
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats



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

Impossibilità di prevedere il sito di inserzione del
transgene

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

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

Svantaggi dell’ingegneria genetica

CRISPR/Cas9
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Paesi Bassi
Durante lo studio del genoma di Mycobacterium 

tuberculosis, si osservarono delle sequenze 
interrotte di sequenze ripetute di DNA

Mycobacterium tuberculosis

1993



Spagna
Francisco Mojica scoprì la presenza di cluster di 
ripetizioni di DNA in alune specie di archei del 

genere Haloferax e Haloarcula

Francisco Mojica

1993



Francisco Mojica

2002Spagna
Francisco Mojica identificò ripetizioni interrotte in 

altre 20 specie di procarioti e ne descrisse la 
struttura



2002
Germania

I loci CRISPR vengono trascritti



Paesi Bassi e USA
origine del termine CRISPR e geni del 

DNA repair system

2002



Francia e Spagna
Le sequenze spacer hanno origine fagica

2005
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Streptococcus thermophilus 



In natura CRISPR è un locus genico che è presente sia nei Batteri che negli Archea , il suo acronimo sta per 
brevi ripetizioni palindrome raggruppate e separate a intervalli regolari.

Per questi organismi rappresenta una forma di 
immunità acquisita, queste brevi ripetizioni infatti 
vengono sfruttate dal batterio per riconoscere e 

distruggere il genoma dei batteriofagi

CRISPR

Il locus CRISPR è accompagnato da cluster definiti CRISPR associated system, da qui nasce 
l’acronimo, Cas, con il quale vengono chiamate le proteine associate a questo sistema.



Struttura del locus CRISPR
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Genome editing con CRISPR/Cas9
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Genome editing con CRISPR/Cas9



La formazione di 
estremità STICKY 

dall’evento di 
taglio permette di 

migliorare 
l’inserzione del 

gene di interesse

Cas12a

Genome editing con CRISPR/Cas12a



Danio rerio

D. melanogaster

A. thaliana

S. cerevisiae

C. elegansCavie

Cellule umane

Primati



Genome editing con CRISPR/Cas9
negli organismi vegetali





ANTOCIANINE: classe di flavonoidi responsabili del 
colore del fiore

Sono sintetizzate a partire dalla fenilalanina

Le catene laterali del prodotto finale 
determinano il pigmento del fiore





Ipomea nil cv Violet

frutti immaturi

Sono stati sterilizzati e sono stati isolati gli 
embrioni immaturi



Successivamente è stata eseguita la trasformazione, 
mediata da A. tumefaciens attraverso il vettore binario 
composto da:

SgRNA

Locus 
Cas9

Gene di resistenza

Plasmid
e

cellula vegetale A. Tumefaciens



Mutagensi mirata mediata da CRISPR / Cas9 in DFR-B



Mutagensi mirata mediata da CRISPR / Cas9 in DFR-B

Digestione con SpeI



Mutagensi mirata mediata da CRISPR / Cas9 in DFR-B





Il locus  Mlo (MILDEW RESISTANT LOCUS O) codifica proteine associate alla 
membrana, che presentano 7 domini tran-membrana. È un locus altamente 
conservato sia nelle monocotiledoni che nelle dicotiledoni.

Questo locus conferisce 
suscettibilità ai funghi in 
particolare alla malattia 
dell'oidio, il mal bianco

Mutazioni in omozigosi con perdita di funzione (mlo) risultano in piante 
resistenti all'oidio.
Nel pomodoro, ci sono 16 geni Mlo nel locus, da SlMlo1 a SlMlo16.
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Bersagli
CRISPR/Cas9

Dimostrare la possibilità di generare delle varietà di pomodoro , di interesse economico , con la mutazione 
slmlo1 usando il sistema CRISPR / Cas9 ed evitando la classificazione come piante transgeniche.



Dimostrare la possibilità di generare delle varietà di pomodoro , di interesse economico , con la mutazione 
slmlo1 usando il sistema CRISPR / Cas9 ed evitando la classificazione come piante transgeniche.

Otto trasformati testati su dieci hanno 
mostrato la presenza di mutazioni



Sono stati selezionati tre trasformanti 
2, 8 e 10 con la delezione prevista di 48bp



Eliminazione del T-DNA



CRISPR/CAS9

• Può provocare mutazioni indistinguibili da quelle spontanee

• Permette di controllare il sito di inserzione di un gene di 
interesse

• Efficiente

• Preciso
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