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INGEGNERIA GENETICA NELLE PIANTE




Addomesticamento deIIe piante

| 1
Laddomesticamento di animali e piante
(dal 30.000a.C.)

ATIENEE

STORICO
fv‘(WNL)\A =

Uippoxomipo

Mesommerica

EURASIA
da 31000 * ¥
anni fs %
C
" LEVANTE
da 9500 anni fa =
Lenticchia, grano, orzo, .
ling, fico, fave,
maale, gatto '/o &

MESOPOTAMIA '

ds 9000 anni fa
Lanticehle, limo, fave,
maiate, bue ANATOUA

da $000 anni fa

Lenticchie, segale, noce,
capra, pecora

A 7is Sisstppl

OCEANO
ATLANTICO

W

ol o

da QOOOAnnHa

DEL SUD
Bue, capra, piselli s 8OO0 anny fa

Riso, melanzang, té
galling, maiale, anatrs,
bufalo d'acqua

) Tt

LAPPONIA ¢s 1000 anni fa
Renna

TIBET da 2500 anni fa

/* Orzo,yak
MISSISSIPPI
da 3000 anni fa
Girasola, 2ucca, tabacco

: ETIOPIA
B ds 3000 anni fa
Miglo, teff, ansate, caffé,

fagicli bianchi, oo
.
AR ERIA " “ AFRICA OCCIDENTALE
R da 4000 anni fa
‘pk:' e 6 % Igname, palma da allo
(g L
S L ¢ & Erktou
S k=5 .
& Y B .’ Erligang SOMALIA E ARABIA
i . é .58 o . da 4000 anni fa
é{"-’ '8 @ Asine, dromedario,
oo L palma cia datterl
v, ard ot azponsiis Botaj i
) 1 (Kazakistan) ® Nt : ® € o
Mé 4 da 4000 anni fa
r"(‘, 2 Oca, asine

Catal MW wui %’f}
(Turchia) o i

v
@ Gobero (Nﬁ)m)

4 '|
4 |
Q Q \vau Guincu H @\.

o

. ASIA CENTRALE
o da 4000 anni fa

. Segule, mala, cavalio,
cammello

MESOAMERICA
da 000 anni fa

Zucea, fagiol, pomedore,
vaniglia, mais, avocado,
cotene. tabecen,

OCEANO .
INDIANO

paperoncing,
cacap, tacchino, anatra

’ -
Kuicing o ANDE
° da 6000 enni fa
Papsrencine, fagioli, patate,
quinoa, cotona, lama,
N A . alpaca, porcefino d'india
S *  AMAZZONIA
@ cso0000mie
. T™®  Manloca, patata dolca,
. zucca, tabacco, arachidi
SAHEL
= ™ ds 6000 anni fa
Miglio, sorgo,
risd sfricare, buo
SUD-EST ASIATICO
da §000 anni fa

R

Taro, igname, agrumi, noce di cocco,
banana, palling, gayal (spacio bovina aslatica),
bantsng (bua sslvatico, vive a Sumatrs, Giava, Barnea)

NUOVA GUINEA Melanzane, cotone,
CINADELNORD  cig 7000 anni fa sesamo, elelmtoe
da 7000 anni fa ey
S 7 Taro, igname, benana,  zebl, bufalo d'acqua,
Migho, t3, som, canna da zucchero,  gallina, sesamo
maiale, gallina, noce di cocco

anatra



Addomesticamento delle piante

Teosinte Modern Corn






Plant breeding

L’incrocio avviene in maniera
controllata impedendo
I’autoimpollinazione e favorendo
un’impollinazione tra piante
selezionate.




Plant breeding

Tradizionale
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Organismi Geneticamente Modificati

WHO (World Health Organization):
“Organisms (i.e. plants, animals or microorganisms) in which the genetic material (DNA) has been
altered in a way that does not occur naturally by mating and/or natural recombination”

* 1973 — Herbert Boyer e Stanley Cohen hanno prodotto il primo OGM - E. coli
materiale genetico da Staphylococcus aureus
* 1974 — primi studi e produzione di topi transgenici

* 1983 — Herrera-Estrella e colleghi, Fraley e colleghi (Monsanto) e Bevan e
colleghi prime cellule vegetali geneticamente modificate sfruttando
Agrobacterium tumefaciens



Organismi Geneticamente Modificati

e

INDUSTRIA RICERCA
In campo agronomico Analisi di modelli
transgenici, per indagare
In campo farmaceutico il ruolo di singoli geni e

le loro interazioni con
altri geni



Piante Geneticamente Modificate (PGM)

Come ottenerle? Trasformazione

 colturain vitro di cellule e tessuti

Totipotenza

5

Preparazione
del costrutto

Rizogenesi



Piante Geneticamente Modificate (PGM)

‘ Cis-gene ‘ Trans-gene

Il gene inserito proviene Il gene inserito proviene
dalla stessa specie o da da specie
specie affini filogeneticamente lontane

" "

La distinzione tra cis- e trans-gene e recente e volta a
rendere piu accettabile all’'opinione pubblica, e al
legislatore, |la produzione di nuove varieta biotecnologiche
... MA NON HA SENSO BIOLOGICO VISTA L'UNIVERSALITA
DEL CODICE GENETICO!




Tutti e tre i genomi della cellula vegetale possono essere
trasformati...

l

The Cell Nucleus

l

Mitochondria Inner Structure

Nuclear
Envelope

Nuclear
¥ Pores

Chromosomes Chromatin

Figure 1

l

...tuttavia, nella quasi totalita dei casi il gene viene inserito
nel genoma nucleare!




La trasformazione della cellula vegetale puo essere sia

stabile che transiente

Trasformazione stabile

Piante GM

Trasformazione transiente

Singole cellule trasformate

Il transgene si integra nel

genoma ospite e:

-E espresso come un gene
endogeno

- E repilcato in mitosi

- E ereditato dalle piante figlie

Il gene e introdotto nelle cellule
ma non inserito nel genoma

- E espresso
- Non e replicato per mitosi

-Non e ereditato dalle piante
figlie




L'inserzione del transgene nel genoma nucleare avviene
mediante ricombinazione illegittima

Impossibilita di prevedere il sito di inserzione del
transgene

Diversi livelli di trascrizione a seconda della regione del
genoma in cui il transgene si e inserito

Necessita di ottenere numerose piante GM per
selezionare quella con i livelli di trascrizione desiderati




Metodi di trasformazione

|

Chimico-fisici Biologici
Uso di: Uso di:
e scariche elettriche e batteri
e trattamenti chimici ° Virus

* nanoproiettili



1 Trasformazione di protoplasti mediata da
polietilenglicole (PEG) HJ[O\/JFO/H

Il PEG induce la fusione di vescicole di membrana plasmatica

DNA in liposomi Protoplasto DNA nudo

Dai protoplasti trasformati e possibile rigenerare una pianta GM
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| maggiori limiti sono:
- Bassa efficienza di trasformazione
- Necessita di rigenerare la pianta da singoli protoplasti

Usata principalmente per la trasformazione transiente di
protoplasti



Elettroporazione

Scariche elettriche brevi e di alta intensita permeabilizzano
reversibilmente la membrana plasmatica, causando la formazione
transiente di pori

JL pulse power supply

_— lid
— cuvette

|_— electrodes

| —1

electrical contacts

\\‘—-

cells in suspension




I DNA presente nella miscela
di elettroporazione puo
entrare nella cellula

La parete riduce la frequenza di
trasformazione, per cui e usata

soprattutto per la
trasformazione transiente di

protoplasti

Elettrodi

Cuvetta contenente
DNA e protoplasti

Fo
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Fibre di carburo di silicio

Vigorosa agitazione di colture cellulari in presenza di fibre di
carburo di silicio
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DNA Whiskers

Target cells

(Silicion Carbide Fibre) (Corn)
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Fibre di carburo di silicio

Tecnica, usata con successo soprattutto con monocotiledoni

Semplice da attuare, consente di ottenere alte rese
trasformazione

Pone il problema della tossicita del carburo di silicio

di



Gene gun = Cannone genico

Biolistica = biologia + balistica

Micoproiettili di oro-
tungsteno




Tecnica biolistica

Gene gun = Cannone genico
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Step 1:
Formation of MNP-DNA

Magnetic nanoparticle MNP-DNA complex

(MNP)
Step 2: Cotton pollen
Pollen magnetofecti
MNP-DNA ° g ion OOO
complex f—— @ =
(200 ) F) Q MNP-DNA' complexes
nm foiid " EDAVS
®. |
Aperture l s
(5 um) Release
b | bNa
Pollen O <>
(100 ym) |—
MNP-DNA pass into pollen
through apertures Step 3

Artificial pollination

Magnetofected pollen
Transformed seeds

N
\ 0 O?;Cotton

| — R |
Step 5: Step 4: \. ,L
Screening Seed harvest x’
/ -

Transgenic cotton



Agrobacterium tumefaciens
un ingegnere genetico naturale

* Gram-negativo affine a Rhizobium
(famiglia Rhizobiaceae)

* Fitopatogeno delle dicotiledoni

e Causail tumore del colletto

 Ein grado di trasferire alla cellula
vegetale alcuni dei suoi geni che
vengono integrati nel genoma
vegetale e inducono la formazione
della massa tumorale detta galla,
habitat ideale per |a proliferazione
del batterio




Agrobacterium tumefaciens
un ingegnere genetico naturale

T-DNA
(Transfer-DNA)
10-30 kb

DNAT

DNA principale

Plasmide Ti

)

_ Plasmide Ti
g o (Tumor-inducing)
(@) 200 e le 800 kb

Tumore del colletto (galla)



Agrobacterium tumefaciens
un ingegnere genetico naturale

Regioni terminali (25 bp) =Lb a Rb
Opine = biosintesi aminoacidi
Auxine e Citochinine = oncogeni

Geni Vir = coinvolti nella
. percezione, infezione e
integrazione del T-DNA

Citochinina
Auxina Opina
Confine Confine
SINISLro destro

Geni

vir

Regione

T-DNA

~@ .

Catabolismo
</ dell’opina



Agrobacterium tumefaciens
Infezione in natura

Quando una pianta subisce una
ferita le cellule rilasciano
composti fenolici di difesa che
diffondono nel suolo

Os_ _CH;,

Acetosiringone

HsCO OCH,
OH

Alcuni di questi fenoli sono
percepiti dagli agrobatteri che si
muovono verso |la fonte di
emissione della sostanza
(chemiotassi)

Bacterial genome
T-DNA |
N Tiplasmid, |
\ ."/,—"\ 3 \
| \
/
\ #

Vir A-Vir G
- Agrobacterium .-
tumefaciens

hemiotassi

Fenoli di difesa



Agrobacterium tumefaciens
Infezione in natura

Quando l'agrobatterio e a contatto con la cellula vegetale emette
un pilo di infezione e trasferisce il T-DNA con un meccanismo simile
alla coniugazione




Agrobacterium tumefaciens
Infezione in natura

Nel nucleo il T-DNA si integra nel genoma nucleare e i suoi geni
vengono espressi come se fossero geni endogeni

Viene indotta |la formazione della galla (oncogeni) e la biosintesi di
aminoacidi (opine) utilizzabili solo dal batterio

Plant
chromosomal

Bacterial genome
T-DNA

A
@) ?
\ /
Agrobacterium /

tumefaciens

Ti plasmld

Transformed
plant cell




Agrobacterium tumefaciens
Trasformazione genetica delle piante

Mentre Rb e Lb sono essenziali per il trasferimento del T-
DNA, paradossalmente il T-DNA stesso non lo e

DNA estraneo

( t— Siti di integrazione 41 )

Qualunque sequenza di DNA inclusa tra i bordi Lb e Rb
viene trasferita nelle cellule vegetali dall’apparato di
trasferimento di Agrobacterium




Agrobacterium tumefaciens
Infezione in natura

La capacita di infettare la cellula vegetale, di trasferire il T-DNA e di
integrarlo nel genoma nucleare e legata all’espressione dei geni Vir

T-DNA
LB\

Ti Catabolisnjo
opine



Agrobacterium tumefaciens
Trasformazione genetica delle piante

Auxine/Citochine prodotte dal T-DNA impediscono corretta
rigenerazione della pianta

Produzione di opine non e utile per la pianta (dannosa?)

Plasmidi Ti sono molto grandi (200-800Kb)

Gene di interesse



Agrobacterium tumefaciens

Sistema del vettore co-integrato

Common pBR322

sequences

diate p
o we lag
N o

T-DNA T-DNA

>
::NoArt ':’ Q‘o\
i T-DNA ir,,.ed Ti o\? -
No oncogeni
Agrobacterium
Agrobacterium Ricombinazione omologa

E. coli




Agrobacterium tumefaciens

Sistema del vettore binario:
DNA da trasferire e geni vir possono trovarsi su plasmidi differenti

- Sono mantenutii bordi Lb ed Rb

Vengono rimossi:

1. i geni vir
Vettore ) ; gll orfcogelnl (at.xxme, citochinine)
binario . i geni per le opine

- traibordil ed R vengono inseriti:
1. il DNA da integrare nel genoma
2. un marcatore (es. resistenza a kanamicina)

- E inserito un altro plasmide, che contiene i

Plasmide helper 1 geni vir ma non il T-DNA




Agrobacterium tumefaciens

Sistema del vettore binario

1) VETTORE BINARIO

2) PLASMIDE HELPER (disarmato)

\

Gene Gene marcatore
\'cgctalc
sclezionabile

hC(S:ll_‘,' 10

Confine

SInistra

(iene marcatore

ori di selezionabile
E. coli per E coli ¢
A. tumefaciens
ori di A. tumefaciens \
Per amplificare il plasmide
in E.Coli Neomicina trasferasi

Resistenza alla Kanamicina

No geni VIR

T-DNA region removed

’ ~,
=
"
)
)

" [/

|
!
i
|
->

\\

Helper Ti plasmid

Virulence region

. -
T

Ongin of replication

geni VIR

Aiuta il trasferimento del T-DNA
del VETTORE BINARIO



Agrobacterium tumefaciens

Trasformazione genetica delle piante
|

LB DNA estraneo RB

Tiplasmid <+«———

‘— Siti di integrazione —1

plant cell

‘ ~ kanomycin

~ Cell of
| transgenic
‘ plant

@ = ' Cultured _
- ~ cells S

plant



Agrobacterium tumefaciens

per produzione
di PIANTE TRANSGENICHE

VAN

DICOTILEDONI MON LEDONI

I"utilizzo di A. tumefaciens anche in mais e riso
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