i geni precoci indotti 
da IAA  ci sono le proteine AUX/IAA



TIR1: proteina F-box (F-box N-terminale/LRR C terminale)

E3: 4 subunità =  Cullin1/Cdc53
Skp/ASK1
Rbx1/ROC1/Hrt1
F-box

Mutante TIR-1







Funzione del gene MONOPTEROS

il meristema radicale in Arabidopsis origina da una singola cellula: l’ipofisi

L’ipofisi si differenzia a partire da una cellula extraembrionale e ciò richiede 
l’espressione di due geni MONOPTEROS (MP)  e BODENLOS (BD)

I trascritti di MP e BD si accumulano in cellule del proembrione adiacenti alla cellula 
extraembrionale che si differenzierà in ipofisi

MP e BD sono dei fattori di trascrizione coinvolti nella risposta all’auxina

MP appartiene alla classe dei fattori di trascrizione ARF (ARF5) regolatori positivi
della risposta a IAA

BD appartiene alla classe delle proteine IAA (IAA12) regolatori negativi della 
risposta all’auxina



In Arabidopsis:

23 ARF

28 AUX IAA

La maggior parte delle AUX IAA funzionano come repressori della trascrizione
di geni indotti da IAA 

Identificate 8 mutazioni in AUX IAA che influenzano lo sviluppo embrionale

Sono tutte relative a  mutazioni di singoli aacidi nel dominio II di degradazione
delle proteine AUX IAA (proteosoma)

Acqusizione di resistenza alla degradazione tramite la via del Proteosoma



BODENLOS (IAA12): il fenotipo dei mutanti assomiglia ai mutanti mp

Codifica per una forma mutata di  proteina  AUX/IAA  (IAA12)
(repressore della risposta all’auxina)

La forma mutata è resistente alla degradazione mediata dal proteosoma e
indotta dall’auxina che è necessaria per la risposta differenziativa



Pattern di trascrizione
di geni implicati
nell’embriogenesi 

IAA gene 
reporter



Modello per la formazione della radice embrionale:

L’auxina si accumula nella ipofisi prima del suo differenziamento

Questo accumulo richiede la localizzazione polare  del carrier di efflusso PIN1 nelle 
cellule adiacenti del proembrione

L’auxina è il segnale generato dall’interazione MP/BD

PIN1 è espresso nelle stesse cellule in cui vengono espressi MP e BD



Mutanti GNOM:

• Piantine omozigote gnom mancano di radici e cotiledoni
• I difetti nell’embrione appaiono alla prima divisione dello zigote e rimangono 
per  tutta l’embriogenesi

• I mutanti più estremi sono sferici
• abolita completamente la polarità assiale

GNOM necessario per la determinazione
della polarità assiale



Funzione del gene GNOM

GNOM codifica per un fattore di scambio GTP/GDP che si associa a piccole
proteine G della classe ARF  (ARF-GEF)

Le proteine ARF (ADP ribosylation factor) sono implicate nella regolazione
del trafficking intracellulare delle vescicole

In Arabidopsis GNOM (EMB30) controlla la localizzazione del carrier per l’Auxina PIN1
durante l’embriogenesi
Mutazioni gnom aboliscono il trasporto polare dell’auxina nell’embrione



Complessi 
GEF-ARF

ADP ribosilazione

Vesicle budding requires small GTPases of the ARF family, 
their guanine-nucleotide exchange factors (ARF-GEFs)
and GTPase-activating proteins (ARF-GAPs) for coat
recruitment and cargo selection. ARFs not only act to recruit
COPI and clathrin coats to membranes but also play a role in 
the control of membrane lipid composition, actin remodeling
and related events



Modello per il trafficking di proteine
In Arabidospis



ARF serve a reclutare proteine di rivestimento sulle vescicole



I geni GNOM determinano la distribuzione dei carrier di efflusso di IAA

(proteine PIN)

PIN1



Targeting vescicolare 
in cellule animali



Riciclo di PIN 1 ed efflusso di IAA



Mutanti GURKE

Plantule omozigoti gurke sono prive dei cotiledoni mentre la radice 
rimane intatta.

Le plantule assomigliano a dei piccoli cetrioli (gurke)

GURKE Controlla la formazione del meristema apicale 

(pasticcino3)



Funzione del gene GURKE

Il gene GURKE codifica per  la acetil-CoA carbossilasi 1 (citosolica)

I mutanti gurke possono essere complementati dall’aggiunta di malonato

+ malonato 1mM

WT



ACCasi: catalizza la formazione di malonil-Coa da Acetil-Coa e CO2

2 forme: citosolica (omodimerica): allungamento acidi grassi >20C
plastidiale (eteromerica): sintesi acidi grassi

Biosintesi acidi grassi



I VLCFA  vengono incorporati negli sfingolipidi

La ACC1 (citosol) serve alla biosintesi degli acidi grassi a lunghissima catena 
(VLCFA  =>20)

Contenuto di acidi grassi di semi 
Di arabidopsis WT e mutanti

Le mutazioni acc1-1; acc1-2; gurke; pas3 sono alleliche
I mutanti hanno un accumulo ridotto di VLCFA nei semi



Nei mammiferi è stato visto che gli sfingolipidi
interagiscono col colesterolo per formare domini 
raft-like ed hanno un ruolo nella regolazione della 
divisione cellulare 



LIPID RAFT:
Microdomini di membrana ricchi di colesterolo

Dal 1972 (modello del mosaico fluido) si riteneva che fosfolipidi e proteine
fossero simmetricamente distribuiti nelle membrane cellulari

Nel 1988 K Simons (EMBL) e G van Meer (Utrecth) ipotizzarono l’esistenza 
di microdomini arricchiti in colesterolo, glicolipidi e sfingolipidi

Alcune proteine associate a processi di signaling sembrano localizzarsi 
preferenzialmente nei lipid rafts (glycosylphosphatidylinositol(GPI)-anchored proteins,
doubly-acylated tyrosine kinases of the Src family, and transmembrane proteins)
ACILAZIONE
Alcune di queste proteine si associano ai LR solo quando sono nello stato attivato 
(B cell receptors (BCRs), T cell receptors (TCRs), PAG, and an enzyme called CD39.



Mutanti FACKEL:

Le mutazioni nel gene FACKEL determinano la delezione della parte centrale
del’asse apicale-basale

Mutanti fackel hanno i cotiledoni uniti direttamente alla radice



Funzione del gene FACKEL (FK):

Codifica per una sterolo C-14 reduttasi

biosintesi degli steroli
In arabidopsis

i livelli di sitosterolo
campestrolo, stigmasterolo
e brassinolide sono ridotti
nei mutanti fk



0                10               50                 100       mg/ml fenpropimorph

mutante fk

Le mutazioni fk possono essere fenocopiate
dal fenpropimorph, un inibitore della C-14 reduttasi



Mutazioni fk non sono complementate dall’aggiunta di brassinolidi

gli steroli ( CH, ER, ST,) che si accumulano nei mutanti fk responsabili degli effetti

trattamento dei mutanti fk con CH, ER, ST (non effettuato)

Indagati gli effetti sulla trascrizione di geni marker per espansione e divisione cellulare

XET

endo-β-1,4-glucanasi



Gli steroli sembrano essere indispensabili al normale sviluppo della pianta

Meccanismo  di azione sconosciuto nelle piante

Negli animali evidenze che il colesterolo sia implicato in vie di trasduzione del segnale
che controllano la formazione del pattern  (Hedgehog (Hh) transduction pathway: proteine Hh
secrete , modificate da colesterolo promuovono interazioni con altre proteine per la
trascrizione dei geni delle cicline E e D)

Nelle piante PHABULOSA (PHB) è un fattore di trascrizione Leucin –Zipper
Homeodomain contenente colesterolo ed in grado di legare lipidi. E’ implicato nel
controllo della formazione del pattern radiale nel germoglio



FORMAZIONE DEL PATTERN RADIALE



Allo stadio globulare divisioni periclinali dividono l’embrione in tre
regioni radialmente distinte:

Cellule più esterne : strato singolo di PROTODERMA
si differenzia in EPIDERMIDE

Cellule sotto il protoderma: MERISTEMA FONDAMENTALE
origina il CORTEX e l’ENDODERMIDE

Cellule più interne: PROCAMBIO
genera I TESSUTI VASCOLARI (e nella radice il PERICICLO)





ANTICLINALI: divisioni perpendicolari alla superfice dell’organo
PERICLINALI: divisioni parallele alla superficie dell’organo



Sequenza di formazione del pattern radiale



Gene TON (FASS)

Nei mutanti ton (fass) Le piante sono
deformate a causa della irregoalrità dei piani 
di divisione cellulare

tuttavia formano tessuti riconoscibili e 
nelle posizioni corrette

Non è alterata la formazione dei pattern 
assiale e radiale

WT ton

Ciò sembra indicare che nella formazione del PR non è indispensabile una precisa
sequenza di divisione



Formazione del pattern radiale

Basi molecolari meno chiare
Probabilmente coinvolta informazione posizionale ma meccanismi non noti
Quale Morfogeno?

PROTODERMA: posizione unica, strato superficiale non circondato da tutti i 
lati da altre cellule

Due geni implicati nella determinazione della identità delle cellule del protoderma

ATML1 (arabidopsis thaliana meristem layer 1)

PDF2        (protodermal factor 2)

Espressi precocemente durante l’embriogenesi solo nello strato superficiale di cellule

Codificano entrambi per fattori di trascrizione HOMEODOMAIN e sono espressi negli stadi
iniziali dell’embriogenesi nelle cellule dello strato più esterno dell’embrione



Mutazione atml1/pdf2

Il mutante ha epidermide anormale che ha caratteristiche di mesofillo



Formazione del pattern radiale

CORTEX/ENDODERMIDE

Nella radice e nell’ipocotile durante l’embriogenesi

Richiesta l’espressione dei geni 

SHORT ROOT (SHR)
SCARECROW (SCR)

Isolati da mutanti di Arabidopsis con radici corte

In entrambi il cortex non è differenziato dall’endoderma:

singolo tipo cellulare a caratteristiche miste (scr) 

solo cellule corticali  (shr)



wt scr1 scr2

wt scr

E C En

scr: espressione di entrambi i caratteri di endodermide
e cortex ma incapacità di separarli in due strati distinti

(fass/scr : cortex-endodermide)



Mutazione shr: singolo strato di Cortex

AX92::GUS promotore per cortex

Ab anti epitopo di parete di cortex e epidermide

SHR necessario per specificare 
l’identità delle cellule dell’endodermide

Marcatori del cortex





Localizzazione dell’espressione di SCR e SHR in embrioni di Arabidopsis
(microscopia confocale)

SHR

embrioneWt
radice

E

C

En
Tessuto
provascolare

qccei

SCR

Wt shr

Strato di cellule mutate
En

qc
cei



SCR durante l’embriogenesi è espresso inizialmente nelle cellule 
del centro quiescente e nella columella, poi viene espresso anche 
nelle iniziali del tessuto fondamentale

SHR è necessario per il mantenimento dell’espressione
di SCR ; non è espresso nelle cellule del tessuto 
fondamentale ma in quelle della stele adiacenti 

L’espressione di SHR genera un segnale recepito dalle cellule del 
tessuto fondamentale necessario all’espressione  di SCR



promotore SHR::GFP SHR::GFP

SHR espresso nella stele è in grado di migrare nell’endodermide



Funzione dei geni SHORT ROOT e SCARECROW

Appartengono alla famiglia GRAS  (GAI, RGA) di  
fattori di trascrizione

GIBBERELLIN-INSENSITIVE (GAI)
REPRESSOR OF GA1-3 (RGA)
SCR



Struttura GAI e RGA



GAI
RGA   agiscono come repressori 
della via attivata dalle Gibberelline

Le Gibberelline (GA) inibiscono la funzione di GAI e RGA



Le GA inducono la degradazione dei repressori RGA





Identificati diversi mutanti nani
Arabidopsis e altre specie

gai-1: fenotipo come mutante privo di GA ma 
insensibile a GA esogene

ga1-3: mutante GA deficiente
(privo di ent-CDP sintasi)

ga1-3: una seconda mutazione ripristina parzialmene il fenotipo alto

mutazione                        rga







-GA



Mutazioni su domini diversi hanno effetti diversi 

gai-1 rga

nano               alto



proteina 
DELLA 

GA signaling in riso

SCF GID2



IAA signaling in Arabidopsis

SCF TIR1



Formazione del pattern radiale

PROCAMBIO

WOODEN LEG (WOL)
Mutanti wol hanno un sistema vascolare costituito da solo Xilema



Dovuto ad arresto di divisione cellulare per la generazione delle cellule
progenitrici di xilema e floema

WOL codifica per un recettore delle citochinine (CR1)

La doppia mutazione wol/fass complementa il fenotipo wol

FASS ripristina lo stadio critico di divisione cellulare

La mancanza del floema nei mutanti wol riflette l’assenza di uno strato 
di  cellule progenitrici  nella giusta posizione piuttosto che l’incapacità
di specificare  l’ identità di cellule floematiche


