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1.1 IL GIRASOLE 

1.1.1 TASSONOMIA, ORIGINE E IMPORTANZA 

Secondo una recente classificazione (Jan e e Seiler, 2007) il genere 

Helianthus, appartenente alla famiglia delle Asteraceae, comprende 14 

specie annuali e 37 specie perenni tra cui include diploidi, tetraploidi ed 

esaploidi (numero cromosomico di base = 17).  

Il girasole coltivato (Helianthus annuus ssp. macrocarpus), specie diploide e 

annuale, occasionalmente può incrociarsi con altre specie annuali; mentre 

più frequentemente si verificano ibridazioni interspecifiche con le specie 

selvatiche (H. annuus ssp. annuus e ssp. lenticularis) o con H. petiolaris. 

Nonostante numerosi rinvenimenti archeologici testimoniano la presenza nel 

Messico pre-Colombiano di razze locali di Helianthus annuus (Lentz et al., 

2008), è sempre più accreditata l’ipotesi che i progenitori del girasole si 

siano originati, in un singolo evento, nel centro di domesticazione 

identificato nell’Est del Nord America (ENA) (Harter et al., 2004; Blackman 

et al., 2011). Studi su marcatori del DNA nucleare e cloroplastico, insieme 

alla descrizione di aplotipi relativi a geni noti per essere stati coinvolti per 

“selective sweep” nella domesticazione, sono in accordo nel ritenere che le 

attuali razze locali messicane sarebbero discendenti dallo stesso pool 

genetico di quelle americane e che comunque non avrebbero contribuito alle 

cultivar moderne (Harter et al., 2004; Wills e Burke, 2006; Blackman et al., 

2011). La Russia è il maggiore centro di diversità per il girasole coltivato: 

centri secondari di diversificazione includono l’Europa, l’Argentina, il Nord 

America, il Nord Africa, la Cina e l’Australia (Vear e Miller, 1993). 
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Le cultivar moderne derivano da parentali selvatici che più di 5000 anni fa si 

diffusero dal centro di origine, attraverso la maggior parte del Nord 

America. Questa coltura, utilizzata già dai Nativi Americani come risorsa 

alimentare, nel XVI secolo è stata importata nel Vecchio Mondo dagli 

esploratori spagnoli come curiosità botanica, ed apprezzata inizialmente 

come pianta ornamentale. La possibilità di usare Helianthus annuus come 

pianta oleifera si è concretizzata nel XVIII secolo in Russia dove ha iniziato 

ad essere coltivata intensivamente per fini alimentari, e da cui si è diffusa in 

Europa e nel resto del mondo (Van der Vossen et al., 2007). Le varietà 

moderne di girasole coltivate in Nord e Sud America (principalmente in USA 

e Argentina) sono state sviluppate da germoplasma reintrodotto alla fine del 

1800 dall’Europa dell’Est (Heiser, 1978; Putt, 1997). 

Nel 2009, la produzione mondiale di seme di girasole è stata di 32 milioni di 

tonnellate, ottenute approssimativamente da 23.8 milioni di ha. La 

federazione Russa e l’Ucraina sono i maggiori produttori (20% ciascuno 

della produzione mondiale), seguiti da Argentina (8%), Francia e Cina 

(ciascuno al 5%). 

1.1.2 MORFOLOGIA E BIOLOGIA 

La maggior parte delle varietà coltivate di girasole presenta uno stelo 

robusto non ramificato, foglie larghe, radice fittonante e una singola grande 

infiorescenza (capolino). Le specie selvatiche sono invece caratterizzate da 

steli sottili, ramificazione spinta, foglie di dimensioni ridotte, calatidi 

numerose e piccole (Heiser, 1954). 
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Il capolino del girasole, infiorescenza caratteristica della famiglia, è 

costituita da circa 700-1000 fiori fertili ermafroditi disposti in archi 

concentrici a formare il disco fiorale. All’esterno di esso si trovano i così 

detti “fiori del raggio” sterili, con petali allungati uniti ai bordi, con funzione 

vessillare. La lunghezza del ciclo vitale varia dai 75 ai 180 giorni in relazione 

alle condizioni ambientali e al genotipo. 

Il girasole è una specie allogama, con un complesso sistema di 

autoincompatibilità sporofitica, presente in modo particolare nelle forme 

selvatiche, ed impollinazione entomofila, condotta da api e bombi; 

l’allogamia è inoltre favorita dalla proterandria (Snow et al., 1998). Il disco 

fiorale dà origine a frutti (acheni) dotati un grande embrione 

sostanzialmente privo di endosperma. Il girasole è pronto per la raccolta 

quando il dorso della calatide assume una colorazione giallo-marrone e il 

contenuto idrico del seme raggiunge il 10-12%. 

1.1.3 ESIGENZE AMBIENTALI 

La coltivazione del girasole si estende dalla fascia medio temperata, fino alle 

zone subtropicali con clima caldo-secco. Per iniziare il processo germinativo 

il seme necessita una temperatura di almeno 4 - 6°C; il range ottimale di 

crescita si situa tra i 23 - 27°C, con un minimo 6°C e un massimo di 40°C. 

La coltura si adatta inoltre a vari tipi di suolo, da quelli sabbiosi a quelli 

argillosi, purché siano profondi, drenanti e non acidi (pH 5.7 - 8.1), e può 

tollerare brevi periodi di siccità, essendo in grado di estrarre l’acqua dal 

suolo in modo più efficiente di altre colture (Hattendorf et al., 1988).  
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1.1.4 TIPI ED UTILIZZAZIONE 

Sulla base dell’utilizzazione le varietà coltivate possono divise nei tre gruppi 

seguenti. 

I. I tipi da olio, che rappresentano 85-90% sul totale della 

produzione e il 10% della produzione mondiale di olio edibile (FAO, 2009), 

sono caratterizzati da acheni di piccole dimensioni e scuri ed elevato 

contenuto in olio (>50%). Questo è di eccellente qualità per l‘elevata 

percentuale di acidi grassi insaturi, la quasi totale assenza di sostanze 

tossiche, e buone caratteristiche organolettiche. Le varietà tradizionali 

hanno un contenuto in acido linoleico compreso tra il 45 e il 75%, mentre 

tra le più moderne, le medio- alto-oleico hanno contenuti in acido oleico 

variabili rispettivamente tra il 55-75% e tra il 85-90%. L’opportunità di 

sviluppare varietà con una diversa composizione in acidi grassi, ha 

permesso uno specifico uso dei tipi di olio. L’acido linoleico è salutare, 

indicato per produrre margarina o per condire, mentre l’acido oleico è più 

termostabile e resistente all’ossidazione e perciò indicato per la frittura e la 

conservazione a lungo termine (Fuller et al., 1967; Van der Vossen et al., 

2007; Vollmann e Rajcan, 2010). 

II. I tipi non da olio sono caratterizzati da acheni più grandi, 

spesso neri striati di bianco, a basso contenuto in olio (25-30%). Sono usati 

per il consumo diretto, come snack o prodotti da forno e come mangime per 

uccelli (Lofgren, 1997). 

III. I tipi ornamentali, usati nei giardini o come fiori recisi, 

presentano una grande varietà di morfologia fiorale e di colori (Fick, 1976). 
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1.1.5 OBIETTIVI DEL MIGLIORAMENTO GENETICO 

L’identificazione dei fattori genetici che controllano caratteristiche 

agronomiche economicamente importanti, può rappresenta un notevole 

contributo al miglioramento genetico del girasole. Le caratteristiche di 

maggiore interesse nei programmi di breeding in questa coltura riguardano 

la resa, il contenuto in olio e la qualità dei semi e la resistenza alle 

patologie. 

Come in altre colture, la resa è un carattere complesso influenzato da fattori 

genetici ed ambientali. Dal punto di vista genetico è il risultato 

dell’espressione di vari caratteri quantitativi, caratterizzati da bassa 

ereditabilità (Fick, 1978; Fick e Miller, 1997). Come criteri di selezione per 

l’aumento della resa vengono comunemente usati il diametro della calatide, 

il peso dei mille semi e il numero di semi per calatide (Ahmad et al., 1991). 

Il contenuto in olio negli acheni è un carattere determinato da fattori 

genetici e ambientali, con ereditabilità relativamente elevata (Mokrani et al., 

2002) Nelle varietà coltivate l’olio, generalmente, contiene acidi grassi 

insaturi in proporzione elevata (circa il 90%): il 20% di acido oleico (C18:1) 

e il 70% di linoleico (C18:2). Il rimanente 10% corrisponde ad acidi grassi 

saturi, principalmente palmitico e stearico (Garcés et al., 1989). Anche la 

composizione in olio è fortemente influenzata dall’ambiente, primo fra tutti 

la disponibilità idrica: la frazione di acidi grassi insaturi cresce in genere 

all’aumentare della disponibilità d’acqua e con la precocità di semina 

(Flagella et al., 2002; Anastasi et al., 2010).  

Un ulteriore importante obiettivo del miglioramento genetico è la resistenza 

alle avversità biotiche, in particolare la ruggine (Puccinia helianthi) e la 

 6



peronospora (Plasmopara halstedii); per entrambe le malattie sono stati 

sviluppati ibridi commerciali resistenti a diverse razze. 

Le prime fasi del miglioramento genetico del girasole si sono svolte tra gli 

anni ’20 e ‘50, ma un decisivo impulso allo sviluppo varietale è stato dato 

con lo sfruttamento commerciale dell’eterosi, reso possibile dalla scoperta di 

un sistema di maschiosterilità basato sull’interazione tra fattori 

citoplasmatici di sterilità (PET1-CMS; Leclercq, 1969) e ristoratori nucleari 

della fertilità, entrambi provenienti da H. petiolaris (Kinman, 1970). Nella 

produzione dell’ibrido commerciale l’impollinante (C) porta in omozigosi il 

gene dominante ristoratore della fertilità (Rf) mentre il portaseme (A) è 

incapace di produrre polline funzionale per la presenza nel genoma 

mitocondriale del relativo determinate; l’ F1 risultante è fertile in virtù della 

dominanza dell’allele ristoratore del parentale maschile. La moltiplicazione 

del parentale femmine è assicurata dall’impollinazione con una linea 

mantenitrice (B) a livello nucleare isogenica ad A, ma con normale 

citoplasma maschio-fertile.  

Gli strumenti di analisi molecolare rappresentano un’applicazione recente al 

miglioramento genetico del girasole. Attraverso l’identificazione e la 

mappatura di singoli geni o di regioni cromosomiche che controllano il 

carattere di interesse (quantitative trait loci, QTLs) è oggi possibile utilizzare 

marcatori molecolari associati a questi loci in programmi di selezione 

assistita (marker-assisted selection, MAS). Molti studi sono stati condotti in 

questa specie per l’identificazione di QTLs implicati nel controllo di importati 

caratteristiche agronomiche, quali il peso dei mille semi, il numero di semi 

per pianta e la precocità (Mestries et al., 1998; Mokrani et al., 2002; Al-
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Chaarani et al., 2004; Haddadi et al., 2011). Anche il contenuto e la qualità 

in olio dei semi di girasole si è visto essere controllato da una serie di QTLs 

(Leon et al., 2003; Perez-Vich et al., 2004). I marcatori molecolari hanno 

dato un notevole contributo anche riguardo al miglioramento per la 

resistenza alle malattie. Nel caso della resistenza alla peronospora, geni ad 

effetto maggiore sono stati identificati e già introdotti in nuove varietà 

(Tourvieille de Labrouhe et al., 2008). Anche nel caso della ruggine sono 

stati identificati geni di resistenza completa razza-specifici, ma la rapidità 

con la quale il patogeno evolve e genera nuove varianti limita la 

disponibilità di ibridi commerciali con ampio spettro di resistenza (Lawson et 

al., 1998). 

1.2 LA QUALITA’ FISIOLOGICADEL SEME 

1.2.1 IL VIGORE DEL SEME 

Il vigore del seme è stato definito come la somma di tutte quelle proprietà 

che determinano “il potenziale per un’emergenza e uno sviluppo rapidi e 

uniformi di un germinello normale in un ampio spettro di condizioni di 

campo” (McDonald, 1980). Questa definizione evidenzia come il vigore sia 

percepito come un aspetto fondamentale della qualità del seme e non sia 

una singola proprietà misurabile, ma un concetto riconducibile a diversi 

aspetti della performance di un lotto di seme: percentuale e uniformità di 

germinazione, capacità del seme di germinare in condizioni ambientali 

sfavorevoli e vitalità dopo conservazione prolungata (Powell, 2006). La 

longevità è una componente importante del vigore che dipende dalle 
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caratteristiche genetiche e fisiologiche del seme e dalle condizioni in cui 

avviene la conservazione (Rajjou et al., 2011). 

Per i semi ortodossi il vigore è acquisito gradualmente durante la fase finale 

della loro maturazione sulla pianta ed è progressivamente perso a partire 

dalla raccolta e lavorazione e poi gradualmente nel corso della 

conservazione. Durante lo sviluppo, il raggiungimento del massimo vigore in 

genere coincide con la maturità fisiologica (massimo peso secco), e si 

verifica prima che il seme raggiunga lo stadio di raccolta (13-15% di UR). 

1.2.2 PERDITA DEL VIGORE: DETERIORAMENTO 

La perdita del vigore si riferisce alla riduzione dell’abilità del seme di 

svolgere tutte quelle funzioni fisiologiche che gli permettono una buona 

performance di germinazione. Questo processo, detto deterioramento, 

implica una serie di alterazioni cellulari, metaboliche e chimiche, tra cui la 

perdita dell’integrità delle membrane e l’incapacità di sintetizzare nuove 

macromolecole o di stabilizzare quelle preesistenti (Mc Donald, 1999). La 

rapidità con la quale queste modificazioni biochimiche avvengono dipende 

da vari elementi: fattori genetici, effetti materni e condizioni fisiologiche alla 

raccolta, quali peso, dimensioni e maturità del seme (Perry, 1984). In 

aggiunta a questi fattori intrinseci, che possiamo definire qualità del seme, 

la longevità del seme è influenzata anche da fattori ambientali, quali 

trattamenti post raccolta, condizioni di conservazione e organismi nocivi. 

Semi di specie diverse, sottoposti alle stesse condizioni di conservazione 

perdono vitalità a un tasso molto diverso in relazione alle loro differenze di 

composizione chimica, caratteristiche genetiche e fisiologiche. Alcune 
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famiglie tendono ad avere semi molto longevi, quali le Malvaceae e le 

Chenopodiaceae, altre poco longevi, quali le Apiaceae e le Brassicaceae 

(Walters et al., 2005). Uno studio recente (Nagel e Borner, 2009), mirato a 

determinare, per alcune specie di interesse agrario, il periodo di 

dimezzamento della vitalità (P50) a circa 20°C e 50% UR, ha rivelato che i 

semi di mais, veccia, lupino, cocomero tendono a essere relativamente 

longevi (P50>10 anni), mentre quelli di girasole e lattuga meno (P50<5). 

Inoltre, come già evidenziato da Priestley et al. (1985), semi con elevato 

contenuto in olio sembrano essere più soggetti al deterioramento. Nello 

stesso studio, oltre alle differenze interspecifiche, sono stati evidenziati 

comportamenti differenti tra genotipi diversi all’interno della stessa specie 

nel caso di lupino, orzo, frumento e mais.  

Le condizioni di maturazione sulla pianta madre influenzano marcatamente 

lo sviluppo del seme, che può essere condizionato da fattori ambientali quali 

temperatura, fotoperiodo, disponibilità di nutrienti o di acqua nel suolo. In 

generale, semi che maturano su piante che crescono ad alte temperature 

mostrano una percentuale e/o un tasso di germinazione maggiore rispetto a 

quelli che provengono da piante cresciute a basse temperature (Baskin e 

Baskin, 1998). Gli effetti delle condizioni ambientali durante la maturazione 

differiscono marcatamente a seconda delle specie, dei genotipi e delle prove 

(Basra, 1995).  

I semi raccolti prima della maturità fisiologica possono essere capaci di 

germinare, ma il loro vigore può essere compromesso (Tekrony e Egli, 

1997). Se la raccolta è posticipata la qualità del seme può declinare a causa 

delle avverse condizioni ambientali quali eccessi di temperatura, umidità, 
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piogge, eccessivo disseccamento, attacco da parte di patogeni o animali 

(Copeland e McDonald, 1995).   

È generalmente riconosciuto che semi di dimensioni maggiori hanno 

emergenza più rapida in campo e producono plantule più vigorose di quelli 

piccoli, a causa della maggiore quantità di riserve accumulate (Chastain et 

al., 1995; Ahmad, 2001; Stougaard e Xue, 2004).  

I semi generalmente sono raccolti a un contenuto di umidità relativa elevato 

e devono essere essiccati artificialmente prima della conservazione. Se il 

processo di asciugatura è eccessivamente lento la qualità del seme può 

essere compromessa da processi deteriorativi; d’altra parte se è troppo 

veloce possono essere danneggiati dal disseccamento (Ellis e Roberts, 

1980). Inoltre il tipo di raccolta, la pulitura meccanica, e il trasporto 

possono provocare danni meccanici ai semi. 

Il deterioramento è un processo naturale, relativamente lento e asincrono 

rispetto a una popolazione di semi: per studiarne gli effetti in laboratorio si 

sottopongono i semi a condizioni controllate che cercano di riprodurre le 

cause naturali della perdita di vigore e accelerano i processi deteriorativi, 

essenzialmente temperatura (>35°C) e umidità relativa (>75%) elevate. 

Tra questi trattamenti l’invecchiamento accelerato (accelerated aging; 

Delouche e Baskin, 1973) e il deterioramento controllato (controlled 

deterioration; Powell e Matthews, 1981), sono correntemente usati per 

stabilire rapidamente la qualità del seme ed esistono procedure 

standardizzate a livello internazionale per la loro applicazione (ISTA, 2012).  
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1.2.3 DETERIORAMENTO DURANTE LA CONSERVAZIONE 

L’obiettivo della conservazione del seme è di preservarne la vitalità per 

periodi variabili in relazioni alle sue diverse utilizzazioni. A questo proposito 

occorre precisare che, anche se dal punto di vista fisiologico un seme è da 

considerarsi vitale finché contiene tessuti vitali ed è capace di germinare, 

dal punto di vista sementiero, la vitalità si riferisce anche alla capacità 

produrre una plantula normale. 

I principali fattori che durante la conservazione influenzano la longevità del 

seme sono la temperatura, l’umidità relativa e la pressione di ossigeno. 

Nella maggioranza delle specie per le quali la maturità fisiologica del seme è 

raggiunta dopo una fase di disseccamento (semi ortodossi) la longevità 

aumenta al decrescere di tutti questi tre fattori (Abdalla e Roberts, 1968 ; 

Walters, 2004 ; Walters et al., 2004).  

Secondo una regola pratica molto applicata (Harrington, 1972), la capacità 

di conservazione dei semi ortodossi raddoppia per ogni decremento dell’1% 

del loro contenuto idrico (nell’ambito 5 -14%) e per ogni decremento di 5°C 

nella temperatura di conservazione (nell’ambito 0-50°C). Nel caso in cui una 

elevata umidità relativa del seme sia associata a una bassa temperatura di 

conservazione si possono però verificare danni da congelamento, mentre 

semi portati a una umidità relativa troppo bassa sono soggetti a 

danneggiamento durante l’imbibizione (Powell e Matthews, 1978). Nella 

pratica comune della conservazione a breve termine, per la maggior parte 

delle specie ove possibile si utilizzano temperature inferiori a 20°C; per i 

cereali il contenuto idrico non deve superare l’11%, mentre per i semi oleosi 

è necessario portare il contenuto idrico al di sotto del 7%  

 12



1.2.4 PROCESSI DI DETERIORAMENTO 

Una volta acquisita la tolleranza al disseccamento, i semi ortodossi sono in 

grado di sopravvivere nello stato quiescente per un lungo periodo. Questa 

caratteristica li rende capaci di superare condizioni climatiche avverse, 

consentendone la dispersione nell’ambiente, il mantenimento della 

popolazione nella stagione successiva e la conservazione della diversità 

genetica nel lungo periodo.  

Tuttavia durante questa fase il seme deve far fronte a una serie di stress in 

relazione alla perdita d’acqua che comporta alterazioni fisiche e fisiologiche 

nella cellula. Un primo aspetto dei danni dovuti alla perdita d’acqua sono le 

modificazioni delle membrane cellulari, che si contraggono e si 

impacchettano, portando a una perdita di funzione o a una permeabilità 

alterata. Per proteggersi da questo danno il citoplasma dei semi quiescenti 

entra in un “stato vetroso” (glassy state) nel quale l’elevata viscosità e la 

bassa mobilità molecolare rallentano il procedere delle reazioni chimiche 

(Burke, 1986), incrementando allo stesso tempo la stabilità enzimatica e 

prevenendo cambiamenti conformazionali delle proteine (Chang et al.,1996; 

Prestrelski et al.,1993). 

La perdita d’acqua inoltre è associata all’accumulo di radicali liberi e alla 

perossidazione lipidica (Smirnoff, 1993; Côme e Corbineau, 1996). Molti 

studi, in piante e animali, sottolineano il ruolo centrale dei radicali liberi 

nell’invecchiamento cellulare e alcuni suggeriscono che la produzione 

incontrollata di specie reattive dell’ossigeno (ROS) sia alla base dei processi 

deteriorativi del seme (Bailly et al., 1996; Kibinza et al., 2006; Kranner et 

al., 2006). Per “stress ossidativo” si intende l’accumulo di molecole quali 
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l’anione superossido (O2
-●), il radicale idrossile (●OH) e il perossido di 

idrogeno (H2O2). Nel seme le ROS vengono prodotte in vari compartimenti 

cellulari, a partire dalla fase di disseccamento, durante la conservazione e 

fino alla germinazione. La tossicità delle ROS è dovuta alla loro elevata 

reattività nei confronti delle biomolecole, in particolare acidi nucleici, 

proteine e lipidi (Walters, 1998; Apel e Hirt, 2004).  

A livello del DNA il danno ossidativo può portare alla rottura dei singoli 

filamenti causata dall’attacco diretto allo scheletro zucchero-fosfato, o 

mediante modificazione covalente di una base (Bray e West, 2005). Le 

modificazioni ossidative del DNA possono portare anche a cambiamenti di 

metilazione delle citosine, alterando così l’espressione genica (Halliwell, 

2006). A livello del proteoma lo stress ossidativo si traduce nella 

carbonilazione delle proteine, che avviene mediante l’attacco diretto ad 

alcuni residui (Lys, Arg, Pro o Thr), e può aumentare la suscettibilità alla 

proteolisi (Dunlop et al., 2002). È stato dimostrato, infatti, che derivati 

carbonilici si accumulano nelle proteine in relazione all’invecchiamento (Yin 

e Chen, 2005), e in Arabidopsis a seguito di deterioramento controllato 

(Rajjou et al., 2008). Un’altra modificazione irreversibile coinvolge gli 

amminoacidi contenenti zolfo Cys e Met particolarmente suscettibili 

all’ossidazione ad acido cisteico e sulfenico (Ghezzi e Bonetto, 2003). Gli 

acidi grassi polinsaturi infine sono particolarmente sensibili all’attacco da 

parte del radicale ossidrile che porta alla propagazione di catene di radicali 

liberi, in un processo noto come perossidazione lipidica (Bewley, 1986). La 

perossidazione lipidica comporta la degradazione degli acidi grassi 

polinsaturi di membrana e delle riserve lipidiche nei semi oleosi, generando 
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radicali liberi che a loro volta possono attaccare altre componenti cellulari 

(Bailly, 2004). 

Relativamente alla loro origine, si ritiene è improbabile che nei semi 

quiescenti le ROS derivino da processi metabolici, benché sia stato 

dimostrato che un metabolismo residuo può essere mantenuto in limitate 

zone idratate (Leubner-Metzger, 2005). Data la ridotta attività enzimatica in 

questa fase, si ritiene pertanto che le ROS derivino da reazioni non 

enzimatiche come l’autossidazione lipidica e la reazione di Amadori e 

Maillard (Sun e Leopold, 1995). La reazione di Maillard si riferisce a una 

serie di complesse reazioni non enzimatiche che comportano l’aggregazione 

e l’insolubilizzazione delle proteine, e si traducono quindi in una perdita di 

funzionalità del proteoma che contribuisce al deterioramento (Murthy e Sun, 

2000).  

I processi ossidativi che hanno luogo durante la conservazione sono stati 

spesso associati alla perdita di germinabilità o di longevità del seme 

(Priestly et al., 1985; Hendry., 1993; McDonald., 1999). In questa fase la 

perossidazione lipidica e la conseguente proliferazione di radicali liberi è 

considerata la causa maggiore del deterioramento (Bewley, 1986; Bailly, 

2004). In particolare la perdita di vitalità viene attribuita all’azione deleteria 

delle ROS associata alla perdita dei meccanismi antiossidanti, che sfocia in 

una incontrollata presenza di specie reattive dell’ossigeno al momento 

dell’imbibizione. Questo modello è supportato da studi su varie specie 

(Kibinza et al., 2006; Rao et al.,2006; Cakmak et al., 2010).  

Nella fase di reidratazione, quando il metabolismo viene riattivato e le 

interazioni molecolari favorite, potenzialmente tutti i compartimenti cellulari 
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sono fonte di ROS, attraverso il catabolismo dei lipidi (perossisomi), la 

respirazione cellulare (mitocondri), la fotosintesi (cloroplasto), l’attività della 

NADPH ossidasi (membrana citoplasmatica), l’attività delle perossidasi 

(parete cellulare) o il citocromo P450 (citosol) (Sun e Leopold, 1995; 

Vranovà et al., 2002; Apel e Hirt, 2004). Bisogna tuttavia ricordare che, 

durante la germinazione, le ROS possono anche fungere da molecole 

segnale. Per esempio le ROS prodotte nell’apoplasto possono essere 

coinvolte nella degradazione della parete cellulare (Müller et al., 2009), 

nella difesa dai patogeni e nella regolazione della germinazione (Schopfer et 

al., 2001; Kranner et al., 2010a).  

Per limitarne la proliferazione delle ROS, nel seme sono presenti sistemi 

enzimatici, quali gli enzimi detossificanti, e non-enzimatici, quali le molecole 

antiossidanti (Bailly, 2004).  

1.2.5 TRATTAMENTI INVIGORANTI: “OSMOPRIMING” 

Con il termine priming si indicano trattamenti di idratazione controllata al 

seme quiescente volti a migliorarne le prestazioni, e utilizzati talvolta per 

limitare i danni del deterioramento. In generale questi trattamenti 

producono una maggiore uniformità di emergenza del lotto di seme e 

aumentano la capacità di germinare in condizioni sfavorevoli (Heydecker e 

Coolbear, 1977; Bradford, 1986). Questi benefici derivano dal fatto che 

l’idratazione controllata permette l’avvio di eventi del metabolismo 

germinativo, senza tuttavia determinare la protrusione della radichetta. 

L’assorbimento dell’acqua avviene in tre fasi. La prima, prevalentemente 

passiva, consiste in una rapida imbibizione dovuta al basso potenziale idrico 
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di matrice del seme secco. Nella seconda, (fase stazionaria), il potenziale 

idrico del seme è in equilibrio con l’ambiente circostante; è in questa fase 

che avvengono i principali eventi metabolici che preparano l’embrione alla 

germinazione, cioè alla fuoriuscita della radichetta dal tegumento, che 

segna l’avvio della terza fase (sviluppo eterotrofo della plantula). Il priming 

consiste essenzialmente in un prolungamento controllato della seconda fase 

impedendo il normale assorbimento di acqua che determinerebbe la 

geminazione (Halmer, 2006). Nel caso dell’osmopriming l’assorbimento di 

acqua viene limitato facendolo in una soluzione a basso potenziale idrico a 

base di mannitolo, sali inorganici (KNO3, KCL, K3PO4, Ca(NO3)2) o polietilene 

glicole (PEG). Quest’ultimo, comunemente usato nella frazione molecolare 

di 6000-8000, è attualmente preferito, in quanto la grandezza molecolare 

previene i danneggiamenti dovuti alla penetrazione del soluto nelle cellule. 

Il trattamento in genere dura da meno di 1 a 14 giorni, durante i quali i 

semi sono mantenuti tra 15° e 25°C. In seguito al trattamento i semi per 

essere conservati devono essere riportati a un contenuto idrico minore 

mediante asciugatura. Questo passaggio, essenziale a fini commerciali, in 

alcuni casi è però deleterio, in quanto può determinare  una riduzione della 

germinabilità.  

Come accennato sopra, si ipotizza che i benefici di questo trattamento 

derivino dall’attivazione di parte del ciclo cellulare, e in particolare di alcuni 

processi di riparazione. Studi su porro e mais riportano sintesi proteica e 

DNA a bassi livelli durante l’osmopriming, ma nessuna indicazione di 

divisione nucleare (Bray et al., 1989; Cruz-García et al., 1995). Cio’ indica 

che le cellule siano bloccate nella fase G1 e che non si raggiungono le 
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condizioni di germinazione adeguate in quanto l’osmolarità della soluzione 

riduce la disponibilità d’acqua.  

1.2.6 MECCANISMI DI TOLLERANZA AL DETERIORAMENTO: 

SISTEMI ANTIOSSIDANTI E DI RIPARAZIONE 

Diversi meccanismi cellulari e biochimici sembrano essere associati alla 

tolleranza al deterioramento, molti dei quali sono direttamente coinvolti 

nella detossificazione o nella riparazione del danno ossidativo; essi 

includono l’accumulo di oligosaccaridi, la sintesi delle “proteine della tarda 

embriogenesi” (late embriogenesis abundant, LEA) e delle proteine “heat 

shock” (HSP), e l’attivazione di sistemi antiossidanti (Wehmeyer et al., 

1996; Bailly et al., 2001; Bailly et al., 2004; Shih et al., 2008). Inoltre le 

cellule sono dotate di meccanismi di riparazione delle proteine e del DNA, 

che contribuiscono a mantenere una elevata longevità del seme (Rajjou e 

Debeaujon, 2008). 

La germinazione del seme in un certo senso dipende dai meccanismi di 

riparazione poiché gli acidi nucleici, le proteine e i lipidi sono inevitabilmente 

soggetti a un certo grado di stress ossidativo sia nel corso della fase di 

disseccamento durante la maturazione, sia per i processi di deterioramento 

dovuti alla conservazione (Kranner et al., 2010b; Bailly et al., 2008; Rajjou 

e Debeaujon, 2008). 

1.2.6.1 DISACCARIDI E OLIGOSACCARIDI 

La stabilità delle membrane durante il disseccamento e il deterioramento è 

stata associata alla presenza di saccarosio e oligosaccaridi che 

contribuirebbero a mantenere la struttura del doppio strato fosfolipidico 
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nella fase di disseccamento. Secondo l’ipotesi di “water replacement” i 

disaccaridi interagiscono direttamente con il fosfato delle testa polare dei 

fosfolipidi prevenendo l’aggregazione delle molecole vicine durante la 

disidratazione (Crowe et al., 1987; 1992). Molti studi inoltre indicano che gli 

zuccheri solubili, in particolare gli oligosaccaridi della famiglia del raffinosio, 

potrebbero essere coinvolti nella protezione dagli effetti deleteri del 

disseccamento e/o deterioramento, suggerendo un loro ruolo nella longevità 

del seme (Obendorf, 1997; Bailly et al., 2001).. 

In girasole saccarosio e raffinosio sono gli unici zuccheri solubili presenti nei 

cotiledoni nella fase di disseccamento; inoltre la quantità di raffinosio 

raddoppia nel seme maturo, influenzando il glassy state (Lehner et al., 

2006). 

1.2.6.2 PROTEINE LEA 

Le LEA sono una famiglia numerosa di proteine che si accumulano nella fase 

finale della maturazione del seme, quando l’embrione acquisisce tolleranza 

al disseccamento (Dure, 1993), o durante eventi di carenza d’acqua negli 

organi vegetativi. Questo quadro suggerisce che abbiano un ruolo protettivo 

nello stress da disidratazione anche se la loro funzione precisa rimane 

sconosciuta (Battaglia et al., 2008). Le caratteristiche peculiari di questa 

classe di proteine sono la presenza di motivi ripetuti nella sequenza 

proteica, l’elevata idrofilicità e solubilità, la termostabilità e l’apparente 

mancanza di una struttura definita (Hoekstra et al., 2001). In base alla 

presenza di motivi condivisi le LEA sono state classificate in sei gruppi. Tra 

questi il gruppo II, che comprende le deidrine è quello che ha ricevuto 

maggiore attenzione. Tuttavia, nonostante siano stati proposti meccanismi 
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per giustificare il loro contributo, quali la stabilizzazione di molecole e 

membrane (Campbell e Close, 1997) e l’interazione con gli oligosaccaridi 

nella formazione del glassy state (Shih et al., 2004), il loro ruolo specifico 

non è del tutto chiarito.  

In girasole l’espressione della deidrina codificata dal gene HaDhn1 risponde 

allo stress idrico in pianta (Ouvrard et al., 1996) e l’aumento dei relativi 

trascritti è correlato alla resistenza alla siccità (Cellier et al., 1998). Inoltre 

nell’ultima fase dello sviluppo dell’embrione, la risposta allo stress idrico 

sembra seguire una via ABA indipendente in quanto HaDhn1 si esprime allo 

stesso modo sia nel wild type che nel mutante ABA-deficiente (Giordani et 

al., 1999). 

1.2.6.3 PROTEINE “HEAT SHOCK” 

Le HSP funzionano come chaperon molecolari, ovvero agiscono in vivo per 

assicurare il corretto ripiegamento ed assemblaggio di proteine cellulari 

(Ellis, 1993) in strutture più complesse, minimizzando l’aggregazione di 

proteine non native, e rendendo riconoscibili per la degradazione i 

polipeptidi danneggiati (Feder e Hoffmann, 1999). HSP a basso peso 

molecolare (sHSP; PM <30 kDa) prodotte in risposta alle alte temperature e 

ad altri stress abiotici, quali presenza di metalli pesanti, stress ossidativo o 

da freddo (Sun et al., 2002; Gulli et al., 2005), sono state associate alla 

tolleranza al disseccamento in assenza di shock termico (Almoguera e 

Jordano, 1992; Coca et al., 1994; DeRocher e Vierling., 1994; Wehmeyer et 

al., 1996).  

Una evidenza del ruolo di queste proteine nella tolleranza al deterioramento 

del seme in girasole è stata ottenuta facendo sovra-esprimere in tabacco, 
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mediante transgenesi, un fattore di trascrizione di Helianthus (HaHSFA9), 

che ha favorito l’accumulo di sHSPs ed aumentato la germinabilità dopo 

invecchiamento accelerato (Prieto-Dapena et al., 2006). 

1.2.6.4 SISTEMI E MOLECOLE ANTIOSSIDANTI 

Le cellule vegetali sono dotate di meccanismi enzimatici e non enzimatici 

che permettono l’eliminazione delle ROS. La superossido dismutasi (SOD) 

ad esempio, che tramuta l’anione superossido in perossido di idrogeno e 

ossigeno (Bowler et al., 1992), è presente nella forma citosolica, 

mitocondriale o cloroplastica. Il perossido di idrogeno, invece, può essere 

eliminato dall’azione della catalasi (CAT), localizzata prevalentemente nei 

gliossisomi e nei perossisomi (Willekens., 1995). Anche gli enzimi che fanno 

parte del ciclo dell’ascorbato-glutatione partecipano a limitare le ROS. Essi 

comprendono l’ascorbato perossidasi (APX) la monodeidroascorbato 

reduttasi (MDHAR), la deidroascorbato reduttasi (DHAR), e la glutatione 

reduttasi (GR); sono presenti in citoplasma, cloroplasto,  mitocondri, 

perossisomi e apoplasto. e partecipano alla rigenerazione degli antiossidanti 

acido ascorbico, glutatione ridotto e α-tocoferolo (Mittler., 2002; De Tullio e 

Arrigoni, 2003). La glutatione perossidasi (GPX) può inoltre catalizzare 

direttamente la riduzione di H2O2 e idroperossidi (Eshdat et al., 1997). Nei 

semi inoltre sono presenti altre molecole con funzione antiossidante quali 

polifenoli, flavonoidi e perossiredossine, perossidasi tiolo-dipendenti capaci 

di ridurre H2O2 e OH  (Aalen, 1999).  

Molti studi hanno dimostrato che l’acquisizione della tolleranza al 

disseccamento è correlata all’aumento della capacità antiossidante, sia 

durante la fase di maturazione del seme, che in piante tolleranti al 
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disseccamento (Bailly et al., 2001; Kranner et al., 2002). In particolare, 

semi ortodossi di fagiolo durante la maturazione mostrano elevata attività di 

CAT e GR, mentre le attività di APX e SOD decrescono (Bailly et al., 2001). 

L’incremento di attività di CAT in questa fase è documentata in altre specie 

compreso il girasole (Kunce e Trelease., 1986; Scandalios et al., 1997; 

Bailly et al., 2003) mentre sulla GR e SOD non ci sono indicazioni univoche.  

Nei semi quiescenti e nelle primissime fasi dell’imbibizione, quando 

l’accessibilità degli enzimi al loro substrato è limitata, la produzione 

incontrollata di ROS è probabilmente limitata da molecole antiossidanti, 

quali il glutatione ridotto e le perossiredossine (Kranner e Grill, 1993; De 

Vos et al., 1994; Stacy et al., 1999). In varie specie, invece, vi sono 

evidenze che durante la germinazione il controllo dell’omeostasi redox è 

espletato dall’insieme di antiossidanti ed enzimi, come si evince 

dall’accumulo di α-tocoferolo, flavonoidi, perossiredossine, acido ascorbico, 

glutatione ridotto e dall’incremento dell’attività della catalasi (Tommasi et 

al., 2001; Yang et al., 2001; Bailly et al., 2002; Gallardo et al., 2002; Guan 

e Scandalios, 2002).  

In girasole, l’incremento dell’attività catalasica durante il disseccamento del 

seme porta a una minore perossidazione lipidica, suggerendo la rilevanza 

dell’azione detossificante di questo enzima (Bailly et al., 2003, 2004). In 

semi sottoposti ad invecchiamento accelerato, inoltre, si osserva una 

relazione diretta tra la ridotta attività di questo enzima e l’aumento della 

perossidazione lipidica durante il deterioramento, a sottolineare l’importanza 

del controllo dello stress ossidativo per il mantenimento del vigore del seme 

(Bailly et al., 1996, 2002). 
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1.2.6.5 MECCANISMI DI RIPARAZIONE DEL DNA 

È noto da tempo che nei semi imbibiti (fase 2 della germinazione) 

avvengono processi di riparazione del DNA mirati a ridurre gli effetti 

dell’insorgenza di mutazioni e che questi siano necessari alla divisione 

cellulare che avviene nelle fasi successive (Bewley, 1986).  

Nel seme secco di varie specie la maggior parte delle cellule embrionali è 

nella fase G1 (Bewley e Black 1994) e con l’imbibizione si ha la riattivazione 

del metabolismo cellulare. Questo passaggio tuttavia non è immediato: 

devono passare alcune ore prima che la replicazione del DNA (fase S) 

diventi evidente (Vázquez-Ramos e Sánchez, 2003). Questo periodo di 

transizione deriva dal bisogno della cellula di riparare i danni, in particolare 

agli acidi nucleici, accumulati durante il disseccamento e la conservazione 

(Osborne, 1983). In seguito ad invecchiamento accelerato il tempo medio di 

germinazione aumenta, probabilmente in relazione all’accrescimento 

dell’entità del danno molecolare, e del tempo necessario a ripararlo. Diversi 

studi hanno evidenziato, infatti, una correlazione diretta tra il grado 

d’invecchiamento e il tempo richiesto per l’inizio della replicazione (Sen e 

Osborne, 1974, Elder et al., 1987; Gutierrez et al., 1993).  

I danni al DNA in genere si traducono in fratture del singolo o del doppio 

filamento sia in maniera diretta, mediante la distruzione dello scheletro 

zucchero-fosfato, sia indirettamente attraverso il meccanismo di riparazione 

per escissione. Queste lesioni vengono riparate dalle DNA ligasi. 

Recentemente è stato dimostrato in Arabidopsis che la DNA LIGASE IV 

(AtLIG6) è importante nel garantire la vitalità e il vigore del seme in caso di 

condizioni di germinazione non ottimali, come l’invecchiamento accelerato e 
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l’esposizione ad agenti genotossici (Waterworth et al., 2010). Altre vie di 

riparazione del DNA operative nei semi includono la riparazione di un 

mismatch (MisMatch Repair), la riparazione mediante escissione di una base 

(Base Excision Repair) o la riparazione mediante escissione di un nucleotide 

(Nucleotide Excision Repair), dove il filamento complementare agisce come 

uno stampo (Bray e West, 2005). Il meccanismo di riparazione dei mismach 

è altamente conservato tra le specie e corregge la maggior parte degli errori 

che rimango dopo l’attività di proofreading della polimerasi, riducendo il 

tasso di incorporazione errata di nucleotidi nella nascente catena di DNA 

(Leonard et al., 2003). Recentemente è stato dimostrato come una poli 

(ADP-ribosio) polimerasi, essenziale al meccanismo di riparazione BER, sia 

necessaria per la germinazione (Hunt et al., 2007). Il meccanismo NER 

avviene tramite il riconoscimento indiretto della mutazione attraverso il 

cambiamento conformazionale della doppia elica, a cui segue la rimozione di 

24-32 basi contenenti la modificazione, ed è catalizzata da un complesso di 

sei multiproteine. In Arabidopsis mutanti deficienti per una delle proteine 

che riconoscono la base mutata o per una componente elicasica risultano 

rispettivamente in un fenotipo ipersensibile alle ROS (Costa et al., 2001) o 

letale (Liu et al., 2003). L’importanza dei meccanismi di riparazione del DNA 

è testimoniata anche da uno studio condotto in mais: mutanti per una 

proteina (Rad51) coinvolta nel corretto appaiamento cromosomico e nella 

riparazione delle rotture della doppia elica, sono risultati vitali, ma 

caratterizzati da una ridotta produzione di seme (Li et al., 2007). 
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1.2.6.6 MECCANISMI DI RIPARAZIONE DELLE PROTEINE 

È ben documentato che i semi maturi contengono mRNA preformati, detti 

“long-lived” per indicare la loro capacità di “sopravvivere” al disseccamento 

e permanere negli embrioni quiescenti, insieme a proteine funzionali alla 

trascrizione, alla traduzione e al metabolismo (Bewley e Black 1994). Gli 

mRNA del seme quiescente sono poi tradotti nelle primissime fasi 

dell’imbibizione per esplicare la loro funzione (Comai et al., 1989; Hughes e 

Galau,1989, 1991). Alcuni autori suggeriscono che gli mRNA presenti nel 

seme secco maturo, siano sufficienti per l’istaurarsi della germinazione 

sensu strictu, sottolineando come il potenziale per la germinazione sia in 

gran parte costituito durante la fase di maturazione. Rajjou et al. (2004) 

riportano infatti che la germinazione in Arabidopsis è bloccata in presenza di 

inibitori della sintesi proteica (cicloesimide), mentre può avvenire in 

presenza di inibitori trascrizionali (α−amanitina). Il tasso e l’uniformità di 

germinazione risultano tuttavia ridotti, indicando che nuovi trascritti devono 

essere prodotti durante l’imbibizione per ottenere un elevato vigore del 

seme (Rajjou et al., 2004). Le proteine presenti nel seme quiescente infatti, 

oltre a essere fonte di aminoacidi durante le prime fasi della germinazione 

(proteine di riserva), sono importanti per la produzione di energia e sono 

coinvolte nella replicazione, nella traduzione degli mRNA preesistenti e nella 

trascrizione. E’ evidente perciò l’importanza del mantenimento dell’integrità 

del proteoma durante le fasi di conservazione del seme. Queste 

macromolecole infatti sono gradualmente danneggiate durante la fase di 

conservazione, e ciò si traduce in una perdita di vigore e di vitalità del seme 

(Orzac et al., 2007). L’importanza del mantenimento dell’integrità 

 25



funzionale delle proteine è testimoniata dal fatto che il cambiamento del 

proteoma, in seguito a deterioramento controllato in Arabidopsis, 

corrisponde a una perdita di vigore (Rajjou et al., 2008). In particolare il 

deterioramento controllato provoca un aumento della carbonilazione delle 

proteine. Questa reazione è ampiamente utilizzata come indicatore di stress 

ossidativo in quanto è dimostrato come possa inficiare l’attività enzimatica o 

aumentare la suscettibilità alla proteolisi (Drake et al., 2002; Bassette et 

al., 2002; Nguyen e Donaldson, 2005).  

Durante la fase di disseccamento inoltre, le proteine sono suscettibili a 

processi di denaturazione, oppure alla degradazione chimica spontanea di 

residui di asparagina e acido aspartico, che porta all’accumulo di residui 

anormali di isoaspartile. La presenza di questi residui di isoaspartile può 

portare perdita della funzionalità proteica o dell’attività catalitica delle 

proteine modificate (Johnson et al., 1997; George-Nascimento et al., 1990). 

Questo tipo di danno alle proteine, tuttavia, può essere riparato dalla L-

isoaspartil metiltransferasi, enzima che catalizza il primo passaggio che 

porta alla riconversione nel peptide normale, e la cui attività nei semi di 

Arabidopsis è risultata coinvolta nel vigore del seme (Ogè et al., 2008).  

Possiamo ritenere dunque che il seme durante la germinazione abbia due 

opzioni per mantenere i suoi tessuti vitali: 1) avere a disposizione un set di 

proteine preesistenti funzionali 2) utilizzare mRNA preesistenti dai quali 

tradurre de novo proteine funzionali. Sembra tuttavia che, in ogni caso, la 

perdita della prima opzione, che implica la mancanza di proteine essenziali 

alla traduzione, porti automaticamente a perdere anche la seconda (Chen et 
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al., 2010). Da cio’ si evince l’importanza di mantenere un proteoma 

funzionale per ottenere una completa germinazione. 

1.3 L-ISOASPARTIL O-METILTRANSFERASI (PIMT) 

1.3.1 MECCANISMO DI RIPARAZIONE PROTEICA 

La proteina L-isoaspartil O-metiltransferasi (PIMT: E.C.2.1.1.77) è un 

enzima altamente conservato, presente in un vastissimo range di organismi 

che comprende batteri gram-negativi, piante, invertebrati e vertebrati, 

incluso l’uomo (Kagan et al., 1997a). Appartiene alle O-metiltransferasi 

(OMTs) che, insieme alle N- e alle C- sono tre delle maggiori famiglie di 

metiltransferasi, classificate in base alla natura chimica del substrato (Roje 

et al., 2006). La maggior parte delle O-metiltransferasi conosciute agisce su 

un residuo carbossile o idrossile di piccole molecole. La L-isoaspartil O-

metiltransferasi è un enzima di riparazione la cui funzione è quella di 

limitare il danno alle proteine indotto dall’accumulo di residui anormali di 

isoaspartile, derivanti dalla degradazione chimica spontanea dei residui di 

asparagina e acido aspartico (Lowenson e Clarke, 1992). PIMT catalizza il 

trasferimento di un gruppo metile ai residui proteici di L-isoapartile 

(isoAsp), e in alcuni casi di D-aspartile, facendo iniziare il meccanismo che 

porta alla loro riconversione in residui normali (McFadden e Clarke, 1987). 

In questa reazione l’isoAsp è temporaneamente metilesterificato al gruppo 

α-carbossilico, attraverso una reazione dipendente dalla S-adenosil 

metionina (AdoMet; Aswad et al., 2000). Dopo aver donato un gruppo 

metile l’AdoMet si trasforma in S-adenosil omocisteina (AdoHcy) che è 
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ritenuto un inibitore della reazione (Perna et al., 1995). Per idrolisi 

spontanea del gruppo metilesterificato successivamente si forma un anello 

L-succinimidico (Aswald, 1984; Murray e Clarke, 1984), il quale a sua volta 

spontaneamente idrolizza al gruppo α o β carbossile, producendo un insieme 

di residui di L-isoaspartile e L-aspartile in un rapporto di 3:1 (Grappin et al., 

2011). Anche se molte isoforme dell’enzima sono state descritte in vari 

organismi, si ritiene che in genere un singolo gene codifichi per questa 

proteina negli Eucarioti (Kagan et al., 1997a). Ad oggi, infatti, l’unico 

organismo nel quale sono state identificate due copie del gene è Arabidopsis 

(Xu et al., 2004). 

1.3.1.1 STRUTTURA PROTEICA E CATALISI ENZIMATICA 

La prima struttura cristallografica di PIMT è stata risolta da Skinner et al. 

(2000) per l’enzima del batterio ipertermofilo Thermatoga maritima. La 

struttura predetta per questo modello è di tipo “Rossmann fold” modificato, 

e consiste in sette foglietti β, connessi da α-eliche. In PIMT, il foglietto β 

centrale ha una topologia unica 3↑2↑1↑4↑5↑6↓7↑, in quanto nelle altre 

metiltransferasi AdoMet-dipendenti, attive su diversi substrati, ha una 

topologia 3↑2↑1↑4↑5↑7↓6↑ (Martin e McMillan, 2002; Schubert et al., 2003). 

Simili strutture di tipo αβα, sono state successivamente identificate negli 

ortologhi di PIMT rinvenuti in Pyrococcus furiosus (Griffit et al., 2001), 

Sulfolobus tokodaii (Tanaka et al., 2004), Drosophila melanogaster (Bennet 

et al., 2003), Escherichia coli (Fang et al., 2010) e nell’uomo (Weise et al., 

2002; Ryttersgaard et al., 2002), in accordo con la grande conservazione 

evolutiva della struttura proteica. Un elevato grado di conservazione si 

ritrova anche a livello di sequenza: Kagan et al. (1997a) hanno, infatti, 
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calcolato per PIMT un tasso di mutazione tra specie molto basso, simile a 

quello delle proteine della famiglia del citocromo b5 e della lattato 

deidrogenasi.  

L’elevato grado di somiglianza del gene codificante per la isoaspartil 

metiltransferasi insieme alla sua diffusa presenza nei vari phyla, ci indica 

l’importanza del ruolo svolto da questo enzima. La sequenza amminoacidica 

dedotta nel batterio ipertermofilo T. maritima può essere divisa in tre 

domini funzionali: una porzione N-terminale (77 residui) denominata “East 

Rim”, un dominio centrale (137 residui) denominato “West Rim” e un 

dominio C-terminale (102 residui) (Skinner et al., 2000); negli organismi 

superiori quest’ultimo dominio è molto ridotto (per esempio 9 aminoacidi 

nell’uomo; Smith et al., 2002). La “East Rim” contiene la Pre-region I 

(TISAPHMHA), uno dei due motivi caratteristici delle isoaspartil 

metiltransferasi, mentre il secondo (Post-region III, RYVPLT) è localizzato 

nella “West Rim” (Skinner et al., 2000). Il ruolo di queste due regioni 

potrebbe essere legato al mantenimento della specificità del substrato 

(Kagan et al,. 1997a) in quanto il sito attivo è incastonato tra la porzione N-

terminale e il dominio centrale (Skinner et al., 2000). In particolare questi 

autori suggeriscono che, almeno in T. maritima, le catene laterali di Thr-57 

e Ser-59 nella Pre-region I, siano elementi chiave per il riconoscimento 

selettivo del substrato isoaspartile dai normali residui di aspartile. Bennet et 

al. (2003) hanno dimostrato che, d’altra parte, per una corretta attività 

catalitica in D. melanogaster è necessaria la presenza del residuo Ser-60; 

sostituendo infatti questo residuo con Thr, Gln, o Ala, mediante mutagenesi 

sito-specifica, si altera l’affinità dell’isoaspartil metiltransferasi per il 
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substrato. La minore attività catalitica osservata in generale nei procarioti è 

stata recentemente messa in relazione, in Escherichia coli, alla maggiore 

affinità di PIMT per la S-adenosil omocisteina dovuta alla presenza di diversi 

residui coinvolti nelle interazioni idrofobiche con il l’AdoHcy (Fang et al., 

2010). 

La L-isoaspartil metiltransferasi, inoltre, condivide con la maggior parte 

delle metiltransferasi AdoMet-dipendenti tre regioni molto conservate, 

designate come I, II, e III, ritenute necessarie per legare l’AdoMet (Kagan e 

Clarke,. 1994).  

1.3.1.2 STRUTTURA DEL GENE E REGOLAZIONE TRASCRIZIONALE 

Nonostante, l’attività isoaspartil metiltransferasica nei regno vegetale sia 

ben documentata (Shen-Miller et al., 1995; Mudgett et al., 1997; Thapar e 

Clarke, 2001), il gene codificante PIMT è stato caratterizzato solamente in 

Arabidopsis (AtPIMT1, Mudgett e Clarke, 1996; AtPIMT2, Xu et al., 2004;), 

Triticum aestivum (TaPIMT, Mudgett e Clarke 1993) e Cicer arietinum 

(CaPIMT1, Verma et al., 2010).  

Nelle piante il gene PIMT1 è costituito da 4 esoni e tre introni, per un totale 

di 230 amminoacidi in Arabidopsis e frumento, e 229 in cece. La porzione 

codificante del gene PIMT2 in Arabidopsis è per il 68% identica a PIMT1, 

escludendo la regione di 237 bp in 5’, unica e caratterizzante PIMT2 (Xu et 

al., 2004). Questa regione infatti contiene un segnale di localizzazione 

nucleare  che fa si che la localizzazione cellulare di PIMT2 sia limitata al 

nucleo, mentre PIMT1 si trova prevalentemente nel citosol (Xu et al., 2004).  

L’espressione del gene PIMT sembra finemente regolata da stimoli ormonali 

e ambientali nel corso della maturazione del seme, ma in tutte le specie 
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analizzate raggiunge l’apice nel seme secco. (Mudgett et al.,1994, 1996; 

Thapar e Clarke, 2001; Xu et al. 2004;. Dinkins et al., 2008; Verma et al., 

2010). In T. aestivum, ad esempio, l’espressione di PIMT è massima nel 

seme secco e declina rapidamente con l’imbibizione e la germinazione 

(Mudgett e Clarke, 1994). Inoltre, durante la maturazione della cariosside 

l’accumulo dei relativi trascritti si sovrappone al pattern di espressione delle 

LEA. L’attività enzimatica e l’espressione del gene possono poi venire re-

indotte in germinelli di 5 giorni, a seguito di disidratazione o stress da NaCl, 

oppure in presenza di acido abscissico (ABA) esogeno (Mudgett e Clarke, 

1994). L’induzione dell’espressione del gene PIMT a seguito di trattamento 

con ABA è stata osservata anche in germinelli di Arabidopsis (Mudgett e 

Clarke, 1996; Xu et al. 2004; Ogè et al., 2008) e mais (Thapar et al., 

2001). Nel promotore di AtPIMT1, infatti, sono stati riscontrati tre elementi 

regolatori ABA-inducibili ABRE (Mudgett e Clarke, 1996). In Arabidopsis, 

tuttavia, stress quali la disidratazione o NaCl, non determinano un accumulo 

di trascritti di PIMT, suggerendo che la regolazione dell’espressione possa 

essere diversa in specie non affini (Mudgett e Clarke, 1996). Recentemente 

in cece (Verma et al., 2010) l’espressione di questo gene è risultata indotta 

anche a seguito di stress ossidativo e termico . 

1.3.1.3 LA FORMAZIONE DI ISOSPARTATO DURANTE 

L’INVECCHIAMENTO CELLULARE 

La formazione di isoaspartato rappresenta una delle più importanti 

alterazioni spontanee deleterie che subiscono le proteine in condizioni 

fisiologiche e una delle poche reversibili (Clarke, 2003). La suscettibilità alla 

formazione di isoAsp in un peptide è influenzata dalla struttura proteica 
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(Robinson e Robinson, 2001) e da fattori ambientali tra cui ph, temperatura 

(Patel e Borchardt, 1990) e fonti di stress (D’Angelo et al., 2001; Ingrosso 

et al., 2002; Ladino e O’Connor, 1992). Un ristretto gruppo di proteine 

contenenti residui di isoAsp, tra cui la calmodulina (Johnson et al., 1987; 

Dersrosiers et al., 1990) e la tubulina (Najbauer et al., 1996; Lanthier et 

al., 2002) sono state identificate come substrato di PIMT in cellule e tessuti 

non vegetali. Recentemente in Arabidopsis, mediante phage display 

biopanning (Grappin et al., 2011), sono state identificate 17 proteine 

bersaglio di questo enzima, tra cui proteine di riserva, peptidi con funzione 

protettiva, LEA, HSP, e una proteina implicata nel meccanismo di traduzione 

(Chen et al., 2010). 

Studi sui sistemi animali suggeriscono che la formazione di isoAsp, così 

come la sua conversione in aspartato, possano agire come un orologio 

molecolare, nel modulare i processi cellulari e il turnover proteico (Robinson 

et al., 1970) mentre più recentemente, si ipotizzano ruoli nel coadiuvare 

l’apoptosi (Deverman et al., 2002; Kutuk e Letai, 2008; Zhao et al., 2004; 

2007), nel rimodellamento della cromatina (Linder et al., 1999) e nella 

regolazione genica, attraverso il controllo della fosforilazione o della 

miristilazione (Pepperkok et al., 2000). Questi aspetti tuttavia non sono 

stati documentati nelle piante e necessitano maggiore approfondimento 

(Grappin et al., 2011). 

1.3.1.4 ANALISI FUNZIONALE IN ORGANISMI MODELLO 

L’importanza del meccanismo di riparazione svolto da PIMT si evince dal 

fenotipo di organismi nei quali il gene è stato interrotto o dove la sua 

espressione è stata incrementata. In E. coli il knock out del gene riduce la 
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sopravvivenza nella fase stazionaria in condizioni di stress ossidativo o 

termico (Visick et al., 1998). In D. melanogaster la sovra-espressione 

costitutiva di PIMT corrisponde a un incremento della vita media in 

moscerini sottoposti a un lieve shock termico (Chavous, 2001). In 

Caenorhabditis elegans mutanti knock out non sopravvivono in condizioni di 

carenza di nutrienti e hanno una fitness ridotta (Kagan et al., 1997b). 

1.3.2 IMPLICAZIONI NEL VIGORE DEL SEME 

Mudgett et al. (1997), hanno riportato l’attività funzionale di PIMT 

nell’estratto crudo di 45 specie rappresentanti 23 famiglie di Sporofite e 

Spermatofite. In queste ultime, livelli simili di attività si osservano in semi 

di conifere, monocotiledoni e dicotiledoni (Mudgett et al., 1997). Anche se 

una attività enzimatica PIMT di entità inferiore può essere osservata anche 

in tessuti vegetativi (Thapar e Clarke, 2001), quella principale si riscontra 

nei semi dove, durante il disseccamento e la quiescenza, si ipotizza 

avvengano gran parte dei processi deteriorativi, incluso l’accumulo dei 

residui anormali di isoaspartile (Mudgett e Clarke, 1993).  

Alcuni studi sembrano indicare come l’accumulo di isoAsp sia 

particolarmente deleterio per la longevità del seme e parallelamente come 

una limitazione di questa modificazione nel proteoma da parte di PIMT, 

contribuisca al vigore del seme. Semi di loto (Nelumbo nucifera) 

pluricentenari, ritrovati vitali in Cina, esibiscono livelli molto elevati di 

attività PIMT (Shen-Miller et al., 1995). In semi di orzo, ad esempio, 

l’attività di PIMT decresce nel tempo, fino a raggiungere livelli molto bassi 

dopo 17 anni di conservazione (Mudgett et al., 1997). Tale riduzione si 
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accompagna, inoltre, a un aumento di residui anormali di isoAsp e a una 

ridotta vitalità del seme. Nello stesso lavoro, tuttavia, semi di orzo 

sottoposti ad invecchiamento accelerato, pur mostrando bassa vitalità ed 

accumulo di isoAsp, non esibiscono un decremento dell’attività enzimatica di 

PIMT, a indicazione che il livello di attività della metiltransferasi potrebbe 

non essere sufficiente a riparare tutti i residui danneggiati (Mudgett et al., 

1997). In pomodoro al contrario l’invecchiamento accelerato riduce l’attività 

enzimatica di PIMT ed aumenta il tempo medio di germinazione (Kester et 

al., 1997); inoltre sottoponendo a priming i semi invecchiati artificialmente, 

i livelli di attività enzimatica e il TMG tornano simili a quelli del seme non 

invecchiato, suggerendo che il trattamento invigorente potrebbe mitigare gli 

effetti deleteri dell’invecchiamento con il coinvolgimento di PIMT. 

L’indicazione forse più probante del coinvolgimento di questo sistema di 

riparazione nel vigore del seme è stata ottenuta in Arabidopsis da uno 

studio di mutanti sovra-esprimenti o sotto-esprimenti il gene PIMT1, 

ottenuti per transgenesi (Ogè et al., 2008). Rispetto al wild type le linee 

sovra-esprimenti PIMT1 mostravano un limitato accumulo di isoAsp nella 

fase di maturazione, suggerendo come una elevata attività enzimatica in 

vivo fosse in grado di riparare i residui alterati (Ogè et al., 2008). Inoltre è 

stata osservata una correlazione tra longevità del seme, come tolleranza al 

deterioramento, e accumulo della proteina codificata da AtPIMT1: in seguito 

a deterioramento controllato, infatti, le linee transgeniche sovra-esprimenti 

il gene, mostravano germinabilità più elevate. D’altra parte nelle linee sotto-

esprimenti AtPIMT1 si osservava una marcata suscettibilità al 
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deterioramento, con geminabilità inferiore al 30%, rispetto al 70% nel wild 

type (Ogè et al., 2008). 

1.4 STUDI GENETICI SUL VIGORE E SULLA 

RISPOSTA AL PRIMING 

Il vigore del seme è un carattere complesso, di natura poligenica e 

fortemente influenzato da fattori ambientali durante la formazione del 

seme, la raccolta e la conservazione (Clerkx et al., 2004a). Numerosi studi 

sono stati condotti per identificare i QTL coinvolti nel vigore e nella longevità 

del seme sia in Arabidopsis (Clerkx et al., 2004b; Joosen et al., 2012) che 

in altre specie, quali cavolo (Bettey et al., 2000), lattuga (Shwember e 

Bradford, 2010), pomodoro (Foolad et al., 1999), riso (Jiang et al., 2011), e 

sorgo (Natoli et al., 2002). 

In alternativa all’approccio QTL, in alcuni studi sono stati presi in 

considerazione geni candidati, al fine di individuare le basi molecolari del 

vigore. La maggior parte di questi lavori, condotti in Arabidopsis, sono 

basati su mutanti, naturali o ottenuti per trangenesi, dei quali è stata 

valutata, preferenzialmente, l’espressione genica. Ad esempio mutanti nelle 

vie biosintetiche dei flavonoidi (Debeaujon et al., 2000) o del tocoferolo 

(Sattler et al., 2004) mostrano una ridotta longevità, in ragione del ruolo 

protettivo di queste molecole. Bentsink et al. (2006) hanno dimostrato 

invece che una mutazione nel gene DOG1, che controlla la dormienza, è 

associata con una maggiore longevità in Arabidopsis. Semi trangenici che 

accumulano in quantità maggiore un fattore di trascrizione correlato allo 

stress termico, mostrano un elevata presenza di proteine heat shock e 
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resistenza all’invecchiamento accelerato (Prieto-Dapena et al., 2006). Al 

contrario l’attività di una fosfolipasi D di membrana sembra essere deleteria 

per la qualità del seme, in quanto l’espressione ridotta è associata qualità 

fisiologica e longevità più elevate (Devaiah et al., 2007).  

In un recente lavoro, Lee et al. (2010) hanno dimostrato che la sovra-

espressione di geni della APX e SOD, in semi di tabacco, ha un effetto 

protettivo dagli effetti dell’invecchiamento.In Nelumbo nucifera, Zhou et al. 

(2010) hanno identificato due geni codificanti per metallotionine (proteine 

ricche di cisteina che detossificano le ROS) molto espressi nei semi 

pluricentenari di loto che, quando sovra-espressi in Arabidopsis ne 

potenziano la tolleranza all’invecchiamento accelerato (Zhou et al., 2012).  

Infine la sovraespressione della L-isoaspartyl methyltransferase PIMT1 in 

Arabidopsis, potenzia la qualità fisiologica del seme, mentre l’inattivazione 

del gene ne riduce il vigore, suggerendo che l’abilità nel riparare i residui 

anormali di isoaspartile sia associata alla longevità (Ogè et al., 2008).  

Per identificare possibili biomarcatori del vigore un altro approccio possibile 

è quello di valutare la risposta al trattamento invigorente di priming, sul 

proteoma e sul trascrittoma.  

Diversi studi sono stati condotti per comprendere i meccanismi cellulari alla 

base degli effetti dell’osmopriming sulla tolleranza agli stress e il vigore del 

seme. Questi hanno preso in considerazione aspetti quali la riattivazione del 

ciclo cellulare, il metabolismo di proteine e carboidrati, i sistemi 

antiossidanti e i processi di riparazione del DNA e delle proteine, fino a 

cambiamenti nel trascrittoma e nel proteoma. De Castro et al. (2000) a 

seguito di osmopriming hanno osservato, in tutti i tessuti dell’embrione di 
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pomodoro, un accumulo di β-tubulina presumibilmente connesso con la 

riattivazione del ciclo cellulare. Un incremento della 11-S globulina, 

associata alla mobilizzazione delle proteine di riserva, è stato riportato in 

semi di Beta vulgaris sottoposti a priming (Job et al., 1997). Capron et al. 

(2000) propongono questa proteina come biomarcatore del vigore del seme 

in questa specie, confermandone l’accumulo dopo priming parallelamente al 

mantenimento di elevati livelli di una proteina termostabile (membro 

putativo della classe 3 della LEA). Anche in Brassica oleracea un gruppo 

distinto di geni coinvolti nella maturazione del seme (Em6 e RAB18, 

appartenenti rispettivamente al gruppo 1 e 2 delle LEA) sono stati correlati 

alla tolleranza allo stress a seguito di osmopriming (Soeda et al., 2005). 

Meno definito risulta invece il ruolo nell’acquisizione della tolleranza agli 

stress dopo priming delle deidrine (DHN), altre LEA del gruppo 2 il cui ruolo 

nella protezione dagli stress abiotici è stato ampiamente dimostrato (Close, 

1996; Rorat et al., 2006). In barbabietola e pisello, ad esempio, si osserva 

una degradazione delle DHN durante l’osmopriming (Capron et al., 2000; 

Baker et al., 1995), mentre in semi di spinacio si osserva una iniziale 

attivazione dell’espressione di CAP85 (una proteina associata alla tolleranza 

al disseccamento) e di altre proteine dehidrin like durante il trattamento, 

che gli autori interpretano come una risposta protettiva allo stress osmotico 

(Chen et al., 2012).  

In relazione all’osmopriming, in letteratura sono riportati anche 

cambiamenti nei sistemi antiossidanti. Incrementi dell’attività di enzimi del 

ciclo ascorbato-glutatione (ascorbato perossidasi) e accumulo di glutatione 

ridotto (GSH) sono stati recentemente rilevati in semi di spinacio (Chen e 
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Arora, 2011). Queste molecole tuttavia sembrano implicate nella 

germinazione più che nella tolleranza al deterioramento (De Tullio e 

Arrigoni, 2003; Bailly et al., 2001; Garnczarska e Wojtyla, 2008). Al 

contrario l’attività di enzimi coinvolti nel mantenimento della longevità 

durante la conservazione, quali catalasi e superossido dismutasi, decresce 

durante il priming suggerendo che la preparazione alla germinazione posta 

in essere da questo trattamento attivi i sistemi protettivi tipici delle prime 

fasi della germinazione, inibendo invece quelli relativi alla longevità (Chen e 

Arora, 2011).  

In Brassica napus i geni di due diverse acquaporine, sovra-espressi in semi 

sottoposti a priming rispetto al controllo, sono stati messi relazione al 

trasporto di molecole d’acqua necessarie al metabolismo delle proteine di 

riserva o alla crescita cellulare che porta alla protusione della radichetta 

(Gao et al, et al., 1999). In Arabidopsis Gallardo et al. (2001) hanno 

rilevato l’accumulo di tubulina, cruciferina e proteine heat shock in risposta 

a trattamenti di priming . 

Per identificare possibili marcatori del vigore in relazione al priming, un altro 

approccio promettente sembra quello di valutare i cambiamenti indotti da 

questo trattamento nel trascrittoma e nel proteoma di semi deteriorati 

artificialmente. Bailly et al. (1998) hanno dimostrato come questo 

trattamento in girasole possa mitigare gli effetti del deterioramento 

riattivando i sistemi antiossidanti che tengono sotto controllo la produzione 

di ROS nella cellula. Anche durante l’osmopriming di semi di girasole 

invecchiati artificialmente viene promossa la sintesi di una specifica 

isoforma della catalasi. Gli autori attribuiscono a questo enzima un ruolo 
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chiave nel miglioramento della qualità fisiologica durante il priming dato 

che, provocando l’inibizione della catalase tramite l’aggiunta di 

aminotriazolo al PEG, si annullano gli effetti benefici del priming sulla 

germinazione (Kibinza et al., 2011). 

In semi di barbabietola, sottoposti prima a deterioramento controllato e poi 

a priming, infine, si è rilevato l’accumulo di proteine tra cui enzimi coinvolti 

nel metabolismo degli amminoacidi solforati, nella mobilizzazione di amido e 

lipidi, nella sintesi proteica e nel ciclo del metile (Catusse et al., 2011). 
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2. SCOPO DEL LAVORO 

L’obiettivo generale di questo lavoro è quello di contribuire a comprendere i 

meccanismi alla base del vigore del seme. In particolare qui si è voluto 

considerare il coinvolgimento della L-isoaspartil O-metiltransferasi (PIMT) 

nella tolleranza al deterioramento in girasole. Il ruolo di riparazione proteica 

di questo enzima, la cui presenza in forma attiva è stata rilevata nei semi di 

molte specie, è stato recentemente messo in relazione al vigore del seme. 

Helianthus annuus è specie di notevole rilevanza economica e modello per 

per studi di genetica, genomica e trascrittomica nelle Compositae, famiglia 

che annovera molte colture di interesse economico. Inoltre, il seme di 

girasole, essendo particolarmente suscettibile ai processi deteriorativi 

durante la conservazione, costituisce un buon modello per studi di tipo 

fisiologico.  

La ricerca, condotta su 16 linee già oggetto precedenti studi genetici e 

fisiologici, si è articolato nei seguenti obiettivi: 

• Isolare il gene PIMT in girasole e caratterizzane la variabilità a livello 

nucleotidico e aminoacidico 

• Caratterizzare i materiali in termini vigore ed espressione genica 

PIMT in risposta all’invecchiamento accelerato e al priming 

• Correlare il dato fisiologico con l’espressione genica al fine di valutare 

il ruolo potenziale del meccanismo di riparazione cellulare di PIMT nel 

vigore del seme di girasole 
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3. MATERIALI E METODI 
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3.1 MATERIALE VEGETALE E PRODUZIONE DEL 

SEME 

Lo studio è stato condotto su 16 linee inbred di girasole, comprendenti 

genotipi mantenitori della maschio-sterilità e ristoratori della maschio-

fertilità, rappresentative della diversità del germoplasma coltivato (Tabella 

1). Tali materiali erano stati precedentemente scelti per variabilità in termini 

di germinabilità in risposta a condizioni sub-ottimali di temperatura e a 

seguito di invecchiamento accelerato (Battistini, 2011). Le accessioni fanno 

parte della collezione di germoplasma presente al LaRAS, composta da 126 

genotipi provenienti da differenti istituti di ricerca. 

Tutte le linee sono state riprodotte per autofecondazione nell’estate 2010 

presso l’azienda sperimentale dell’Università di Bologna situata a Cadriano, 

al fine di mantenere la collezione ed ottenere una quantità sufficiente di 

seme per i test di laboratorio. Prima della semina gli acheni sono stati 

trattati con Apron® XL (340 g/l metalaxil-M) in ragione di 3 µl g-1, come 

protezione contro Plasmopara helianthi, l’agente causale della peronospora 

del girasole. Per il trattamento, i semi sono stati posti in un tubo di 

polipropilene da 50 ml con la soluzione fungicida, agitati dolcemente per 

distribuire uniformemente il prodotto e posti ad asciugare per due giorni a 

temperatura ambiente nel flusso d’aria di una cappa chimica.  

Le accessioni sono state allevate in campo, in parcelle non replicate 

costituite da file singole lunghe 3 m distanziate tra loro 0,8 m. Venti semi 

per accessione sono stati seminati manualmente alla profondità di 5 cm. Al 

fine di proteggere i semi da insetti terricoli, nel solco è stato distribuito un 

trattamento geodisinfestante microgranulare (FORCE 12Kg ha-1), 
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immediatamente ricoperto di terra. Per proteggere i semi dagli uccelli, dopo 

la semina le parcelle sono state coperte con un telo di tessuto non tessuto, 

rimosso una volta avvenuta l’emergenza. Fino allo sviluppo delle prime 3-4 

foglie, le plantule sono state protette mediante una rete di nylon sostenuta 

da archetti ad un’altezza di 0,60 m. Successivamente si è proceduto al 

diradamento delle piante fino ad ottenere 8-10 piante per accessione. 

Durante la fase di crescita vegetativa sono stati eseguiti due trattamenti di 

Iprovalicarb (Melody, 4 Kg/ha, 4 g/L) al fine di prevenire attacchi di 

peronospora. 

Le piante sono state autofecondate mediante isolamento delle calatidi entro 

sacchetti di tessuto non tessuto (55 g m-2). Tale operazione è stata 

effettuata alcuni giorni prima della deiscenza delle antere, quando la 

colorazione gialla dei fiori del raggio coprenti la parte periferica del disco 

risultava visibile tra le brattee semidischiuse. La raccolta è avvenuta 

scalarmente secondo i diversi tempi di maturazione delle linee. Le calatidi, 

recise dallo stelo quando il ricettacolo era completamente ingiallito e le 

brattee apparivano marroni, sono state sgranate manualmente, per evitare 

danni meccanici; gli acheni sono stati raccolti in sacchetti di rete di plastica 

e posti ad asciugare a 35°C in ambiente ventilato per 3 giorni. Le impurità e 

i semi vuoti sono poi stati rimossi mediante setacciatura e ventilazione. Il 

seme pulito è stato conservato in sacchetti di carta a 15°C, 50% UR, al 

buio.  
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3.2 ISOLAMENTO DEL GENE PIMT IN HELIANTHUS 

ANNUUS 

3.2.1 ISOLAMENTO DELLA SEQUENZA GENOMICA PARZIALE  

L’isolamento della sequenza genomica di PIMT di girasole ha preso l’avvio 

da ricerche in banche dati di sequenze espresse (EST) di questa specie che 

avessero elevata omologia con quella di PIMT di Arabidopsis thaliana 

(AtPIMT1). L’indagine bioinformatica è stata condotta avvalendosi degli 

strumenti disponibili nella banca dati TIGR Gene Indices (Quackenbush et 

al., 2000; Quackenbush et al., 2001) che, assemblando sequenze espresse, 

permette di ottenere sequenze consenso putative (TCs = Tentative 

Consensus sequences) utilizzabili nella ricerca di geni ortologhi. Al momento 

dell’utilizzo, il sistema poteva accedere ad un elevato numero di EST di 

girasole (HAGI: Helianthus annuus Gene Index, 

http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-bin/tgi/gimain.pl?gudb=sunflower). 

Attraverso una ricerca per parola chiave, è stata così identificata una TC di 

girasole (TC57615) derivante da tre EST (accessioni GenBank: BQ972860, 

BQ916423, BQ974796), caratterizzata da una elevata similarità (74%) con 

la proteina L-isoaspartil O-metiltrasferasi di Arabidopsis. 

L’allineamento tra la sequenza TC e quella di AtPIMT1 ha permesso di 

determinare la posizione relativa degli EST di girasole, di identificare le 

giunzioni putative tra esoni ed introni e di progettare primer per 

l’amplificazione del gene (Figura 1).  

Per le successive analisi genetiche il DNA è stato estratto da un bulk di 5 

foglie liofilizzate per ciascuna accessione utilizzando il metodo descritto da 
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Saghai Maroof et al. (1984) con alcune modifiche (Battistini, 2011), 

quantificato e diluito a una concentrazione di 20 ng/µl. Per il 

sequenziamento si è considerata la linea HA89 che rappresenta un genotipo 

di riferimento nel miglioramento genetico e negli studi di biologia 

molecolare di questa specie.  

Un primo tentativo, mirato ad ottenere gran parte della sequenza in 

un’unica reazione, è stato compiuto utilizzando primer (Fw1, Rw1) molto 

simili a quelli costruiti da Ogè et al. (2008) per amplificare l’ortologo in 

Arabidopsis, con solo lievi modifiche sulla base della sequenza putativa di 

girasole. Dei due primer utilizzati per la reazione, solamente quello forward 

ha prodotto un amplicone (493 pb) per il quale si è confermata l’omologia 

con il secondo esone di AtPIMT1.  

Per estendere la sequenza genomica di Helianthus si è fatto ricorso al 

sequenziamento successivo di ampliconi relativi a segmenti diversi e 

parzialmente sovrapposti, ottenuti a partire da primer progettati per 

l’appaiamento su esoni (Figura 1b). I primer, costruiti con il programma 

“PRIMER3” (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi), sono 

stati utilizzati per eseguire amplificazioni nidificate (nested-PCR) ove il 

prodotto della prima reazione, diluito 1:100, veniva utilizzato come stampo 

per quella successiva. Nella Tabella 2 sono elencate le sequenze dei primer 

impiegati, le relative temperature di annealing e le lunghezze dei prodotti di 

amplificazione.  

Le amplificazioni, salvo specifiche indicazioni, sono state condotte con 90 ng 

di DNA genomico in un volume di reazione di 25 µl contenente 1X tampone 

PCR, 2 mM MgCl2, 0,25 mM di ciascun dNTP, 0,5 mM di ogni primer e 1 U di 
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DNA polimerasi AmpliTaq Gold® (Applied Biosystems). Il profilo termico 

PCR utilizzato comprendeva un ciclo iniziale per l’attivazione della Taq (95 

°C per 15 min), seguito da 40 cicli costituiti da 30 s a 94 °C, 45 s a 56 °C e 

1,3 min a 72 °C, con estensione finale a 72 °C per 10 min. I prodotti di 

amplificazione sono stati analizzati in gel di agarosio 1,8% e visualizzati su 

transilluminatore UV 312 nm dopo colorazione in una soluzione di bromuro 

di etidio (10 µg/ml). Dato che l’analisi mostrava la presenza di una singola 

banda nel profilo, la miscela di reazione è stata purificata con il kit Wizard® 

SV Gel and PCR clean-up system (Promega Italia). Il prodotto di 

amplificazione è stato infine quantificato mediante spettrofotometro 

(BioPhotometer, Eppendorf), diluito in acqua nuclease-free ad una 

concentrazione finale di 50 ng/µl e fatto sequenziare all’esterno (MWG 

Biotech AG, Milano). 

3.2.2 COMPLETAMENTO DELLA SEQUENZA GENOMICA 

MEDIANTE PCR-WALKING 

Le estremità 5’ e 3’ della sequenza codificante di PIMT di girasole sono state 

ottenute utilizzando un approccio PCR-walking come descritto da Cottage et 

al. (2001) con leggere modifiche (Figura 1c). Questa metodica consiste 

nell’amplificazione di frammenti di restrizione, contenenti la sequenza di 

interesse, mediante coppie di primer di cui uno ancorato nella regione nota, 

l’altro complementare alla sequenza di un adattatore ligato alle estremità 

dei frammenti di restrizione (AP1 = adapter primer 1). Il prodotto di questa 

prima amplificazione viene poi utilizzato come stampo per una successiva 
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reazione nidificata, condotta usando una coppia di primer più interni, ma 

entrambi sempre ancorati ai rispettivi medesimi elementi (AP2).  

Due µg e 500 ng di DNA genomico della linea HA89 sono stati digeriti 

separatamente per una notte con 80 U degli enzimi SmaI, EcoRV, DraI e 

ScaI, il primo con incubazione a 25°C, i rimanenti a 37°C. Per tali enzimi 

era già stata accertata l’assenza di siti di restrizione nella zona di 

appaiamento dei primer e nella regione adiacente in 3’ sulla sequenza 

conosciuta. Al termine della digestione, i campioni sono stati incubati a 

65°C per 10 min per inattivare gli enzimi e successivamente purificati 

mediante trattamento con cloroformio. Il DNA è stato precipitato con 

aggiunta di 1/10 del volume di NaOAc 3 M (pH 5.2) e di 2 volumi di etanolo 

100%, raccolto mediante centrifugazione a 14,000 g per 10 min, essiccato 

ed infine risospeso in 20 µl di acqua sterile. I frammenti di restrizione, ad 

estremità piatte, sono stati ligati con l’adattatore oligonucleotidico a doppio 

filamento (Tabella 3), incubando per una notte a 16°C 10 µl della miscela di 

digestione e 50 pmol di adattatore con 10 U di DNA ligasi T4 e 2 µl del suo 

buffer in un volume finale di 20 µl. La reazione è stata bloccata con 

incubazione a 65°C per 10 min e ciascuna libreria di frammenti di 

restrizione con adattatori è stata diluita 1:10 in TE (pH 8).  

Le reazioni di amplificazione per la PCR-walking alle estremità 5’ e 3’ sono 

state effettuate in un volume di reazione di 25 µl contenente 1X tampone 

PCR, 2,5 mM MgCl2, 0,25 mM per ciascun dNTP, 0,8 mM di ogni primer, 1 U 

AmpliTaq Gold® DNA polymerase (Applied Biosystems) utilizzando, come 

stampo, 3 µl di ciascuna libreria. Il profilo termico utilizzato comprendeva 

un ciclo iniziale per l’attivazione della polimerasi (95 °C per 15 min), seguito 
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poi da 35 cicli rappresentati da 30 s a 94 °C, 1 min a 60°C, 30 s a 72 °C, 

con estensione finale a 72 °C per 10 min. Il prodotto PCR così ottenuto è 

stato diluito 1:100 e successivamente usato come stampo per una PCR 

nidificata, condotta nelle medesime condizioni di amplificazione, utilizzando i 

primer interni. Le miscele di amplificazione che, in gel di agarosio, 

mostravano la presenza di un singolo prodotto sono state purificate e 

sequenziate come descritto sopra. 

La Tabella 3 riporta le sequenze degli oligonucleotidi impiegati. Le sequenze 

degli adattatori (ADAPL e ADSPS) e dei primer disegnati su di essi (AP1 e 

AP2) sono state lievemente modificate rispetto a Cottage et al. (2001). Al 

fine di dirigere la reazione “a valle” del quarto e ultimo esone e “a monte” 

del secondo esone, sono stati disegnati primer sulla sequenza conosciuta di 

PIMT in HA89, rispettivamente in prossimità di 5’ (primer 5’ PCR-walking) o 

di 3’ (primer 3’ PCR-walking).  

Per il primo obiettivo è stata eseguita una prima amplificazione con AP1 

come primer reverse e Fw1118 come primer forward ancorato e, 

successivamente, con AP2 (reverse) e FW1161 (forward). Per il secondo, le 

amplificazioni hanno previsto l’uso di due PCR nidificate, la prima con le 

coppie AP1 (forward) / Rw537 e AP2 / Rw217, la seconda con le coppie AP1 

/ Rw217 e AP2 / Rw271.  

3.2.3 ISOLAMENTO DELLA SEQUENZA CODIFICANTE PARZIALE 

Le sequenze nelle regioni di giunzione tra esoni e introni, dedotte 

inizialmente dall’allineamento tra la sequenza TC di girasole e AtPIMT1 

utilizzando il programma MEGA ver. 5.3 (Tamura et al., 2011), sono state 
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confermate dal sequenziamento di parte del cDNA della linea HA89, 

ottenuto per l’analisi di espressione (vedi paragrafi successivi). 

L’amplificazione è stata condotta utilizzando 100 ng di cDNA retrotrascritto 

in un volume finale di 30 µl contenente 1X di tampone PCR, 2 mM MgCl2, 

0,25 mM per ciascun dNTP, 0,5 mM di ogni primer, 1 U di EX Taq™ DNA 

polymerase (Takara Bio Europe). I primer di innesco utilizzati sono stati 

Fw115 (Tabella 4) Rw503 (Tabella 2). Il profilo termico comprendeva una 

fase iniziale di 3 min a 95 °C per l’attivazione della polimerasi, seguito da 

40 cicli rappresentati da 30 s a 94 °C, 45 s a 60 °C, 1 min 72 °C, ed una 

estensione finale a 72 °C per 7 min. L’amplificato è stato analizzato in gel di 

agarosio, purificato, diluito in acqua nuclease free ad una concentrazione 

finale di 50 ng/µl ed inviato a Macrogen Europe (Amsterdam, Netherland) 

per il sequenziamento.  

Le relazioni della proteina PIMT di girasole, dedotta dalla sequenza 

codificante, rispetto a quelle di Arabidopsis, cece e frumento, sono state 

analizzate mediante allineamento multiplo con il programma MAFFT 

(v6.864b) (Figura 3). 

3.3 CARATTERIZZAZIONE DEL GENE PIMT NELLE 16 

LINEE  

3.3.1 SEQUENZIAMENTO 

Per determinare la variabilità di PIMT, è stata ottenuta la sequenza 

genomica di una regione di 1440 basi, comprendente gli esoni 2, 3 e 4, in 

ciascuna delle 16 accessioni mediante sequenziamento di amplificati relativi 
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a tre porzioni parzialmente sovrapposte prodotte con altrettante coppie di 

primer. La Tabella 4 riporta le sequenze dei primer utilizzati per 

l’amplificazione dei tre frammenti e la lunghezza di questi ultimi. Le 

amplificazioni sono state condotte utilizzando 100 ng di DNA genomico in un 

volume finale di 30 µl contenente 1X di tampone PCR, 2 mM MgCl2, 0,25 

mM per ciascun dNTP, 0,5 mM di ogni primer, 1 U di EX Taq™ DNA 

polimerasi (Takara Bio Europe). Il profilo termico comprendeva una fase 

iniziale di 3 min a 95 °C per l’attivazione dell’enzima, seguito da 40 cicli 

rappresentati da 30 s a 94 °C, 45 s a 60 °C, 1 min 72 °C, ed una estensione 

finale a 72 °C per 7 min. I prodotti di amplificazione sono stati analizzati in 

gel di agarosio, purificati come sopra descritto ed inviati a Macrogen Europe 

(Amsterdam, Netherland) per il sequenziamento.  

3.3.2 ANALISI BIOINFORMATICA 

I dati di sequenza sono stati ricevuti come cromatogramma, visualizzati 

mediante il programma CHROMAS LITE ver. 2.01 (Technelysium Pty Ltd) e 

controllati manualmente. I tre frammenti sono stati poi assemblati per 

ricostruire la sequenza genomica comprensiva dei tre principali esoni e dei 

due introni. Le sequenze sono state allineate usando CLUSTALW2 e MULTALIN 

versione 5.4.1 (Corpet, 1988). 

I polimorfismi di sequenza sono stati analizzati usando il programma DNASP 

ver. 5 (Librado e Rozas, 2009) calcolando la diversità aplotipica (Hd), il 

numero medio di differenze nucleotidiche (k), la diversità nucleotidica (π) 

che indica il numero medio di differenze di nucleotidi per sito tra sequenze; 

(Nei, 1987), e il numero di siti segreganti (θ; Watterson, 1975). I valori di π 
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e θ sono poi stati valutati mediante test di D di Tajima (Tajima, 1989) per 

saggiare la neutralità dei polimorfismi.  

Semplici caratteri biochimici delle proteine dedotte, quali il punto isoelettrico 

(Ip) e il peso molecolare (Mw), sono stati calcolati utilizzando la risorsa 

COMPUTE PI/MW del server di proteomica EXPASY (Gasteiger et al, 2003; 

2005). La struttura secondaria delle proteine è stata inferita mediante il 

programma HNN (Combet et al., 2000); tale software attribuisce ad ogni 

residuo aminoacidico nella proteina un punteggio che rappresenta la 

probabilità di esistere in uno dei tre differenti stati (alfa elica, extended 

strand, o random-coil) e permette di predire l’incidenza percentuale di 

questi ultimi nella sequenza proteica. 

3.4 SVILUPPO DI UN SAGGIO PER L’ESPRESSIONE 

DEL GENE PIMT 

3.4.1 ESTRAZIONE DELL’RNA TOTALE 

L’estrazione dell’RNA è stata effettuata da campioni di semi privati del 

pericarpo, congelati in azoto liquido, conservati a –80°C, e finemente 

macinati in mortaio in presenza di azoto liquido; una punta di spatola (circa 

80 mg) di materiale polverizzato è stata sottoposta ad estrazione con il kit 

Nucleospin® RNA/Protein (Macherey-Nagel). L’RNA ottenuto è stato 

risospeso in 60 µl di acqua trattata con dietilpirocarbonato (DEPC) e, dopo 

averne verificata l’integrità mediante elettroforesi in agarosio 1,5%, è stato 

conservato a –80 °C. 
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3.4.2 TRATTAMENTO CON DNASI E SINTESI DEL PRIMO 

FILAMENTO DI cDNA 

Al fine di eliminare eventuali molecole di DNA genomico contaminanti, per 

ciascun campione circa 1 µg di RNA totale è stato trattato con DNAsi. La 

miscela di reazione conteneva 6 µl di RNA estratto, 1 µl di tampone di 

reazione 10X, 1 µl di acqua DEPC, 2 U di RQ1 (RNase Free DNase, 

Promega). La reazione è stata incubata a 37 °C per 1 h, dopo di che 

l’enzima è stato disattivato con l’aggiunta di 1 µl di RQ1 Stop Solution ed 

incubazione a 65°C per 10 min. 

Per escludere la presenza di DNA residuo nei campioni di RNA così ottenuti, 

che potrebbe interferire nella successiva quantificazione, una piccola 

aliquota di questi (1 µl) è stata utilizzata come stampo in una reazione di 

amplificazione con primer Fw102 e Rw655 (Tabella 4) posizionati sul primo 

e secondo introne. L’assenza del relativo amplificato è stata accertata 

mediante elettroforesi in agarosio e solamente i campioni privi di 

contaminazione di DNA sono stati sottoposti a retrotrascrizione. 

Per la sintesi del primo filamento di cDNA si è utilizzato il kit High Capacity 

cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). La reazione è stata 

condotta in una soluzione di 20 µl contenenti 8 µl di RNA, tampone di 

retrotrascrizione 1X, RT Random Primers 1X, dNTP Mix 1X, 1 µl di inibitore 

dell’RNAsi, 1 µl di MultiScribe™ Reverse Transcriptase, 5,2 µl di acqua 

trattata con DEPC. La miscela è stata incubata in un termociclatore secondo 

il seguente profilo termico: 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C e 5 min a 85 

°C. 
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Per ottenere una stima approssimativa delle rese in cDNA ottenute dai 

diversi campioni, una piccola aliquota di essi è stata impiegata come stampo 

in una reazione di PCR condotta utilizzando primer posizionati sulla regione 

codificante del gene di interesse (PIMTFw; PIMTRw Tabella 5); i prodotti di 

amplificazione sono stati quindi analizzati in gel di agarosio. Al fine di 

rendere la concentrazione quanto più possibile uniforme, i campioni di cDNA 

sono stati diluiti sulla base dell’intensità di fluorescenza dei relativi 

amplificati.  

3.4.3 SVILUPPO DI UN SAGGIO REAL TIME  

Il livello di espressione di PIMT è stato stimato mediante PCR real time. Per 

ciascun campione, la determinazione è avvenuta con riferimento ad un 

calibratore rappresentato dal cDNA ottenuto da una tesi non trattata (noAA 

noPr) della linea HA89. 

Inoltre, per ovviare a differenze nella quantità iniziale di cDNA impiegata 

per ciascuna reazione, tutte le quantificazioni sono state normalizzate 

rispetto al livello di espressione di controlli interni, cioè di geni di riferimento 

(reference genes). Tuttavia, essendo noto (Czechowski et al., 2005) che 

anche l’espressione di alcuni dei geni comunemente usati a questo scopo 

(housekeeping) può essere variamente modulata in risposta a diversi 

trattamenti, si è condotta una valutazione preliminare di alcuni di essi al 

fine di selezionare quelli più adatti alla normalizzazione in quanto meno 

influenzati dalle condizioni sperimentali adottate in questo esperimento.  

Tra i geni reference potenzialmente utilizzabili, sono stati presi in 

considerazione l’actina-1 l’elongation factor-1 e l’S19 (codificante per una 
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subunità ribosomiale); i primi due sono tra quelli più frequentemente 

utilizzati in girasole (Fernandez et al., 2010), il terzo è stato 

specificatamente impiegato per la quantificazione relativa nel seme (Bailly, 

comunicazione personale). 

3.4.4 PROGETTAZIONE DEGLI OLIGONUCLEOTIDI  

La messa a punto di un protocollo di quantificazione dell’espressione genica 

ha comportato lo sviluppo dei saggi PCR real time, con rilevamento 

mediante SYBR®Green, relativi ai geni reference e al gene di interesse 

PIMT. Al fine di aumentare la specificità del saggio per il cDNA e ridurre i 

rischi di rilevare gli amplificati generati da sequenze genomiche, per tutti i 

saggi uno dei due primer è stato posizionato su una giunzione 

introne/esone. 

Le sequenze sono state ottenute mediante ricerche nelle banche dati HAGI 

(Helianthus annuus Gene Index, http://compbio.dfci.harvard.edu/cgi-

bin/tgi/gimain.pl?gudb=sunflower parte del The Gene Index Project;) e 

GENBANK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Per quanto riguarda 

l’actina, il punto di partenza per identificare la posizione delle giunzioni 

introne/esone è stato l’allineamento del cDNA dell’actina-1 di girasole 

(accessione GenBank FJ487620) con la sequenza genomica di actina-7 di 

Arabidopsis (accessione GenBank NC003076, 3052097-3054614 pb), nella 

quale erano già indicate le posizioni degli introni. Quindi è stato costruita 

una coppia di primer costituita dal forward nella giunzione tra il I e il II 

esone il reverse sul II esone). Per l’elongation factor-1 (EF1) è stata 

utilizzata la sequenza putativa consenso di una EST (TC 39882) ottenuta 
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mediante ricerca per parola chiave nella banca dati HAGI. Al fine di 

determinare le posizioni di giunzione esone/introne, non essendo disponibile 

la corrispondente sequenza genomica, sono state utilizzate le informazioni 

disponibili per EF1 di Lycopersicon esculentum (accessione GenBank 

X53043.1). Le varie sequenze espresse parziali che compongono la 

sequenza putativa TC 39882, nella regione d’interesse per il disegno dei 

primer, sono state riallineate manualmente usando CLUSTALW2 al fine di 

correggere eventuali errori di sequenziamento. Infine è stata costruita una 

coppia di primer costituita dal forward nella giunzione tra il I e il II esone il 

reverse sul II esone). Anche per S19 la sequenza putativa consenso della 

EST di girasole TC 43824 è stata trovata mediante ricerca per parole chiave 

nella banca dati HAGI. Le sequenze dei DNA genomici di girasole EF461425, 

EF461428, EF461421, EF461424, EF461426 di GenBank sono state 

utilizzate sia per identificare le giunzioni esone/introne, insieme alla 

sequenza dell’S19 in Arabidopsis CP002688 (24611158- 24612202 pb), sia 

per ricavare una sequenza consenso utile per disegnare i primer. è stata 

costruita quindi una coppia di primer con il forward sul II esone e il reverse 

nella giunzione tra il II e il III esone. Infine, per il gene PIMT si è fatto 

riferimento alla sequenza precedentemente isolata, avendo cura di evitare, 

per la progettazione degli oligonucleotidi, le poche regioni polimorfiche 

riscontrate.  

Per progettare tutti gli oligonucleotidi ci si è avvalsi del programma 

PRIMER3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3_www.cgi). Per i 

primer sono stati posti come requisiti una temperatura di melting di circa 60 
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°C, un contenuto in GC compreso tra 40 e 60%, una lunghezza di 18-22 

basi e una lunghezza ottimale dell’amplicone di 100-150 pb.  

Le sequenze dei primer e la lunghezza dei relativi amplificati per i tre geni di 

riferimento e per PIMT sono riportate nella Tabella 5.  

3.4.5 AMPLIFICAZIONE REAL-TIME 

Le reazioni sono state effettuate in un volume finale di 20 µl contenenti 2 µl 

di soluzione cDNA stampo, 1X di SYBR®Green I Master (Roche, Basel, 

Switzerland), 0,5 mM  di ogni primer e 6 µl di acqua sterile. Ogni reazione 

di PCR è stata realizzata in triplicato.  

L’amplificazione è stata eseguita con un apparecchio LightCycler® 480 

(Roche, Basel, Switzerland) utilizzando il seguente profilo termico: 

attivazione iniziale della polimerasi (10 min a 95 °C), 45 cicli di 

amplificazione rappresentati da denaturazione per 10 s a 95°C e 

appaiamento/estensione per 1 min a 62°C. Per ogni campione il crossing 

point (Cp) è stato determinato mediante il “metodo della massima derivata 

seconda” utilizzando il software LightCycler 3.5 (Roche Molecular 

Biochemicals).  

Per monitorare la presenza di “falsi positivi”, dati da possibili contaminazioni 

dei reagenti con acidi nucleici, in ogni reazione è sempre stato incluso un 

“bianco”, ove il cDNA stampo era sostituito da acqua sterile. Qualora fossero 

rilevati segnali con valori di Cp >40 il livello di contaminazione era 

considerato trascurabile. Per confermare l’identità e la specificità degli 

ampliconi, al termine della reazione è stata condotta l’analisi di melting 

rilevando in maniera continua l’emissione della fluorescenza in seguito alla 
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dissociazione del prodotto PCR con l’incremento progressivo  della 

temperatura fino a 95 °C. Le curve di melting sono state trasformate in 

picchi riportando in ascissa la temperatura e in ordinata la derivata seconda 

della fluorescenza sulla temperatura (-∆I/∆T2). 

3.4.6 VALIDAZIONE DEI GENI DI RIFERIMENTO CANDIDATI 

Al fine di individuare i geni reference da utilizzare nei successivi 

esperimenti, Actina-1, Elongation Factor-1 ed S19 sono stati posti a  

confronto utilizzando il foglio Excel modificato BESTKEEPER (Plaffl et al., 

2004). Il software analizza la variabilità nell’espressione dei geni reference 

ed effettua un’analisi comparativa tra essi sulla base delle correlazioni a 

coppia tra i rispettivi valori di Cp. Il principio alla base della scelta è che dei 

buoni geni di riferimento dovrebbero avere pattern di espressione simili, e i 

loro livelli di espressione dovrebbero risultare altamente correlati. Una volta 

identificati i geni a presunta stabile espressione, i relativi dati sono riuniti in 

un indice denominato BestKeeper index. L’affidabilità del gene candidato 

viene espressa come correlazione (r e valore di probabilità associato) tra 

ciascun gene candidato e l’indice.  

L’efficienza di reazione per ciascun reference e per il bersaglio PIMT, è stata 

determinata mediante la costruzione di rette di calibrazione basate su 

diluizioni seriali di cDNA. Per i due geni reference selezionati si è utilizzata la 

diluizione seriale 1:10, mentre per PIMT, meno espresso, una diluizione 

seriale 1:2. L’efficienza di reazione è data da  

E = 10-1/pendenza  
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dove la pendenza è quella della retta di regressione dei valori di Cp 

osservati sul logaritmo della concentrazione del cDNA stampo (Rasmussen, 

2000). La massima efficienza teorica è pari a 2, corrispondente ad un 

raddoppiamento della quantità di amplificato per ogni ciclo di amplificazione.  

3.5 PREPARAZIONE DEL SEME PER I TEST 

FISIOLOGICI E DI ESPRESSIONE GENICA 

La risposta a condizioni di deterioramento o di stimolazione del seme, in 

termini di germinazione e di espressione di PIMT, delle linee oggetto di 

studio, è stata valutata sottoponendo i semi, rispettivamente, a trattamenti 

di invecchiamento accelerato (aging, AA), di priming (Pr) e alla loro 

combinazione (aging seguito da priming, AA Pr), e mediante confronto con 

un controllo non trattato (noAA noPr). Per ciascun genotipo 600 semi sono 

stati sterilizzati per immersione in una soluzione di ipoclorito di sodio 1% 

per 15 min con leggera agitazione, risciacquati in acqua corrente e poi in 

acqua deionizzata, asciugati con carta bibula ed infine posti ad essiccare in 

flusso d’aria per una notte. Una aliquota di 140 semi è stata sottoposta a 

ciascuno dei trattamenti sopra descritti.  

3.5.1 TRATTAMENTO DI AGING 

Il trattamento di invecchiamento accelerato è stato condotto in apposite 

scatole in polistirene (11.0 × 11.0 × 3.5 cm) con coperchio a tenuta, dotate 

di un vassoio interno costituito da piedini supportanti un telaio in rete 

metallica (mesh 14 × 18) (Hoffman Manufacturing Inc., OR, USA). I semi 

sono stati disposti sui telai, inseriti nelle scatole contenenti sul fondo 40 ml 
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di acqua deionizzata ed incubati a 40°C per 72 h. All’interno delle scatole 

l’umidità, misurata con un termoigrografo (Oregon Scientific EMR812HGN), 

era costantemente prossima al 95% e le temperature, monitorate in 

continuo mediante sonde Pt100, si mantenevano entro ± 0,3 °C rispetto 

alla temperatura impostata. Tali condizioni sperimentali erano state 

precedentemente individuate  come idonee ad evidenziare differenze di 

vigore in termini di velocità di germinazione, senza peraltro incidere 

apprezzabilmente sulla vitalità del seme (Battistini, comunicazione 

personale).  

3.5.2 TRATTAMENTO DI OSMOPRIMING 

Il trattamento di osmopriming è stato condotto incubando i semi a 15 °C 

per 7 d in una soluzione PEG 8000 (glicole polietilenico ad alto peso 

molecolare; Sigma Aldrich) alla concentrazione di 336 g L-1, determinante 

un potenziale osmotico di –1,5 MPa (Michel, 1983). Tale livello di potenziale 

era quello che, in prove preliminari condotte utilizzando semi non 

invecchiati ed invecchiati di due genotipi, era risultato più efficace nel 

migliorare la performance accelerando l’andamento della germinazione. 

Durante il trattamento i semi erano in buone condizioni di aerazione in 

quanto non completamente sommersi dalla soluzione, ma semplicemente 

deposti su un sottile strato di cotone idrofilo imbevuto di essa.  

3.5.3 DETERMINAZIONE DELLA GERMINABILITA’ 

Il test di germinazione è stato condotto in scatole di plastica (18,5 × 12,5 × 

5,5 cm; Loire Plastic, France) contenenti sul fondo un foglio di carta bibula 
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liscia su cui era disposto un foglio di carta pieghettata (120 g/m2; Sartorius, 

Germania), ponendo un seme in ciascuna delle 50 pieghe. Dopo la semina, 

il substrato è stato imbibito con 35 ml di acqua deionizzata e le scatole sono 

state incubate a 15°C al buio per tutta la durata della prova (15 d). Per 

ciascuna accessione sono state analizzate due repliche di 50 semi.  

Ogni 24 ore i semi germinati venivano conteggiati e rimossi dalle scatole. 

Un seme era considerato germinato quando la radichetta protrudeva di 

almeno 1 mm dal pericarpo (germinazione fisiologica). Per tutti i campioni 

sono stati rilevati la germinabilità finale, il tempo per raggiungere il 50% 

della percentuale massima di germinazione (T50, determinato graficamente) 

e il tempo medio di germinazione secondo la formula TMG = Σ(ni x di)/Σni, 

dove ni è il numero di semi germinati nel giorno i e di il numero di giorni 

dalla semina al giorno i.  

3.5.4 DETERMINAZIONE DELL’ESPRESSIONE DI PIMT 

La valutazione dell’espressione del gene PIMT nelle 64 tesi, derivanti dalla 

combinazione dei tre fattori sperimentali (genotipo, aging e priming), è 

stata condotta con il saggio real time sopra descritto. Per l’estrazione 

dell’RNA per ogni tesi sono state considerate due repliche di 20 semi 

ciascuna. I semi sono stati privati del pericarpo, sezionati longitudinalmente 

per costituire una aliquota di scorta, congelati in azoto liquido e conservati a 

-80 °C. L’estrazione dell’RNA, dalle due repliche costituite da 20 mezzi-

semi, e la retrotrascrizione a cDNA sono state effettuate secondo i protocolli 

sopra indicati.  
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Per ciascun gene, ogni campione di cDNA è stato analizzato mediante PCR 

real time con tre repliche tecniche, per un totale di 384 determinazioni. Le 

determinazioni per PIMT e i due reference relative a ciascun campione sono 

state effettuate nel medesimo esperimento di amplificazione. Le 1152 

determinazioni complessive sono state effettuate in 16 diverse 

amplificazioni, analizzando dapprima tutte le prime e a seguire tutte le 

seconde repliche. Per ciascuna replica, i campioni relativi ad ogni 

combinazione di trattamenti sono stati analizzati in due amplificazioni 

successive; la distribuzione dei singoli genotipi tra le diverse amplificazioni è 

stata realizzata in modo da equilibrare quanto più possibile il numero di 

occorrenze di ciascuna combinazione a coppia tra genotipi. In ogni 

esperimento di amplificazione è stata analizzata una aliquota dello stesso 

campione di cDNA del calibratore (HA89, noAA noPr). 

La quantificazione relativa dell’espressione del gene PIMT, infine, è 

avvenuta utilizzando il software GENORM, il quale calcola per ciascun 

campione un fattore di normalizzazione (NF) basato sulla media geometrica 

dell’espressione dei due geni reference, e tiene conto dell’efficienza di 

ciascuna reazione (Vandesompele et al., 2002). 

3.5.5 ANALISI STATISTICA 

I dati sperimentali di germinabilità, TMG e T50, e i dati di espressione 

genica, sono stati sottoposti all’analisi della varianza (ANOVA) secondo un 

disegno fattoriale. I dati di germinabilità, espressi in percentuale, sono stati 

analizzati previa trasformazione angolare (arcoseno √P , ove P= 

percentuale espressa in termini frazionari). La variabilità dovuta alle 
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differenze tra le 64 tesi, derivanti dalla combinazione di 16 linee, due livelli 

di aging (AA) e due livelli di priming (Pr), è stata suddivisa secondo gli 

effetti principali e le interazioni di primo (Linee x AA, Linee x Pr, AA x Pr) e 

secondo ordine (Linee x AA x Pr).  

I test F sono stati calcolati assumendo un modello fisso. Il confronto tra 

valori medi delle linee è stato effettuato con la procedura Tukey (Steel e 

Torrie, 1980) calcolando il valore critico di significatività (w) come: 

Ye Sfpq ∗),(α , ove αq   è un valore tabulare identificato in corrispondenza del 

numero di medie a confronto (p) e dei gradi di libertà dell’errore 

sperimentale (fe) e YS  è l’errore della media. Il medesimo test è stato 

utilizzato anche per il confronto tra effetti dei trattamenti di invecchiamento 

accelerato e di priming delle singole linee, misurati come differenze tra il 

valore delle tesi trattate ed il controllo, sostituendo all’errore della media, 

l’errore della differenza ( 2∗= YD SS ).  

I test di confronto tra linee per quanto riguarda la germinabilità sono stati 

effettuati sui valori trasformati e quindi riportati in tabella in corrispondenza 

dei valori originari.   
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 
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4.1 ISOLAMENTO DEL GENE PIMT IN HELIANTHUS 

ANNUUS 

4.1.1 ISOLAMENTO DELLA SEQUENZA NUCLEOTIDICA  

In questo lavoro è stata isolata per la prima volta la sequenza del gene per 

la protein-isoaspartil metiltransferasi (PIMT) in girasole. Questo risultato, 

oltre a permettere l’analisi della variabilità genetica a questo locus in 

Helianthus annuus, apre la strada alla caratterizzazione di geni ortologhi in 

altre Compositae. Questo gene era stato caratterizzato finora solamente in 

tre specie vegetali, cioè Arabidopsis (Mudgett e Clarke, 1996; Xu et al., 

2004), Triticum aestivum (Mudgett e Clarke, 1993) e Cicer arietinum 

(Verma et al., 2010). Arabidopsis è l’unico eucariota nel quale, ad oggi, 

siano state rilevate due copie del gene; per quanto concerne il frumento, 

finora è stata pubblicata solamente la sequenza codificante (coding 

sequence, CDS).  

Lo scopo è stato raggiunto grazie alle informazioni relative al gene ortologo 

di Arabidopsis (AtPIMT1) e avvalendosi del supporto bioinformatico del 

database HAGI (Helianthus annuus Gene Index) che, attraverso 

l’assemblaggio di tre EST anonime di girasole, ha permesso di desumere 

una sequenza putativa consenso (TC57615) che ha rappresentato il punto di 

partenza del sequenziamento.  

Le amplificazioni con primer modificati da quelli descritti da Ogè et al. 

(2008) per Arabidopsis e nuovi primer progettati su porzioni espresse del 

gene dalla sequenza consenso di Helianthus annuus, hanno permesso di 

ottenere una sequenza parziale di circa 1300 pb comprendente quasi 
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completamente la regione tra il secondo ed il quarto esone. 

Successivamente tale regione è stata considerevolmente estesa mediante 

PCR-walking sia in direzione 5’ che 3’. Nel primo caso, mediante la libreria 

genomica generata dalla restrizione con l’enzima EcoRV, è stata ricavata la 

sequenza di giunzione tra il secondo esone ed il primo introne, con 124 pb 

di quest’ultimo. Una ulteriore estensione in questa direzione si è ottenuta 

dalla PCR-walking della libreria generata con DraI, che ha permesso di 

estendere la regione conosciuta a monte del secondo esone per complessivi 

605 pb. All’estremità 3’è stata ottenuta, utilizzando sempre la libreria DraI, 

una sequenza di 445 pb comprendente la fine del quarto esone, fino a 

raggiungere il codone di stop e oltre, per un totale di 327 pb nella regione 

non codificante 3’ UTR (UnTranslated Region). Le notevoli difficoltà 

incontrate nel raggiungimento di tale obiettivo, testimoniate dai numerosi 

passaggi di amplificazione ed analisi, sono attribuibili alla presenza in 

questa regione di molte sequenze ripetute, in particolare di tre tratti con 

almeno 12 ripetizioni mononucleotidiche sulle quali i tentativi di 

sequenziamento si arrestavano.  

La sequenza genomica totale (2.230 pb) ottenuta per la linea HA89 è 

mostrata in Figura 2. La regione comprende una parte codificante 

(composta da tre esoni) ed una non codificante composta da due introni e 

parte della sequenza 3’-UTR. La porzione codificante consta di 687 pb 

suddivisi in tre esoni: l’esone II (272 pb), l’esone III (164 pb) e l’esone IV 

(251 pb). Tale organizzazione del gene è stata desunta inizialmente 

dall’allineamento con la sequenza espressa consenso di girasole e in seguito 

confermata dal sequenziamento di parte del cDNA della linea HA89 (vedi 
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seguito). Non è stato possibile, tuttavia, identificare con precisione il I° 

esone del gene PIMT nelle 605 pb, ottenute mediante PCR - walking, a 

monte del II° esone. Nelle altre specie vegetali ove l’informazione è 

disponibile, tale esone risulta costituito solamente da sei nucleotidi, in 

pratica il codone di inizio (ATG) ed un altro codone; in accordo con questo 

dato, anche nella sequenza espressa consenso di girasole (TC57615) esso 

ha la medesima lunghezza (ATGAAG, 5’-3’), ma nelle 605 pb ottenute in 

questo lavoro a monte del secondo esone, tale sequenza non è 

riscontrabile. Tuttavia tale sequenza putativa è stata confermata da una 

interrogazione dei database “Altri” (escludendo quello umano e del ratto), 

presenti in NCBI, effettuata con lo strumento blastn 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) utilizzando come query l’EST BQ916423. La 

ricerca così effettuata ha permesso di identificare ulteriori EST da Helianthus 

(accessioni GenBank: GE518109.1; EL431707.1; EL462092.1; 

EE640324.1), con omologia al secondo esone di PIMT da noi descritto, nelle 

quali anche la sequenza putativa primo esone (ATGAAG, 5’-3’) era 

confermata. Per questo motivo, nelle successive valutazioni è stato assunto 

che la sequenza corrispondente al primo esone fosse: 5’ - ATGAAG - 3’.   

Sul DNA genomico la regione codificante il peptide è interrotta dall’introne II 

(525 pb), posizionato dopo il nucleotide +877, e l’introne III (86 pb) dopo il 

nucleotide +1566. Non è stato tuttavia possibile determinare con esattezza 

la lunghezza dei due introni, poiché entrambi contengono una ripetizione 

mononucleotidica (A/T) che favorisce lo “slittamento” della polimerasi in 

fase di sequenziamento e rende illeggibile l’elettroferogramma che segue la 

regione di poli (A/T). Il fenomeno di “slittamento” della polimerasi, che 
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durante la replicazione del DNA è la fonte maggiore di variazione nel 

numero di ripetizioni che compongono un microsatellite (Weber e Wong, 

1993), può avvenire anche durante la reazione di PCR causando degli errori 

nel sequenziamento (Clarke et al., 2001). L’entità dello slittamento è 

proporzionale alla lunghezza della sequenza ripetuta (sia che si tratti di 

sequenze in tandem che di un singolo nucleotide); per questo motivo si 

ritiene  che, nei mononucleotidi maggiori di 11 pb, l’attribuzione di un allele 

sia considerevolmente prona ad errore e non possa essere definita con 

certezza (Clarke et al., 2001). 

4.1.2 CARATTERIZZAZIONE DELLA SEQUENZA AMINOACIDICA  

Le 693 pb complessive (incluso l’esone I) che compongono la regione 

codificante di PIMT in girasole definiscono una proteina composta da 230 

aminoacidi, analogamente a quanto si rileva in Arabidopsis (AtPIMT1) e 

frumento, mentre in cece la proteina corrispondente è composta da 229 

residui. In Figura 3 è mostrato l’allineamento della proteina dedotta in 

HA89, con le sequenze aminoacidiche ottenute nelle altre specie vegetali. 

Nella figura inoltre sono state evidenziate le due regioni caratteristiche delle 

isoaspartil metiltransferasi, rinvenute anche in girasole: Pre-region I 

(TISAPHMHA) e Post-region III (RYVPLT), il cui ruolo sembra essere legato 

al mantenimento della specificità per il substrato (Kagan et al,. 1997a). La 

sequenza della proteina PIMT isolata in questo lavoro, inoltre, contiene i tre 

domini condivisi con la maggior parte delle metiltransferasi AdoMet 

dipendenti, designati come I, II, e III, e ritenuti fondamentali per legare la 

S-adenosil metionina (Kagan e Clarke, 1994). 
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Per quanto riguarda l’affinità con le proteine di Arabidopsis, la specie 

filogeneticamente più vicina, PIMT in HA89 presenta una elevata omologia 

di sequenza (75%) con AtPIMT1, mentre inferiore è quella con AtPIMT2 (72 

e 70% di omologia, rispettivamente con le varianti di splicing psi e omega). 

Un elevato grado di similarità è stato riscontrato anche nei confronti della 

sequenza della proteina da cece (CaPIMT1 75%) e frumento tenero 

(TaPIMT1 69%). 

Un elevato grado di omologia nella sequenza proteica di questo enzima è 

già stato riscontrato anche tra organismi appartenenti a diversi phyla 

(Kagan et al., 1994). Si ipotizza, infatti, che la capacità di trasferire 

selettivamente un gruppo metile sul carbossile in β dei residui di L-

isoaspartile, lasciando immutati i gruppi carbossilici in α dei residui normali 

di L-aspartile, possa imporre una considerevole “costrizione evolutiva” 

(Kagan et al., 1997a).  

4.2 ANALISI DELLA VARIABILITA’ DI SEQUENZA  

4.2.1 AMPLIFICAZIONE E SEQUENZIAMENTO 

L’analisi PCR del DNA delle 16 linee inbred di girasole ha prodotto ampliconi 

specifici della lunghezza di circa 550, 800 e 600 pb che, una volta 

sequenziati e integrati, hanno permesso di ottenere le sequenze del gene. 

L’amplificazione del primo e del terzo frammento è stata condotta con 

successo in tutti e 16 i genotipi, mentre quella del secondo è fallita in tre 

genotipi (RHA374, RHA464 e INRA-293), producendo una banda addizionale 

spuria e rendendo necessario progettare un primer forward leggermente più 
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avanzato per ottenere una amplificazione specifica della parte centrale del 

gene.  

L’analisi comparativa delle sequenze nelle 16 accessioni è stata condotta su 

una regione genica di 1441 pb comprendente gli esoni II – IV e gli introni II 

e III, ),  

75 pb dell’introne I e 66 pb del 3’ UTR.  

A causa dello slittamento della polimerasi nelle regioni di poli (A/T) situate 

nell’introne II e III, per il secondo e terzo frammento non è stato possibile 

ottenere sequenze completamente allineate e perciò i polimorfismi in essi 

presenti sono stati confermati ripetendo il sequenziamento. Inoltre, poiché 

le regioni mononucleotidiche superavano la lunghezza critica (11 pb), gli 

eventuali polimorfismi di lunghezza rilevati a loro carico non sono stati 

considerati in quanto ritenuti non affidabili.  

Da un attento esame dei dati grezzi di sequenza (cromatogrammi) relativi 

alle 16 linee inbred non si sono evidenziati casi di eterozigosi per nessuno 

dei polimorfismi rilevati.  

4.2.2 VARIABILITÀ GENETICA DELLA SEQUENZA 

NUCLEOTIDICA 

Dall’esame della sequenza nelle 16 accessioni si sono evidenziati in totale 

10 siti polimorfci, di cui 6 per singolo nucleotide e 4 per 

inserzione/delezione (INDEL) (Figura 4). Quattro degli SNP rilevati si 

trovano in regioni codificanti, esoni II e III, e 2 nell’introne II; tutte le 

INDEL sono concentrate nella parte centrale dell’introne II, in un intervallo 
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di circa 150 pb; nessun polimorfismo è stato rinvenuto nel 3’UTR (Tabella 

6). 

La Tabella 7 riporta, per SNP e INDEL, il numero di polimorfismi, quello di 

aplotipi e gli indici di diversità genetica tra le accessioni calcolati per l’intera 

sequenza e, separatamente, per la porzione codificante (CDS), quella 

intronica e quella non codificante in 3’. Per quanto concerne gli SNP, 

considerando l’intera sequenza, i polimorfismi rilevati corrispondono in 

media a 1 ogni 240.1 pb, una densità considerevolmente inferiore a quella 

riscontrata negli stessi genotipi per il gene HaDhn1 (1 SNP ogni 54.8 pb), 

che codifica una deidrina facente parte delle LEA (Late Embryogeneis 

Abundant; Battistini, 2011). Liu e Burke (2006), studiando nove geni in 

sedici genotipi di girasole,  hanno rilevato una frequenza media di 

mutazione più elevata (1 SNP/38.8 pb) di quella qui riscontrata per il gene 

PIMT, benché con valori estremamente variabili per i diversi geni (1 SNP 

ogni 16,9 o 460,0 pb). Occorre comunque rilevare che il materiale genetico 

preso in considerazione da quegli autori era probabilmente caratterizzato da 

una base genetica più ampia, essendo costituito, oltre che da linee 

migliorate, da razze locali.   

Piuttosto inaspettatamente, tali polimorfismi sono stati più frequenti nella 

regione codificante (1 SNP/173.2 pb) che in quella intronica (1 SNP/343 

pb). Anche il valore di diversità nucleotidica (π = 0,0011), calcolato per 

l’intera sequenza, risulta decisamente più basso sia rispetto a quello 

determinato per HaDhn1 nelle stesse accessioni (π = 0.0087; Battistini, 

2011), che a quanto riportato in lavori precedenti per sei cultivar (π = 

0.0084; Natali et al., 2003) o otto linee inbred (π = 0.0150; Giordani et al., 
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2010) di girasole. La diversità nucleotidica nella regione intronica esaminata 

presenta un valore di π (0,0010) leggermente inferiore a quello stimato per 

la regione codificante (π = 0,0013), mentre il 3’ UTR ha una diversità 

nucleotidica pari a zero.  

I dati riportati in letteratura sui polimorfismi di sequenza in ambito vegetale 

mostrano in genere valori di π mediamente compresi tra 0.0020 e 0.033. 

Categorie diverse di geni possono presentare differenti livelli di variabilità di 

sequenza in relazione alle pressioni selettive che hanno subito nel corso 

dell’evoluzione (Bakker et al., 2008). In particolare, geni che codificano per 

proteine coinvolte nelle vie di regolazione tendono a essere meno variabili di 

quelli per proteine o enzimi con una funzione metabolica. Per esempio, 

livelli molto bassi di diversità nucleotidica si sono riscontrati in girasole (Liu 

e Burke, 2006) per calcone sintasi, gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi e un 

modulatore di risposta alle gibberelline (valori di π pari, rispettivamente, a 

0,0006, 0,0009 e 0,0008); livelli sempre contenuti si sono rilevati in fattori 

di trascrizione MYB in orzo (π = 0.0022) e frumento (π = 0.0027; Haseneyer 

et al., 2008), e in varie molecole segnale e modulatori della trascrizione (in 

media π = 0.0060) in girasole (Liu eBurke, 2006; Giordani et al., 2010). Al 

contrario, un elevato livello di variabilità è documentato in geni codificanti la 

glucosio-6-fosfato isomerasi (π = 0.0091) la glutatione S-transferasi (π = 

0.0122) in girasole (Liu e Burke, 2006), e l’alcol deidrogenasi in cinque 

diverse specie (π medio = 0.0174) (Cummings e Clegg, 1998). Un valore 

estremamente alto di diversità nucleotidica è stato riportato, infine, per una 

LTP (Lipid Transfer Protein; π = 0.0332) in girasole (Giordani et al., 2010). 

Il test di Tajima’s (D) effettuato considerando separatamente le due 
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porzioni, codificante e non codificante, indica che le mutazioni riscontrate in 

questo studio si possono considerare selettivamente neutrali. 

Gli INDEL rilevati, presenti tutti nel secondo introne, consistono in inserzioni 

di una singola base (1), di trei basi (1) e di nove basi (2) (Figura 4). Il 

valore di diversità nucleotidica stimato per gli INDELs è comunque molto 

basso (π = 0,0013).  

Piuttosto inaspettamente non si sono riscontrati SNP o INDEL nelle 66 pb 

sequenziate che fanno parte del 3’ UTR. Ciò suggerisce che possa essere 

particolarmente importante mantenere l’omologia degli elementi specifici 

(NUE, Near upstream element e FUE, Far Upstream Element), coinvolti nel 

processamento del trascritto (Rothnie, 1996). 

Per quanto riguarda i polimorfismi nella regione codificante, le sostituzioni 

sinonime non producono modificazioni della sequenza aminoacidica, mentre 

queste avvengono nel caso di mutazioni non sinonime (missense). Dei 4 

SNPs rinvenuti nella regione codificante, 3 sono sostituzioni non sinonime: 

una mutazione sinonima ed una missense sono presenti nella porzione N-

terminale (rispettivamente in posizione 132 e 223), mentre le altre due non 

sinonime si trovano nel dominio centrale (in posizione 340 e 427). Nessun 

polimorfismo è stato rinvenuto nel dominio C-terminale sull’esone IV. 

L’elevata incidenza di mutazioni non sinonime suggerisce che alcune 

porzioni del gene possano essere sottoposte a selezione positiva, come già 

osservato in girasole per i geni della glutatione S-transferasi (Liu e Burke, 

2006) e ABP1 (Auxin Binding Protein) (Giordani et al., 2010). Tuttavia è 

importante rilevare che nessuna mutazione missense interessa le regioni 
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altamente conservate e caratteristiche della isoaspartil metiltransferasi (Pre-

region I e Post-region III).  

L’andamento della diversità nucleotidica nelle diverse regioni della sequenza 

analizzata nelle 16 linee di girasole, è rappresentato in Figura 5.   

4.2.3 VARIABILITÀ GENETICA DELLA SEQUENZA 

AMINOACIDICA 

La Figura 6 mostra l’allineamento delle sequenze dedotte della proteina 

PIMT nelle 16 linee in studio, la risultante sequenza consenso, le varianti 

aminoacidiche rilevate e gli aplotipi individuati.  

La mutazione nella porzione N-terminale coinvolge la sostituzione 

Glutammina/Acido glutammico (Gln/Glu) (residuo 75 della sequenza 

proteica, posizione 223 della codificante) ed è caratterizzante l’aplotipo 1 

rappresentato dalle accessioni HA89 e HA89*. Questa sostituzione coinvolge 

due aminoacidi polari di struttura simile, ma la glutammina, per la presenza 

del gruppo amminico invece del carbossilico, rispetto all’acido glutammico 

non ha una carica netta. Entrambi i residui inoltre sono spesso incontrati nei 

siti attivi o di legame delle proteine: in questo caso è degno di nota che 

questa mutazione, pur non essendo inserita esattamente all’interno della 

zona coinvolta nel riconoscimento del substrato (Pre region I, residui 63-71 

) si trova comunque nelle sue strette vicinanze. 

Le altre due sostituzioni aminoacidiche, identificate nel dominio centrale del 

peptide, consistono nelle varianti valina/isoleucina (Val/Ile, residuo 114 

della sequenza proteica, posizione 340 della codificante) e le varianti 

alanina/treonina (Ala/Thr, residuo 143 della sequenza proteica, posizione 
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427 della codificante). La sostituzione (Val/Ile), comune agli aplotipi 1 e 2 

(INRA-293) potrebbe sembrare a prima vista irrilevante in quanto porta a 

un cambiamento conservativo, sostituendo cioè un amminoacido con un 

altro appartenente alla medesima categoria biochimica (entrambi i residui 

sono neutri e apolari). Tuttavia è opportuno sottolineare che questo 

polimorfismo, comune nella popolazione umana (Ingrosso et al., 1989; Tsai 

e Clarke, 1994), è stato caratterizzato dal punto di vista funzionale. Negli 

eritrociti, la forma di PIMT contenente Ile-119 sembra avere un’attività 

specifica più alta del 20% rispetto alla forma contenente Val-119 (David et 

al., 1997). Recentemente l’attività specifica inferiore di PIMT Val-119 è stata 

ricondotta a un più basso tasso di scambio AdoMet:AdoHcy rispetto alla 

variante Ile-119 (Rutherford e Daggette, 2009), che risulterebbe inoltre più 

termo-tollerante e meno sensibile allo stress ossidativo (David et al., 1997). 

D’altra parte, attraverso lo studio di mutanti knockout in topo, è stato 

dimostrato che l’enzima contenente Val-119 è caratterizzato da un’affinità 

per il substrato endogeno superiore del 30% (DeVry e Clarke, 1999) e che 

questa caratteristica incide sulla capacità di riparare residui danneggiati di 

isoaspartile. Pertanto, a dispetto della maggiore attività specifica di PIMT 

Ile-119, sembra essere l’affinità per il substrato ad influenzare 

maggiormente il tasso di recupero delle proteine difettose. Questi dati 

suggeriscono l’ipotesi che la combinazione di entrambe le caratteristiche 

possa determinare la massima efficienza del meccanismo di riparazione 

(Rutherford e Daggette, 2009). In uno studio condotto su una popolazione 

di Ebrei Ashkenaziti è stato rilevato che il 65% degli individui in buona 

salute in età avanzata portava entrambe le varianti, facendo ipotizzare un 
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vantaggio dell’eterozigote (DeVry e Clarke, 1999). Come sopra indicato, 

tuttavia, nei materiali in esame non si è evidenziata eterozigosi ad alcuna 

posizione polimorfica.  

Si tratta invece di variante non conservativa quella riscontrata nel genotipo 

INRA-293 alla posizione 143, laddove la treonina, polare, sostituisce 

l’alanina, apolare. Questa è, dopo la glicina, l’amininoacido più piccolo; 

d’altra parte la treonina è stericamente piuttosto ingombrante e per la sua 

polarità viene riscontrata spesso sulla superficie delle proteine, dove il suo 

gruppo ossidrile, facilmente reattivo, è capace di formare legami idrogeno. 

Il risultato finale del cambiamento determinato da questa mutazione 

dipenderà probabilmente dall’abilità dei residui circostanti di stabilizzare le 

interazioni tra le catene laterali.  

Le principali caratteristiche delle proteina per i tre aplotipi sono riportate 

nella Figura 7. Peso molecolare e punto isoelettrico differiscono solo 

leggermente tra gli aplotipi in relazione alla composizione aminoacidica 

lievemente diversa, variando tra 26,72 e 26,76 kDa il primo, e tra 5,6 e 5,8 

unità di pH il secondo. La possibile struttura secondaria della isospartil 

metiltransferasi in girasole è stata predetta mediante il programma HNN; 

Essa appare composta per quasi il 50% da disposizioni random coil, che 

suggeriscono la presenza di zone a conformazione piuttosto disordinata, 

zone a conformazione ad α-elica per circa il 37%, e una buona percentuale 

(circa il 15%) di extended strand, che partecipano nella formazione dei 

foglietti β.  

Per studiare il possibile effetto della variazione nucleotidica osservata sulle 

caratteristiche biochimiche e biofisiche della proteina dedotta, sono state 
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prese in considerazione le proprietà intrinseche dei singoli aminoacidi nelle 

posizioni polimorfiche. Ad oggi non è ancora stata determinata la struttura 

cristallografica della proteina PIMT in un vegetale, ma per l’elevata omologia 

di sequenza di tutte le isoaspartil-metiltransferasi, possono essere usate 

come riferimento le informazioni sulle strutture tridimensionali già ottenute. 

La prima struttura cristallografica descritta per questo enzima, appartenente 

al batterio ipertermofilo Thermatoga marittima (Skinner et al., 2000), e 

quelle successive ottenute in Pyrococcus furiosus (Griffit et al., 2001), 

Sulfolobus tokodaii (Tanaka et al., 2004), Drosophila melanogaster (Bennet 

et al., 2003), e nell’uomo (Smith et al., 2002; Ryttersgaard et al., 2002), 

predicono una struttura di tipo αβα, consistente in sette foglietti β connessi 

da α-eliche. È interessante notare, a questo proposito, che la presenza 

dell’isoleucina in posizione 114, negli aplotipi 1 e 3, determinerebbe la 

formazione di un foglietto β, al posto di una conformazione disordinata 

(random coil) che si osserva invece in presenza della valina (Figura 8).  

4.3 SAGGI REAL TIME PER LO STUDIO DI 

ESPRESSIONE DI PIMT  

La quantificazione relativa mediante PCR real time è approccio molto 

potente, in termini di sensibilità e specificità, per misurare l’espressione di 

un gene di interesse. E’ essenziale perciò massimizzare la riproducibilità 

dell’esperimento attraverso un accurato controllo qualità delle varie fasi, 

dallo sviluppo del saggio, all’analisi dei dati (Nolan et al., 2006; Udvardi et 

al., 2008; Guenin et al., 2009).  

 78



Al fine di analizzare l’espressione di PIMT tramite PCR quantitativa real time, 

è stato sviluppato un saggio, altamente specifico per il relativo trascritto, 

basato sull’amplificazione di una regione propria della sequenza codificante. 

I primer progettati non hanno generato alcun prodotto visibile in gel di 

agarosio quando utilizzati per amplificare DNA genomico (dati non 

mostrati), in quanto il forward era stato concepito per appaiarsi sulla 

giunzione tra gli esoni 3 e 4 che si viene a formare solo dopo il processo di 

splicing del trascritto. Ricerche in banche dati hanno fornito le informazioni 

di sequenza relative ai geni reference actina1, elogation factor1 ed S19, che 

hanno permesso, attraverso il medesimo approccio, di sviluppare anche per 

questi saggi real time da utilizzarsi nella quantificazione relativa 

dell’espressione. La conferma dell’elevata specificità dei saggi per il 

trascritto si è ottenuta mediante analisi real time: i profili di dissociazione 

dei prodotti PCR al termine della reazione di amplificazione mostrano un 

picco di fluorescenza ben distinto, ad indicare la presenza di un singolo 

amplicone. La Figura 10 mostra le curve di melting dei saggi sviluppati per 

PIMT e per i reference ef1 e S19, caratterizzati da temperature di 

dissociazione molto simili, comprese tra 81,7 e 83,0°C. Eventuali prodotti di 

amplificazione spuri, qualora presenti, si sarebbero evidenziati come 

ulteriori picchi; in particolare, amplificati generati da DNA genomico, di 

maggiore lunghezza perché contenenti porzioni introniche, avrebbero 

mostrato picchi con temperature di melting maggiori.  

In linea con le pratiche oggi prevalenti (Bustin et al., 2009) la 

quantificazione relativa dell’espressione è stata effettuata utilizzando due 

geni reference. I reference candidati sono stati valutati in un esperimento 
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preliminare, utilizzando come stampo cDNA rappresentativi dei diversi 

trattamenti sperimentali analizzati successivamente nel lavoro. Il confronto 

a coppie tra ciascun gene candidato  e il BestKeeper index (Plaffl et al., 

2004) ha evidenziato buoni livelli di correlazione pari a r = 0,88 per l’actina, 

e r =0,96 per EF1 ed S19. Pertanto, alla luce di questi risultati, i geni EF1 

ed S19 sono stati scelti come reference.  

Infine, preliminarmente agli esperimenti di quantificazione, per ciascun 

saggio impiegato è stata determinata l’efficienza di amplificazione che è 

risultata sempre molto elevata e vicina al valore teorico, e cioè 1,98, 2,01 e 

2,02, rispettivamente per EF1, PIMT e S19. Tali valori sono stati 

successivamente utilizzati nella quantificazione relativa dell’espressione del 

gene PIMT mediante software GENORM.  

4.4 EFFETTO DI AGING E PRIMING SULLA QUALITA’ 

FISIOLOGICA E SULL’ESPRESSIONE DI PIMT 

NEL SEME 

4.4.1 TEST FISIOLOGICI 

4.4.1.1 ANOVA E DESCRIZIONE DEI DATI 

Poiché la correlazione tra i valori di TMG e T50 determinata sull’intero set di 

dati è risultata elevata (r = 0,94 P 0,001), nelle elaborazioni si è fatto 

riferimento solamente al T50 come misura del tasso di germinazione. 

L’analisi della varianza (Tabella 8) ci restituisce un quadro dei risultati 

piuttosto complesso data la significatività (spesso P<0,001) di quasi tutte le 
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fonti di variazione analizzate (effetti principali ed interazioni di 1° e 2° 

ordine). Non significativi risultano soltanto l’effetto medio del priming e 

l’interazione “linee x aging” relativamente alla germinazione finale.  

Nella media dei trattamenti (dati non mostrati), si sono osservate differenze 

significative tra le linee per germinabilità e velocità di germinazione; nel 

primo caso i valori erano compresi tra 68,8 e 99,0%, nel secondo tra 32,4 e 

92,2 h. Considerato come effetto principale, come atteso l’invecchiamento 

accelerato ha determinato una flessione, benché lieve, della germinazione 

finale (-4,6%), ed un incremento, anche questo piuttosto contenuto, del T50 

(+7,8 h). In valore assoluto, l’entità della variazione sul tempo di 

germinazione (+ 16,2%) è stata maggiore rispetto a quella della 

germinabilità (-5,3%), ad indicare che il trattamento applicato (40°C per 72 

h) sembra riprodurre in maniera piuttosto verosimile gli effetti del 

deterioramento naturale, senza tuttavia ridurre drasticamente la vitalità del 

seme. D’altra parte, l’effetto medio del priming è stato quello di ridurre il T50 

in maniera piuttosto rilevante (-14.7 h), corrispondente ad una variazione 

pari a -24%. Tuttavia, data la significatività delle interazioni, che indicano 

per i genotipi in esame reattività diverse all’aging ed al priming, è stato 

necessario considerare gli effetti semplici di tali trattamenti sulle variabili 

osservate.  

La Tabella 9 riporta i valori di germinabilità finale osservati per le 16 linee 

nelle quattro combinazioni di trattamenti. Per quanto riguarda i controlli non 

trattati, i livelli più elevati sono stati mostrati dalle linee RHA419, RHA426 e 

RHA464 (tutte al 99%), mentre all’estremo inferiore dell’ambito di 

variazione, si sono collocate le linee CRA-16UPR, INRA-107, RHA265 e 
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UNIPI-GB2112, con valori di germinabilità finale significativamente inferiori, 

intorno al 70%. È interessante notare che le tre linee ad elevata 

germinabilità sopra menzionate hanno mantenuto una elevata performance 

anche a seguito di aging con o senza priming, mentre il ranking dei 

rimanenti genotipi in termini di germinabilità è risultato piuttosto variabile 

nei diversi trattamenti. Differenze significative tra genotipi sono rilevabili 

per ogni condizione sperimentale analizzata. 

Se si considera la rapidità di germinazione (Tabella 10), nel controllo non 

trattato i risultati migliori in termini di T50 sono stati evidenziati da INRA-

295, INRA-293, RHA374, INRA-306, e CRA-216/3-4, mentre il peggiore 

risultato si è registrato per CRA-16UPR. In base a questi valori di T50, le 

prime accessioni sopra indicate possono essere ritenute ad alto vigore (43-

44 h), CRA-16UPR a basso vigore (82 h), le rimanenti a vigore medio (53-

69 h). Tra le linee con valori più estremi di T50 tuttavia, solo INRA-295 e 

CRA-16UPR hanno manifestato comportamenti simili nei vari trattamenti, 

posizionandosi la prima costantemente tra le più veloci, la seconda tra le più 

lente.  

Si sono riscontrate analogie tra rapidità e percentuale di germinazione per 

campioni sottoposti a solo priming (r = -0,80 P 0,001) e per quelli 

sottoposti a priming dopo aging (r = -0,51 P 0,05). 

4.4.1.2 ANALISI DEGLI EFFETTI SEMPLICI 

Data la significatività delle interazioni tra i diversi fattori, per la valutazione 

dei risultati si è fatto riferimento ai loro effetti semplici. Nella Tabella 11 

sono riportati, per ciascun genotipo, le variazioni in termini di germinabilità 
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e T50 come effetto dell’aging rispetto al campione non trattato, o del priming 

rispetto sia al campione non trattato che dopo aging.  

Il trattamento di solo aging ha inciso lievemente sul valore di germinazione 

finale, con una riduzione media pari a 2,2 punti percentuali. Alcune 

accessioni (CRA-216/3-4, INRA-109, HA89, INRA-293) hanno manifestato 

riduzioni di germinabilità maggiori, intorno al 10%, non discostandosi 

tuttavia in maniera significativa dalle altre. Anche sul T50 l’effetto è stato di 

scarsa entità, con un incremento medio pari a 4,8 h; lievi riduzioni di tale 

tempo, che suggerirebbero un’influenza benefica del trattamento, si sono 

verificate in alcuni casi, e potrebbero essere attribuite all’effetto positivo 

dell’imbibizione del seme posto ad elevata UR durante l’aging, che avrebbe 

permesso un anticipo della germinazione. Per INRA-293 e INRA-306 si sono 

registrati incrementi del T50 (rispettivamente pari a 35,8 e 39,6 h) 

statisticamente maggiori di quelli osservati per le altre linee. È interessante 

notare che il genotipo INRA-293, uno di quelli maggiormente danneggiati 

dall’aging, sia a livello di germinazione finale che di T50, rappresenta un 

aplotipo distinto del gene PIMT. Per quanto riguarda il T50, non si evidenzia 

alcuna correlazione dei valori del controllo con quelli registrati dopo aging (r 

= 0,36; n.s.), né con la variazione dovuta al solo aging (r = -0,45; n.s.), ad 

indicazione che il tasso di germinazione nel controllo non è predittivo 

dell’effetto dell’aging. 

Il solo priming ha inciso debolmente sul valore di germinazione finale, 

determinando un aumento medio pari a 4,4 punti percentuali. Le linee che 

hanno tratto maggior beneficio da questo trattamento sono RHA265, CRA-

216/3 e UNIPI-GB2112, con un incremento del dato finale rispettivamente 
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di 21, 17 e 13 punti percentuali, senza discostarsi tuttavia in maniera 

significativa dalle altre accessioni, che hanno mostrato incrementi minori. 

Sul T50 l’effetto di questo trattamento è stato più apprezzabile, con una 

riduzione media pari a 17,7 h; nei diversi genotipi tuttavia, l’entità della 

risposta è stata varia, portando a una diminuzione del T50, rispetto al non 

trattato, variabile da circa 6 a 41 h. Le accessioni che hanno beneficiato 

maggiormente del priming, RHA419 e RHA464 (rispettivamente -41,4 e –

37,8 h) erano state identificate come linee ad alto vigore in quanto non 

deteriorate dall’aging (vedi il punto precedente). D’altra parte, una rilevante 

diminuzione del T50 si registra anche nelle linee INRA-293 e INRA-306, che 

però hanno risentito maggiormente dell’effetto dell’aging. Le linee INRA-107 

e INRA-109, al contrario, hanno fatto registrare un aumento del T50, pari 

rispettivamente a 23,9 e 10,8 h, che le ha distinte in maniera significativa 

dalle altre accessioni. Riguardo alla velocità di germinazione, i valori di T50 

del controllo sono risultati correlati in maniera significativa (r = 0,70; P = 

0,01 ) con quelli ottenuti a seguito di priming, ma non con la variazione 

dovuta al priming (r = 0,25; n.s.), ad indicazione che la velocità di 

germinazione iniziale non è predittiva del potenziale effetto invigorente del 

trattamento.  

Il trattamento di priming dopo aging, non ha praticamente fatto variare il 

valore medio di germinazione finale (-0,8%), rispetto a quello raggiunto 

dagli stessi genotipi sottoposti al solo aging. Solamente in CRA-16UPR, si è 

verificata una ulteriore riduzione piuttosto consistente, pari a 26 punti 

percentuali, benché non significativamente diversa dalla variazione della 

maggior parte delle altre linee. Analogamente a quanto si osserva nel seme 
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non sottoposto ad aging, l’effetto medio del priming applicato dopo 

l’invecchiamento accelerato ha comportato una riduzione del valore di T50 (-

11,7 h). Tuttavia, anche in questo caso, i genotipi hanno risposto in 

maniera diversa al trattamento, con variazioni dei valori di T50 tra -38,0 a 

+45,3 h, benché nella maggioranza dei casi l’effetto sia stato favorevole. 

Tra le linee che hanno tratto beneficio dal priming dopo l’aging, come 

evidenziato per il solo priming troviamo RHA426 e INRA-293 che hanno 

fatto registrare i decrementi di T50 maggiori, pari rispettivamente a 37,2 e 

38,0 h, benché non significativamente diversi da quelli osservati per le altre 

linee. Al contrario, su INRA-306 e CRA-16UPR il priming dopo aging ha 

prodotto un notevole ed inaspettato aumento dei valori di T50, che le ha 

differenziate in maniera significativa dalle altre accessioni. Queste due linee 

rappresentano i soli genotipi nei quali il trattamento di priming sembra non 

alleviare gli effetti deleteri dell’aging. 

Riguardo al T50, i valori delle linee invecchiate artificialmente hanno 

mostrato un buon livello di correlazione (r = 0,78; P 0,01 ) con quello delle 

accessioni sottoposte ad aging e priming; anche la correlazione degli stessi 

valori con l’effetto del priming dopo aging è risultata significativa (r = 0,52; 

P 0,01), ma è diventata praticamente nulla quando CRA-16UPR e INRA-306, 

i genotipi per i quali è stata rilevata una interazione aging x priming molto 

elevata, sono stati esclusi dall’analisi. Ciò sembra suggerire che per la 

maggior parte dei genotipi il priming abbia un effetto positivo generico non 

commisurato con l’entità del danno dell’invecchiamento.

Alla luce di questi dati, si può considerare che, nelle condizioni praticate, 

l’effetto dell’aging sia stato piuttosto blando, evidenziandosi solo per due 
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linee (INRA-293 e INRA-306) una apprezzabile perdita di vigore; per le 

stesse linee, e nella maggioranza dei casi, l’effetto del solo priming è stato 

quello atteso, cioè di invigorazione, con aumento della germinabilità e della 

velocità di germinazione. In generale il priming, quando attuato dopo 

l’aging, ha avuto effetto positivo; ciò è avvenuto anche nel caso di INRA-

293, mentre su INRA-306, l’altra linea che più ha risentito dell’aging, pare 

avere accentuato il danno dell’invecchiamento. Tale ulteriore danno del 

priming, tuttavia, non pare attribuibile a fenomeni di marcescenza che si 

ritiene potrebbero insorgere su semi già indeboliti dall’aging, poiché per 

INRA-306 non si è rilevata perdita di germinabilità finale, ma solo un 

consistente rallentamento. Marcescenza degli acheni potrebbe essersi 

verificata invece nel caso di CRA-16UPR in cui, oltre all’aumento del T50, si è 

osservata una apprezzabile diminuzione della vitalità.  

4.4.2 ANALISI DELL’ESPRESSIONE DEL GENE PIMT  

4.4.2.1 ANOVA E DESCRIZIONE DEI DATI 

Per i medesimi campioni di seme sottoposti alle quattro situazioni 

sperimentali sopra descritte, e per i quali è stata determinata la qualità 

fisiologica, è stato stimato il livello di espressione di PIMT. La 

determinazione è stata effettuata utilizzando come unità di misura il livello 

di espressione osservato in un campione con funzione di calibratore, 

rappresentato dal cDNA ottenuto da seme non trattato della linea HA89, ed 

espressa come fold change (FC) rispetto a tale campione. 

Anche in questo caso l’analisi della varianza (Tabella 12) fornisce un quadro 

dei risultati piuttosto complesso, data l’elevata significatività di tutte le fonti 
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di variazione analizzate (effetti principali ed interazioni di 1° e 2° ordine). 

Considerati in termini di effetti principali (dati non mostrati), sia l’aging che 

il priming hanno determinato entrambi una flessione dell’espressione del 

gene PIMT, riducendo in media il fold change rispettivamente di 1,5 e 0,6 

unità. In termini percentuali, la variazione dovuta ad aging (-44%) è stata 

maggiore rispetto a quella dovuta a priming (-19%), ad indicare che in 

media il primo trattamento ha inciso di più del secondo sulla presenza dei 

trascritti.  

La Tabella 13 riporta i livelli di espressione osservati per le 16 linee nei 

diversi trattamenti. Una considerevole variabilità per espressione di PIMT 

nel seme quiescente (secco, non trattato) è stata osservata tra i genotipi 

analizzati. Nella quasi totalità delle rilevazioni, i valori più bassi si sono 

registrati per HA89, il cui campione non trattato era stato scelto 

casualmente come calibratore (FC = 1); è degno di nota che,  la medesima 

tesi, HA89*, accessione di diversa provenienza della stessa linea, ha 

mostrato un livello di espressione molto simile (0,9), come altrettanto simili 

tra le due accessioni sono stati i valori di FC rilevati negli altri trattamenti. 

Diversi altri genotipi (RHA426, RHA265, CRA-16UPR, INRA-295, RHA294, 

RHA419 e RHA374) hanno mostrato un accumulo di trascritti del gene 

significativamente più elevato rispetto al calibratore, con valori di FC 

compresi tra 4,3 e 14,1. Tuttavia, per quest’ultimo valore, relativo alla linea 

RHA426, si è rilevato un errore elevato a causa della discordanza tra le due 

repliche. La Figura 10 rappresenta graficamente la presenza dei trascritti di 

PIMT nelle 16 linee e nei diversi trattamenti rispetto al calibratore. La forte 

riduzione di FC a seguito di invecchiamento ha prodotto un notevole 
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appiattimento della variabilità tra genotipi, non riscontrandosi tra essi 

differenze significative; differenze piuttosto ampie tra linee si sono 

evidenziate invece nei livelli di espressione a seguito di priming, sia da solo 

che dopo aging.  

4.4.2.2 ANALISI DEGLI EFFETTI SEMPLICI 

Data la significatività delle interazioni messe in luce dall’ANOVA, che 

indicano per i genotipi in esame risposte diverse all’aging ed al priming, è 

stato necessario considerare gli effetti semplici di tali trattamenti sulle 

variabili osservate. 

Nella Tabella 14 sono riportate, per ciascun genotipo, le variazioni in termini 

di fold change come effetto dell’aging o del priming rispetto al campione 

non trattato, o come effetto del priming dopo aging rispetto al campione 

con solo aging. A seguito del solo invecchiamento accelerato, la quasi 

totalità dei genotipi ha mostrato una drastica riduzione nell’espressione del 

gene PIMT, che si è tradotta in un decremento medio dei valori di FC pari a 

2,5 unità; tuttavia, nei singoli genotipi, l’entità della diminuzione è stata 

molto variabile. RHA426 ha fatto registrare un decremento di FC (-12,2) 

statisticamente maggiore di quello osservato per le altre linee; anche per 

INRA-295 e RHA265, che nel controllo avevano valori di espressione elevati, 

la riduzione è stata considerevole (rispettivamente pari a 5,5 e 5,3). Nelle 

due accessioni di HA89 l’aging non ha causato una diminuzione 

nell’espressione del gene, bensì un lievissimo aumento (rispettivamente 

0,22 e 0,42), ancorché non significativamente diverso da quello di altri 

genotipi. E degno di nota che, a livello della proteina, le due accessioni sono 

caratterizzate da un aplotipo a parte; inoltre condividono con INRA-293 la 
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mutazione Iso/114, che negli eritrociti umani determina un minore 

suscettibilità allo stress ossidativo.  

Anche il priming da solo ha prodotto un decremento medio dei trascritti del 

gene PIMT, seppure più lieve di quello dell’aging (FC -1,6); il calo maggiore, 

di entità superiore a quello osservato per le altre linee pur considerando 

l’entità dell’errore associato, si è registrato ancora per RHA426 (-12,8). Il 

range degli effetti dovuti al priming è stato relativamente ampio, anche se 

in pochi casi questi sono stati significativamente diversi tra le linee. 

Il trattamento di priming effettuato dopo l’aging ha incrementato 

mediamente i valori di FC dello 0,4, con variazioni comprese tra -1,1 

(HA89* e RHA464) e 5,2 unità (CRA-16UPR, linea in cui si osserva il 

maggiore recupero rispetto all’aging. In termini generali si può dunque 

osservare che, sebbene a seguito di priming si registrino livelli del trascritto 

PIMT inferiori rispetto seme quiescente, questo trattamento sul seme 

deteriorato sembra re-indurre l’espressione del gene, seppur in maniera 

lieve e diversa a seconda dei genotipi .  

E’ opportuno evidenziare, infine, che l’espressione di PIMT nel seme dopo il 

solo trattamento di priming, correla fortemente con quella ove il priming ha 

seguito l’aging (r = 0,90; P 0,001 ). Possiamo quindi ritenere che, 

nonostante l’espressione di PIMT nei diversi genotipi sia influenzata in 

maniera differente dal priming, lo stesso genotipo risponde in maniera 

simile a questo trattamento invigorente, sia in condizioni normali, sia dopo il 

deterioramento imposto dall’aging.  

1.1.1 ESPRESSIONE DI PIMT, GERMINABILITÀ E VIGORE 
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La Tabella 15 riporta le correlazioni tra variabili fisiologiche e livello di 

espressione genica entro i diversi trattamenti. Germinabilità e T50 sono 

risultati, come atteso, sempre inversamente correlati, benché abbiano 

raggiunto la soglia di significatività solamente in risposta al priming, sia da 

solo (r = -0,80; P 0,001) che applicato dopo aging (r = -0,51; P 0,05), 

evidenziando in questo modo la capacità del trattamento di influenzare 

positivamente la performance del seme in termini di germinazione. 

Passando ad esaminare le relazioni tra variabili fisiologiche e la quantità di 

trascritto di PIMT, nel seme quiescente e in quello invecchiato 

artificialmente non si sono rilevate correlazioni significative. D’altra parte il 

FC è risultato correlato negativamente con la germinabilità (r = -0,57; P 

0,05) in seguito a solo priming e con la germinabilità e il T50 

(rispettivamente r = -0,55 e r = 0,49; P 0,052) in seguito a priming dopo 

aging. Tali evidenze, che escluderebbero un atteso parallelismo tra 

l’abbondanza di trascritti e l’elevato vigore, potrebbero d’altra parte essere 

indicative di una risposta cellulare in termini di repair attiva nelle  condizioni 

fisiologiche create dal priming. L’espressione di PIMT potrebbe cioè 

segnalare tali condizioni senza peraltro che la sua presenza abbia un 

immediato impatto positivo sulla germinabilità.  

Si ritiene opportuno tuttavia segnalare una modesta correlazione (r = 0,47; 

P 0,068), ancorché non significativa, tra il livelli di espressione di PIMT nel 

seme secco e la germinabilità dopo aging. In tal caso l’elevato livello nel 

seme quiescente potrebbe indicare una buona condizione fisiologica del 

seme che lo renderebbe capace di tollerare più facilmente lo stress 

dell’invecchiamento. Allo stesso modo i valori di fold change dopo 
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invecchiamento accelerato correlano moderatamente (r = 0,52; P 0,05) con 

l’effetto dell’aging sulla germinazione finale. Sulla base di questi dati, 

tuttavia, non si può escludere che in girasole l’accumulo di trascritti di PIMT 

possa influire positivamente sulla capacità del seme di rimanere vitale in 

condizioni che favoriscono il deterioramento. Le condizioni di aging applicate 

in questo studio, forse eccessivamente blande, potrebbero non essere state 

adeguate per evidenziare eventuali differenze di risposta al trattamento. In 

Arabidopsis, utilizzando mutanti ottenuti per transgenesi, è stata 

documentata una stretta connessione tra l’accumulo della proteina PIMT1 

nel seme maturo e il vigore e la vitalità del seme dopo trattamenti 

invecchiamento accelerato (Ogè et al., 2008). 

 

Nella maggioranza degli studi condotti su PIMT, gli effetti negativi dell’aging 

sulla qualità fisiologica del seme sono stati correlati alla diminuzione 

dell’attività enzimatica (Ayyappan et al., 2006; Kester et al. 1997). I 

risultati qui riportati sono in generale accordo con quelli dei lavori condotti 

sulle altre specie nelle quali è stata studiata l’espressione del gene, i quali 

evidenziano che il seme secco costituisce il sito di massimo accumulo dei 

trascritti (Mudgett e Clarke, 1994; Verma et al., 2010). Questo aspetto è 

stato certamente confermato in questa indagine, che tuttavia ha rivelato 

l’esistenza di una notevole variabilità di espressione tra genotipi, non 

emersa precedentemente da altri studi di tipo fisiologico dove era analizzato 

un solo genotipo. Questa informazione potrà risultare utile nella scelta dei 

materiali per la conduzione di studi mirati a elucidare il ruolo di questo 

enzima nella qualità del seme.  
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La riduzione generalizzata, ed in alcuni casi drastica, del livello di 

espressione a seguito dell’aging, a cui tuttavia non ha corrisposto una 

analoga riduzione della qualità fisiologica, né in termini di correlazione, né in 

termini di valori medi di queste variabili (solo blanda per il T50, 

estremamente ridotta per la germinabilità), potrebbe essere considerata 

una conseguenza dell’imbibizione, più che un effetto deleterio del 

trattamento di invecchiamento artificiale. Anche questa osservazione 

sarebbe in linea con la riduzione del livello di espressione di PIMT a seguito 

di imbibizione riportata per le altre specie (Mudgett e Clarke, 1994). 

La riduzione nell’efficienza dei meccanismi di riparazione degli acidi nucleici 

a seguito di invecchiamento accelerato è ampiamente documentata (Elder 

et al., 1987; Bray e West, 2005; Kranner et al., 2010a), mentre il ruolo 

svolto da quelli di riparazione proteica ha ricevuto meno attenzione. In 

girasole, in particolare, gli studi finora condotti si sono riferiti quasi 

esclusivamente agli effetti deleteri dell’aging sui sistemi di detossificazione 

dal danno ossidativo (Bailly et al 1996, 1998, 2002). 

L’incremento della germinabilità finale e del tasso di germinazione, osservati 

dopo osmopriming da solo o dopo aging, hanno confermato l’efficacia 

dell’approccio per aumentare il vigore del seme. Gli effetti benefici del 

priming, documentati in molte specie, tra cui anche girasole (Chojnowski et 

al., 1997; Bailly et al., 2000), sono stati messi in relazione all’instaurarsi dei 

processi metabolici della germinazione, all’aumento dell’attività di vari 

sistemi antiossidanti e, in particolare quando è implicata la longevità del 

seme, all’attivazione di meccanismi di riparazione (Ashraf e Bray, 1993, 

Soeda et al., 2005). In questo lavoro, l’accumulo dei trascritti di PIMT nei 
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diversi trattamenti non suggerisce un coinvolgimento di questo meccanismo 

di riparazione nell’effetto invigorente osservato. D’altra parte, il pattern 

dell’espressione del gene sembra simile a quello verificato per altri trascritti 

o proteine con provata funzione protettiva (quali LEA, deidrine, CAT e SOD) 

che sarebbero più strettamente coinvolte nella protezione dal 

deterioramento durante la conservazione. Queste, accumulate 

essenzialmente durante la fase di disseccamento, vengono degradate 

quando il seme è parzialmente idratato durante l’osmopriming o nelle prime 

fasi della germinazione (Capron et al., 2000; Chen e Arora, 2011). Inoltre, 

A supporto di questa tesi, è rilevante che questo meccanismo di riparazione 

proteicasia particolarmente vantaggioso in condizioni di bassa o nulla 

attività metabolica, come quelle del seme quiescente, in cui non è possibile 

rimpiazzare le proteine danneggiate mediante sintesi de novo in relazione 

alle limitate disponibilità energetiche. 
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5. CONCLUSIONI 
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I) Isolamento e caratterizzazione della sequenza genomica di PIMT 

in girasole 

In questo lavoro è stata descritta per la prima volta la sequenza genomica 

della L-isoaspartil O-metiltransferasi (PIMT) in girasole, primo caso anche 

nella famiglia delle Compositae. La regione isolata consiste in totale di 

2.230 pb e comprende una parte codificante, di tre esoni, e una non 

codificante, di due introni, insieme alla sequenza non codificante 3’-UTR. 

Non è stato possibile identificare con esattezza il I esone del gene, che nelle 

altre specie vegetali analizzate è costituito solamente da sei nucleotidi,e che 

qui non sono stati rilevati nelle oltre 600 basi a monte del II esone. Condotti 

ulteriori accertamenti si procederà a depositare la sequenza in GenBank. 

La proteina PIMT dedotta dalla sequenza codificante è composta da 230 

aminoacidi, contiene le regioni caratteristiche delle isoaspartil 

metiltransferasi e presenta elevata omologia con PIMT1 di Arabidopsis. 

 

II) Analisi della variabilità genetica di PIMT nelle 16 linee inbred 

Quello qui riportato è il primo caso di valutazione della diversità 

intraspecifica per questo gene nei vegetali. Un basso livello di diversità 

nucleotidica, sia della regione codificante che della regione non codificante, 

è stato rilevato nelle accessioni considerate. Nella regione codificante sono 

state rinvenute tre mutazioni puntiformi non sinonime, determinanti 

altrettanti cambiamenti aminoacidici. Tuttavia, nessuna sostituzione è 

risultata interessare le regioni altamente conservate e coinvolte nel 

riconoscimento del substrato. Successive analisi bioinformatiche potranno 

fornire predizioni sugli effetti di tali mutazioni sulla funzionalità enzimatica. 
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Ciò nondimeno, una di esse, concernente la sostituzione tra valina e 

isoleucina, è stata rilevata anche in altre specie dove sembra connessa, allo 

stato eterozigote, con la resistenza a stress ossidativi.  

 

III) Caratterizzazione fisiologica delle linee in risposta ad aging e 

priming 

In generale i trattamenti di aging e priming hanno prodotto gli effetti attesi 

sulla germinabilità e sulla velocità di germinazione. L’invecchiamento 

accelerato ha portato una diminuzione, seppur lieve, della velocità di 

germinazione, mentre il priming ne ha prodotto nella media un aumento, 

anche a seguito di aging. Tuttavia la significatività delle interazioni rilevate 

indica risposte fisiologiche diverse dei genotipi ai trattamenti. 

 

IV) Analisi dell’espressione del gene PIMT in risposta ad aging e 

priming 

I risultati ottenuti indicano una notevole variabilità nei livelli di espressione 

del gene PIMT in funzione del genotipo e dei trattamenti applicati. I 

maggiori livelli di espressione sono stati rilevati nel seme quiescente, 

mentre il trattamento di aging e, in minor misura, quello di priming hanno 

prodotto generalmente una diminuzione dei trascritti; quest’ultimo tuttavia 

sembra capace di riattivare, in semi sottoposti a aging, una certa 

espressione del gene. Anche per l’espressione del gene, come per le 

variabili fisiologiche, la risposta ai trattamenti risulta genotipo-dipendente; 

ciò sottolinea l’importanza di considerare tale variabilità nelle indagini su 

questi aspetti di fisiologia del seme. L’elevato livello di trascritti PIMT nel 
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seme secco qui rilevato è in accordo con quanto riportato per altre specie. 

In maniera simile, altre biomolecole a funzione protettiva, accumulate nella 

fase di maturazione e disseccamento, raggiungono i massimi livelli nel seme 

secco. 

 

Nel seme quiescente e in quello invecchiato artificialmente la quantità di 

trascritto di PIMT non è correlata con la germinabilità e la velocità di 

germinazione. A seguito di priming tali correlazioni sono negative, e portano 

pertanto a escludere un ruolo di questo meccanismo di riparazione 

nell’invigorazione che si osserva con il priming. Tuttavia, in base alla 

modesta correlazione tra livello di trascritti nel seme secco e germinabilità 

dopo aging, si può ipotizzare per PIMT un qualche contributo in termini di 

tolleranza all’invecchiamento. 
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Tabella 1. Descrizione delle 16 linee inbred di girasole utilizzate. 
 

Linea  Provenienza Uso Origine Caratteristiche 
Anno  

rilascio 

CRA-16UPR CRA B n.d. n.d. n.a. 

CRA-216/3-4 CRA B n.d. n.d. n.a. 

INRA-107 INRA B Incrocio con H. argophyllus n.d. 1990 

INRA-109 INRA B Marocco n.d. 1975 

INRA-293 INRA C Introgressione da H.tuberosus  Branching apicale 1985 

INRA-295 INRA C Introgressione da H.resinusus Branching apicale 1998 

INRA-306 INRA C 
H.petiolaris ristoratore x Pop. 
Zambia 

Branching apicale 1996 

UNIPI-GB2112 UNIPI C Russia Branching apicale n.a. 

HA89 NGRP B Selezione VNIIMK 8931  
Ad alto olio. Resist. 
Ruggine 

1985 

HA89* CRA B Selezione VNIIMK 8931 
Ad alto olio. Resist. 
Ruggine 

1985 

RHA265 NGRP C 
2*Peredovik/953-102-1-1-
41"T66006-2-1-3-1 

Ad alto olio. Resist. 
Ruggine 

1985 

RHA294 NGRP C 
CMS PI343863/BONITA 
GIANT-MANCHURIAN 
/HA61/MENNONITE RR 

Precoce. Non da 
olio. Branching. 
Resist. Peronospora.

1985 

RHA374 NGRP C Argentina ARG-R43, Branching apicale.  1991 

RHA419 NGRP C 
RHA373/ARG1575-2 (cmsHA 
89*3/H. 
argophyllus) 

Branching apicale. 
Resist. Peronospora.

2001 

RHA426 NGRP C 
RHA409//RHA376*2/PUR 
(H.annuus selvatico) 

Branching completo.
Toll. Imidazolinonici.

2001 

RHA464 NCSL C 
RHA418/RHA419/3/RHA 
801//RHA 365/PI 413047 

Alto contenuto olio. 
Resist. Ruggine e 
Peronospora. 

2008 

CRA = Consiglio per la Ricerca e la sperimentazione in Agricoltura - Sezione di Osimo, Ancona 
INRA = Institut National de la Recherche Agronomique, Clermont-Ferrand, Francia 
UNIPI = Università di Pisa - Dipartimento di Biologia delle Piante Agrarie, Pisa 
NGRP = National Genetic Resources Program, ARS, United States Department of Agriculture 
NCSL = Northern Crop Science Laboratory, ARS, United States Department of Agriculture, Fargo, 
B = mantenitrice della maschio-sterilità 
C = ristoratrice della maschio-fertilità 
n.d. non disponibile 
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Tabella 2. Lista dei primer utilizzati per isolare la sequenza parziale 
del gene PIMT in girasole, relative sequenze, temperature di 
annealing e lunghezza della sequenza ottenuta. 

 

Primer Sequenza (5' - 3') T1 Amplicone  
(pb) 

Fw1  ATGAAGCAATTCTGGGCAG  493 

Rw1  GTAGCCACGCAGTTGG 
56 

nr  

Fw20  CCTGGGATGCATGCTTTAG 235 

Rw503  CGCAGTTGGGCTTCCCTA  
58 

249 

FW518  GGGTACTTGACCGCATGTTT 142 

Rw503  CGCAGTTGGGCTTCCCTA  
58 

249 

Fw232  GCCTTAGAGGGGCTGAGG nr 

Rw537  AAACATGCGGTCAAGTACCC 
58 

239 
1temperatura di annealing; nr = sequenziamento non riuscito 

 
 
 
 

Tabella 3. Sequenze di adattatori e primer utilizzati per il completamento 
delle sequenza genomica di PIMT in girasole mediante PCR-walking. 

 

Adattatore/ Sequenza (5' - 3') 

Adattatori   
ADAPL CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGGAGGT 

ADSPS  ACCTCCCC-NH2 

6.1.1.1.1.1 PRIMER
 

6 1 1 1 2 Su 
  

AP1  GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGC 

AP2  CTATAGGGCTCGAGCGGC  

5' PCR-walking1   

Rw537  AAACATGCGGTCAAGTACCC  

Rw217  ATGCATCCCAGGCTGTAAAT  

Rw271  CTGCTCCACCATGGCTTTAT 

3' PCR-walking2   

Fw1118  CACCAGAAATCCCGAAACCA 

FW1161  GGGGAGGTTGGTGATTCCAG 
1primer ancorati nella regione nota di PIMT utilizzati nelle reazioni di 5' PCR-walking  
2primer ancorati nella regione nota di PIMT utilizzati nelle reazioni di 3' PCR-walking 
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Tabella 4. Lista di primer utilizzati per isolare i tre frammenti che formano 
l'intera sequenza genomica di PIMT analizzata nelle 16 linee di girasole, relative 
sequenze e lunghezza degli ampliconi prodotti. 

 

Frammento Primer Sequenza (5' - 3') 
Amplicone   

(pb) 

Fw102 
 TGTCGGTGGCTGACATTAAA  

1 
Rw655  CCTCTAAGGCGCACAAACAG 

552 

Fw115  AGACAGTCCCATGCCGATA  
2 

Rw940  GTAACGGACCAGCTGCACTT 
779 

Fw162  TCCCATGCCGATAGGTTTTA 
21

Rw940  GTAACGGACCAGCTGCACTT 
773 

Fw518  GGGTACTTGACCGCATGTTT  
3 

Rw641  TAAACTCGTCAACCCGAAGC 
639 

1coppia di primer utilizzati per amplificare il secondo frammento nelle linee RHA374, RHA464, INRA-
293 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tabella 5. Primer utilizzati nell'analisi di espressione real time, 
relative sequenze e lunghezza degli ampliconi prodotti. 
 

Target Primer Sequenza (5' - 3') 
Amplicone  

(pb) 

ActFw 
 AACAGGAATGGTGAAGGCAG 

Actina 
ActRw  AGAATACCTCTCTTTGATTGTGCTT  

156 

EFFw  TGATCTGCTGCTGTAACAAGATG  
EF1 

EFRw  ACCAGAGATTGGCACGAATG  
143 

S19Fw  CGCAAAAGGAATGGTAGTGC  
S19 

S19Rw  CGATGTAATCTTCCTTCCACCC  
132 

PIMTFw  TTGCATGTTGGTGACGGC    
PIMT 

PIMTRw  TGTTCCCAACTGGAATCACC  
145 
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Tabella 6. Posizione, frequenza e varianti dei siti polimorfici per aplotipo. a) 
SNP; b) INDEL. 
 

a) 

Posizione SNP (consensus)   

Esone II  Introne II  Esone IV 
Aplotipo Frequenza 

201 292   384 396   935 1022 

1 0,13 G G  T T  A G 

2 0,81 A C  G G  G G 

3 0,06 A C  T T  A A 

  Tipo sin. non-sin.   - -   non-sin. non-sin. 

b)          

Posizione INDEL (consensus)   

Introne II 
Aplotipo Frequenza 

454 495 512 593 

1 0,13 CGTGCGCCT AGG - TTTTTGCCT 

2 0,81 CGTGCGCCT - G TTTTTGCGT 

3 0,06 - AGG - - 

Sin = mutazioni sinonime 
Non-sin = mutazioni non sinonime 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tabella 7. Misure di diversità genetica relative all'intera sequenza o a singole porzioni del gene PIMT in girasole. 
 

Porzione 
 di sequenza 

Nucleotidi 
(n.) 

Tipo di  
polimorfismo S    H Hd  k π  θ  Test di  

Tajima (D) 

SNP    6 3 0,342 1,567 0,0011 0,0013 n.s.
Tutta  

    

1441
INDEL 4 3 0,342 0,900 0,0006     

SNP 4 3 0,342 0,917 0,0013 0,0017 n.s.
CDS  

    

693
INDEL 0 0 0,000 0,000 -     

SNP 2 2 0,325 0,650 0,0010 0,0009 n.s.
Introni  

    

    

687
INDEL 4 3 0,342 0,900 0,0013     

SNP 0 0 0,000 0,000 0,0000 0,0000 n.s.
3'-UTR  66

INDEL 0 0 0,000 0,000 -     

S = Numero totale dei siti polimorfici; H = Numero di aplotipi; Hd = Diversità aplotipica; π = Diversità nucleotidica; θ = Numero di siti 
segreganti 
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  Germin. max    T50  Cause di variazione 
Gradi di  
libertà   QM P   QM P 

        
Linee   

   
    

   

   

    
   

15 0,220 *** 2207,6 *** 
Aging 1 0,145 *** 1961,9 *** 
Priming 1 0,021 ns 6904,1 *** 
Linee x Aging 15 0,010 ns 887,5 *** 
Linee x Priming 15 0,015 ** 574,5 *** 
Aging x Priming 1 0,033 * 284,4 **
Linee x Aging x Priming 15 0,012 * 315,0 *** 

Errore sperimentale  64  0,006   36,1  

*,**,*** significativo per P 0,05, P 0,01 e P 0,001 rispettivamente.  

Tabella 8. Quadrati medi dell'analisi della varianza e corrispondenti livelli di 
significatività per germinabilità e T50. 
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Tabella 9. Germinabilità finale nelle 16 linee in relazione ai 
trattamenti di aging e di priming. 

 

 Germinabilità (%)1

Linee noAA 
noPr  

 AA 
noPr 

noAA 
Pr 

AA 
Pr 

CRA-16UPR 71d 79ce 72e 53d 

CRA-216/3-4 78cd 66e 95ad 82bc 

HA89 90ad 80ce 89ae 90ac 

HA89* 87bd 86be 93ad 77cd 

INRA-107 73d 74de 76de 77cd 

INRA-109 79bd 68e 80ce 54d 

INRA-293 88ad 78ce 90ae 83bc 

INRA-295  96ab 93ac 89ae 97ab 

INRA-306 90ad 97ab 96ac 91ac 

RHA265 70d 76ce 91ae 75cd 

RHA294 94ac 91ad 94ad 88bc 

RHA374  77cd 73de 86be 82bc 

RHA419 99a 98ab 99a 94ab 

RHA426 99a 99a 99a 99a 

RHA464 99a 97ab 98ab 97ab 

UNIPI-GB2112 69d 69e 82ce 73cd 

 85  83 89  82  

1Determinazione effettuata su 100 semi. All'interno di ogni colonna le
medie contrassegnate dalla medesima lettera, incluse le lettere
intermedie, non sono tra loro significativamente diverse per P 0,05 (test
di Tuckey) 
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Tabella 10. T50 nelle 16 linee in relazione ai trattamenti di aging e 
di priming. 

 

 T50 (h)1

Linee noAA 
noPr 

AA 
noPr 

noAA 
Pr 

AA 
Pr 

CRA-16UPR 82,3a 82,3ab 76,5a 127,6a 

CRA-216/3-4 44,5ce 43,1ef 31,1bf 23,5de 

HA89 58,5be 61,3bf 37,8bd 36,0ce 

HA89* 64,8ad  65,7ad 43,4bc 42,4cd 

INRA-107 65,5ac 65,7ad 89,4a 72,9b 

INRA-109 65,0ad 80,9ab 75,8a 72,8b 

INRA-293 43,2e 79,0ac 15,5ef 41,0cd 

INRA-295  43,4de 40,8 f 31,0bf 14,5e 

INRA-306 43,7de 83,3a 16,5df 128,5a 

RHA265 64,4ae 63,6ae 40,2bc 41,3cd 

RHA294 69,3ab 63,4ae 50,8b 54,3bc 

RHA374  44,2ce 56,0df 30,6bf 36,4ce 

RHA419 62,4ae 51,4df 21,1cf 35,4ce 

RHA426 63,8ae 64,4ae 30,5bf 27,2de 

RHA464 52,7be 43,1ef 14,9 f 25,2de 

UNIPI-GB2112 56,5be 57,9cf 36,5be 35,7ce 

Medie 57,8  62,6  40,0  51,0  

1All'interno di ogni colonna le medie contrassegnate dalla medesima lettera, incluse le
lettere intermedie, non sono tra loro significativamente diverse per P 0,05 (test di
Tuckey) 
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Tabella 11. Effetti del solo aging, solo priming, e del priming dopo aging 
su germinabilità finale e T50 nelle 16 linee analizzate. 
 

 Aging1 Priming1 Priming dopo Aging1

Linee Germin. 
(%) 

T50 

(h) 
Germin. 

(%) 
T50 

(h) 
Germin. 

(%) 
T50 

(h) 

CRA-16UPR 8,0a 0,0b 1,0ab -5,8ac -26,0b 45,3a 

CRA-216/3-4 -12,0a -1,4b 17,0ab -13,4bd 16,0a -19,7bc 

HA89 -10,0a 2,8b -1,0ab -20,7cd 10,0a -25,2c 

HA89* -1,0a 0,9b 6,0ab -21,4cd -9,0ab -23,3c 

INRA-107 1,0a 0,2b 3,0ab 23,9a 3,0ab 7,2b 

INRA-109 -11,0a 15,9ab 1,0ab 10,8ab -14,0ab -8,2bc 

INRA-293 -10,0a 35,8a 2,0ab -27,7cd 5,0ab -38,0c 

INRA-295  -3,0a -2,6b -7,0b -12,4bd 4,0ab -26,3c 

INRA-306 7,0a 39,6a 6,0ab -27,2cd -6,0ab 45,1a 

RHA265 6,0a -0,9b 21,0a -24,2cd -1,0ab -22,3bc 

RHA294 -3,0a -5,8b 0,0ab -18,4bd -3,0ab -9,1bc 

RHA374  -4,0a 11,8ab 9,0ab -13,7bd 9,0ab -19,6bc 

RHA419 -1,0a -11,1b 0,0ab -41,4d -4,0ab -16,0bc 

RHA426 0,0a 0,6b 0,0ab -33,4cd 0,0ab -37,2c 

RHA464 -2,0a -9,6b -1,0ab -37,8d 0,0ab -17,9bc 

UNIPI-GB2112 0,0a 1,4b 13,0ab -20,0cd 4,0ab -22,2bc 

Medie  -2,2  4,8   4,4  -17,7   -0,8   -11,7   

1All'interno di ogni colonna le differenze contrassegnate dalla medesima lettera, incluse le lettere
intermedie, non sono tra loro significativamente diverse per P 0,05 (test di Tuckey) 
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Tabella 12. Quadrati medi dell'analisi della varianza e 
corrispondenti livelli di significatività relativi 
all'espressione genica, espressa in fold change 
rispetto al calibratore (HA89, controllo). 

 

Cause di variazione  
Gradi di  
libertà  QM P 

    
Linee 15 22,59 *** 
Aging 1 76,86 *** 
Priming 1 10,20 *** 
Linee x Aging 15 6,34 *** 
Linee x Priming 15 9,42 *** 
Aging x Priming 1 31,40 *** 
Linee x Aging x Priming 15 5,48 *** 
Errore sperimentale 64 0,82  

*, **, *** significativo per P 0,05, P 0,01 e P 0,001
rispettivamente 
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Tabella 13. Fold change nelle 16 linee in relazione ai trattamenti di 
aging e di priming. 

 

 Fold change 1

Linee noAA 
noPr  

 AA 
noPr 

noAA 
Pr 

AA 
Pr 

CRA-16UPR 7,1b 3,1a 7,7a 8,3a 

CRA-216/3-4 2,0ef 1,3a 1,5d 1,6bc 

HA89 1,0 f 1,2a 0,2d 0,4c 

HA89* 0,9 f 1,3a 0,2d 0,2c 

INRA-107 2,4df 1,3a 2,5bd 2,2bc 

INRA-109 1,1ef 0,9a 1,8cd 1,4bc 

INRA-293 2,2ef 1,4a 0,7d 1,1bc 

INRA-295  6,6b 1,1a 4,8ac 3,1bc 

INRA-306 2,5df 1,9a 1,5d 1,7bc 

RHA265 7,2b 1,9a 6,4a 3,8b 

RHA294 6,3bc 1,8a 2,0cd 2,0bc 

RHA374  4,3be 3,3a 5,7ab 3,7b 

RHA419 5,5bd 1,6a 1,1d 0,9bc 

RHA426 14,1a 1,9a 1,3d 0,9bc 

RHA464 3,1cf 1,9a 1,0d 0,7bc 

UNIPI-GB2112 2,5df 2,1a 5,3ab 2,5bc 

Medie 4,3
 

1,8  2,7  2,2   

1All'interno di ogni colonna le medie contrassegnate dalla medesima lettera, incluse le
lettere intermedie, non sono tra loro significativamente diverse per P 0,05 (test di
Tuckey) 
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Tabella 14. Effetti sul fold change del solo aging e del 
solo priming, calcolati come differenza rispetto al 
controllo, e del priming dopo aging rispetto al solo aging 
nelle 16 linee analizzate. 
 

Linee Aging1 Priming1 Priming  
dopo Aging1

CRA-16UPR -3,9be 0,7ab 5,2a 

CRA-216/3-4 -0,8ce -0,6ac 0,3b 

HA89 0,2e -0,8ac -0,8b 

HA89* 0,4e -0,7ac -1,1b 

INRA-107 -1,1be 0,0ac 0,9b 

INRA-109 -0,2de 0,7ab 0,5b 

INRA-293 -0,7ce -1,4ac -0,4b 

INRA-295  -5,5b -1,8bc 2,1ab 

INRA-306 -0,6de -1,0ac -0,2b 

RHA265 -5,3bc -0,7ac 2,0ab 

RHA294 -4,4bd -4,3c 0,1b 

RHA374  -1,0be 1,5a 0,4b 

RHA419 -3,9be -4,3c -0,7b 

RHA426 -12,2a -12,8d -0,9b 

RHA464 -1,3be -2,1bc -1,1b 

UNIPI-GB2112 -0,4de 2,8a 0,4b 

Medie -2,5 -1,6 0,4

1All'interno di ogni colonna le differenze contrassegnate dalla medesima
lettera, incluse le lettere intermedie, non sono tra loro significativamente
diverse per P 0,05 (test di Tuckey) 
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Tabella 15. Correlazioni tra germinabilità (%), T50 (h) e 
livello di espressione genica (FC) in relazione ai diversi 
trattamenti. 

 
  Germinabilità  T50 

T50 -0,225     
NoAA noPr 

FC 0,258   0,292  

T50 -0,135     
AA noPr 

FC -0,027   0,143  

T50 -0,797 ***    
NoAA Pr 

FC -0,572 *  0,297  

T50 -0,514 *    
AA Pr 

FC -0,549 *  0,494 * 

T50 -0,459     Tutti i 
trattamenti FC -0,107   0,252  

*, **, *** significativo rispettivamente per P 0,05, P 0,01 e P 0,001  
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Figura 1. Rappresentazione schematica dell’isolamento della sequenza 
genomica del gene PIMT in girasole: gli esoni sono indicati dai riquadri, le 
regioni non codificanti dalle linee che li connettono. a) Allineamento della 
sequenza genomica (5’ - 3’) di PIMT in A.thaliana (AtPIMT1) con la 
sequenza espressa putativa di PIMT in girasole (TC: 57615) b) Isolamento 
della sequenza parziale di PIMT in girasole: le frecce indicano le porzioni 
sequenziate mediante le coppie di primer, costruiti su esoni, indicati in 
tabella 2. I triangoli (in rosso) identificano le regioni dove sono presenti le 
ripetizioni mononucleotidiche c) Estensione del frammento mediante PCR-
walking: le frecce indicano le porzioni sequenziate mediante le coppie di 
primer indicati in Tabella 3. 
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1 
61 
121 
181 
241 
301 
361 
421 
481 
541 
601 
661 
721 
781 
841 
901 
961 
1021 
1081 
1141 
1201 
1261 
1321 
1381 
1441 
1501 
1561 
1621 
1681 
1741 
1801 
1861 
1921 
1981 
2041 
2101 
2161 
2221 

gcggccgcccggggaggtaaacattggttataagtagttaaatataaccatcaaatgata
aatcagaacacaagaagtctaccacaccatcaaacgatgaataaagtttaactaacttag
acataattatctccaaaaatgtcttagaatgtccaaattttagctaacttagaaaaaata
gcgtttcaagttttcaatatgtttagataataggtttattatttattatttttctaatat
aatcaagcgaacatattaccgaacgttcacgaacacagtcgaactaacgagacctgtgtt
cgtgttcgttcgctaagctaaccgaacaaaattttttgttcgtgttcgttcgttaagcta
atcgaacgaacttgccgccgaacggttcacgaacttttcgctgaacgttcggttcgttta
caggtctaggcgtgtgagctctgaaatctgtttgttagcattatgacatgatgaacgaat
gtgtaaaatatgtgttaaaagacttcttttttatgtcggtggctgacattaaatttgggc
aggtaatgtcatggaatcgtgcgttactttttagctcaatattgttttatgtttgcatac
aacagCAATTCTGGGCAGGAAGTAGCATCAGTAAGAATAAAGCCATGGTGGAGCAGTTGC
AGCGTTACGGAATCATTCAGTCAAAGAAAGTAGCTGAAGCTATGGAGAGTGTCGACAGGG
CATTGTTTGCGCCCGATGGATCCCTAGCCTATGAAGACAGTCCCATGCCGATAGGTTTTA
ATGCCACCATTTCTGCACCTCATATGCATGCTACTTGCCTTGAGTTGTTGGAGAATAATT
TACAGCCTGGGATGCATGCTTTAGATGTCGGTTCAGGtatttcttatttttatttcttgt
cgctggttgtacatacttatgaacctgaatgagtcattttgattgatttatatcatacgc
ctggttttaaaaaacggttgaggcgtgcgcctcaaggcgaaacggccaaaaaacgattct
gaggaggtgcgcctcagggggtttctactgtttgtgcgccttagaggggctgaggcgcta
aaaaggctgcgcctcaggggtttagatatttgtttttgatgtttttgccttttttttttt
tgtcaatttcaagcaatttatgtcttttttatgtgtgtttttgattattttgatgatgaa
tttagttagtattactgtttttataagatatataatatttatatttattttttaattccg
cctcggttcgcctcaaggcttacgcctcgtgaggcgaagtgaaaacgcctcgaaactcgt
ttccgtttttttaaaccttgatcatacgtcgaatctggttggtttcttctcactgattgc
ttccttattgaacctttgtaggAACCGGGTACTTGACCGCATGTTTTGCACATTTGGTTG
GCCCGCAGGGTCGTGCAATTGGCATTGACCATATTCCAGAGCTGGTTGAAATGTCAATCA
AGAATGTTGAAAAAAGTGCAGCTGGTCCGTTACTCAAAGACGGGTCTCTCGCTTTGCATG
TTGGTGgtgagtcacatttgtggatttatagttttttttttttttttcatcttgcgagta
atgatttatgaaatttatatttatgacgacagACGGCAGAGAAGGGTGGCCAGAGTTTGC
ACCTTATGATGCTATTCATGTCGGTGCAGCAGCACCAGAAATCCCGAAACCACTTATTGA
TCAATTAAAACCAGGGGGGAGGTTGGTGATTCCAGTTGGGAACACATTTCAGGAATTGAA
AGTCGTTGATAAGAATGAGGATGGTTCTGTGAAAGTGTGTACCGAGACTTCAGTACGTTA
TGTTCCCCTCACTAGTAGGGAAGCCCAGCTGCGTGGCTACTGAtaggcgatagcacagtc
aggtccgtcgatgataatgtttacgtttcagactttcattaaacttatgctacttttctg
cacataaacttttgagacattgtaaattaggtgtttgtttgtattgcttcgggttgacga
gtttattgtatatcgaaccccccccccccccctctattgttatcttcaacattatatata
agtttcaagtgaaggatacgagccacaacaagatgaacacggacaagaatataatagtca
ttcattaatcgaacttaccggctcacactctacaaacgtggtttattggagtcacatcta
cactctatat 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 a) Sequenza genomica (5’ - 3’) di PIMT in Ha89. Gli esoni sono 
indicati in maiuscolo (blu), le regioni non codificanti in minuscolo. Le 
ripetizioni mononucleotidiche sono evidenziate in rosso; la lettera 
sottolineata indica un possibile segnale di poliadenilazione nel 3’ UTR. b) 
Rappresentazione schematica del gene PIMT: gli esoni sono indicati dai 
riquadri, le regioni non codificanti dalle linee che li connettono.  

 

 

 

 153



 154

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Allineamento multiplo, eseguito usando MAFFT (v6. 864b) 
delle sequenze delle proteine dedotte di PIMT in Arabidopsis, cece, 
frumento e girasole (Ha89). AtPIMT1, A. thaliana PIMT1; AtPIMT2o, A. 
thaliana PIMT2 variante di splicing omega; AtPIMT2p, A. thaliana PIMT2 
variante di splicing psi; TaPIMT, T. aestivum PIMT; CaPIMT1, C. 
arietinum PIMT1. Le tre regioni (I, II, III) conservate in tutte le 
metiltransferasi Ado-Met dipendenti sono evidenziate in rosa e 
denominate I, II, III; le due regioni uniche in PIMT (Pre- region I e 
Post- region III) sono evidenziate in verde e denominate Pre-I e Post-
III rispettivamente.  

I 

II 

III Post-III 

Pre-I 



a  
Figura 4. Allineamento attraverso MULTALIN della sequenza genomica di PIMT nelle 16 linee di girasole raggruppate 
per aplotipo (Apl.) In nero: nucleotidi definiti ad alto consenso; in rosso nucleotidi a basso consenso; in blu: 
nucleotidi neutrali. Le regioni codificanti sono evidenziate da una linea verde, le regioni non codificanti sono in 
grigio. 
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Figura 4. (Continua) 
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Figura 4. (Continua) 
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Figura 4. (Continua) 
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Figura 4. (Continua) 

  

 

 159



 

Apl. 1 

Apl. 2 

Apl. 3 

Apl. 1 

Apl. 2 

Apl. 3 

Figura 4. (Continua) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 160



 

 

Figura 5. Pattern di variazione della diversità nucleotidica nelle differenti regioni 
lungo la sequenza del gene PIMT nelle 16 accessioni di girasole analizzate. 
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Aplotipo Frequenza 75 114 143

1 0,13 E I A
2 0,81 Q V A
3 0,06 Q I T

Posizione SNP (consensus)

Apl. 1 

Apl. 2 

Apl. 3 

Apl. 1 

Apl. 2 

Apl. 3 

Figura 6. a) Allineamento, mediante MULTALIN, delle sequenze della proteina PIMT dedotta nelle 16 linee di 
girasole raggruppate per aplotipo (Apl.) In nero: residui ad alto consenso; in rosso residui a basso consenso; in 
blu: residui neutrali. b) Posizione, frequenza e varianti dei siti polimorfici per aplotipo. 
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Figura 7. a) Predizione della struttura secondaria della proteina dedotta PIMT 
(aplotipo 2) ottenuta con il programma HNN. b) Per ciascun aplotipo sono 
indicate le percentuali delle strutture che formano α-eliche (blu) foglietti β 
(extended strand, in rosso) e random coil (rosa), insieme al corrispondente 
peso molecolare (MW) e punto isoelettrico (pI) calcolati mediante l’ExPASy 
Proteomics Server  

Aplotipo
MW

(KDa)
PI

 α−eliche
(%)

Extended strand
(%)

Random coil
(%)

1 24,73 5,64 36,09 15,22 48,70

2 24,72 5,80 36,96 14,35 48,70

3 24,76 5,80 36,52 15,22 48,26

b 
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Figura 8. Predizione della struttura secondaria della proteina 
dedotta di PIMT per l’aplotipo 1 e 2, usando il programma HNN. 
L’Extended strand associato alla mutazione Val/Iso, nell’aplotipo 
1, è evidenziato da un riquadro rosso. a) Residui aminoacidici 
associati alla struttura predetta: “h” α-eliche, “e” extended 
strand, e “c” random coil. b) Rappresentazione schematica della 
struttura predetta: α-eliche (in blu), extended strand (in rosso), 
 d  il (i  )   
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Figura 9. Analisi delle curve di melting ottenute per i 
tre saggi real time utilizzati in questo lavoro a) 
elongation factor1 b) S19 c) PIMT 
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 Figura 10. Livelli di espressione del gene PIMT relativi alle 16 accessioni di girasole, nelle quattro situazioni 
sperimentali analizzate: seme quiescente (noAA noPr), dopo aging (AA noPr), dopo priming e dopo aging e priming 
(AA Pr). I valori sono normalizzati rispetto al calibratore HA89 (controllo).   
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