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Svantaggi dell’ingegneria genetica

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

L CRISPR/Cas9




Giappone
La prima osservazione di cluster di
ripetizioni di DNA separate da DNA
«spaziatore» avvenne all'universita di
Osaka (Giappone)
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Variable Nucleotide Repeat Sequences

Individual 1

AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG |CGGTAAGTAGCGA

Individual 2

AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG | AGTCGGTAAG




Paesi Bassi
Durante lo studio del genoma di Mycobacterium
tuberculosis, si osservarono delle sequenze
interrotte di sequenze ripetute di DNA




Spagna
Francisco Mojica scopri la presenza di cluster di
ripetizioni di DNA in alune specie di archei del
genere Haloferax e Haloarcula

Transcription at different salinities of Haloferax mediterranei
sequences adjacent to partially modified Pstl sites

F.J. M. Mojica, G.Juez, F. Rodriguez-Valera

First published: August 1993 | https://doi.org/10.1111/j.1365-2958.1993.tb01721.x | Citations: 95
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Spagna
Francisco Mojica identifico ripetizioni interrotte in
altre 20 specie di procarioti e ne descrisse la
struttura

(3 Free Access

Biological significance of a family of regularly spaced repeats in
the genomes of Archaea, Bacteria and mitochondria

Francisco J. M. Mojica’, Cesar Diez-Villasefior, Elena Soria, Guadalupe Juez

First published: 18 January 2002 | https://doi.org/10.1046/j.1365-2958.2000.01838.x | Citations: 341




Germania
| loci CRISPR vengono trascritti

RESEARCH ARTICLE

Identification of 86 candidates for small non-
messenger RNAs from the archaeon Archaeoglobus
fulgidus

Thean-Hock Tang, Jean-Pierre Bachellerie, Timofey Rozhdestvensky, Marie-Line Bortolin,
Harald Huber, Mario Drungowski, Thorsten Elge, Jurgen Brosius, and Alexander Hittenhofer




Paesi Bassi e USA /

origine del termine CRISPR e geni del )
DNA repair system
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Molecular Microbiology (2002) 43(6), 1565-1575

Identification of genes that are associated with DNA
repeats in prokaryotes

Ruud. Jansen,' Jan. D. A. van Embden,?
Wim. Gaastra' and Leo. M. Schouls?

A DNA repair system specific for thermophilic
Archaea and bacteria predicted by genomic context
analysis 3

Kira S. Makarova, L. Aravind, Nick V. Grishin, Igor B. Rogozin, Eugene V. Koonin

Nucleic Acids Research, Volume 30, Issue 2, 15 January 2002, Pages 482-496,
https://doi.org/10.1093/nar/30.2.482
Published: 15 January 2002




Francia e Spagna
Le sequenze spacer hanno origine fagica

Published: February 2005

Intervening Sequences of Regularly Spaced

Prokaryotic Repeats Derive from Foreign
Genetic Elements

Francisco J.M. Mojica & Chc)sar Diez-Villasefior, Jesus Garcia-Martinez & Elena Soria

Journal of Molecular Evolution 60, 174-182(2005) l Cite this article
29k Accesses | 977 Citations | 228 Altmetric I Metrics

MICROB'OLOGY Volume 151, Issue 8 MICROBIOLOGY Volume 151, Issue 3

Other | Free

CRISPR elements in Yersinia pestis acquire new repeats by
preferential uptake of bacteriophage DNA, and provide additional tools
for evolutionary studies 3

Other | Free

Clustered regularly interspaced short palindrome repeats (CRISPRs)
have spacers of extrachromosomal origin 3

Alexander Bolotin', Benoit Quinquis', Alexei Sorokin', S. Dusko Ehrlich’ : o .
C. Pourcel’, G. Salvignol', G. Vergnaud

© View Affiliations © View Affiliations

First Published: 01 August 2005 | https://doi.org/10.1099/mic.0.28048-0 First Published: 01 March 2005 | https://doi.org/10.1099/mic.0.27437-0




USA e Francia

Il sistema CRISPR-Cas conferisce ai
procarioti una resistenza acquisita contro
i virus

Research ‘ Open Access | Published: 16 March 2006

REPORT
A putative RNA-interference-based immune system in

ik dyaToss wenitaEis] v lpts ok T predicted CRISPR Provides Acquired Resistance Against Viruses

enzymatic machinery, functional analogies with in Prokaryotes
eukaryotic RNAI, and hypothetical mechanisms of
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CRISPR

In natura CRISPR € un locus genico che & 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

immunita acquisita, queste brevi ripetizioni infatti :>
vengono sfruttate dal batterio per riconoscere e

distruggere il genoma dei batteriofagi

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



Struttura del locus CRISPR
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Immunita adattativa nei batteri
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Immunita adattativa nei batteri
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Jennifer Doudna

Cas9 programmed by crRNA:tracrRNA duplex
Induzione della resistenza  priospacer

target DNA
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Emmanuelle Charpentier
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Induzione della resistenza

Streptococcus pyogenes

Cas9 programmed by single chimeric RNA
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Genome editing con CRISPR/Cas9
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Genome editing con CRISPR/Cas9




Genome editing con CRISPR/Casl12a

La formazione di
estremita STICKY
dall’evento di
taglio permette di

I migliorare
= | T, I inserz
~ T N T, | | | inserzione del
_____ gene di interesse

BLUNT-END TSTICKY-END



Danio rerio § A. thaliana

Primati

D. melanogaster

Cellule umane

C. elegans







CRISPR/Cas9-mediated
mutagenesis of the dihydroflavonol-
4-reductase-B (DFR-B) locus in the

Japanese morning glory [pomoea
(Pharbitis) nil

Kenta Watanabe!, Anna Kobayashi?, Masaki Endo?, Kimiyo Sage-Ono®*, Seiichi Toki***® &
Michiyuki Ono®**
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DFR-A. - -aAGCATCATACCACCAC![AGT- .

DFR-B: ---AAGCATCATACCACCACTAGTGG: --
DFR-C: - -EAGATCATACCACCAC‘IAGT' -




Sono stati sterilizzati e sono stati isolati gli
embrioni immaturi

frutti immaturi
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Successivamente e stata eseguita la trasformazione,
mediata da A. tumefaciens attraverso il vettore binario
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Mutagensi mirata mediata da CRISPR / Cas9 in DFR-B

violet stem green stem



Mutagensi mirata mediata da CRISPR / Cas9 in DFR-B
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Mutagensi mirata mediata da CRISPR / Cas9 in DFR-B

(a) (b) (c) (d)

Bi-allelic (#9-1) Wild (cv. Violet) L2 chimeric  (#8-1) L1 chimeric (#36-2)

N

Mutation Mutation

in L2 layer in L1 layer
L3
— —— ——
Violet Violet Green Violet Violet Pale-Violet
Stem Flower Stem Flower Stem Flower
Next generation Next generation

with mutation without mutation
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OPEN Rapid generation of a transgene-
free powdery mildew resistant
‘tomato by genome deletion

Baceiveds To.Febtnary 2017 ~ Vladimir Nekrasov’*, Congmao Wang?, Joe Win?, Christa Lanz?, Detlef Weigel® & Sophien
Accepted: 22 February 2017 - Kamoun(?!

Published online: 28 March 2017




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

Questo locus conferisce
suscettibilita ai funghiin
particolare alla malattia
dell'oidio, il mal bianco
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Mutazioni in omozigosi con perdita di funzione (mlo) risultano in piante

resistenti all'oidio.
Nel pomodoro, ci sono 16 geni Mlo nel locus, da SiMlo16.



Successivamente e stata eseguita la trasformazione,
mediata da A. tumefaciens attraverso il vettore binario
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Dimostrare la possibilita di generare delle varieta di pomodoro , di interesse economico , con la mutazione
sImlol usando il sistema CRISPR / Cas9 ed evitando la classificazione come piante transgeniche.
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Dimostrare la possibilita di generare delle varieta di pomodoro, di interesse economico , con la mutazione
sImlol usando il sistema CRISPR / Cas9 ed evitando la classificazione come piante transgeniche.

iy 1kb

Primer F

Otto trasformati testati su dieci hanno
mostrato la presenza di mutazioni




bp

WT1 2810
500 - Sono stati selezionati tre trasformanti
2, 8 e 10 con la delezione prevista di 48bp
J
400 -
300 -
d Target 1 PAM PAM Target 2
WT ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGGTGGAGACTGGTGACCATCTTTTCTGGTTTAATCGCCCTGCCCTTGTCCTATTCTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG
Plant1 ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGGTGGAGACTGGTGACCATCTTTTCTGGTTTAATCGCCCTGCCCTTGTCCTATTCTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG
Plant 2 ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGGTGGA= == ==meeneccccccncnmccnmecmnanmnesennnanennnene CTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -48
Plant 8 ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGOTGOA === e enccnccccncncnmmmannmnnnannmannnnn-——— CTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -48
ACATAGTAAAAGGTGTACCTGTGGTGGA= === ==mmmmencceccacccaccsncccnesncesnnanneaneenn CTTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -48
Plant 10 IACATAG‘I‘MMGGTGTACCTG’I‘GGTGGA ------------------------------------------------- TTGATTAACTTTGTACTCTTTCAGG -49



Eliminazione del T-DNA

bp 81 82 83 84 8.5 WI 86

T-DNA  SIMio1




CRISPR/CAS9

Puo provocare mutazioni indistinguibili da quelle spontanee

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

Efficiente

Preciso
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