Elementi di ingegneria genetica:
OGM e varieta transgeniche

«La tecnica del DNA ricombinante ha fatto fare passi da
giganti a tutle Je bioscienze: dalla realizzazione di farmaci
e vaccini ail’agricoltura, dalla protezione dell’ambiente alla
zootecnia, dalla preparazione di alimenti alla produzione di
energia.»

Giorgio Poli (2001)

L’ingegneria genetica pud essere definita come un insieme di metodi e di tecniche che permettono di isolare e trasferire geni o di
analizzarne la struttura ¢ la funzione. Per lo sviluppo dell’ingegneria genetica & stata determinante I'individuazione di alcune classi di
proteine enzimatiche in grado di agire direttamente sul DNA, come le endonucleasi ¢ le ligasi, capaci rispettivamente di tagliare in
due una specifica sequenza nucleotidica e di saldare fra loro due sequenze pucleotidiche con estremitd complementari. E grazic a
questi enzimi che prese avvio la costruzione in virro di molecole di DNA chimeriche, ottenute unendo insieme sequenze isclate da
organismi diversi. La tecnologia del DNA ricombinante, cosi chiamata perché e molecole provenienti da fonti diverse venivano
ricombinate insieme, permise di originare nuove sequenze che potevano essere poi inserite mediante opportuni vettori all’interno di
cellule batteriche aspiti al fine di essere riprodotte in un numero elevato di copie. Era il 1972 quando Paul Berg costitui in vitro la
prima molecola di DNA ricombinante, mentre |'anno seguente Herb Boyer e Stanley Cohen usarono per la prima volta un plasmide,
un eleraento genetico circolare autoreplicante presente nei batteri, per il clonaggio di DNA in Escherichia coli. Poco dopo il 1980 si
trovd il mode di manipolare anche il genoma degli organismi pluricellulari. La produzione di piante transgeniche prese avvio quando
i biologi molecolari scoprirono che Agrobacterium fumefaciens poteva essere impiegato per il trasferimento e I'integrazione di geni
esogent nelle cellule vegetali: fu dimostrato che il plasmide di tale batterio poteva trasmettere un segmento particelare di DNA alle
cellule vegetali integrandosi per ricombinazione nel loro DNA cromosomico. Successivamente furono messi a punto altrni sistemi per
Ja produzione di piante transgeniche basati sull’assunzione diretta di DINA mediante elettroporazione, microiniezione oppure me-
diante sistema biolistico. Questo ultimo prevede I’impiego di microparticelle rivestite di DNA e rappresenta ancora oggi 1l metodo di
trasformazione genetica pill utilizzato nelle monocotiledoni. Nelle dicotiledoni, invece, il DNA & veicolato mediante plasmidi
agrobatterici. Le prime piante transgeniche furono prodotie intorno al 1980-1982 da quattro gruppi di ricerca indipendenti: il gruppo
di Jeff Schell e Marc Van Montagu, dell’Universita di Gent (Belgio), aveva prodotto piante di tabacco resistenti alla kanamicina, cosi
come quello delt’ Universita di St. Louis (USA), guidato da Mary-Dell Chilton, mentre Robert Fraley, Stephen Rogers ¢ Robert Horsh
della Monsanto Co., produssero piante di pisello resistenti alla kanamicina. Il gruppo dell’ Universita del Wisconsin, guidato da John
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Kemp ¢ Timothy Hall, aveva invece trasferito con successo un gene di fagiolo in una pianta di girasole. In poco pit di venti anni la
transgenesi & stata applicata con successo alle maggiori specie di interesse agrario, come il mais, 1a soja, il cotone, il tabacco e il
pomodoro. T caratteri agronomici € commerciali che jn questo arco di tempo e in laborateri diversi sono stati trasferiti riguardano la
resistenza a erbicidi, insetti, virus, batteri e funghi, le caratteristiche qualitative delle produzioni e il controllo dello sviluppo e del
sistema riproduttivo della pianta. Atmalmente le piante geneticamente modificate (PGM) sono usate anche per la produzione di
biofarmaci, anticorpi e vaccini.

19.1 Tecnologia del DNA ricombinante

La possibilitd di modificate in vitro il DNA al fine di assemblare ex nove sequenze
nucleotidiche provenienti da organismi diversi, creando cosi molecole di DNA
ricombinante, dipende unicamente dalla disponibilita di enzimi capaci di tagliare e
congiungere in maniera specifica le molecole di acido nucleico. Gli enzimi che taglia-
no il DNA scno le nucleasi e I’evento di frammentazione di una molecola & chiamato
restrizione, mentre quelli che congiungone il DNA sono le ligasi e I'evento di con-
giunzione di due molecole & chiamato ligazione. Le nucleasi sono pertanto enzimi in
grado di rompere i legami fosfodiesterici tra nucleotidi adiacenti determinando la for-
maziene di frammenti polinucleotidici di dimensioni variabili. Viceversa, le ligasi sono
enzimi in grado di catalizzare la formazione di legami fosfodiesterici tra nucleotidi
adiacenti unendo tra loro frammenti polinucleotidici.

Le nucleasi si distinguono in esonucieasi ed endonucleasi, a seconda che siano
capaci di tagliare in corrispondenza, rispettivamente, di punti terminali oppure intemsi
di una molecela. Le nucleasi pill importanti per I'ingegneria genetica sono le endonucleast
di restrizione, enzimi di origine batterica in grado di intervenire sia su molecole lineari
che circolari di DNA. Tal enzimi agiscono unicamente in molecole di acido nucleico a
doppio filamento e in punti specifici delle molecole stesse, laddove riconoscono una
determinata sequenza di basi, che varia in funzione dell'enzima impiegato.

La scoperta degli enzimi di restrizione risale agli anni 1965-70, quando Werner
Arber ed altri ricercator: osservarono la peculiaritd posseduta da alcuni batten relati-
vamente a speciali sistemi di difesa contro I'infezione da parte di virus. Nel 1971
Hamilton Smith e Daniel Nathans chiarirone 1 meccanismi molecolari alla base di
questo fenomeno: la degradazione del DNA virale riconosciuto come estraneo da un
cerio ceppo batterico era causata da un enzima prodotto da quest’ultimo. Tali enzimi
furono chiamati enzimi di restrizione poiché per mezzo di questi alcuni batteri re-
stringevano il numere di fagi in grado di infettarli. In pochi anni vennero cosi studiati
e caratterizzati moltissimi enzimi di restrizione e fu dimostrato che ognuno di questi
era capace di riconoscere ¢ operare un taglio in corrispondenza di una specifica se-
quenza nucleotidica. Inoltre, fu appurato che questi enzimi non erano in grado di agire
sul DNA batierico per la presenza di un altro enzima, la metilasi, capace di modificare
18100 di restrizione atiraverso ¢vents di metilazione. Nel 1986 Arber, Srmith e Nathans
condivisero il premio Nobel per la Medicina e 1a Fisiologia per la scoperta degli enzimi
di restrizione. Attualmente sono noti eltre 400 enzimi di restrizione, ciascuno dei qua-
li prende il nome dal batterio in cui viene isolato. Per convenzione, questi enzimi sono
identificati da un sistema a tre lettere in corsivo seguite da un numero romano. Talvolta,
sone inserite anche lettere addizionali per indicare un particolare ceppo della specie
batterica. Per esempio, EcoRI denva dal ceppo RY 13 di Escherichia coli, mentre HindIIl
deriva dal ceppo Rd di Haemophilus influenzae. Gli enzimi di restrizione riconoscono
una sequenza di lunghezza pari generalmente a 4 o & pb, in alcuni casi anche 8 pb,
detta “palindromo” poiché caratterizzata da simmefria binaria, nel sense che quando
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viene lefta in direzione 3' — 3' fa sequenza & 1dentica in entrambi i filamenti de] DNA.
(Tab. 19.1}. In molti casi, enzimi di restrizione isolati da specie batteriche diverse
riconoscono e tagliano la stessa sequenza di DINAG tali enzimi sono detti isoschizomeri.
Ad esempio, Sall, Hincll e Accll riconoscona tutti la stessa sequenza, cosi come Xmal
e Smal, In base al modo con cui tagliano 1l DNA all’interno della sequenza di ricono-
scimento e guindi al tipo delle estremita prodotte, gli enzimi di restrizione possono
essere suddivisi in due classi distinte: blunt ends e sticky ends. L.a prima classe di
endonucleasi pud infatti tagliare la sequenza al centro producendo frammenti di re-
striziope con estremitd piatte, mentre la seconda classe pud tagliare la sequenza in
maniera asimmetrica verso it 5° oppure verso 3' originando pertanto frammenti di
restrizione con unestremita sporgente rispetto all’altra di 2—4 nucleotidi (Fig. 19.1).

Grazie alla loro specificita di substrato, questi enzimi permettone di ottenere la
frammentazicne di una singola molecola (ad esempio, un plasmide} o di un intero
genoma in maniera riproducibile. La frequenza di taglio di una endonucleasi dipende
dal numero dei siti di restrizione riconosciuti in una data molecola. Cosi assumendo
che una molecola di DNA sia composta da una uguale guantita di GC e AT, e presenti
una distribuzione casuale di coppie di nucleotidi, 1a probabilita di trovare in una posi-
zione qualsiasi della sequenza uno degli appaiamenti possibili (G=C, C=G, A=T e
T=A) ¢ pari a 1/4 ciascuno. Inoltre, la probabilita di trovare in una data posizione uno
dei quattro appaiamenti di nucleotidi & indipendente dalla probabilita di trovare in una
posizione adiacente della molecola di DNA una qualsiasi delle possibili coppie d:
nucleotidi. Cid significa che, in accordo con il teorema delle probabilitd composte, la
probabiiita di trovare un sito di restrizione da parte di una qualsiasi endonucleasi pud
essere calcolata come prodotto delle probabilita singole. Cosi una endonucleasi che
riconosce una sequenza di restrizione di 4 coppie di nucleotidi (4-base cutter) & teori-
camente in grado di operare un taglio ogni 256 pb ¢ una endonucleasi che, invece,
riconosce una sequenza di restrizione di 6 coppie di nucleatidi (6-base cutter) ¢ teori-

Tab. 19.1- Esemnpi di enzimi di restri-
zione con indicazioni relative all’'orga-
nismo di origine e alla sequenza di ri-
conoscimento (la linea nera indica |as-
se di simmetria binaria mentre le frec-
ce contraddistinguono i siti di taglio).
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Fig. 19.1 - Meccanismo di azione di
EcoRl (endonucleasi sticky end) (A) e
Smal {enzima blunt end) (B).
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Fig. 19.2 — Produzione di molecole i
DNA ricombinante.

Tutte le endenucleasi romponoe lo scheletro del DNA
tra il carbonio in posizione 3' di uno zucchero e 1l gruppe fosfato legato al carbonio in
5'dello zucchero facente parte del nucleotide adiacente nella catena. Ogni endonucleasi
produce frammenti di restrizione con estremita note e complementari, proprieta che
consente di impiegare questi enzimi per 1'assemblaggio di una molecola di DNA
ricombinante. Le endonucleasi che producono estremitd appiceicose, sporgenti in 3'
oppure in 3', sono quelle maggiormente impiegate per il clonaggic dei frammenti di
restrizione. Trattando 1l DNA isclato da due diversi organismi con la slessa endoenucleasi
si producono infatti frammenti di restrizione con estremita spoergenti esattamente com-
plementari e quindi predisposte ad essere saldate enzimaticamente (Fig. 19.2). Attra-
verso ]'azione della ligasi & infatti possibile saldare tra lore due frammenti di restri-
zione con estremita complementari poiché questo enzima catalizza la formazione di
un legame fosfodiesterico, saldando tra loro lo zucchero e il gruppo fosfato di ogni
filamento e ripristinando cosi il sito di restrizione nel DNA chimerico. Anche i fram-
menti di restrizione con estremitd piatte possono venire saldate tra loro in modo
covalente dalla ligasi, ma usando pil alte concentrazioni dell’enzima. La possibilita
di tagliare e saldare in vitro sequenze di DNA provenienti da organismi diversi costi-
tuisce la base della tecnologia del DNA ricembinante.

19.2 Vettori di clonaggio

La tecrologia del DNA ricombinante ha offerto nuove possibilita di ricerca poiché ha
permesso lo sviluppo dell’ingegneria genetica, cioé della modificazione diretta e
selettiva della costituzione genetica di cellule attraverso I'inserzione o la delezione di
uno o pilt genl. La tecnologia del DNA ricombinante ha, inoltre, reso fattibile il
clonaggio dei geni e lo studio del genomi.

I genomi possona essere analizzati, cosi come i geni possone venire caratlerizza-
ti, trasferendo frammenti di DNA di un organismo in appropriati vettori di clonaggio.
Un vettore di clonaggio ¢ quindi una melecola di DNA a doppia elica costruita arti-
ficialmente in cui & possibile inserire un frammento di DNA esogeno e che puo repli-
carsl autonomamente in una cellula ospite. Tutti 1 vettori di clonaggio devono quindi
avere une o pil siti di restrizione (pofylinker) per 'inserimento del DNA esogeno,
essere in grado di replicarsi in almeno un organismo ¢spite (batterio o lievito) e posse-
dere uno ¢ pid geni marcatori selezionabili per 1l riconoscimento delle cellule conte-
nentii vettori. I primi vettor di clonaggio messi a punte sono rappresentati dai plasmidi
batterici, tuttora largamente impiegati per il clonaggio di frammenti di DNA di picco-
le dimensjoni (qualche kb). La necessita di lavorare con frammenti pill grandi di DNA
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ha portato allo sviluppo di vettori di clonaggic basati sul batteriofago A (lambda) o
derivati da questo, come 1 cosmidi, che consentono il clonaggio di frammenti lunghi
fino a 18 kb e 44 kb, rispettivamente. I vettori di clonaggio inventati nel 1987 da D.T.
Burke, G.F. Carle e M. V. Olson, nel tentativo di lavorare con frammenti di DNA piu
lunghi di 100 kb, sono 1 cromosomi artificiali di lievito o YAC (Yeast Artificial
Chromosomes) che vengono propagati in S. cerevisiae. In anni pii recenti, H. Shizuya
e collaboratori hanno sviluppato i cromosomi artificiali batterici o BAC (Bacterial
Artificial Chromasomes), basati sul plasmide £ di £. coli avente una capacita di accet-
tare frammenti di DNA. Junghi 300 kb o pid.

19.2.1 Plasmidi

Dai plasmidi batterici sono stati derivati 1 vettori usati pit cornunemente per il clonaggio
del DNA eucariotico. 1 plasmidi sono elementi genetici extracromaosomici, rappre-
sentati da molecole circolari di DNA a doppio filamento capaci di replicarsi autono-
mamente nella cellula batterica, fino a raggiungere qualche centinaio di copie. Infatti,
i plasmidi si duplicano in mode indipendente dal cromosoma batterico poiché possie-
dono la sequenza di origine (o} necessaria per la propria replicazione. Nel lore com-
plesso, i plasmidi rappresentano comungue soltanto una piccola parte del genoma
batterico, generalmente compresa tra 1’1 e 11 2-3%. In questi elementi geneticl sono
localizzati pochi geni che tuttavia codificano per importanti caratteri accessori. Ad
esempio, 1 plasmidi contengono U'informazione che presiede alla coniugazione dei
batteri e sono responsabili di parecchie malattie delle piante.

I plasmidi usati come vettori di clonaggio derivano da quelli naturali, attraverso
modificazioni di ingegneria genetica, e presentano dimensioni piuttosto contenute, del-
["ordine di poche migliaia di paia di basi (Fig. 19.3). In particolare, un vettore di clonaggio
modemo derivate da plasmidi di £. coli ha dimensioni di circa 2,5-5,0 kb e possiede
quattro caratteristiche essenziali: 1) contiene molti siti unici di restrizione riconosciuti
da endonucleasi specifiche (regione sintetica che costituisce 1l pelylinker), indispensa-
bili per linearizzare il plasmide e per inserire il frammento di DNA esogeno mediante la
ligasi; 11) presenta una sequenza di origine della replicazione (orf)} che permette la
replicazione antonoma del plasmide nelle cellule ospiti di E. cofi; 1ii) include un gene
marcatore selezionabile che conferisce resistenza ad un antibiotico, come ad esempio
amp® (ampicillina), zer® (tetraciclina), em® (cloramfenicolo),
kan® (kanamicina), al fine di riconoscere le cellule trasformate Polylinker
di E. coli, ciog quelle contenenti il vettore plasmidico; 1v) in-
clude anche il gene marcatore lacZ' codificante per I’enzima ; Hindill
p-galattosidasi che consente un saggio colarimetrico per di- / Sphil
stinguere visivamente le colonie trasformate contenenti il / ([‘ / ; / Psh
plasmide con inserto (ricombinante) da quelle trasformate ma | N Saf, Acdt, Hincll

contenenti il plasmide senza inserto. Come sisterna alternati- N ma BamHi

v, attualmente sono impiegati plasmidi pKIL che includono ! 4 +\ Smal, Xmal
) : : ) - . Jiacz*\ Kon

nel palylinker un gene killer, denominato ccdB, sotto il con- - o

trollo del prometore /acP e codificante un prodotto citotossico. ) / . \ f:"";l

Quando le cellule di E. coli sono trasformate con tali vettori | gmpR o —— \_J| B

plasmidici, il prodotto genico di ccdB bloccea lo sviluppo delle
cellule ba.tteriche. Quandvo,’ invece,' il gene cch. viene inalttivfato da un inserto i DNA Fig. 19.3 - Mappa di un plasmide mo-
esogeno, il vettore plasmidico non interferisce piu con la vitalita delle celinle batteriche  dello usato come vettore di clonaggio
che sono pertanto in grado di svilupparsi regolarmente. In questa situazione tisulta age- ~ composto di: sequenza di origine della
le lezi dell lonie trasf ¢ N i il ol id Iinsert replicazione (orf), gene per la resisten-
vole la selezione delle colonie trasformate contenenti il plasmide con I'inserto. za allampicillina (amp), gene per la
In vitro 11 DNA plasmidico puo essere inserito nelle cellule batteriche mediante  p-galattosidasi (locZ*) e regione con
assunzione diretta dal terreno di coltura, attraverso i pori della membrana plasmatica, ~ Siti unici di restrizione (pofylirker).
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Fig. 19.4 - Saggio colorimetrico per il
riconcscimente delle colonie batte-
riche ottenute da cellule contenenti il
plasmide con l'inserto di DNA eso-
geno.

Plasmide
5 (3.9 Kb)

Fig. 19.5 - Mappa di un plasmide usa-
to per trascrivere RNA e per clonare
DNA dei prodaotti di PCR.
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coadiuvata da trattamenti chimici o fisici per rendere le cellule competenti alla tra-
sformazione. La presenza nel plasmide dei due geni marcatori permette di selezionare
le colonie derivanti da cellule batteriche trasformate e tra queste di discriminare quel-
le contenent plasmidi con il frammento di DNA esogeno. La trasformazione di £.
coli consente, infatti, 'introduzione nel batteric di un plasmide contenente il gene di
resistenza ad uno specifico antibiotico in grado quindi di conferire alia cellula ospite
la capacita di svilupparsi e formare colonie in un substrato di coltura agarizzato addi-
zionato di tale antibiotico. Ovviamente, le cellule di E. coli non trasformate, non con-
tenendo il gene di resistenza, non sono invece in grado di svilupparsi su un tale substrato.
11 gene amp® che conferisce resistenza all’ampicillina & il marcatore selettivo pin dif-
fuso nei vettorl di clonaggio plasmidici. Un saggio colorimetrico mofto semplice e
rapido che consente i} riconoscimento visivo delle colonie derivate da cellule batteriche
contenenti 1l plasmide ricombinante & quello basato sull’attivitd del gene lac’Z* codifi-
cante per la B-galattosidasi (Fig. 19.4). Questo gene & inserito all’interno del polylinker
in modo tale che presieda alla sintesi dell’enzima [-galattosidasi quando il plasmide &
acquisito da una cellula batterica mancante di questa funzione (lacZ7). Qualora un
frammento di DNA esogeno venisse clonato nel polviinker, 1l gene lacZ* risulterebbe
interrotto e non sarebbe pilt in grado di produrre I"enzima B-galattosidasiin E. coli. Se
la trasformazione di E. coli consente 'introduzione nel batterio di un plasmide, le
colonie possono svilupparsi in un substrato di coltura agarizzato addizionato dell’an-
tibiotico selettivo, ma tale plasmide non necessariamente contiene il frammento di
DNA esogeno. Le colonie batteriche composte di cellule aventi i) plasmide ricombinante
possono quindi essere riconosciute da guelle composte di cellule aventi il plasmide
senza il frammento di DNA esogeno in base al loro colore. Il gene per la B-galattosidasi
¢ infatti in grado di conferire alla cellula ospite la capaciti di metabolizzare unc zuc-
chero disaccaride particolare, simile al lattosio, chiamato X-gal (5-bromo-4-cloro-3-
indol-B-D-galattopiranoside), presente nel substrato di coltura agarizzato che svilup-
perd colonie di colore blu. Quando invece il gene per la B-galattosidasi non & funzio-
nale la colonia risultera di colore bianco poiché lo zucchero non pud essere scisso
nelle sue due componenti. La presenza del frammento di DNA esogene nel polylinker
interrompe il gene lacZ?, mentre I"assenza del frammento di DNA esogenc nel
polylinker mantiene attiva la sintesi di B-galattosidasi. Cid rende possibile distinguere
fe colonie contenenti il plasmide ricombinante, con inserto (che rimangone bianche)
da quelle contenenii il plasmide senza inserto {che diventano blu).
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I vettori plasmidici sono attualmente disponibili con molteplici varianti delle
caratteristiche principali, riguardanti ad esempio la composizione del siti unici di re-
strizione nel poiylinker e I'inreduzione di sequenze corrispondenti a promotort fagici
adiacenti alla regione polylinker (Fig, 19.5). Gli enzumi di restrizione pill comune-
mente rappresentati sono EcoRI, BamHlI, Pstl, Sam], Hindltl, Sphl e Sall, mentre i
promotori fagici solitamente corrispondono alle sequenze di T7, T3 e SP6 riconosciu-
te dalle RNA polimerasi DNA-dipendenti usate per sintetizzare in virro copie di RNA
dai frammenti di DNA clonati oppure alla sequenza di M13 sfruttata per amplificare
in vitro frammenti di DNA clonati mediante PCR con DNA polimerasi.

I plasmidi sireplicano efficientemnente in cellule batteriche (E. coli), mentre negli
eucarioti non sono comuni, benché Saccharomyces cerevisiae possieda in realtd un
plasmide che talvolta viene utilizzato per il clonaggio. L.a maggior parte dei vettori di
clonaggio eucariotici sono quindi basati sui virus.

19.2.2 Vettori derivati dai batterinfa_gi e cosmidi

I plasmidi consentono di clonare efficientemente frammenti di DNA di poche chilobasi.
Benché possano essere caricati di frammenti di DNA esogeno compresi fra 5 e 10 kb,
i plasmidi portanti frammenti eccessivamente lunghi sono spesso instabili, vanno in-
contro a riarranglamenti e tendono a perdere I'inserto

durante Ja fase di replicazione. Al fine di clonare fram- ET

menti di DNA pil lunghi sono stati quindi sviluppati 284

vettori basati sul batteriofago A. Il genoma di A& com- T E 115

posto da una molecola lineare di DNA a doppio filamento \/

lunga 48,5 kb, ma una parte consistente della sua se- ([ N
quenza, pari a circa 15 kb, pud essere rimossa in quanto Sitocos  Braccio sinistro ‘ lacZ* Braccio destro Sito cos
contiene soltanto geni necessari all’integrazione del fago polylinker

nel cromosema di E. coli. Questa regione pud quindi es- L

sere deleta senza compromettere la capacita di A di infettare Je cellule batteriche e di
dirigere la sintesi di nuove particelle fagiche tramite 1l ciclo litico (Fig. 19.6). Poiché
il DNA di A& lineare, rimuovendo la parte centrale il vettore fagico risulta in due
braccia laterali, un braccio sinistro e un braccio destre, tra le quali pud essere inserito
11 DNA esogeno. Affinché il clonaggio sia possibile, anche 1 vettori fagici devono perd
includere unaregione polylinker con siti unici di restrizione. Inoltre, entrambe le braccia
del vettore fagico terminano con sequenze coesive (siti cos) di 12 nucleotidi a fila-
mento singolo che sono tra loro complementari in modo che la molecola di DNA
fagico possa assumere la forma circolare. Infatti, durante la prima fase dell’infezione,
ciot subito dopo avvenuto I'ingresso del fago nel batterio, il genoma lineare del vetto-
re A viene circolarizzate. I vettori A comunemente utilizzati per il clonaggio genico
sono stati manipolati in modo che non sia possibile il ciclo lisogenice, ma solo quello
litico. Con i) ciclo litico, i1 DNA fagico viene replicato ¢ le nuove particelle sono
assemblate a spese delia cellula batterica che va guindi incontre a list, visualizzando
I’infezione nel substrato agarizzato sotto forma di placche (Fig. 19.6). Dato che una
particella fagica puo ospitare complessivamente fino a 52 kb e le due braccia fagiche
insieme sono lunghe 33,5 kb, la dimensione massima dei frammenti di DNA esogeno
che possono essere clonati in un vettore A& di circa 18 kb.

In realtd sono stati sviluppati due tipi di vettori derivati dal batteriofago 1. [ vettori
di inserzione ¢ 1 vettori di sostituzione. [ prirni sono costituiti dalle due braccia laterali
separate dal sito di restrizione utilizzato per I’ inserimento del DNA esogeno, mentre nei
secondi tra il braccio destro e il braccio sinistro contengono anche un frammente di
riempimente che viene rimosso e sostituito con I'inserumente del DNA esogeno. In en-
trambi i casi, il clonaggio di framment di DNA all’interno di un vettore A implica la

Fig. 19.6 — Vettore di clonaggio deri-
vato dal batteriofago A.
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DMA nefia teste fagiche

infezione drcelule di £ colf
& replicazione del fago

digestione con una data endonucleasi
del DNA esogeno e del DNA del
vettore stesso al fine di predisporre
sla i frammenti di restrizione che le
T ; braccia fagiche alla ligazione. E evi-
dente che quando il vettore A & di
inserzione, il sito di restrizione tra
le braccia € unico, mentee quande i
vettore A & di sostituzione, il sito di
restrizione ¢ doppio poiché soitanto
inquesto modo & possibile dmuove-
re la parte centrale di riempimento
ed esporre entrambe le braccia alla
ligazione dei frammenti di DNA
esogeno (Fig. 19.7). I soli eventi di
ricombinazione che originano cro-
o mosomi di A funzionali sono quelli

Clonaggio dei frammenti di DNA che prevedono l'inserimento del

es0geno ifa le bracoia fagiehe DNA esogeno tra il braccio sinistro
e 1l braccto destro ¢ che risultano in
molecole di lunghezza totale com-
presa tra 37 e 32 kb poiché soltanto
queste possono essere impacchetta-
te nelle nuove particelle fagiche. Il
sistema pid utilizzato per distingue-
re le placche ricombinanti dalle plac-
che non ricombinant & quelio basa-
to sul gene lacZ* codificante per la
[3-galattosidasi, analoge a quello im-

DNA esogeno

Eco®I EcoRl  EcoRI EceRl EcoRi

LS S L,

' Rastrizicne con EcoRl

Infezione visuzlizzata
come placche fagiche

Fig. 19.7 — Clonaggio di DNA esogenc
in vettori di inserzione e di sostituzio-
ne.

ampR

' Bolyimker
%

Sito cos

Fig. 19.8 ~ Vettore di clonaggio
cosmidico.

plegato per i vettori plasmidict,

La dimensione dei frammenti di DNA da clonare pud essere nlteriormente aumenta-
ta rispetto alle 18 kb consentite dai normali vettori A usando particolari vettori derivati
dal batteriofago A, chiamati cosmidi. A differenza dei plasmidi e dei fagi, i cosmidi non
sl ritrovano in natura e combinano le caratteristiche di un plasmide con quelle di un fago.
Un cosmide ¢ sostanzialmente up vettore plasmidico modificato che include: 1) una se-
quenza di origine (ori) per la sua replicazione in £ coli; il} up gene marcatore selezionabile
{ad esempio, amp®) che conferisce resistenza ad un antibiotico; 11i) un sito ces derivato
dal batteriofago A necessario per la circolarizzazione della molecola; iv) una regione
polylinkey con siti unici di restrizione per I”inserimento dei frammenti di DNA esogeno
(Fig. 19.8). T cosmidi sono quindi vettori di clonaggio molto utili poiché combinano la
capacith del batteriofage di accettare lunghi frammenti di DNA con la possibilita di
potersi replicare indipendentemente dal cromosoma dell’ospite propria di un plasmide.

Per {"impacchettamento del DNA nelle teste fagiche sono necessari due siéi cos di-
stanziati tra loro in mode da dare una molecola lineare di 48 kb oppure un sito cos in una
moiecola circolare di dimensioni appropriate. In guesto caso, il taglio del sito cos produce
estremitd coesive, a singoli filamenti tra loro complementari. La ligazione dell’inserto di
DNA esogeno in un vettore cosmidico avviene in medo tale che le molecole ricombinanti
possano saldarsi tra loro producendo lunghe catene lineari. I cosmidi ricombinanti conte-
nuti in queste catene sono riconosciuti come genomi A da parte di una miscela di
impacchettamente composta di proteine che possono assemblarsi spontaneamente iz vitro
producende nuove particelle fagiche. Benché i cosmidi non includane i geni di A, la rea-
ziene di impacchettamento avviene ugualmente poiché dipende unicamente dalla presen-
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za dei sifi cos. Dal momento che un cosmide pud avere dimensioni di 8§ kb o meno, in
questi vettori di clonaggio si possono inserire frammenti di DNA esogeno lunghi da 35 kb
fino a 44 kb prima di raggiungere il limite di impacchettamento della particella fagica.
Tale evento & d*altronde indispensabile poiché il DNA del vettore ricombinante deve esse-
re impacchettato nei fagi A per essere successivamente trasferito ed amplificato in E. coli.

Nel 1992, U.J. Kim e collaboratori hanno messo a punte vettori di clonaggio
simili ai cosmidi, chiamati fosmidi, che contengono 'origine di replicazione del
plasmide F e un sito cos di A, Inoltre, tali vettor rispetto ai plasmidi sono caratterizza-
ti da un pit basso numero di copie in E. coli e quindi da minori problemi di instabilita.
La capacitd di un vettore di clonaggio derivato da un batteriofago & comunque deter-
minata dalla dimensione del tratto genomico che pud essere deleto e dallo spazio
disponibile all'interno della testa fagica. Poiché 11 batteriofago P1 ha un genoma pilt
grande di quello di A e 1o spazio disponibile all’interno della particella & maggiore, in
un vettore P1 possono essere clonati frammenti pin lunghi (fino a 125 kb) rispeito a
quelli consentiti da un vettore A.

19.2.3 Cromosomi artificiali di lievito (YAC) e di batteri (BAC)

La capacita massima relativa alla dimensione dei frammentt clonabili con vettori
cosmidici & stabilita dallo spazio disponibile nella testa delle particelle fagiche, cosicché
il limite di 44 kb non pud essere ulteriormente migliorato. Inoltre, ¢ possibile ovviare
alla necessita di replicare il vettore plasmidico o fagico inserendo il DNA esogeno
diretiamente all’interno di un cromosoma della cellula ospite, sia di lievito che di
batterio. B proprio sulla base di tale considerazione che sono stati sviluppati 1 cromo-
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somi artificiali di lievito o YAC (Yeast Artificial
Chromosomes), vettorl che permettono di clonare
frammenti di DNA lunghi oltre 100 kb e che vengo-
no propagati in §. cerevisige. In seguito sono stati
sviluppati anche i cromosomi artificiali batterici o
BAC (Bacrerial Artificial Chromosomes). vettori ba-
sati sul plasmide # di E. coli che consentono di
clonare frammenti di DINA lunghi fino a 300 kb.

[ vetton di clenaggio YAC non possono moltipli-
carsiin E. coli, ma unicamente in S. cerevisiae ed, inol-
tre, non sono basati su plasmidi o virus, ma su cromo-
somi artificiali (Fig, 19.9). Le unita funzionali princi-
pali di questi vettori sone: 1) un centromero, o sequen-
za centromerica (CENY), che svolge un ruclo fondamen-

CEN

AR?' i

TRP1

SUP4
SnaBl

\

tale durante la divisione nucleare; ii) 1 telomer, ciog le

sequenze terminali (7EL), che marcano le due estre- - R —
TEL TRF1  ARS  CEN

mitd del DNA cromosomico; iii) una o pid sequenze
di origine della replicazione, o sequenze con

!
URA3
g )
BamH|
- Braccio destro e
| I
SURY URA3 TEL

I
Sito di clonaggic

replicazione autonoma (ARS), per la sintesi del DNA
cromosomnuco in cellule di lievito. A queste tre componenti cromosomiche sono associati
siil unici di restrizione da usare per I'inserimento del DNA esogeno ed almeno un gene
marcatore selezionabile per visualizzare le cellule contenenti i vettori YAC caricatati del
frammento di DNA esogeno. Ad esempio, 1 geni TRPJ e URA3, che conferiscono indi-
pendenza rispettivamente da triptofanc ¢ uracite, oppure il gene SUP4 che, invece, con-
sente un saggio colorimetrico. Tutte le sequenze essenziali che compongeno un vettere
YAC possono essere contenute in una molecola di DNA lunga 10-15 kb.

vettore di clonaggio deve essere linearizzato usando la endonucleasi che rimuo-
ve il frammento di riempimento compreso tra i due telomeri della molecola circolare

Fig. 19.9 - Vettore di clenaggio YAC
circolarizzato unende i telomeri con
una regione di riempimento e
linearizzato dopo resfrizione con
BammH| al fine di rimuovere |a regione
di riempimento: i siti unici di restrizio-
ne del polylinker possono essere im-
piegati perinserire frammenti di DNA
esogeno.
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Fig. 19.10 - Colonie di lievito conte-
nenti vettori di clonaggio ricombinanti
{bianche) e senza inserto di DNA
esogeno {rosse).
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Fig. 19.11 — Organizzazione di un vet-
tore BAC.

e contemporaneamente deve essere caricato del frammento di DNA esogeno da clonare.
A tale scopo, generalmente & possibile utilizzare il sito di restrizione all’interno del
gene marcatore selezionabile 1 base al saggio colorimetrico. Dopo la trasformazione,
i marcaton selezionabili consentono di verificare la presenza ¢ la struttura dei vettori
YAC. Poiché i geni TRPI e /RA3 sono ubicati in posizioni diverse, quando le cellule
di lievito sono in grado di accrescersi su un substrato di coltura minimo, prive di
triptofano ¢ uracile, significa che il vettore comprende sia i1l braccio sinistro che il
braccio destro. La presenza dell’inserto viene, invece, accertata verificando
Iinattivazione del gene SUP4: piastrate su un substrato di coltura appropriato, le co-
lonie contenenti i vettori ricombinanti sono bianche, mentre quelle contenenti il vetto-
re senza inserto sono rosse (Fig. 19.10).

I vetton YAC consentono il clonaggio di frammenti lunghi centinaia di chilobasi.
Dal momento, infatti, che 1 cromosomi naturali di lievito hanno una dimensione com-
presa tra 230 kb e pit di 1700 kb, uno YAC potrebbe, in teoria, essere caricato con
frammenti di DNA lunghi fine a 1 Mb. L osservazione che alcuni tipi di YAC possano
risultare instabili ¢ condurre a perdite o riarrangiamenti del DNA esogeno, in pratica,
ha ridotto la lunghezza dei frammenti nseriti a non pit di 100 kb e ha promosse 1o
sviluppo di nuovi vettori. Tra questi sono da includersi, ad esempio, i cromosomi
artificiali batterici (BAC), basati sul plasmide della fertilita (/) di £. coli. Questo tipo
di plasmide, che dirige il trasferimento di DNA tra cellule batteriche mediante coniu-
gazione, ¢ relativamente grande ed & stato sfruttato per mettere a punto dei vettori
aventi una maggiore stabilith e una capacita di accettare inserti di DNA pib lunghi
rispetto ai normali plasmidi.

1 vettori BAC basali sul plasmide F contengono: i) una sequenza di origine della
replicazione (oriS); i1} 1 geni che controllano la replicazione (repE) ed i numero di
copie del plasmide F (parA, parB e parC); iii) il gene marcatore selezionabile codifi-
cante per 1’enzima cloramfenicolo acetil-transferasi {CAT) indispensabile per verifi-
care gli eventi di trasformazione; iv) il gene lacZ codificante per la B-galattosidasi
utile per saggiare la presenza nel plasmide dell’inserto di DNA esogeno; v) una regio-
ne polylinker con un sito unice di restrizione (ad esempio, Hindlll), per il clonaggio
dei frammenti di DNA esogeno, e con una sequenza di riconoscimento rara, come
Notl, per I"excisione degli inserti. Talvolta, la regione polylinker pud inoltre includere
un sito cos, per linearizzare e facilitare la marcatura terminale del plasmide, e sequen-
ze corrispondenti a promotori del fago A, quali T7 ed SP6, per sintetizzare copie di
RNA da usare come sonde (Fig. 19.11). Una volta linearizzato il vettore con lo speci-
fico enzima di restrizione, 1 frammenti di DNA esogeno ottenuti con lo stesso enzima
di restrizione possono essere inseriti attraverso una reazione di ligazione. Tali plasmidi
sone infine impiegati per trasformare cellule competenti di £. coli. Le cellule batteriche
trasformate possono quindi essere selezionate in base alla resistenza al cloramfenicolo,
quando piastrate su un substrato di coltura minime addizionato di questo antibiotico.
Inoltre, le colonie composte di cellule contenenti plasmidi ricombinanti risulteranno
bianche perché la presenza dell’inserto nel gene lecZ non consente loro di metabolizzare
il disaccande X-gal, mentre quelle con plasmidi privi dell’inserto saranno blu in quan-
to il gene lacZ non € interrotto e pud presiedere la sintesi del relativo enzima. 1 vettori
BAC sono attualmente utilizzati per il clonaggio di frammenti di lunghezza compresa
tra 50 ¢ 300 kb o pilt e nsultano pertanto quelli piti adatti per costruire librerie geneti-
che e mappe fisiche de1 genomi di grandi dimensioni, come ad esempio il mais. 1
principali vantaggi di questi vettori di clonaggio, oltre alle dimensioni dei frammenti
che consentono di clonare, sono connessi alla loro stabilita durante la replicazione e
alla elevata efficienza di trasformazione in E. coli.

Atmualmente la ricerca in questo settore € rivolta allo sviluppo di nuovi vettori di
clonaggio dotati di maggiore stabilitd combinata con la capacita di caricarsi di inserti
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sempre pii lunghi. Nel 1994, P.A. Ioannou e collaberatori hanno messo a punto cro-
mosomi artificiali derivan dal batteriofago P1, chiamati PAC (P] Artificial
Chromesomes), vettori di clonaggio che possiedono alcune caratteristiche del genoma
fagice naturale combinate con altre dei cromosomi artificiali batterici.

19.3 Genoteche: librerie di DNA genomico (gDNA) e di DNA
complementare (cDNA)

La ricerca genetica ¢ basata sul clonaggic dei geni di una specie al fine di poterne
studiare la composizione, I’espressione e la funzione. La prima fase di caratterizza-
zione di un dato genoma quindi prevede la costruzione di genoteche.

Una genoteca, in gergo chiamata anche libreria genetica, equivale ad una colle-
zione di moltissimi vettori di clonaggio, ciascuno dei quali contiene un particolare
frammento di DNA genomico (gDNA) o di DNA complementare (cDNA) derivato dal
genoma o dal trascrittoma di un determinato organismo. In particolare, una libreria
genomica ¢ costituita da una collezione di veitori di clonaggio
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{plasmidi, batteriofagi A, cosmidi, BAC, ecc.) mantenuti in £. cofi 0 in ONA ganomico
S. cerevisiae (YAC) e contenenti frammenti di restrizione di DNA _
genomico che nel loro insieme sono rappresentativi dell’intero genoma /
di un organismo. Ci& significa che le librerie genomiche contengono, - =
oltre alle sequenze esoniche, anche le sequenze introniche, le sequen- :
ze di regolazione ¢ le sequenze ripetute. Una libreria trascrittomica | i
& ugualmente costituita da una collezione di vettori di clonaggio, ma
contenenti frammenti di cDNA ottenuti per retrotrascrizione degli
mRNA che nel ioro complesso sono rappresentativi del solo trascritéoma =
di un organismo o di un suo specifico organo o tessuto. Le librerie di Tratments con
c¢DNA non contengono tutti 1 geni, ma anicamente le sequenze espres- enzimi di rsslrizione
se nel tipo cellulare da cui sono stati isolati 1 messaggeri maturl. Tali
collezioni si ottengono innanzitutto digerendo il DNA genomico con s -
specifiche endonucleasi, il cDNA sintetizzato viene invece lasciato in- c ~} Framment di
tatto, clonando i frammenti di restrizione o complementari ottenuti in \ restnztons
vettorl appropriati e trasformando infine le cellule batteriche per otte- N o~
nere la moltiplicazione di tutti 1 frammenti.
Per la co_stmzione di libre_rie genomiche & pos_sibile utilizzare il g L R
DNA genomico totale oppure il DNA nucleare purificato dalle com- restrizione in veton plasmidici
ponenti citoplasmatiche. Ad esempio, nelle piante il DNA
mitocondriale e il DNA plastidiale possono rappresentare fino al 35%
del DNA genomico totale. L'estrazione del DNA richiede I’omogeneiz- 4 =
zazione de] materiale vegetale, la rottura delle pareti e delle membra- ) e D manio
ne cellulart in presenza di agenti stabilizzanti, la precipitazione del
DNA genomico con etanolo o isopropanolo oppure I'isolamento del mrasiomosone
DNA nucleare mediante centrifugazione differenziale, la purificazione } batierza
dall'RNA totale mediante trattamenti enzimatici (RNasi A) ¢ dalle
componenti polisaccaridiche e proteiche mediante I'uso di tamponi | # F S NCANONFPY
appropriati (ad esempio, fenolo-cloroformio) ed infine la valutazione { /‘q . ! _\5 : )' . i(
della concentrazione e della purezza dei campioni mediante analisi , ) ) ) (! 1\ ]
spettrofotometrica o elettroforetica. Una volta isolato, purificato e | = = A = A YA A
guantificate il DNA genomico ad alto peso molecolare dalle cellule Libreria genamica

di un dato organismo — generalmente le estrazioni vengono fatte a
partire da giovani foglie - una determinata aliquota del campione & digerita con un
enzima di restrizione, opportunamente scelto in funzione della specie, € i frammenti

Fig. 19.12 - Costruzione di una libre-
ria genomica.
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Fig. 19.13 - Digesticne totale e parziale di DNA genomico.

d1 DNA risultanti sono inseriti in vettori di clonaggio € mantenuti in
E. coli (Fig. 19.12). Il tipo di endonucleasi usata per la restrizione del
DNA genomico & fondamentale. Al fine di generare frammenti di re-
strizione di dimengioni adeguate per il clonaggio possono essere se-
guite due strategie: digestione del DNA con enzimi di restrizione che
riconoscono sei coppie di basi (EcoRI1, HindlIl, BamHI, ecc.) oppure
quattra coppie di basi (Sau3A, Haelll, ecc.), usando quantita di enzima
e modalitd di reazione che consentano il taglio di tutte (digestione
totale) o di una parte (digestione parziale) delle sequenze di ricono-
scimento. Rispetto a quella totale, Ja digestione parziale ha il vantag-
gio di generare una senie di frammenti sovrapposti di ogni regione
cromosomica evitando cosi che un dato gene possa venire clonato in
due o pitt partl senza frammenti sovrappost (Fig. 19.13). I frammenti
di restrizione vengono quindi clonati in vetteri plasmidici appropriati
e le molecole di DNA ricombinante prodotte sono infine usate per
trastormare cellule di E. coli. Piastrando i batteri su un substrato di
coltura selettivo ¢ possibile selezionare quelll contenenti 1 plasmidi
ricombinanti che produrranno colonie composte di milioni di cellule
derivate da un’unica cellula trasformata. Ogni colonia ottenuta rap-
presenta una diversa sequenza genomica clonata poiché ogni batterio
che ha dato origine ad una colonia conteneva probabilmente una di-

versa molecola di DNA ricombinante.
Per la costruzione di librerie di ¢cDNA & necessario innanzitutto
isolare PRNA totale da utilizzare successivamente per se-

oo i pof (A) parare 'mRNA dagli alti tipi di RNA (rRNA e tRNA).

mRNA g e Anche I ottenimento dell’ RINA totale richiede I'omogeneiz-
l zazione del materiale vegetale, la rottura delle pareti e del-

- M“_A_ , le membrane ce[%ula‘ri nin presenza di agenti stabili;zanti, e

nfj; & I'estrazione degli acidi nucleici. La procedura sperimenta-

Trascritasi!  Frimar olige(dF) le prevede quindi la digestione dal DNA mediante tratta-

[ OB menti nucleasici (DNasi), la precipitazione dell’RNA me-

lorido MRNA/CDNA B diante cloruro di litio (LiC1), la purificazione dai contami-
nanti proteici ¢ polisaccaridicl mediante ['uso di tamponi

ftast 1 l ANvA primer appropriati (ad esempio, fenolo-cloroformio) ed infine la

5 , ’— ; valutazione della concentrazione ¢ della purezza dei cam-

s et I! i LIy pioni mediante analisi spettrofotometrica o elettroforetica

i (— Cap. 17). Una volta 1solato e purificato, I’'RINA totale

s el ! - pud essere impiegato per separare la frazione com'spon-
gl L) LLLTTITIT dente all’'mRINA sfruttando la presenza delle code poli(A)

S presenti nelle terminazioni 3' dei messaggeri maturi: quan-

! do un campicne di RNA totale viene filtrato utilizzando

2:..;_“...“ i RN < ol una colonna con una membrana di cellulosa contenente

brevi catene oligo-d(T), le molecole di mRNA vengono

trattenute dalla membrana poiché i residui poliadenilici for-

cONA s doppiasica TTTTTT T ." TP O mano legami con le catene di acido deossitimidilico, men-
g v e = tre le molecole di rRNA e tRNA non sone traitenute e ven-

gono perdute. Gli mRNA trattenuil possono essere rimos-

_ Adattatore 4 Adatators | 3] dalla cellulosa e raccolti separatamente aumentando la
A BB FIRREEEER R i SRR LN : forza ionica del tampone che passa all'interno della colon-

na, in modo da rompere 1 ponti idrogeno tra adenine e

Fig. 19.14 - Sintesi di DNA comple-  timine. Una volta isolato 'mRNA dalle cellule di un particolare tessute o organo (ad
mentare (¢DNA) a doppia elica. esempio, radici, fusto, foglie, fiori, {rutti) ad uno specifice stadio di svituppo, & possibi-
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le sintetizzare in vitro copie di DNA complementare (c[DNA) mediante una DNA
polimerasi RNA-dipendente chiamata trascrittasi inversa (Fig. 19.14). Questo enzima &
infatti in grado di catalizzare la retrotrascrizione di una molecola di mRINA a partire
dalla sua coda di poli(A) usando come innesco un primer olige-d(T) in presenza di
deossiribonucleosidi trifosfati (dNTP), producendo cosi una copia di DNA a singolo
filamento. Successivamente, da ciascuna delle molecole ibride mRNA/cDNA & allonta-
nato it filamento corrispondente al messaggero mediante idrolisi enzimatica usando
I’RNasi H. Per la sintesi del secondo filamento di DINA pud essere impiegata la DNA
polimerasi [, che & in grado di produrre nuovi frammenti di DNA utilizzando come
primer i residul parzialmente degradati di mRNA, in combinazione con la DNA ligasi,
che invece unisce in modo covalente 1 nuovi frammenti fino a produrre un filamento
completo di DNA. Il risultato finale & un insieme di molecole a doppia elica di DNA
complementare © ds-cDNA (double stranded cDNA), le cui sequenze nel loro comples-
$0 sono rappresentative del trascritlema del tipo cellulare di origine degli mRINA.

Una volta ottenuti 1 cDNA a doppia elica, & necessario ligare alle estremith di
ogni singola molecola particolari adattatori (finker), cio¢ frammenti a doppia clica
puwttosto brevi (8-12 pb) contenenti un sito di restrizione. in quanto sono indispensa-
bili per Iinserzione dei frammenti di ¢cDNA all’interno dei vettori di clonaggio. A
questo punto, una determinata aliquota del campione di cDNA & digerita con I’cnzima
di restrizione specifico per ’adattatore usato in modo che 1 frammenti di cDNA risul-
tanti possano venire successivamente clonati in vettori (plasmidi, batteriofagi A,
cosmidi, BAC) trattati con lo stesso enzima (Fig. 19.15). Le molecole di DNA
ricombinante prodotte sono infine usate per trasformare i viiro cellule ospit di E.
coli oppure possono essere impacchettate nel batteriofago A per infettare cellule di £.
" coli. Anche in questo caso, piastrando i batteri su un substrato di coltura selettivo ¢
possibile selezionare le colonie o le placche prodotte da quelli contenenti i vettori
plasmidici o fagici che portano I'inserto.

In pratica, una libreria di gDNA o di cDNA pud essere considerata una collezione
di vettori le cui unita risuitano caricate ciascuna di una singola e diversa molecola
ricombinante: il complesso delle molecole dovrebbe coprire tutta 'informazione ge-

Trasformezicne battenca

Vettore piasmidico
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Fig. 19.15 - Clonaggio di cDNA in
vettori plasmidici (A) e vettori derivati
dal batteriofago A (B).
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Fig. 19.16 — Screening di una libreria
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Fig. 19.17 - (A) Rappresentazione
schematica di una membrana BAC.
(B) Elenco crdinate delle piastre con-
tenute in ogni campo.

netica contenuta nel genoma o nel trascrittoma di un dato erganismo o di uno specifi-
co organo. [ geni e i prodotti genici di interesse potranno essere identificati ed isolati
mediante uno screening del cloni presenti in queste librerie impiegando procedure
appropriate che variano a seconda delle informazioni disponibili e del tipo di libreria.

19.4 Identificazione di geni nelle librerie genetiche

Singoli gent e sequenze nucleotidiche specifiche possono essere identificate ed isola-
te in librerie di DNA genomico o di ¢cDNA usando metodi basati sull’ impiego di sonde
nucleotidiche opportunamente marcate. Una sonda & rappresentata da una sequenza
nucleotidica, corrispondente ad una molecola di DNA genomico o ad una molecola di
cDNA, che pud essere impiegata per identificare singoli cloni a sequenza comple-
mentare presenti in una libreria genetica mediante esperimenti di ibridazione. Le sonde
genomiche pil utili per identificare geni in una libreria di un dato organismo sono
quelle prodotte a partire da geni gia identificati e caratterizzati in altri organisru (sonde
eterologhe). Molto utili sono anche le sonde di ¢cDNA sintetizzate a partire da un
mRNA isolato nello stesso organisimo (sonde omologhe) con analisi di espressione
genica (ibridazione sottrattiva o amplificazione differenziale).
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La sonda genomica o di ¢cDNA di un gene clonato in una data specie pud essere
impiegata per identificare un gene strutturalmente simile e funzionalmente omologo
in piante appartenenti ad altre specie. Le sonde di interesse possono infatti essere
clonate in vettori adatti, amplificate, eventualmente sequenziate e marcate
radioattivamente al fine di poterle impiegare per 1o screening di librerie. Qualora una
data libreria contenga un clone con sequenza complementare alla sonda sara possibile
identificare tale clone ed isolare dal suo vettore il gene di interesse. Nei cereali, come
ad esempio, riso, frumento, orzo e mais, molt geni sono stati clonati ricorrendo a
sonde eterologhe. 11 successo di questo approccio dipende dal grado di omelcgia
nucleotidica tra geni di specie diverse aventi la stessa funzione. L'uso di sonde
etercloghe & pertanto particolarmente adatto per geni altamente conservati.

Le analisi di fibrerie genetiche basate su velton plasmidici e fagici sone sostan-
zialmente molto simili.

Lo screening di una libreria plasmidica secondo la procedura tradizionale preve-
de mnanzitutto che le cellule batteriche vengano piastrate su un substrato di coltura
selettivo ¢ che le colonie risultanti possano svilupparsi e trasferirsi su un filtro d
nitrocellulosa (Fig. 19.16). Ponendo i1 filtro a contatto con Ja piastra & possibile otte-
nere su questo una esatta replica delle colonie: tutte le colonie conserveranno la stessa
posizione reciproca che avevano nel substrato di coltura. Successivamente il filtro &
rimosso dalla piastra di coltura, trattato con diverse seluzioni per lisare i batteri (deter-
gente SDS) e per denaturare 11 DNA dei cloni (idressido di sodio NaOH). I singoli
filamenti del DNA sono infine legati stabilmente al filtro di nitrocellulosa mediante
trattamento termico o esposizione ai raggl UV, A questo punto il filtre con la collezio-
ne di cloni plasmidici della libreria pud essere incubato con la soluzione contenente la
sonda denaturata e marcata {in genere con radicisotopi) affinché le sequenze comple-
mentari possano thridarsi. A seconda del tipo di Iibreria e di sonda usata si formeranno
molecole ibride DNA/DNA, cDNA/CDNA o DNA/cDNA. Al termine dell’ibridazione,
il filtro dovra essere lavato per eliminare la senda in eccesso e per rimuovere la sonda
ibridatasi in maniera aspecifica, asciugato e quindi sottoposto ad autoradiografia per
evidenziare 1l clone identificato dalla sonda. In base alla posizione del segnale sulla
lastra sara possibile risalire alla colonia batterica corrispondente sulla piastra cosi che
si possa procedere all'isolamento € alla caratterizzazione del clone.

Attualmente, la procedura impiegata pud contare sull’ausilio delle molteplici in-
navazion tecnologiche introdotte. In particolare, le cellule batteriche trasformate ven-
gono fatte crescere per circa un giorno in un substrato di coltura selettivo di consisten-
za solida. Quindi, per ciascuna colomia bianca sviluppatasi senza punti di contiguita
con quelle circostanti alcune cellule batteriche vengono traferite, mediante un sistemna
completamente automatizzato, in un terrena di coltura liquide contenenuto entro un
pozzette di apposite piastre. In genere, ciascuna piastra presenta 384 pozzetti {16 x
24} ciascuno dei quali & identificato dalle sue coordinate: una lettera ed un numero
progessivi, rispetiivamente, per la riga e per la colonna. Pertanto, ogni piastra contie-
ne 384 diversi cloni, ognuno individuato con il numere o codice della piatra stessa ¢ Je
coordinate del pozzetto. Dopo averle trasferite in tali piastre, le cellule batteriche ven-
gono fatte sviluppare per circa un giorno e quindi conservate a —80°C. La libreria
genomica & quindi costituita dall’insieme delle piastre. Ricorrendo allo stesso robot,
ogni singolo clone viene poi trasferito in membrane di nitrocellulosa organizzate se-
condo un preciso modello. Ad esempio, una membrana con un modelle 4 x 4 & suddi-
visa in sei campi ciascuno dei quali & a sua volta suddiviso in 384 (16 x 24) guadrati di
4 mm di lato: ogni quadrato contiene gli otto cloni della stessa coordinara di altreftan-
te piastre replicati secondo un determinato schema (Fig. 19.17). Pertanto, in un cam-
po sono contenuti tutti 1 cloni di otto piastre ¢ in una membrana cosl organizzata tutti
quellt di quarantotto piastre. Nelle membrane i clooi sone presenti in duplice copia

Fig. 19.18 - Film autoradiografico ot-
tenuto ibridando una membrana di
una librerna BAC con una senda RFLP
(le frecce indicanc i possibili cloni BAC
contenenti l'aflele marcatore),
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per facilitare Iintepretazione dei risultati degli esperimenti di ibridazione. Infaiii, solo
quando la posizione sul film autoradiografico di due segnali di ibridazione corrispon-
de ad uno degli otto modelli riportati in Fig. 19.17 & probabile che il clone corrispon-
dente contenga una sequenza complementare a quella della sonda impiegata. Il siste-
ma a doppio spot consente quindi di scartare i segnali derivanti da ibridazioni aspecifiche
(falsi positivi). Inoltre, a ciascuno degli otto modelli di ibridazione in ogni campo
della membrana corrisponde una determinata piastra (Fig. 19.17). Questo permette di
identificare in maniera univoca il clone individuato in una ibridazione. Infatt, il nu-
mero della piastra & quello riportato nell’elenco per quel dato campo della membrana
e modello di ibridazione, mentre le coordinate del pozzetto contenente il clone corri-
spondono a quelle del quadrato della membrana con i due segnali di ibridazione. Cosl
se nel film autoradiografico si notano nel quadrato di coordinate Al del campo 3
segnali corrispondentt al modello 5 significa che 1l clone del pozzetto Al della piastra
numero 27 della libreria genomica contiene il frammentoe di DNA ricercato. In Fig.
19.18 & riportato il risultato di una auteradicgrafia riguardante I'ibridaziene di una
membrana di una libreria BAC con una sonda derivante da un marcatore RFLP.

Quadro 19,1 - Mota tecnica sul genome coverage di una libreria

Per una qualsiasi llbreria genomica, un parametro molto impar-
tante al fine di stabilime I'informativita & rappresentato dalla sua
copertura genomica {gename covergge). Questo parametro pud
essere calcolato applicando la seguente formula: W=NI/C, dove
W = copertura genomica, N = numero tofale di cloni che costiti-
iscona la libreria, | = lunghezza media dell'inserto di DNA espres-
sa in pb e G = quantita totale di DNA del genoma aploide (valore
C) della specie oggetto di studic espressa in pb. Prendendo, ad
esempio, in considerazione una libreria genomica di sota (Ghycine
max) e tenendo conto che il valore C di questa specie & approssi-
mativamente pari a 1,115x10" pb, qualora |a libreria contenga
100.000 cloni con una dimensione media dell‘inserto di 120,000

pb la copertura genomica della libreria stessa & teoricamente

uguale a: W = (100.000 cloni x 120,000 pb}/1,115x10" pb =
10,8, Tale libreria dovrebbe pertanto contenere 10,8 valori Cdi
DMNA di soia, cid equivale a dire 10,8 volte (10,8%) il DNA nucle-
are totale di un gamete di questa specie. Con una copertura di
3X, la probabilita di trovare una particolare sequenza genomica
in una libreria & approssimativamente del 95%. Aumentando la
copertura a 5X, la probabilita che una libreria contenga tutte le
sequenze genomiche della specie di interesse aumenta al 99%.
MNaturalmente, aumentando ancora il grade di copertura
genomica possona aversi livelli di probabilita ancora maggiard.
In Tab. 19.2 & riportata la copertura genomica di librerie BAC di
A, thaliano e di alcune delle principali specie di interesse agrario,
Qualora si intraprenda la costruzione di una libreria genomica, il

Tab. 19.2 - Copertura genomica di librerie BAC di A thaligha e di alcune delle principall specie di

interesse agrario.

Dimensione media Genoma
Specie degll Inserti (ki) Na. di cloni equivalenti Enzima di restrizione
Arabicopsis 104 4 608 3,60 Himall
130 6.144 04 AamH|
182 7680 10,04 EcoR)
Cotone 148 38.400 2,5% Hindlll
130 61.440 3,6X BomHI
142 38.400 24X fcoRl
Riso (ssp. indica) 130 14.208 4.4% el
150 7.660 2,70 BamH|
147 9 A0 3,3 Frofi
Riso (ssp. faponica) 150 7.296 26X Hindill
170 23.040 91X BamHI
156 23.040 83X FcoRl
Mait (inbred B7 3} 147 60,288 34K Rindil
19 106,224 4,8% BarmHi
140 92,160 52X FeoR
Soia (var. Forrest) 125 35.328 4,8X Hindll
125 35328 4,8X Bamhl
157 38.400 5,4% EcoRl
Pomodoro 2401 23040 58X Hind|
125 36864 4,8% Barnil
Frumento 210 4.608 Hindlli
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Tab. 19.3 - Mumero (M) teorico di cloni richiesti per avere una probabilita pan al 99% che un determinato clone sla rappresentato nella fibreria
considerando inserti di 40 kb (cosmidi), 150 kb (BAC) e 500 kb (YAC) di lunghezza e con riferimento a diverse specie di interesse agrario.

Specie Nome comune Genoma (Mb/1C) Cosmidi (40 kb BAC (150 kb) YAC {500 kb)
Allium cepa Aglio 15.290 1,8 %106 47« 10° 1.4 =10°
Arabidopsis thaliana Arabidopsis 145 1,7 %10 45%10% 1,3x10°
Avena sativo Avena 11.315 1,3=10F 3.5 %108 1,0 10
Beta vuigars ssp. esculenta Barbabietola /58 8,7 x 10" 2,3 x10° 7,0%10°
Brassica napus Colza 1.182 4% 10¢ 3.2 10¢ 1,7 =10
Copsicum annuum Peperone 2.702 3,5x10° 9,4 x 10 3,5%10°
Citrus sinensfs Agrumi 382 4,4 =704 1,2« 104 EXR
Clvcine max Soia 1.115 1,3x10° 34 %10 1,0 x 107
Cossypim trsafurm Cotone 2.248 1,8= 108 6,9 10% 21 =108
Hordeum vulgare Orzo 4873 5,6 x10° 1,5% 4P 4,510
Lactuce sathva Lattuga 2633 3010 &1 =104 24 =10
Ly<opersicon escufentum Pomodoro 953 1,1x10° 2,9 x10° 88x 10
Malus domestica Melo 769 89 <0 24 108 71 x70°
Manihot escutenta Cassava 760 8,7 x 10* 2,3x70¢ 1,0 x10°
Musa spp Banano &73 100 108 27«10 8.0 x 10°
Nicottona tabacum Tabacco 4.434 5,1 %100 1,4 x10° 4,1 x1¢
Cryzo safive Riso 431 5.0 110 1,310t 40108
Phaseolus vulgaris Fagiclo comune 637 7,4 %10 2,0 %19 5,910
Saccharum spp. Canna da zucchera 3.000 35100 9 210! 28x10!
Sorghum bicolor Sorgo 760 8.7 x10* 23x10 7,0 x 10°
Triticum nestivum Frumento tenern 15.966 1.8x=100° 4.9 % 108 1.5 = 10°
Zea mays Mas 2.504 2,9%x10° 7,7 %100 23 x 10

primo parametro da stabilre comispande al numero di cloni ne-
cessari affinché questa possa includere, con una determinata per-
centuale di probahbilita, tutte le sequenze genomiche, A tale sco-
po & possibile impiegare la precedente formula nella quale perd,
oyviamente, l'incognita & N, mentre W & date dal livello di pro-
babilita desiderato. Comungue, Il numero totale di cloni (M) ne-
cessari pud essere calcolato con maggiore accuratezza applican-
do una seconda formula: N=ln{1-P)/In{1-1/G), dove P = livello di
probabilita, | = lunghezza media dell’inserto di DNA espressa in
pb e G = quantita totale di DNA del genoma aploide (valore C)
della specie oggetto di studio espressa in pb.

Applicando questa formula, il numero di cloni richiest] per avere

in diversi tipi librerie di A. thafiana ed alcune delle principali spe-
cie di interesse agraric sono riportati in Tab. 19.3. Comungue,
entrambe gueste formule presuppongono una distribuzione uni-
forme deij siti di restrizione lungo il genoma. In realld, ¢id non si
verifica per nessuno degli enzimi di restrizione solitamente im-
piegati. Pertanto, lo studio dettagliato del genoma di una deter-
minata specie dovrebbe essere basato sulla costruzione e sullo
screening di due o tre librerie impiegando altrettanti enzimi di
restrizione. Cosi regioni cromosomiche prive di siti iconosciuti
dall'endonucleasi impiegata per costruire la prima libreria posso-
no essere rappresentate nella seconda o nella terza ottenute con
altre endonucleasi.

una probabilita del 99% che una particolare sequenza sia inclusa

I plasmidi, cosi come i cosmidi e i cromosomi artificiali sono clonati nei batteri di
E. coli che piastrati su substrato di coltura si moltiplicano formando colonje. Benché
anche i fagi vengano clonatt in E. coli, in questo caso i batteri sono infettati e lisati
producendo placche. Lo screening di una libreria fagica prevede che la collezione di
batteriofagi A in sospensione venga disposta sopra uno strato batterico in una piastra di
coltura affinché possano formarsi le placche (Fig. 19.19). Ogni placca & composta
delle particelle fagiche prodotte attraverso cicli successivi di moltiplicazione e lisi di
singole cellule batteriche inizialmente infettate. Quando le cellule batteriche vengono
lisate, oltre alle nuove particelle fagiche vengono rilasciate anche numerose copie di
DNA del vettore A che non sono state impacchettate e che sono localizzate in corri-
spondenza delle singole placche. Ponendo un filtro di nitrocellulosa sopra la piastra di
placche fagiche ¢ possibile prelevare e trasferire sul filtro i DNA fagicl presenti sulle
singole placche. Successivamente il filtro & rimosso dalla piastra di coltura e trattato
con soluzioni alcaline per denaturare il DNA dei cloni. I singoli filamenti del DNA
sono infine legati stabilmente al filtro di nitrocellulosa. A questo punto 1] filtre con la
collezione di cloni A deila libreria puo essere incubato con la soluzione contenente la
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sano ibridarsi, cosi come avviene per le librerie plasmidiche. Dopo
I"analisi auteradiografica, la posizione del segnale di ibridazione
evidenziato sulla lastra consentira di risalire alla placca fagica corri-
spondente sulla piastra cosi che si possa procedere all’isolamento e
alta caratterizzazione del clone.

Per un dato organismo, lo screening di libreric genomiche e
trascrittomiche pug essere condotio secondo strategie differenti di
ibridazione delle colonie in funzicne delle informazioni disponibili
sul gene di interesse. Qualora il gene sia, infatti, gia stato clonato in
\ parte, si puo usare il frammento noto come sonda omologa al fine di
/ isolare il gene completo o un suo paralogo (gene omologo dello stes-
0 organismo, derivante da duplicaziene). Qualora il gene sia, invece,
gia stato clonato in un altro organismo, & possibile sintetizzare una
sonda etercloga per tentare di isolare il gene corrispondente, con una
sequenza presumibilmente simile, nell’organismo in esame, cioé di
individuare il clone contenente il gene ortologo (gene omologo di un
organismo diverso, risultato della speciazione). In entrambi casi, le
sonde usate possono essere di DNA oppure di cDNA. La possibilita di
successo con sonde derivanti dalla stessa specie di quella in esame
{omologhe) & generalmente molto elevata, mentre nel caso di sonde
elerologhe essa dipende dal grado di affinith tra la specie in cui il gene
& stato clonato e quella in cui si intende clonare il gene. Quando inve-
ce 1l gene che codifica per il carattere di interesse non ¢ mai stato
clonato prima in nessuna specie, un approccio alternativo pud essere
basato sull’individuazione, ad esempio, di trascritti (mRNA}
differenzialmente espressi tra tessuti o organi di uno stesso individue,
0 specificatamente espressi in particolari cellule, oppure di DNA
genomici polimorfici tra genctipi antagonisti per la manifestazione

‘ sonda denaturata e marcata affinché le sequenze complementari pos-

DA fagico

Y

DNA a singolo
flamento

Fig. 19.19 - Screening di una libreria
fagica per la ricerca di uno specifico
clone.

del carattere studiato. Sia i ¢DNA derivati dai trascritti che 1 DNA
genomici cosi 1solatl possono essere impiegati come sonde per analizzare librerie.

Lo screening di librerie trascrittomiche pud essere condotto anche utilizzando vet-
tori di espressione ed anticorpi specifici. In questo caso si evidenzia il clone di cDNA
corrispendente all’mRNA che codifica per la catena polipeptidica riconosciuta
dall’anticorpo. Tale approccio pud essere attuato soltanto quando il prodotto genico &
noto: la sequenza aminoacidica consente di selezionare una particolare regione corri-
spondente al determinante dell’antigene (epitopo) la cui struttura molecolare potrd ve-
nire riconosciuta da uno specifico anticorpo (-» Cap. 18). Peiché la sequenza
aminoacidica & diversa in [unzione del tipo di proteina, un determinato anticorpo € in
grado di riconoscere specificatamente un sito molecolare di una particolare proteina.
Casi grazie al legame specifico tra aniigene (prodotto genico) € anticorpo & possibile
risalire al clone codificante per la catena polipeptidica nota. In questo caso, la procedu-
ra sperimentale per I’analisi dei prodotti genici richiede che 1 clonl vengano inseriti in
vettori di espressione contenenti un promotore ¢ i segnali di inizio e di fine della tradu-
zione affinché all’interno di £. cofi ogni DNA possa essere trascritto nel corrispondente
mRNA ¢ questo presieda alla sintes1 della proteina codificata dal gene. Una volta co-
struita la libreria di ¢cDNA con i vettori di clenaggio appropriati, le cellule di . cofi
trasformate vengono piastrate su un substrate di coltura selettivo che lascia sviluppare
soltanto le cellule batteriche trasformate e permette di riconoscere quelte contenenti il
vettore con il ¢cDNA. Tali colonie batteriche sono, quindi, trasferite su un filtre di
nitrocellulosa posizionato sopra la piastra. Il filtro, con la replica delle colonie presenti
sulla piastra, viene prima trattato per lisare le cellule ¢ per immobilizzare sul filtro
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stesso le proteine fuoriuscite, e successivamente incubato con uno specifico anticorpo
marcato con un isotopo radicattive. Attraverso il procedimento autoradiografico sara
possibile visualizzare sulla lastra uno o pit segnali dovuti alla reazione immunologica
della proteina con 'anticorpo (Fig. 19.20). In base alla posizione del segnale pud essere
identificata la colomia. isolate it plasmide e sequenziate 1] clone di cIDNA. Tale informa-
zione pud essere impiegata per eseguire analisi bivinformatiche allo scopo di individua-
re sequenze omologhe, ciog strutturalmente simili, nello stesso o in altri organismi nel
tertativo di attribuire una funzione al trascritto. In alternativa, il clone di cBNA puo
essere usato come sonda per isclare 1] gene nucleare da una libreria di DNA genomico.

Quando 1] prodotto genico non € noto, un approccio che pud essere usato per
I'isolamento di geni prevede la marcatura molecolare secondo una metodologia defi-
nita gene tagging. In questo caso, la ricerca di geni & connessa a fenomeni di mutagenesi
inserzionale che determinano una manifestazione evidente a livello fenotipico. Gli
elementi trasponibili o trasposoni (— Cap. 7} delle piante e 1 T-DNA plasmidici di
agrobatterio rappresentano le sequenze genetiche pit utilizzate per la marcatura
molecolare dei geni.

Gli element trasponibili, spesso indicati con I'acronimo TE (transposable
elements), sono porzioni di DNA capaci di liberarsi e trasferirsi in molteplici posizioni
all’interno del DINA cromosomico del genoma ospite. In alcune piante, come mais ed
Antirrhinum mafis. sono statl individuat sistemi endogeni e studiati in modo appro-
fondito elementi genetici in grado di trasporre con una certa frequenza, mentre in altre
piante, come pemodoro, 1150 e Arabidopsis. sono stati introdotti mediante trasforma-
zione genetica trasposoni eterologhi che hanno conservato la capacita di trasporre nel
genoma. La trasposizione di un tratto di DNA entro la sequenza codificante di un gene,
o in corrispondenza delle sue sequenze di regolazione, pud modificare I’espressione
del gene stesso, risultando nella manifestazione alterata di un particolare carattere.
Analogamente, anche 'inserzione di una parte di DNA plasmidico, il T-DNA
(transferred DINA), nel genoma di una pianta mediante infezione con Agrobacterivm
pud interessare il locus di un dato gene modificando 'espressione del gene stesso e
conseguentemente del carattere da questo controllato. Pertanto, la mutagenes:
inserzionale come strategia di clonaggio genico richiede, da un lato, la generazione di
nuovi mutanti promuovendo la trasposizione attraverso la riproduzione sessuale ¢, dal-
I"altro, la produzione di mutanti per inserzione di T-DNA mediante la trasformazione
genetica. Una volta trasposto in vivo il DNA dell’elemento trasponibile oppure trasfe-
rito in vitre 1l T-DNA plasmidico, & possibile disporre di popolazioni di individui mu-
tati in cui I’avvenuta inserzione della sequenza escgena in corrispondenza di una se-
guenza genica & rivelata dal cambiamento del fenotipo. I analisi di librerie genetiche,
coslituite a partire dagli individui mutati, prevede in questo case I'impiege di sonde
rappresentate da sequenze capaci di ibridarsi con I’elemento trasponibile o con il T-
DNA plasmidico. 1l clone della libreria identificato attraverso questa procedura pud
pernettere I’ isolamento della regione cromosomica fiancheggiante 1l DNA trasposto o
trasferito e la sua caratterizzazione, consentendo cosi il clonaggio dei geni. Le caratte-
ristiche insolite quanto peculiari degli elementi traspenibili e dei plasmidi agrobatterici
hanno reso questi stcumenti fondamentali per ia ricerca genctica molecolare.

La strategia di clonaggio genico nota come forward genetics (dal fenotipo o dalla
funzione al gene) & basata sull’isolamento di geni che determinanc particolari fenotipi.
La disponibilita di genotipi mutanti e selvalici per un particolare carattere nell’ ambito
di una data specie consente di ricercare il prodotto genice (InRNA} espresso in maniera
differenziale tra questi e di isolare sonde specifiche per analizzare una qualsiasi libreria
genetica rappresentativa dell’ organismo in esame. In questo modo & possibile identifi-
care e caratierizzare il gene corrispondente. Qualora la sequenza del gene sia invece
nota 0 possa essere facilmente marcata, mentre il fenotipo a questo associato sia scono-
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Fig. 19.20 - Risultato di una analisi
autoradiografica di un filtro ibridate
con uno specifico anticorpo marcato
per lidentificazione di colonie di una
libreria esprimenti una determinata
proteina.
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sciuto, la creazione di tipi difettivi mediante mutagenesi inserzionale pud consentire di
risalire alla funzione del gene. Questo secondo tipo di strategia & quindi detta reverse
genetics (dal gene al fenotipo o alla funzione). Sia gli elementi trasponibili che i T-DNA
plasmidici rappresentano al momento gli strumenti pill efficaci di clonaggic genico
poiché consentono di produrre larghe collezioni di fenotipi mutanti e di identificare
rapidamente i geni corrispendenti in librerie genetiche appositamente costituite per questl
organismi. Upa strategia alternativa alla fransgenesi messa a punto pill recentemente &
rappresentata dal TILLING: si tratta di una tecnica di genetica inversa per lo studio
della funzione che prevede la disattivazione mirata di geni identificati mediante I anali-
si di sequenza (— Cap. 18}.

19.5 Sequenziamento dei geni

Le prime procedure per il sequenziamento del DNA vennero messe a punto nel 1977
guando A.M. Maxam e W, Gilbert idearonc un metodo di sequenziamento basato sul
trattarmento con reagenti chimici capaci di degradare una molecola di DNA in corri-
spondenza di specifici nucleotidi. Qualche anne depo, net 1981, F. Sanger e collabo-
ratori svilupparono un altro metodo di sequenziamento basato, invece, sulla sintesi
enzimatica di molecole di DNA complementari che terminano in corrispondenza di
specifict nucleotidi. Con entrambi i metodi, la visualizzazione della sequenza me-
diante autoradiografia richiedeva la separazione elettroforetica dei frammenti marca-
ti, tagliati o amplificati, in un gel di poliacrilammide altamente selettivo. In principio
guest due metodi furono ugnalmente utilizzati, ma in anni recenti il metodo di Sanger
& divenuto quello pia diffuso, principalmente perché & stato pin facilmente
automatizzato, mentre quello di Maxam e Gilbert & stato in pratica abbandonato.

Il materiale di partenza per jl metodo di sequenziamneto ideato da Sanger, chiama-
to anche metodo dideossi, & rappresentato da una popolazione numerosa di molecole di
DNA identiche gttenute attraverso amplificazione enzimatica oppure batterica (E. coli).
Il sequenziamento prevede I'impiego di un primer oligonucleotidico complementare ad
una sequenza terminale del frammento prodetto per PCR o ad una sequenza del DNA
plasmidico adiacente al {frammento clonato da sequenziare (Fig. 19.21}. In entrambi i
casi il primer usato presenta 'estremitd 3" verso la parte interna del frammento di DNA
da sequenziare ed agisce come innesco per la sintesi di un nuovo filamento di DNA
complementare allo stampo. La reazione di sintesi & catalizzata dall’enzima DNA
polimerasi, avviene in direzione 5° — 3’ a partire dall’ossidrile contenuto nel primer
oligenuclectidico e richuede 1 quattro decssiribenucleosidi trifosfato (dATP, dCTP. dGTP
e dTTP) come precurseri del DNA. Il sequenziamento di un clone richiede quindi uno
stampo di DNA a singolo filamento ¢ prevede quattro differenti reazioni di sintesl: ognuna
avviene in presenza dello stesso DNA stampo, della DNA polimerasi e del quattro dNTP
precursori, opportunamente marcati con 2P al fine di evidenziare i frammenti di DNA
capiati. In ciascuna delle quattro reazioni viene, inoltre, aggiunto uno specifice
dideossiribonucleoside trifosfato (ddATP, ddCTP, ddGTP e ddTTP). Siccome la DNA
polimerasi non € in grado di discriminare tra it ddNTP e il corrispondente dNTPF, ognu-
no dei possibili dideossiribonucleotidi pud essere incorporato nella catena di DNA in
allungamento. In queste condizioni la sintesi di nuovi filamenti non pud comunque
proseguire ininterrottamente peiché il dideossiribosio all’estremita 3' possiede un H,
anziché un OH come il deossiribosio. Pertanto, quando 1 ddNTP vengono inseriti deter-
minano automaticamente il blocco della reazione di sintesi in guanto non pud formarsi
il legame fosfodiesterico con il nucleotide successivo. Affinché la sintesi del nuovo
filamento non venga sempre interrotta, il precursore dideossi & aggiunto in quantiti pari
a circa 1/100 di quella del precursore normale. Cid significa che duranie 1a fase di
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do dideossi.

allungamento del nuovo filamento, quando il filamento stampo prevede 1'inserimento
di un particolare nucleotide su] filamento nuovo, la probabilita che possa essere incor-
porato un precursore ddNTP, anziché il corrispondente precursore dNTP, & pari a circa
I'1%. Ad esempio, in presenza di ddGTP, la terminazione della catena potrd avvenire
nelle posizioni corrispondenti alle citosine del DNA stampo, qualora tale precursore
venga incorporato al posto del precarsore dGTP. Tuttavia, nella maggioranza dei casi
sara incorporato il nucleotide normale e queste implica che le catene seguiteranno ad
allungarsi fino a quando casualmente non verra ancora inserito lo specifico nucleotide
dideossi. Il risultato di questa teazione ¢ quindi un insieme di nuovi filamenti di DNA di
diversa lunghezza, tutti terminanti perd con un ddGTP. Analogamente, anche in presen-
za di ddCTP, ddATP 0 ddTTP, la terminazione della catena potra avvenire nelle posizio-
ni corrispondenti, rispeltivamente, alle guanine, timine o adenine del DNA stampo, qua-
lora ognuno di questi precursori venga incorporato al posto del precursore normale. ]I
risultato delle reazioni & pertanto un insieme di nuovi filamenti di DNA di diversa lun-
ghezza, tutti terminanti con un ddCTP, ddATP o ddTTP. T prodotti di sintesi delle quat-
tro reazioni condoite m presenza dei singoli ddNTP devono essere infine separati me-
diante elettroforesi in un gel di poliacrilammide caricando quattro pozzettl adiacenti: in
ogni corsia saranno pertanto presenti 1 frammenti terminanti con una determinata base
azotata. Poiché la mobilith dei frammenti & inversamente proporzionale al logaritmo
della loro lunghezza, al termune della corsa clettroforetica i frammenti pidr grandi in
assoluto cccupano le posizioni prossime ai pozzetti dj caricamenta, mentre 1 frammenti
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pid piccoli migrando pit velocemente sone localizzati nella parte
| pil bassa del gel. 1 frammenti possono essere quindi visualizzati

come bande discrete su una lastra mediante tecnica autoradiografica
dato che le reazioni di sintesi vengono condotte usando nucleotidi
marcati con *°P. La sequenza del DNA, nella direzione 3' — 3', pud
— essere letta direttamente sulla lastra a partire dalla banda che occu-

pa la posizione pill bassa, seguendo contemporaneamente le quat-

tro corsie € muovendosi verso la banda nella posizione pil alta,
sapendo che due bande successive differisconc per un singolo
nucleotide (Fig. 19.21). 1l frammento di DNA che ha migrato di

Inserto di DNA
Plasmids
- . |
3 ;5
Sequanza
=
3
- -— -
3
ms—p Primer universale m—= Ppamer interne

pil (banda pil bassa) corrisponde quindi al filamento la cui sintesi
& stata inferrotta con I'incorperaziene di un ddNTP nella prima
posizione del filamento stampo e quindi indica il nucleotide inizia-

Fig. 19.22 - Diversi tipi approccio per
il sequenziamento con primer univer-
sali {disegnati sulle braccia del vetto-
re) e primer interni (disegnati sull’in-
serto clonato nel vetiore).
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Fig. 19.23 — Lastra autoradiografica di
una sequenza nucleotidica ottenuta
con sistema manuale seguendo il me-
todo didecssi.

le della sequenza, mentre il fratnmento di DNA che ha migrato di
meno (banda pih alta) comsponde al filamento la cui sintesi & stala interrotta con
I"incorporazione di un ddNTP nell’ultima posizione de} filamento stampo e quindi indi-
ca il nucleotide finale della sequenza. o

Il metodo di sequenziamento a‘terminazione di catena messo a punto da Sanger
richiede pertanto uno stampo di DNA a singolo filamento e un primer oligonucieotidico,
capace di appaiarsi specificatamente al DNA stampo, innescando Iattivita di sintesi
della DNA polimerasi e stabilendo anche la regione del DNA stampo che verra
sequenziata. Nel caso delle analisi di sequenziamento di frammenti di DNA clonati in
plasmidi viene usato un primer universale, complementare al DNA del vettore nella
regione immediatamente adiacente al sito di inserzione del DNA esogeno. I vettori di
clonaggio comunemente usati per il sequenziamento di prodotti di PCR includono spe-
cifiche regioni sia a mante che a valle rispetto ai siti di clonaggio del polylinker ricono-
sciute dai primer forward ¢ reverse. Qualora I’inserto da sequenziaze sia piuttosto bre-
ve & sufficiente utilizzare un primer ad una o al¥ altra estremita del plasmide per avere
I"intera sequenza, mentre nel caso di inserti particolarmente lunghi (>600 pb) pud es-
sere necessario effettuare due distinte analisi di sequenziamento, a partire da entrambe
le estremita del plasmide, in modo da ottenere sequenze parziaimente sovrapponibili
nella regione centrale. In alternativa, € possibile estendere la sequenza in una direzio-
ne, sintetizzando un primer interno disegnato in una posizione corrispondente all’ estre-
mitd della sequenza ottenuta. Tale primer consentira I’ ottenimento di una seconda se-
guenza parzialmente sovrapponibile a quella precedente (Fig. 19.22).

In seguito atla scoperta della reazione a catena della polimerasi (PCR) & stato
possibile mettere a punto nuovi protocolli per il sequenziamento a terminazione di
catena. In particolare, nel 1992 L.E. Sears e collaboratori hanoo sviluppato un metodo
di sequenziamento a ciclo termice, basato sulla PCR, che prevede I'impiego di una
molecela stampo di DNA a doppie filamento, una DNA polimerasi termostabile (Tag
DNA polimerasi), un singele primer oligonucleotidico e uno solo dei quattro ddNTP
in ogni miscela di reazione contenente anche i precursori normali (dNTP). La presen-
za di un solo primer non rende possibile I’amplificazione, ma pud unicamente inne-
scare la copiatura di uno dei due filamenti del DNA stampo, cosi come la presenza del
precursore dideossi pud provocare 'arresto dell’allungarento quando sul filamento
che funge da stampo & presente un nucleotide con base azotata complementare. A
differenza di una PCR vera e propria, i prodotti di sintesi non sono quindi accumulati
in modo esponenziale, ma aumentano in modo lneare ad ogni ciclo di reazione. L'in-
sieme dei prodotti di sintesi delle quattro reazioni cosi condotte in presenza di ddGTP,
ddCTP, ddATP e ddTTP pud essere analizzato mediante elettroforesi in un gel di
poliacrilammide e Ja sequenza del DNA pud essere letta secondo il modo usuale (Fig.
19.23). Pertanto, affinché i frammenti di DNA di nuova sintesi possano venire
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visualizzati come bande discrete sulla lastra autoradiografica
& necessario che la reazione di sequenziamento venga con-
dotta con un aucleotide marcato con ¥P.

In anni recenti, I'introduzione dei metodi di marcatura
fluorescenti al posto di quelli radioattivi e delle tecniche di
elettroforesi capillare ha consentito la messa a punto di siste-
mi automatizzati per il sequenziamento dei gepomi. A cia-
scune dei quattro precursori dideossi (ddNTP) puo essere as-
sociato un diverso marcatore fluorescente. Cid significa che
le quattro reazioni di terminazione di catena possono essere
effettuate in una sola provetta contempeoraneamente, con cia-
scunoe dei dideossiribonucieosidi trifosfato marcato con una
diversa sostanza fluorescente, cosicché | frammenti di DNA
di nnova sintesi che terminano con una G, C, A o T siano tra
loro riconoscibili in base alla fluorescenza emessa. Con 1
sequenziatori automatici, i prodotti delle reazioni di termina-
zione sono separati mediante un gel di poliacrilammide come
nel metodo originario oppure pitl frequenteinente attraverso
un capillare contenente uno speciale polimero ed 1 segnali
fluorescenti di ogni prodotto di terminazione sono captati da
un rilevatore di fluorescenza che é in grado di discriminare i
quattro diversi marcatori. In questo modo la sequenza pud
essere letta direttamente non appena le bande fluorescenti
passano davanti al rilevatore e visualizzata sotto forma di

elettroferogramma (Fig. 19.24). La sequenza & rappresentata graficamente da una se-
rie di picchi di colore.diverso, solitamente nero per G, blu per C, verde per A € rosso
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Fig. 19.24 - Sequenziamenio automa-
tice.

per T. Attraverse queste tecniche automatizzate & stato possibile e sard possibile in
future generare dati di sequenze in modo sufficientemente veloce da poter realizzare
progetti di sequenziamento di interi genomi. Tra gli organismi ritenuti importanti per
la nicerca agraria che sono stati sequenziati interamente ¢ in larga parte & possibile
citare: . cerevisiae (lievito), C. elegans (nematode) e piante ritenuie modeilo come

Arabidopsis thaliana, Orvza sativa € Medicago truncatula.

Quadro 19.2 - Sequenziamento dei genomi

Il sequenziamento del genoma di una data specie si olliene ana-
lizzando la sequenza dei singoli crormosomi del corredo di base.
Le sequenze del cromosomi interi sono ricostruite a partire dalle
sequenze di centinaia di migliaia di frammenti di DMNA. 51 posso-
no seguire due diverse strategie tra loro complementari: il
sequenzlamento di tipo gerarchico e il sequenziamento cal me-
tedo shatgun. La differenza sta nel fatto che il metodo gerarchi-
co prevede la definizione preliminare di un sentiero di riferimen-
to attraversa la generazione e 'allineamenta di cleni lunghi fino
a 200 kb, in modo che la sequenza sia ricostruibile ordinando tra
loro questi grandi frammenti cromosomici, mentre il metodo
shotgun implica una frammentazione diretta del genoma in pic-
coli framment] cromosomicl direttamente sequenziabili, affidan-
dosi pol ad algoritmi per ricostruire I'ordine dei cloni, general-
mente lunghi tra 500 e 800 pb (Fig. 19.25). Pertanto, nel primao
caso, | clonl sono prima messi fisicamente in ordine e un
sottogruppo di questi cloni, aventi una sovrapposizione tale da
garantire [a copertura dell'intero genoma, viene scelto per il

sequenziamento di Lipo shotgun, Mel secondao caso, invece, non
viene perseguilo alcun tentativo di mettere fisicamente in ordine
i cloni, ma si procede direttamente col sequenziamento del fram-
menti deli‘intero genoma, usando algoritmi che allineano i cloni
sulla base delle loro regioni di sovrapposizione. Le procedure di
sequenziamento genomico adottano a un certo fivella il metodo
shotgun, mentre le strategie di tipo gerarchico si usano per otte-
nere una maggiare corrispondenza tra le ricostruzion ottenute
dal sequenziamento shotgun dellintero genama.

Le strategie geraschiche sono state ideate alla fine degli anni "80
del secolo scorso, quando le proecedure di sequenziamento auto-
matico ad alta intensitd non erano ancora state sviluppate e
computer non erano ancora abbastanza potenti per elaborare
sequenze di interi genomi ottenute tramite shotgun. Le tecniche
per clonare lunghi frammenti di genomi e mantenerli in condi-
zioni stabili sono progredite rapidamente negli anni 1990-2000:
il risultato & stato che | progetti genoma di E. cofi, 5. cerevisioe, C.
elegans e A thaltana si sono avvalsi di metodi ancora pit efficlen-
ti di sequenziamento gerarchico. La strategia fondamentale del
seguenziamento gerarchico & ancora applicabile a qualungue or-
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19.6 Piante geneticamente modificate (PGM): metodi di
trasformazione genetica

Geni di crigine diversa, non solo vegetale, ma anche animale, batterica e virale, pos-
sono essere isolati, clonati in adeguati vettori, caratterizzati, eventualmente modificat
con tecniche di ingegneria genetica, ed infine trasferiti nella cellula vegetale secondo
diversi metodi di trasformazione genetica. La trastormazione genetica nelle specie
vegetall prevede generalmente 1'inserimento di geni nel genoma di una cellula che
successivamente deve potersi evolvere in modo da rigenerare una pianta completa. Le
piante ottenute in questo modo sono dette transgeniche poiché nel loro genoma sene
stati incorporati geni esogeni (transgeni) senza la mediazione del processo sessuale.
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La transgenesi finalizzata all’ottenimente di piante geneticamente modificate (PGM)
& quindi basata sulla tecnologia del DNA ricombinante, richiedendo la costruzione in
vitro di molecole di DNA chimeriche e I"utilizzazione di vettori di clonaggic e di
trasferimento di DNA esogeno, nonché sulle tecniche proprie delle colture in vitro di
espianti cellulari al fine di rigenerare piante complete grazie alla totipotenza delle
cellule vegetali.

La produzione di piante transgeniche prese avvio quando 1 bielogi molecolari
scoprirono che Agrobacterium tumefaciens poleva essere impiegato per il trasferi-
mento e I'integrazione di geni esogeni nelle cellule vegetali. Fu provato che tale batte-
rio, che in natura infetta le cellule vegetali provocando la malattia, nota come cancro
del colletto o anche galla del colletto (crown gall), presenta un plasmide Ti (ruimor
inducing plasmid) con un segmento particolare detto T-DNA che € trasmesso dal bat-
terio alle cellule vegetali, inducendo la formazione del tumore {(Quadre 19.3). Una
volta dimostrato che tale segmento plasmidico, il T-DNA batterico, era in grado di
integrarsi per ricombinazione nel DNA cromosomico della celiula vegetale, si riusci a
modificare 1l plasmide Ti in mode da rendere efficiente questo processo senza !’in-
conveniente della proliferazicone cellulare incontrollata dovuta ai geni per la
tumaorogenesi.

Le prime piante transgeniche furono prodotte intorno al 1980-1932 da quattro
gruppi di ricerca indipendenti {Washington University di St. Louts, Missouri, USA;
Rijksuniversiteit di Gent, Belgio; Monsanto Co. di St. Louis, Missouri, USA: University
of Wisconsin, Madison, Wisconsin, USA). I primi tre gruppi annunciarono contempo-
raneamente (gennaio 1983), in una conferenza tenutasi a Miami, Florida, che avevano
inserito con successo genj batterici in organismi vegetali; il quarto gruppo annuncio
qualche mese dopo (aprile 1983), in una conferenza tenutast a Los Angeles, California,
che erano stati in grado di inserire un gene vegetale da una specie ad un’altra.

Il gruppo dell’Universita di St. Lows, gwdato da Mary-Dell Chilton, produsse
una pianta transgenica di una specie selvatica di tabacco, Nicoting plumbaginifolia,
resistente all’antibiotico kanamicina; Jeff Schell e Marc Van Montagu, dell’ Unyversi-
ta di Gent, avevano invece prodotto piante di tabacco resistenti a kanamicina ¢
metatrexato, un composte vsato per trattare i cancre e 'artrite reumatoide; Robert
Fraley. Stephen Rogers e Robert Horsh della Monsanto, produssero piante di pisello
resistenti a kanamicina. Il gruppo dell’ Universita del Wisconsin, guidato da John Kemp
e Timothy Hall, aveva invece trasferito con successo un gene di fagiolo in una pianta
di girasole. Queste ricerche furono condotte prevalentemente su piante modello, mala
transgenesi subito dopo comincio ad essere applicata alle specie di interesse agrario
per il miglioramento di caratteri agronomici € commerciali.

La trasformazicne genetica pud avvenire per trasferimento diretto oppure per tra-
sferimento mediato del transgene. Con i metodi di trasferimento diretto il costrutio
di DNA contenente il transgene & inizialmente inserito 1o vettori di clonaggio, di soli-
to plasimdi di £. coli, ¢ successivamente estratto dal batterio, linearizzato ed inserito
nelle cellule vegetali seguendo procedure diverse affinché queste possano integrave il
DNA esogeno nel lore genoma. I metodi di trasferimento mediato, invece, prevedo-
no lo strattamento delle capacita naturali di virus e sopractutto di batteri fitopatogeni,
opportunamente modificati. Una volta amplificali, 1 transgeni sono infattl rimossi dai
veltori di clonaggio ed inseriti entro vettori di trasformazione {virioni @ plasmidi) per
il loro trasferimento nel genoma della cellula vegetale mediato da un virus o da un
batterio. In generale | metodi di wasferimento diretto sono meno efficienti di quelli
che prevedono 'use di vettor: virali o batterici e per questo motivo sono impiegati
sopraltutto nelle monocotiledoni per le quali 1 metodi di trasferimento mediato non
danno buoni risultati.
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Fig. 19.26 — Confrento tra vettori vi-
rali e plasmidici riguardo alle loro
modalita di espressione.

Fig. 19.27 — Elementi costitutivi essen-
ziali di un genoma virale e veitare mo-
dello per I'espressione transiente di un
gene esogeno in pianta.

19.6.1 Metodi di trasferimento genico mediato da virus e agrobatteri

II trasferimento genico mediato pud essere realizzato ricorrendo a vettori virall oppu-
re agrobatterici. Come vettori di transgeni, i virus € i batteri si1 prestano ad applicazio-
ni tra loro melto diverse poiché soltanto questi ultimi consentono 1’ integrazione per-
manente dei geni esogeni nei cromosomi della cellula vegetale (Fig. 19.26). A secon-
da dell’organismo impiegato per la trasformazione, |’espressione dei transgeni nelle
piante pud essere stabile oppure transiente. Nel primo caso, 1 transgeni posseno espri-
mersi dopo essere stati integrafl stabilmente nei cromosomi della pianta {espressione
stabile), cosi che I'informazione genetica possa trasmettersi alle generazioni succes-
sive. Nel secondo caso, la pianta non & modificata geneticamente, ma & impiegata
soltanto come mezzo di propagazione di un virus vegetale: si parla di espressione
transiente poiché la modificazione dovuta al transgene avviene totalmente a carico
del genoma del virus e la pianta non & altro che il suo ospite temporaneo.

Per la trasformazione genetica dei vegetali possono funzionare da vettori i virus
fitopatogeni. Alcuni virus sono infatti in grado di replicare i propri acidi nucleici
all’interno delle cellule vegetali, fino a produrne un numero elevatissimo di copie, con
meccanismi diversi a seconda della natura (DNA o RNA) del loro genoma. Potendosi
inoltre diffondere attraverso i1 plasmodesmi, i virus sono in grado di invadere rapida-
mente i tessuti della pianta ospite. '

trasformazicne

espressione T-DNA

Transgeng inserito

infezione
—T — 3 in un plasmide Tio Ri
T o ———— espressione di agrobatteric
ransgene inserito
in un vettore virale mp— LT Al ala ¥ ol
replicazione "'V‘H M“MU
\Citop!asma " ale Y ol ¥ ol J

1 vettori virali di trasformazione attualmente disponibili derivano sia da virus a
singola elica di RNA che da virus a doppia elica di DNA, in entrambi 1 casi medificati
attraverso tecniche di ingegneria genetica. Ad esempio, il DNA di un caulimovirus,
come il virus del mosaico del cavolfiore o CaMV (Caulifiower Mosaic Virus), contie-
ne il gene IT che pud essere parzialmente o totalmente rimosso e sostituito con un gene
esogeno senza che il virus stesso perda la capacita di infettare la pianta e svilupparsi
nelle sue cellule. Il genoma di un virus usato come vettore in esperimenti di trasfor-
mazione genetica & costituito da tre elementi essenziali: 1} 1 geni per la replicazione
{repiicase) del materiale genetico; i1) il gene per il movimento {(movement gene) nel-
I"ospite: 111} il gene per la sintesi della proteina di rivestimento (coat protein gene) del
capside (Fig. 19.27). Qualsiasi gene esogeno pud essere inserito in un vettore virale

Elementi di un
genoma virale

Caostrutto virale
con transgene
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ed espresso 1 un organismo vegetale ma, a differenza di quante accade per alcuni
virus amimali, 1 virus fitopatogeni non integrano il proprio genoma nei cromosomi
dell’ospite. L'utilizzazione di un virus come vettore nella trasformazione di specie
vegetali offre dunque la possibilita di ottenere elevati livelli di espressione transiente
dei geni trasferiti. Moelto usato per studiare in via preliminare gh effetti fenotipici dei
geni & un virus a RNA appartenente ai tobamovirus, il virus del mosaico del tabacco o
TMV (Tobacco Mosaic Virus) che infetta molte specie di Solaraceae e consente di
avere risuitati in tempi molto pilt brevi (2-4 settimane) rispetio ai metodi che richiedo-
no la rigenerazione delle piante transgeniche.

La trasformazione genetica con vettorl derivati da plasmidi agrobatterici & inve-
ce la strategia che ha consentito di raggiungere 1 maggiori successi nei vegetali, so-
prattutto nelle specie dicotiledoni, sia erbacee che arboree.

Un’altra specie di agrobatterio da cui sono stats derivati vettori di trasformazione
& A rhizogenes. In questo caso il plasmide ¢ denominato plasmide Ri (root inducing
plasmid) poiché tale agrobatierio causa la malattia chiamata hairy roots che si manife-
sta con una consistente quanto anomala emissione di radici avventizie (Fig. 19.28).
Entrambi questi organismi possiedono un plasmide, di oltre 200 kb di lunghezza, con
una caratteristica comune: in seguito ad infezione dell’ospite naturale, la regione cor-
rispondente al T-DNA viene excisa, (rasferita nella cellula vegetale ed integrata nel
suo DNA cromosomico. In questa regione, di lunghezza compresa tra 12 e 24 kb,
risiedono 1 geni responsabili della patogenesi. In natura i pfasmidi Ti e Ri condividono
altre importanti omologie, sia a livello cellulare che molecolare. Laregione del plasmide
cortispondente al T-DNA ¢ delimitata da due sequenze di bordo di 25 pb, quasi iden-
tiche e ripetute in modo diretto, chiamate LB (left border) e RB (right border), che
sono indispensabili per 1a sua excisione ed integrazione nel DINA della cellula ospite.
Nel T-DNA sono inoltre contenuti i geni responsabili della sintesi di ormoni {auxine e
citochimine) e di opine (octopina, nopalina, atropina, ecc.). In A. tumefaciens i geni
per la biosintesi di auxine (iaaf e iaaM, noti anche come frmsl e nms2) sono associati
a quello responsabile della bicsintesi di citochinine (ipt, nolo anche come mm#): una
volta integrati nel nucleo della cellula vegetale, espressione di questi geni determina
lo shilanciamente ormonale che provoca una proliferazione cellulare anomala e lo
sviluppo della neoplasia. In particolare, 1 geni iaalfi e iaal codificano, nspettivamen-
te, una idrolasi e una monossigenasi coinvelte nella trasformazione del triptofano in
acido indolacetico, mentre il gene ipf codifica una isopentenil-transferasi responsabi-
le della addizione di AMP ad una catena isopentenile formando isopenteniladenosina.
In A. rhizogenes 1 geni per la sintesi di auxine sono invece associali a diversi gent, tra
cui quelli noti come rol (oot loci) che sono coinvoltl nella differenziazione accentua-
ta di radicl avventizie. I geni responsabili della sintesi di auxine e citochinine, e talvol-
ta anche 1 rolf, sono chiamati oncogeni. l.e opine rappresentano composti prodotti
dalle cellule tumorali per condensazione di un aminoacido con uno zucchero indi-
spensabili per il metabolismo dell’agrobatterio: potendo utilizzare questi composti
come fonti di carbonio, 1 patogeni traggono quindi vantaggic dalla interazione con la
pianta ospite. Anche i geni per il catabolismo delle opine sono localizzati nel plasmide
ma esternamente al T-DNA. Esternamente al T-DNA & inoltre presente la sequenza di
origine della replicazione (or7), che permette al plasmide di mantenersi stabilmente
nelle cellule batteriche in divisione, le sequenze preposte alle funzioni di coningazio-
ne ¢ la regione di 30 kb contenente i geni per la virulenza (vir). In particolare, le
proteine codificate dai geni vir sono responsabili del riconoscimento della pianta ospite,
del trasferimento ¢ dell’integrazione del T-DNA nel DNA cromosomico della cellula
ospite (Fig. 19.29).

Dopo che la celluta di agrebatterio ha infettato la pianta ospite € i geni per la
virulenza sono stati indotti, probabilmente in risposta a determinate sostanze fenoliche
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Fig. 19.28 - Dischi fogliari con accen-
tuata emissione di radici avventizie
(hairy roots) in seguito ad infezione
con A. rhizogenes.

T-DNA

Ciiochlninm

Auxi\ne(ia-‘-]’- Opine
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W Origine della
| | conivgazione

o Geni per
catabelismo
delle opine

T

Geniperla ™ .
virakenza (vir) ~.

Qrigine della
replicazione (on)

Fig. 19.29 - Rappresentazione sche-
muatica di un plasmide Ti con i princi-
pali elementi costitutivi.
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Tah. 19.4 - Elenco di sistemi di geni
marcatori selezionabili e di geni repor-
ter usati per la trasformazione geneti-
ca delle piante.

prodotte dalla pianta stessa, come ad esempio acetosiringone, il T-DNA del plasmide
viene trasferito nel DNA cromosomico della cellula ospite verosimilmerte sotto for-
ma lineare a singolo filamento: I'estremita 5’ del T-DNA ¢ detimitata dalla sequenza
RB e I’estremita 3' da quella LB. Dopo Pexcisione & avviata la sintesi del nuovo
filamento di T-DNA in direzione 5' — 3'. L’integrazione del T-DNA nel genoma della
cellula ospite dipende quindi dalla presenza delle sequenze terminali corrispondenti
alle unita ripetute di 25 pb del RB e LB. I geni contenuti nel T-DNA di agrebatterio
vengono attivati soltanto dopo che questo e stato integrato nel DNA cromosermico
della cellula vegetale e sono 1 Joro prodotti genici a provocare la malattia,

La scoperta della capacita di queste specie batteriche di trasferire parte del loro
DNA plasmidico nel DNA genomico delle cellule vegetali infettate ha offerto nuove
possibilitd di manipolazione genetica delle piante: I'attitudine naturale dei plasmidi
Ti ed Ri di trasformare geneticamente le piante poteva infatti essere sfruttata per inse-
rire genl esogeni all’interno del loro T-DINA servendosi quindi dell’infezione con
Agrobacterium per trasmettere ed integrare quesit genl nel genoma di una cellula ve-
getale di una pianta suscettibile a questi patogeni. Affinché i plasmidi Ti di A.
tumefuciens e Ridi A. rhizogenes potessero essere impiegati come vettori per il trasfe-
rimento di geni isolati da altri organismi e clonati in E. coli & stato tuftavia necessario
apportare al loro T-DNA alcune importanti modifiche molecolari. In primo luogo, &
stata necessaria la costruzione di plasmidi disarmati, cio& privati dei geni responsabiki
della biosintesi dei fitormoni. Questo passaggio & stato indispensabile per 1 plasmidi
Ti, attraverso la rimozione dei geni capaci di indure la fermazione del cancro del
colletto, poiché lo sbilanciamento ormonale determinato da questi geni impediva la
rigenerazione delle piante a partire dalle cellule transgeniche della galla. Per i plasmidi
Ri, invece, questo passaggio non & risultato indispensabile poiché era possibile la
rigenerazione delle piante mediante caulogenesi dai tessuti transgenici con radici
avventizie. Sono state poi rimosse anche le sequenze non necessaiie al plasmide per
svolgere la funzione di vettore, cosi come quella del gene che promuove la sintesi di
una opina, in quainto riteriata inutile per la pianta transgenica. Inoltre, & stato indispen-

Azione enzimatica Gene marcatore selezionabile Gene reporter
Necmicina-fosfotransferasi (NPT I1) + +
lgromicina-fosfotransferasi (HPT) + +
Diidrofolato-riduttasi (DIHR) 4 +
Cloramfenicolo-acetittransferas! (CAT) + &
Gentamicina-acetiliransferasi (GAT) + -
Fosfinotricina-acetiltransferasi {PAT) + +
Streptomicina-fosfotransferasi (SPT) + +

Nopalina-sintasi (NOS) - +
Octopina-sintasi (OCS) - +
Luciferasi di lucciola - +
Luciferasi batterica = +
p-Glucuronidasi - +
f-Gaattosidasi - *
Resistenza alla bleomicina + -
Treonina-deidratasi ¥ +
Blasticidina S-deamminasi
enofPiruvilshikimato-3-fosfato-sintasi
Acetolattato-sintasi
Bromossinile-nitrasi

B

Adattaia da Walten e Schell (19%), fur. | Siachem. 192: 563-576, e Gruber e Lrosby (1993), n Glinck, B.R. e Tnempson, |.E. (2 cura di),
Methods in Plant Molectter Bisfogy and Biotechnology, CRC Press, Boca Rater, pp. 89-119.
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sabile I'inserimento di un gene marcatore selezionabile, in grado di conferire resisten-
za ad un antibiotico oppure ad un erbicida, al fine di riconoscere gli eventi di trasfor-
mazione genetica. [n particolare, ancora molto utilizzato a lale scopo & il gene della
neormjcina fosfotransferasi (npt/l) che conferisce resistenza alla kanamicina. Poiché
tale gene & di origine procariotica & indispensabile porlo sctto il controlle di segnali di
regelazione trascrizionale di origine vegetale (eucariotica) in modo da assicurare una
sua espressione efficiente nelle cellule trasformate. Ovviamente, € stata inserita anche
una regione con siti unici di restrizione {polylinker), per rendere possibile il clonaggio
del gene esogeno all’interno del T-DNA. Infine, sono stati introdotti geni reporier, che
conferiscono specifiche attivitd enzimatiche consentendo di individuare le cellule
transgeniche con opportune tecniche di analisi. Molto diffuso € il gene GUS codifi-
cante per una f—glucuronidasi, normalmente assente nei vegetali, in grado di idrolizzare
diversi substrati producendo sostanze fluorescenti rilevabili con luce ultravioletta (sag-
gio fluorimeltrico) oppure sostanze direttamente visibili di colore blu (saggio
istechimico). In Tab. 19.4 & riportato un elenco di sistemi di geni marcatori selezionabili
e di geni reporter usati per la trasformazione genetica delle piante.

L’impiego di vettori disarmati e ingegnerizzati per il trasferimento di geni nelle
plante prevede che I plasmidi Ti ed Ri possano essere caricati dei genl da trasferire,
clonati in £, coli ed inseriti in Agrobacterium mediante coniugazicne.

Il trasferimento e I'integrazione del T-DNA nel sistema genetico della pianta ri-
chiede la presenza di diversi geni per la virulenza e la colonizzaziope batterica ubicati
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nel cromosoma dell’agrobatterio (chvA, chvB, chE, cel, exoC,
ait), delle sequenze RB e LB alle estremita della regione
corrispondente al T-DNA ¢ della regione vir del plasmide
esternamente al T-DNA. La presenza dei geni vir pud essere
assicurata seconde due diverse strategie in quanto il trasfe-
rimento e I'integrazione del T-DNA e dei geni esogeni nella
cellula vegetale pu® avvenire sia quando T-DNA e regione
vir sone combinati in une stesso plasmide (condizione cis)

Regione
vir

plasmide
cointegrativo

an

che quando sono clonati in due plasmidi distinti (condizio- (Agrobacterium) (& cony
ne trans): nel primo caso i vettorl sono detti cointegrati,
mentre nel secondo caso sono detti binari. l e one
Un vettore cointegrato & un plasmide di grosse dimen-
sioni (oltre 100 kb) che contiene una parte del T-DINA (estre-
mita LB) e la regione dei geni per iq virqlenzg (vir). IT- | Sequenza o
DNA & disarmato, in quanto non contiene i geni che produ- oA DNA emealoga
cono il tumore, e solitamente include un gene reporter, come #2000 j \
ad esempio quello della nopalina sintasi (NOS), insieme con T-DNA o ~LB
un gene marcatore selezionabile che conferisce resistenza Gene reportar Lo \\
ac un antibiotico, come ad esempio I"ampicillina (amp®). Tale vegetsle (g
plasmide, che include I'origine della replicazione (ori) in /L Z:;mbmm,
plasmide Ti

Agrobacterium, presenta una sequenza di DNA omologa a Hi

quella di un altro plasmide disarmato intermedio. [ transgeni \
vengono clonati in E. celi impiegando 1l vettore intermedio,
plasmide di piccole dimensioni (circa 3 kb) ad elevato nu-
mero di copie, che non pud mantenersi come unita autono-
ma in Agrobacterium. Infatti, tale plasmide include un’altra
parte de]l T-DNA (esiremita RB) € 1’origine della replicazione

Gena marcatore
seleritnabie
Eilerico

<

N

DNA omolaga

riccmbinante

o OO
Regione
€ wm\“ %

Gene reporter

plasmide 11

intermedio '
=8

Gene marcalore
selezionabilz

A
'/

(ori) di £. coli, oltre che un gene marcatore selezionabile
che conferisce resistenza ad un antibiotico, come ad esempio la kanamicina (kaa®). In
seguito ad un evento di ricombinazione omologa tra il veftore cointegrato ¢ il vettore
intermedio sono prodotti plasmidi che riproducono le estrernita RB e LB del T-DNA e

Fig. 19.30 - Vettore di clonaggio de-
rivante dalla ricombinazione cmolo-
ga di un vettore cointegrato con uno
intermedio.
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Fig. 19.31 - Rappresentazione sche-
matica di un vettore binario e di un
plasmide helper in agrobatierio.

che racchiudono nel T-DNA stesso un gene reporter vegetale, un gene marcatore
selezionabile batterico ¢ il DNA esogeno da trasferire (Fig. 19.30). In (ale sistema, i
vettore risultante dalla combinazione del plasmide cointegrato con il plasmide inter-
medio assicura la presenza dei geni vir che mobilizzano il T-DNA e della sequenza ori
per il mantenimento in Agiobacterivum. Soltanto in questa configurazione & possibile il
trasferimento e I’integrazione del T-DNA e de] DNA esogeno di cui & stato caricato nel
DNA cromosomico della pianta. Uno dei geni reporter maggiormente impiegati & la
neomicina fosfotransferasi (NPT II), che conferisce resistenza alla kanamicina. Datala
sua origine procariotica, questo gene viene solitamente posto sotto il controllo
trascrizionale di un forte promotore costitutivo, come il 358 derivato dal virus del
mosaico del cavolfiore (CaMV), nonché del segnale di arresto trascrizionale e di
peliadenilazione della nopalina-sintasi (NOS) di agrobatterio.

Un vettore binario contiene esternamente al T-DNA 1origine della replicazione
(ori) sia di E. coli che di Agrobacteriium, come un vero e proprio vettore navetta in
grado di replicarsi in due diversi organismi, ma non include la regione vir. 1l plasmide
binario, di dimensione pari a circa 10 kb, viene modificato e clonato in E. coli prima
di essere (rasferito nel ceppo ricevente di Agrobacterium che include un plasmide
difettivo, di oltre 100 kb, contenente I"insieme dei geni vir, ma privato della regione di
T-DNA (Fig. 19.31). In tale sistema, il plasmide difettivo, detto anche helper, assicura
quindi la sintesi delle prateine codificate dai geni vir che mobilizzano il T-DNA del
plasmide binario dall’agrebatterio al DNA cromosomico della pianta.

19.6.2 Metodi chimico-fisici di trasferimento genico

Benché i sistemi di trasferimento genico mediati da Agrobacteriwm siano nsultati molto
efficaci, non tutte le specie vegetali di interesse agrario possono essere trasformate
con tali sistemi. Negli ultimi anni seno stati pertanto messi a punto diversi metodi
chimico-fisici di trasferimento genico diretto sia in cellule integre (espianti e calli)
che in cellule private della parete (protoplasti}. I metodi chimico-fisici pib importanti
sono: 1) Pelettroporazione, mediante ’imprego di impuls: di corrente elettrica che
creano nella membrana plasmatica pori transitori attraverso 1 quali il DNA pud pene-
trare all’interno del protoplasto; ii) la microiniezione, in questo caso la soluzione di
DNA & injettata con aghi sottilissimi direttamente nel nucieo di protoplasti o di cellule
integre (di espianti, calli, embrioni somatici, ecc.} usando micromanipolatori; iii) il
bombardamento, per mezzo di un acceleratore che consente di sparare nel nucleo di
cellule intatte microparticelle di metallo rivestite di DNA plasmidico (metodo
biolistico); iv) la fusione det liposomi, in questo caso i1 DNA 1n soluzione viene incor-
porato in vescicole lipidiche che in condizioni opportune possono fondersi con la
membrana plasmatica di cellule private della parete liberando il loro contenuto nel
citoplasma. In tutti questi casi, la produzione di piante transgeniche prevede nen solo
'integrazione stabile del transgeni nel genoma delia cellula vegetale, ma anche la
rigenerazione delle piante complete da espianti, calli o protoplasmi (Fig. 19.32).

Il metodo biolistico, termine derivante dalla combinazione dei termini biologi-
co e balistico, & certamente quello pili usato in alternativa all’Agrobacterivim, soprat-
tutto per le monocotiledoni. 1o sviluppo di questo metodo risale al 1987 guando
John C. Sanford e Theodore M. Klein della Cornell University {USA) misere a punto
un pratico acceleratore di particelle per bombardare le cellule vegetali con projettili
microscopici ricoperti di DNA. Tale dispositivo, chiamato paiticle gun, funzicna con
elio compresso e consente di accelerare a velocita di circa 400-500 m/s microparticelle
sferiche di oro o tungsieno del diametre di 0,5-1 pm rivestite di DNA plasmidico. A
questo scopo, il DNA plasmidice in soluzione & innanzitutto precipitato sulla super-
ficie delle microparticelie di metallo usando cloruro di calcio, spermidina o polietilene-
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glicole. Successivamente, il bombardamento di cel- | ietodo basato sui plasmicr T di Agrobacterium
lule integre per mezzo di questo dispositivo fa si Aot
che fe microparticelie riescano a penetrare la pare- teane!
te e la membrana delle cellule di tessuti specifici
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embriogenici. 11 metodo biolistico ¢ stato impie-
gato con successo anche nelle conifere, per le qua-
li il trasferimento genico mediato dall’Agrobacte-
rinm non € possibile, ma di fatto ha un campo di
applicazione illimitato poiché non presenta gli in- (< | .
convenienti connessi alla manipolazione det s Yot
protoplasti (Fig. 19.32). Is= Ch
Recentemente il metodo biolistico & stato im- —
piegato per inserire geni entro i cloroplasti, fornen- luboe dekcald
do cosi nuove possibilita di trasformare il genoma
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plastidiale (plastorna). Le cellule delle foglie delle a,} &

piante superiori contengono approssimativamente un
centinaio di cloropiasti ognuno dei quali pud inclu-
dere decine di copie di molecole circolari di DNA, e

di dimensione compresa generalmente tra 120 kb (pi- Figeramhis ;
sello)e 160 kb (pomodoro, tabacco). Il DNA esogeno
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pud essere inserito nelle cellule mediante bombardamento di tessuti fogliari utilizzando
plasmuidi aventi, oltre al transgene ¢ al gene marcatore selezionabile, specifiche sequen-
ze di DNA cloroplastico. La presenza di queste sequenze permefte I'integrazione del
DNA esogeno nel piastoma attraverse meccanismi di ricombinazione omologa (Fig.
19.33). I vantaggi della trasformazione del cloroplasto sono dovuti al modo con cui sono
espressi. infegrali ed ereditati. Infatti, & possibile avere livelli di espressione molto alti,
in conseguenza del numero elevato di copie di cloroplasti per singola cellula, ed elimi-
nare 1 problemi connessi alla diffusione dei transgeni, in quanto 1 cloreplasti sono eredi-
tati quast esclusivamente per via materna. Inoltre, la trasformazione del plastoma di
solito non evidenzia effetti di posizionamento o di silenziamento genico, dal momento
che i1 DNA esogeno & integrato in una specifica regione del DNA del cicroplasto attra-
verso un evento di ricombinazione omeloga.

1l trasferimento genico pud avvenire anche per assunzione diretta di DNA da
parte della cellula, ponendo in vitro porzionl di tessuto o sospensioni di protoplasti in
co-coltivazione con plasmidi in soluzioni addizionate di una sostanza chimica, quale
il cloruro di magnresio, il fosfato di calcio, la poliornitina (POL) 0 1) polietilene-glicole
(PEG). I metodi di trasformazione basati sull’assunzione diretta non richiedono la
mediazione da parte di altri organismi, ma evidenziano due limitazioni principali: una
hassa efficienza di trasformarzione e una elevata frequenza di riarrangiamenti nei
plasmidi prima delia loro inserzione nel genoma vegetale.

Al momento 1 metodi pill usati per la produzione di piante transgeniche nelle
dicotiledoni sono quelli basati sulla trasformazione mediata da vertore batierico

Fig. 19.32 - (A) Metodo di trasforma-
zione genetica mediato dal plasmide
Ti di Agrobacterium tumefaciens; (B)
Metodo biolistico di trasformazione
genetica basata sull'impiego del particle
gun {Adattato da: C.5. Gasser e R.T.
Fraley (1992) Transgenic Crops, Scienti-
fic American Inc.).
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A
Gene Gene marcatore
esogeno  selezionabile !

o !
\ Sequenze di DNA /
det cloroplasto
B

DNA del  Genemarcatore DNA del
cloroplasto selezionabile  cloroplaslo

DNA del Gene DONAdel

cloroplasto esogeno  cloroplasto

Fig. 19.33 — Vettori plasmidici impie-
gati per la trasformazione del genoma
di cloroplasto: vettore contenente sia
il gene esogenc che il gene marcatore
selezionabile (A); vettori distinti con-
tenenti il gene esogeno oppure il gene
marcatore selezionabile (B). In entram-
biicasile sequenze geniche seno fian-
cheggiate da una regione di DNA del
cloraplasto.

(plasmidi Ti e Ri di agrobatterio), mentre nelle monocotiledoni & quello basato sulla
trasformazione diretta con bombardamento (metodo biolistico).

19.6.3 Integrazione ed espressione dei transgeni

Moiteplici sono 1 fattori che influenzano efficienza di trasformazione diretta o media-
ta da agrobatterio, intesa come rapporto tra numero di piante transgeniche ottenute e
numerc di espianti infettati o trattatt. Per i metodi di trasformazicne basati
sull’agrobatterio, sia il riconoscimento dell’ospite che I'excisione del T-DNA dal
plasmide e il suo trasferimento nella cellula vegetale dipendono dal ceppo di agrobatterio
usato e dalle condizioni ambientali adottate per I'induzione della virulenza, mentre
I’integrazione dei transgeni nel DNA cromosomico coinvolge il sistema enzimatico
della cellula vegetale. Tra i metodi di trasformazione diretta, quello biolistico non
evidenzia particolari limiti connessi al funzionamento del dispositivo usato per accele-
rare le microparticelle e si adatta ad un numero praticamente illinutato di specie.
Come metodo predittivo dell’efficienza di trasformazione pud essere usata la fre-
quenza di espressione transiente del gent reporter, come ad esempic 1l GUS, osservabile
a livello delle celtule dell’espianto vegetale nelle prime 3-4 settimane successive al-
Vinfezione con Agrobacterium o al trasferimento diretto con il particle gun. In seguito
la frequenza di espressione del gene reporter decade fino a livello molto bassi e le
cellule che conservano una espressione stabile di questo gene sono generalmente quel-
le che possono essere mantenute come callo per tempi indetiniti o che sono in grado di
rigenerare una pianta transgenica. Poiché 'espressione transiente pud anche costituire
il risultato della trascrizione ¢ della traduzione di costrutti non ancora integrati nei
cromosemi della cellula ospite, I"attivita dei geni reporter non pud essere utilizzata
come prova conclusiva dell’integrazicne stabile dei transgeni. Dal momento che tutte
le tecniche di attivita GUS seno distruttive, recentemente & stato introdotto come re-
porter 1l gene codificante ia cosiddetta proteina fluorescente verde o GEP (green
Sfluorescent protein), derivante dalla medusa Aeguorea victoria, grazie alia quale le
ceilule transgeniche possono essere individuate in modo conservativo in base alla fluo-
rescenza caratteristica che emettono dopo esposizione alla luce ulravioletta (Fig. 19.34).
A livello dell’espianto ¢ della cellula accettrice del transgene, I'efficienza di tra-
sformazione genetica dipende dalla competenza ed, in particolare, dalle sue due com-
ponenti principali: la competenza alla integrazione (o transgenesi) e la competenza
alla rigenerazione (o morfogenesi). Affinché pessano essere ottenute piante trasfor-
mate & necessario infattl che vengano soddisfatte entrambe le condizioni: il transgene
deve potersi integrare stabilmente nei cromoesomi della cellula ospite la quale a sua
volta deve essere totipotente in modo da poter rigenerare la pianta completa. I tessuti
vegetali possono essere considerati come popolazioni di cellule aventi una diversa
competenza, alcune di queste sono competenti sia alla integraziene che alla
rigenerazione, altre completamente non competenti, altre ancora parzialmente com-
petenti soltanto alla integrazione oppure soltanto alla rigenerazione (Fig. 19.35). In
particolare. 1 tessuti impiegati negli esperimenti di trasformazione sono usuaimente
composti di un piccolissimo numero d: cellule competenti sia per I'integrazione che
per la rigenerazione. Inoltre, le cellule dei vari tessufi detle piante di solito reagiscono
con risposte differenti agli stimoli cui vengone sottoposte. In base a1 due stati di com-
pefenza si possono infatti trovare cellule competenti all’'uno ¢ all’altro fenomeno,
cellule potenzialmente competenti qualora si vtilizzi una tecnica di trasformazione
opportuna o condizioni di coltura adeguate, e cellule non competenti in properzioni
variabili. Tl rapporto tra cellule competenti e non competenti varia con il genatipo, il
tipo di organo e lo stadio ontogenetico della pianta. Lo stimoelo pin ¢fficace per I'indu-
zione della competenza nelle cellule potenzialmente tali & il ferimento meccanico: in
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questa circostanza le cellule bersaglio sono quelle adiacenti al tessuto danneggiato
che per reazione alla ferita possono passare da unoe stato differenziato ad uno
indifferenziato, ed entrare in una fase di rapida divisione mitotica. Tale risposta &
comungque diversa in relazione al tessuto, al genotipo e soprattutto alla specie. Nelle
dicotiledoni la trasformazione genetica ¢ usnalmente mediata da agrobatterio in quan-
to & relativamente facile ottenere calll embriogenetici a partire da dischi fogliari, men-
tre nel caso dei cereali il bombardamento con microparticelie di embrioni zigotici
immaturi & il metodo pit diffuso in guanto consente di ovviare ai problemi connessi
alla scarsa attitudine embricgenetica delle cellule indifferenziate.

Una volta che il DNA esogeno & stato introdotto all’internc delle cellule queste
devono potersi sviluppare e differenziare in vitro fino a rigenerare piante complete. La
capacita delle cellule di dividersi e degli espianti di accrescersi in un terreno di coltura
selettive (confenente antibiotici o erbicidi) fornisce la prima evidenza dell’acquisizione
da parte delle cellule stesse del plasmide con il transgene e il gene marcatore
selezicnabile che conferisce resistenza allo specifico antibiotico o erbicida. Successi-
vamente, sono necessarie indagini approfondite per stabilire se effettivamente il
transgene & stato incorporato nei cromosomt delle plantule rigenerate dalle cellule
trasformate. Molte ricerche sono state intraprese pertanto con I intento di studiare gli
eventi molecolan che caratterizzano I'integrazione e ’espressione del DNA esogenc.
La localizzazione dei transgeni nei cromosomi della pianta trasformata e il tipe di
espressione spaziale (tessuto) e temporale (stadio) di questi costituiscono quindi aspetti
molto importanti.

I'metodi di trasferimento genico diretto, a differenza di quelli mediati da agrobatteri,
non hanno un sistema di conirello del numero di copie trasferite. In termini generali,
quando le piante transgeniche vengono prodotte adottando sistemi di trasferimento
diretto (particle gun), analisi di queste & molto pit complessa poiché di solito il
genoma pud acquisire un numero multiplo di copie del gene esogeno ¢ bisogna sele-
zionare soltanto le linee trasformate che hanno incorporate una ¢ comunque poche
copie. I1 ricorso all’incrocio controllato seguito dalla selezione non € molto usato per
produrre le linee con un basso numero di transgeni perché richiede molto terapo, ma
soprattuite perché spesso 1 transgeni risultano strettamente associati e quindi difficil-
mente separabili. Relativamente alle planie transgeniche prodotte con sistemi di tra-
sferimento genico basati su Agrobacterium, {1 meccanismo di integrazione del DNA
esogeno nel DNA cromosomico della cellula ospite non ¢ stato pienamente compreso.
Di solito il transgene ¢ integrato ad un singelo locus, ma 'evento di inserzione nel
DNA cromosomico pud comportare riarrangiamenti delia molecola di DINA esogeno.
Indagini molecolari condotte mediante PCR e analisi Southern sono indispensabili
per stabilire il tipo di integrazione intercorsa. Solitamente ie piante transgeniche (T )
sono quindi autofecondate per studiare imodelli di segregazione neila generazione T,
(prima generazione [iliale delle piante transgeniche originarie). Una segregazione
fenetipica semplice di tipo 3:1 (177 : 27¢: 1#£) non pud che indicare una inserzione ad
un singoloe site ¢ quindi uno stato eterozigote (71), cosi come pud essere verificato
mediante analisi PCR con primer specifici per il DNA esogeno (Fig. 19.36). In gene-
rale. 1l pumero di copie integrate del transgene & comungue basso, compreso tra uno e
cinque per cellula, e questo pud essere verificato mediante analisi Southern del DNA
genomice delle piante rigenerate con sende specifiche per il DNA esogeno. Se 'inte-
grazicne & stabile, ogni transgene verra frasmesso regolarmente ai gameti durante la
melosi e comparird altrettanto regelarmente nelle piante ottenute nel corso delle varie
generazioni di moltiplicazione. Tuttavia, non & raro osservare integrazioni anomale o
instabili e modelli di segregazione complessi.

Determinante affinché le piante trasformate possano essere impiegate come mate-
riale di partenza per la costituzione di varietd transgeniche & la conoscenza della capa-
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Fig. 19.34 - Proteina fluorescente ver-
de o CFP (green fluorescent protein):
modello tridimensionale delia protei-
na {A) e localizzazione subcellulare
della proteina (B}.

Celiule
Celuie potenziamiente Celule
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| |

#
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e

Fig. 19.35 — Sezione di tessuto fegliare
con cellule competenti, non compe-
tenti e potenzialmente competenti alla
rigenerazione e/o alla trasformazione.
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Fig. 19.36 — Segregazione 3:1 di un
ipotetico marcatore PCR-derivato 0s-
servata nella discendenza T, ottenuta
autofecondando una pianta T, aven-
te una singola copia del transgene.

citd di espressione in wivo del transgene. Infatti non sempre un
transgene realmente e stabilmente integrato nel cromoscma dell’ or-
ganismo ospite € in grado di esprimersi correttamente. Il fenomeno
di parziale o totale inattivazione di un gene & chiamato silenziamento
genico (gene silencing). Le cause che possono determinare questo
fenomeno sono molteplici. Ad esempio, la presenza nello stesso
nucleo di copie multiple di un transgene possono silenziare alcune
0 tutte Je copie del gene esogeno € perfino quella di un eventuale
gene endogeno omologo al transgene. Inoltre, & stato dimostrato che in tutti j casi di
silenziamento genico la perdita di espressione dei transgeni non & dovuta alla laro
eliminazione fisica, ma alla Joro inattivazione molecolare.

In che modo una sequenza di DNA & riconosciuta come estranea all’interno di una
cellula? La capacita di distinguere un DNA esogeno da quello endogeno & in realtd una
caratteristica molecolare pili che cellulare, nel senso che avviene a livello di acidi
nucleici, Le osservazioni condotle nei genomi delle piante geneticamente modificate
hanno suggerito tre possibili modalitd di riconoscimento: i) un sistema di riconosci-
mento dipendente dalla composizione di basi azotate della sequenza di DNA esogeno
del costrutto differente rispetio a quella che caratterizza le sequenze endogene del DNA
cromosomico della cellula; ii) un macchinario di esplorazione del genoma (genome
scanning machinery}in grado di ricenoscere le copie dei geni esogeni che formano nei
cromosomi domini indipendenti dai geni endogeni; iii) un meccanismo di modifica-
zione o di restrizione molecolare del DNA estraneo peculiare di ogni cellula.

I genomi delle piante sono formati di regioni isocore, cioe di lunghi tratti
cromosomici in cui la composizione in basi azotate del DNA & caratterizzata da una
forte omogeneitd. In base al concetto di “spazio genico” ¢ stato osservato che se un
transgene ricco di GC e integrato in una regione cromosomica ricca di GC pud essere
trascritto normalmente, cosl come se un transgene ricco di AT ¢ integrato in una regio-

- ne cromosomica ricca di AT, Quando invece un transgene ricco di GC & integrato in

una regione ricca di AT o viceversa, il transgene stesso pud essere inattivato a causa
della sua composizione nucleotidica particolarmente diversa rispetto a quella circo-
stante del cromosoma. Dopo 'acquisizione € il riconoscimento del gene esogeno, la
cellula & inoltre in grado di attivare alcuni meccanismi specifici prima che questo sja
integrato nel suo genoma, come ad esempio la digestione per mezzo di nucleasi
citoplasmatiche. Qualora I’integrazione cromosomica di un gene esogeno avvenga
regolarmente, il suo silenziamento puo essere parziale o totale e pud avvenire a livello
trascrizionale o traduzionale. I meccanismi cenosciuti di silenziamento di un transgene
soDe L seguenti: 1) metilazione; ii) co-soppressione; iii) effetto posizionale; 1v) integra-
zione multipla. L’inattivazione di up transgene & spesso accompagnata da un aumento
del livello di metilazione delle basi del DNA. Tale modificazione enzimatica avviene
ad opera della metiltransferasi che catalizza I’addizione di gruppi CH, al carbonio in
posizione 5 della citosina in corrispondenza della sequenza dinucleotidica simmetrica
5'-CG-3 (— Cap. 5). La metilazione pud comportare un silenziamento trascrizionale,
guando interessa il promotore del transgene. oppure post-trascrizionale, quando inve-
ce interessa la regione codificante del transgene. L inattivazione di un transgene inte-
grato pud anche dipendere dalla sua omologia con un gene endogena. In particolare,
I'espressione del transgene ¢ suscettibile di riduzione o totale soppressione guando
nel genoma ¢ presente un gene endogeno strutturalmente simile. In questo caso il
silenziamento ¢ traduzionale poiché i1 trascritti dei geni omologhi possceno interagire
tra loro impedendo cosi la sintesi proteica. Tale fenomeno, chiamato co-soppressione
in quanto solitamente determina assenza di espressione sia del transgene integrato che
del gene endogeno omologo. & state osservato per 1a prima volta in Petunia hybrida. 1]
42% delle piante che avevano integrato nel loro genoma il gene codificante la calcone-
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sintasi (CHS), un enzima coinvolto nel-
la biosintesi delle antocianine, risulta-
rono a fiore bianco o variegato dimo-
strando cosi che il transgene era in gra-
do di annullare Pespressione del gene
endogeno responsabile delia produzio-
ne i prgmenti di colore rosso-b]u (Fig.
19.37). La co-soppressione & ricondu-
cibile ad eventi post-trascrizionali ed &
guindi indipendente da modificazioni a
carico del promotore. In molti casi
I’inattivazione di un transgene dipende
dalla posizione in cui questo viene inte-
grato nel cromosoma oppure dal nume-
ro di copie integrate nel genoma. [ef-
fetto posizionale del transgene pud es-
sere altrettanto efficace della co-sop-
pressione nel silenziamento genico.
Quando un gene esogeno si inserisce in
regioni cromosomiche improprie, come
ad esempic quelle ipermetilate, etero-
cromatiche, telomeriche o con una com-
posizione nucleotidica differenziata, la BRR
sua inattivazione & una direfta conse- 3GT
guenza deila posizione e dell’effetto
esercitato dai tratto cromesomico circo-
stante a quello di integrazione. Infine,
Iintegrazione di un numero eccessivo
di copie costituisce un esempio ampia-
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mente documentato di silenziamento

genico, soprattutto per transgeni localizzati sultla stessa regione cromosomica ed ar-
rangiati in condizione cis. I aumento del numero di copie di un dato gene esogeno e
risultato correlato con una riduzione della sua espressione fino al suo completo
silenziamento soprattutto quandoe interessa un particolare locus genomico. La natura
multipla dell’integrazione puo riguardare anche una parte del costrutto: effetti di sop-

Fig. 19.37 - Biosintesi delle anto-
cianine (Fonte: B.R. Glick e |.].
Pasternak (1988) Molecular biotechno-
logy. Principles and applications of
recombinant DNA. American Society
for Microbiologyy).

pressione genica sone stati osservati in seguito a duplicazioni del promotere o a inser-

zione di regioni codificanti incomplete.

In conclusione, gli studi compiuti sui meccanismi molecolari di silenziamente
del transgeni hanno chiaramente indicato che le strategie mugliori per avere una inte-
grazione stabile ed una espressione regolare del transgene sono quelle basate sulla
preparazione di costrutti con inserti semplici di DINA esogeno che aon includano se-
quenze duplicate o elementi ripetuti con sequenze invertite. Inoltre, in tutte le specie
che lo permettono ¢ preferibile adottare 1 metodi di trasfermazione genetica mediata
da vettori agrobatterict in quanto genevalmente consentono di trasferire gli inserti in

singola copia (raramente in doppia copia).

Quadro 19.3 - Trasformazione genetica in tabacco mediante
agrobatterio con plasmidi disarmati

H lavore di Jeff Schell e Marc Van Montagu pubblicato nel 1984
sulla prestigiosa rivista Nolure puo essere considerato la pietra
miliare della trasformazione genetica deile piante. | primi tentati-

vi di ottenimento di piante transgeniche furono condotti ricor-
rendo ad un batterio del suolo come vettore, Agrobacterium
turnefaciens. Questo agrebatterio & [‘agente eziologico della ma-
lattia nota come “cancro del colletto” che si manifesta con la
formazione di neoplasie sulla pianta infettata. Era noto che tale
nfezione poteva verificarsi nella grande maggioranza delle
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dicotiledoni, ma salo in pochissime monocatiledoni, e che dopo
I'infezione una parte del plasmide poteva trasferirsi direttamente
nel DA cromosomico delle cellule della pianta ospite inducen-
do la malattia (Fig. 19.38). Per questo motivo il plasmide di
agrobatterio fu chiamato plasmide Ti ( Tumor inducing plasmicl) e
la parte di plasmide trasferita nel genoma della pianta denomi-
nata T-DMNA {Transferred DMNA). Benché I'infezione della pianta
con ‘agrobatieric potesse essere sfruttata per I'integrazione nel
suo genoma di una parte del plasmide Ti, i geni ospitati nel T-
DMA erano in grado di provocare l'insorgenza del cancro del
colletto, rendendo cosi impossibile impiegare il plasmide come
vettore di trasformazione in quanto la malattia interferiva con la
normale crescita della pianta. Shell e Van Montagu intuirono che
prima di utilizzare il plasmide Ti come vettore per trasformare le
piante, eventualmente caricando la regione cormspondente al T-
DMA dei geni da trasferire stabilmente nel genoma della pianta,
occorreva identificare e imuovere i geni responsabili della ma-
lattia. Partendo da cellule infeltate con Agrobocterium avente |
normali plasmidi Ti non era infatti possibile rigenerare in vitro le
piante paiché la continua produzione di armoni impediva la
differenziazione defle cellule del callo. Cosl studiando gli mRNA
trascritti dai T-DMA integri e da quelli modificati ricorrendo a
tecniche di ingegneria genetica riuscirono a stabilire che | geni
per la tumoragenesi erana normalmente contenuti nella regione
del plasmide trasferita nel genoma della cellula ospite. Questa
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scoperta permise di costruire vettori cosiddetti disarmati, ciog
contenenti T-DMA privati dei geni induttori del cancro del collet-
to e reinseriti nel plasmide Ti mediante ricombinazione omolo-
ga. | plasmidi Ti disarmati di Agrobacterium mantenevano tutta-
via le sequenze del geni vir per la virulenza poiché ubicati fuori
del T-DNA, cosi come le sequenze di 25 pb ripetute ai bordi del
T-DNA: la sequenza LB (left border) e quella RB {right border).
Queste due sequenze sono risultate tra loro simili ed entrambe
necessarie per l'integrazione del T-DNA nel DMA cromosomico
della cellula vegetale. Sulla scorta di tali acquisiziani, Shell e Van
Montagu svilupparono un sistema che consentisse di clonare geni
esogeni nella regione del T-DMA al fine di costruire plasmidi Ti
ricombinanti utilizzabili per trasferire questi geni nel DMNA
cromasomico delle cellule infettate con Agrobacterium. La validi-
ta di questo sistema fu dimostrata attraverso la rigenerazione di
piante transgeniche di tabacco (Nicotiona) normalmente fertili
in grado di esprimere |'octopina—sintasi di Agrobacterium a parti-
re da cellule infettate successivamente alla delezione dal T-DNA
dei geni responsabili delle neoplasie. In seguito, tale tecnica per-
mise ai due ricercatorf di ottenere anche piante di tabacco resi-
stenti ad antibiotici. Da allora | vettori di trasformazione basati
sui plasmidi Ti di agrobatterio sono divenuti lo strumento pid
diffuso per la produzione di piante transgeniche in moltissimi
laborator di tutto il mondo,

Fig. 12.38 - Schema semplificato del processo di in-
fezione da parte di Agrobactenium tumefoaciens e di in-
tegrazione del T-DMA nel cromosoma della pianta
ospite. Immagine al microscoplo elettronico di
aqgrobatteri e particolare di tumnore del colletto (crown
galf) nella vite.

19.6.4 Diffusione e classificazione delle piante transgeniche

La prima pianta transgenica di tabacco conteneva un gene batterico di resistenza a
kanamicina ¢ fu ottenuta nel 1983 presso i laboratori di Genetica dell’ Universita di
Gent, Belgio (Quadro 19.3). L'agricolttura transgenica nacque, invece, nel 1991 in
Cina con la coltivazione di piante geneticamente modificate di tabacco resistenti a
virus. Nel 1994 vennero concesse le prime autorizzazioni negli Stati Uniti e in Europa
riguardanti varieta transgeniche, rispettivamnente, di pomodero a marcescenza ritarda-



ta e di tabacco con tolleranza a diserbanti totali. Negli
ultimi dieci anni I’agricoltura transgenica ha avuto una
crescita esponenziale, diffondendesi rapidamente nei
cinque centinenti. Attualmente, a livello mondiale le
colture trangeniche hanno superato abbondantemente
1 70 milioni di ettari.

La costituzione di varieti transgeniche & infatti di-
ventata ormai una pratica consolidata per molte spe-
cle vegetall di interesse agrario, come il mais, la soia,
il colza, il cotone, il tabacco e il pomodaro. I caratter)
che in anni recenti e in laboratori diversy sono stati
trasferiti riguardano soprattutto la resistenza a erbicidi
ed insetty, le caratteristiche qualitative delle produzio-
ni ¢ il controllo del sistema riproduttivo della pianta.
Al momento Ja maggior parte delle produziom
transgeniche & concentrata negli Stati Uniti, seguiti da
Argentina e Canada, Brasile, Cina, Australia e Sud
Africa, mentre in Europa non ¢ consentita né la
commercializzazione né la coltivazione di varieta
transgeniche (Fig. 19.39). Attvalmente quasi la meta
della produzione mondiale di soia (46%) & fornita da
varietd iransgeniche, mentre per altre specie, come
cotone (20%), colza (11%) ¢ mais {(7%), 1a percentua-

le & nettamente inferiore ma tutt’altro che trascurabi--

le. Negli ultimi anni sono state introdotte in coltiva-
zione anche varietd trasgeniche di molte altre specie,
come barbabietola, lino, pomodoro, patata, riso, erba
medica, radicchio e zucchino.

Coavenzionalmente possono distinguersi tre tipi
di prante geneticamente modificate (PGM):
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Fig. 19.39 - Statistiche relative alle
piante geneticamente modificate.

i)  PGM di I generazione: piante transgeniche costituite per incrementare la produt-
tvita, migliorando le difese contro patogeni e avversitd ambientali, per ridurre i

costi e per facilitare le pratiche agronomiche;
1)
dei prodotti finali;
1i1)

PGM di II generazicne: piante transgeniche costituite per migliorare la qualita

PGM di ITI generazione: piante transgeniche costituite per ottenere prodotil con

nuove proptietd, come vaccini, componenti del sangue, vitamine, ormoni e enzimi

terapeutici di origine umana o animale, cosmetici e bioplastiche.

La tolleranza agli erbicidi totali (glifosate © glufosinato-ammonio) e la resistenza
agli insetti {principalmente, lepidotteri), rappresentano i principali caratteri trasferiti
nella quasi totalitd delle attuali varietd transgeniche di soia, mais, colza ¢ cotone,
mentre la tolleranza ad alcuni virus & stata intredotta in varietd di patata ¢ bietola, cosi
come la ritardata marcescenza & stata trasferita in pomodoro e la sterilith maschile &
stata sfruttata soprattutto per la produzione di varieta ibride di colza (Tab, 19.5). Le
varietd transgeniche hanno avuto un notevole impatto sull agricoltura di molti Paesi:
la coltivazione di mais e cotone Bt, ad esempio, ha determinato forti riduzioni del
numero di trattamenti richiesti e quindi del consume di insetticidi, mentre la soia
Round-up Ready ha comportate una maggiore flessibilita delle pratiche di diserbo e la
riduzione del consumeo di altri prodotti diserbanti aventi impatto ambientale molto piu
elevato. Per alcune specie di interesse agrario sono state, inoltre, costitulte varieta
transgeniche tolleranti alle avversitd ambientali, come le basse temperature in patata o

barbabietola e la carenza idrica in girasole.
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Tab. 19.5 — Lista delle principali PGM Specie Transgeni Caratteri principali
dil generazione autorizzate all'immis-  ——— - -
sione sul mercato nei Paesi extra UE. Mais Cry 1A(b) Resistenza a lepidotteri
EPSPS Telleranza a glifosate
pat Tolleranza a glufosinato-ammonic
Barnase Maschiosterilita
Pomaodoro PG antisenso Ritardata marcescenza
ACCasint Ritardata maturazione
Soia EPSPS Tolleranza a glifosate
A 1,2 desaturasi Aumento di acido oleico
falata Cry 3A Resistenza a calepltern
cp Resistenza a virus PVY
Cotone Nitrilasi Tolleranza a bromossinile
EPSPS Tolleranza a glifosate
Acetolattato-sintasi Tolleranza sulfonilurea
Colza ACF tioesterasi ncremenita in acido laurico
EPSPS, Gox
it
Bamase
Nitrilas
3-fitasi Degradazicne dei fitati
Bietola EPSPS Tolleranza a glifosate
pat Tolleranza a glufesinaic-ammonic
CP Resistenza a WMVY2, CMV e ZYMY
Ling Acetolaltato-sintas Tolleranza a sulfonilurea
Melone Sam-K Ritardata maturazione
Radicchio Barnase Maschiostenlita

La rcerca e la sperimentazione nel settore transgenicc € in continua evoluzione:
dal 1987 ad oggi, soltanto negli USA sono state portate a termine quasi 8.000 sperimenta-
£10oNni in piano campo di varieta geneticamente modificate! Poco meno del 50% di que-
ste sperimentazioni ha riguardate la resistenza a insetti o a patogeni batterici, virali e
fungini, il 15% circa la tolleranza a erbicidi e oltre i} 30% le qualita nutrizionali o le
proprieta farmaceutiche dei prodotti. Negli ultimi anni si & assistito infatti ad una eve-
luzione della ricerca che ha portato alla produzione di piante geneticamente modificate
di seconda generazione, ciog varietd transgeniche migliorate per la composizione del
prodotto finale. Le caratteristiche qualitative modificate comprendono {a composizio-
ne dell’amido o dellolig, la produzione di zuecheri e di particolari proteine o ammincaci-
di, la colorazione dei fiori e numerosi altri caratteri (Tab. 19.6).

I aspetto maggiormente innovativo & tuttavia quello che prevede la sperimenta-
zione con piante transgeniche di terza generazione destinate all’industria farmaceuti-
ca, veterinaria 0 cosmetica. In questo senso le piante cominciano ad essere viste sem-
pre pill come bioreattori, ciod come organismi utilizzabili per realizzarc rcazioni bio-
logiche finalizzate alla sintesi di prodotti specifici. Molti esperimenti hanno dimostra-
10 la capacita delle piante di assemblare proteine derivanti da differenti organismi tra
le quali alcune di interesse terapeutico, come vaccini, anticorp € autoantigeni. Attual-
mente, sone in fase di sperimentazione agronomica e clinica varieta transgeniche di
banana che producono antigeni virali o batterici allo scopo di ottenere vaccini edibili
a basso costo per la lotla contro il colera, I’epatite o la dissenteria nei Paesi pin poveri
delle aree tropicali e subtropicali. E in fase d sperimentazione anche una varietd
transgenica di erba medica che produce B—difensina, una proteina con ampio spettro
di attivita contro batterd e funghi, che dopo essere stata attivata nelio stomaco degli
animali monogastrici fornisce una difesa naturale contro tali micrerganismi patogeni.
L'uso di piante per la produzione commerciale di prodotu terapeutici, principalmente
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Carattere modificato Specie

Composizione dell’amido
Composizione degli zuccheri
Composizione dell’olio

Sintesi dei fruttani

Sintesi dello xilosio

Sintesi del glicogene

Sintesi della lignina

Sintesi di proteine a ammincacidi
Contenuto in fitati colza, orzo, mais

Contenuto di nitrati e nitriti lattuga, tabacco

Contenuto di 8-carotene (provit. A) riso

Qualita tecnologica* frumento, patata, pomodoro, orzo
Digeribilita del foraggio erba medica, mais

Impiego dell’etanclo patata

Colore e marfologia fiorale petunia, viola, crisantemo, limonium

patata, piseflo, frumento, mais
bietola, cicoria

colza, girasole

patata, bietola

tabacco

patata

pioppo, betulla, festuca, tabacco
colza, patata, mais

* Qualita panificatoria, contenuto in sastanza solida, qualita della birra, condisterza, seroevalezza.

ormoni ed enzimi umani ¢ componenti del sangue, & un settore emergente dell’indu-
stria biotecnologica noto come molecular farming che promette di avere natevole
ricadute applicative in un futuro prossimo.

19.6.5 Applicazioni delle varieta transgeniche

S1¢ ormai nella fase iniziale di una riveluzione metodologica del miglioramento delle
piante per la costituzione di nuove varieta. Durante I'ultimo secolo, I"'vomo ha rag-
giunte una raffinata capacita di costituire varieta superiori di piante agrarie, dotate di
caratteristiche ereditarie miglioratrici delle funzioni e delle produzioni, incrociando e
selezionando secondo metodi sperimentali basati su conoscenze scientifiche dei pro-
cessi naturali, In anni recenti, 1 metodi di miglioramento genetico si $ono sviluppati
ulteriormente fino ad integrare tecniche di ingegneria genetica moiecolare. I metedi
molecolari € 1 metodi convenzionali di miglioramento genetico hanno ghi stessi obiet-
tivi di modificazione genetica, ma si differenziano nel modo e nel tipo di lavoro. Per
produrre nuove vantaggiose associazioni di fattori genetici, invece di dipendere dalla
ricombinazione casuale tra un largo numero di gens, il metodo molecolare consente di
inserire nel genoma specifici geni, clascuno responsabile del controllo di un determi-
nato carattere. Cosi facendo i tempi della selezione si riducono, il processo € gquanto
mai preciso, permette di conservare le caratteristiche vantaggicse del genotipo origi-
nario e di dotarlo di une o pochi geni necessari per migliorare le caratteristiche di cui
era carenfe. Rispetto a quetlo convenzionale, il metodo molecolare consente inoitre o
scambio di geni tra organismi sessualmente incompatibili, aumentando cosi
drasticamente le possibilitd di maodificare in modo preciso e minimale il genoma. |
geni usati per migliorare le piante coliivate secondo procedure biotecniologiche avan-
zate possono infatti derivare da batteri, da animali o da altre di piante. Inoltre, possono
essere modificati altraverso tecniche di ingegneria genetica affinché codifichine per
una proteina attiva in un particolare tessute o momento dello sviluppo.

La costituzione di varieta transgeniche ha permesso di ampliare il grado di espres-
sione di molti caratteri agronomicamente importanti, connessi non soitanto alla pro-
duttivitd delle colture, ma anche alla qualita del prodotto. Nel decennio successivo
alta messa punto delle tecniche di trasformazione generica, a livello mondiale sono
stati autorizzati oltre 3.600 rilasci nell’ambiente di piante geneticamente modificate,
prevalentemente per caratteri di resistenza ad erbicidi, insetti, virus, batteri e funghi.
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Tab. 19.6 -- Lista delle principaii PGM
di Il generazione oggetto di speri-
mentazione in pieno campo.
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19.6.5.1 Miglioramento delle caratteristiche nutrizionali

[l miglioramento delle qualitd nutrizionali delle produzioni ha riguardato prevalente-
mente la composizione in amminoacidi, lipidi e vitamine dei semi. I semi rappresen-
tanc la pill importarnte risorsa alimentare poiché contengono proteine, lipidi e
carboidrati, sono facilmente trasportabili e possono essere conservati senza che subi-
scano cambiamenti sostanziali delle loro proprieta nutrizionali. Gli esserl umani cosi
come gli animali nen sono in grado di sintetizzare dieei dei 20 aminoacidi essenziati
che quindi devono asswmere attraverso la dieta.

1.a composizione amminoacidica delle proteine di riserva dei semi & estrema-
mente variabile in relazione alla specie e non esiste alcuna specie coltivata i cui semi

AK
(aspartochinasl)

DHDPS |,

(ac diidrop\ccl\n\w-sintasn\4

abbiano una proporzione ottimale dei diversi

A Omoserina amnminoacidi. Le fonti principali di proteine peruna

= [l wetionina larga parte della popotazione mondiale sono rap-

p-semiaideide 7 presentate dai seml di cereali e da quelli di

Asparizlo  Baspartifostato deﬂ‘ac-aspam/ 8 leguminose. Tuttavia, uno dei maggiori limiti
. Y . o . I Treonina

nutrizionali di questi semi & la carenza di lisina nei
cereali e di cisteina ¢ metionina nelle leguminose.
Una delie possibili soluzioni a questo problema pud
essere 1l consumo bilanciato di entrambi 1 tipi di
semi ¢ dei loro derivati, benché molto spesso tra-
dizioni culturali e fattori ambientali ed economici
impediscanc Ja fatiibilitd di questo paturale com-
promesso. Una soluzione alternativa e offerta guindi
dalla trasformazione genetica finalizzata a modifi-

e

B :.3didropicolinate

Isoleucina

bLisina

LB Pv5

i

Fig. 19.40 — (A) Percorso biosintetico
semplificate degli amminoacidi deri-
vanti dali’acido aspartico (la retro-
inibizicne o inibizione a feedback &
evidenziata in rosso); {B) Vettore plas-
midico usato per la trasformazicne di
soia e colza allo scopo di modificare il
tenore di lisina nei semi (B) (Pv5" e
Pv3’: promotore e terminatore del
gene della B-faseolina di fagiolo; cts:
regione codificante il peptide di tran-
sito del cloroplasto; dapA: gene di
Corynebocterium codificante una aci-
da diidropicolinico-sintasi (DHDPS) in-
sensibile alla lisina; fxsCM4: membro
mutante di un gene di £ coli codifi-
cante una aspartato-chinasi (AK) in-
sensibile alla lisina.

cts-dapd Pv3
-
JIE

care la composizione delle proteine di riserva dei
semi di specie agronomicamente importanti
deregolando il percorso biosintetico di questi
————— amminoacidi essenziali. Ad esempio, risultati molto
interessanti sono stati ottenuti in colza (Brassica napus var. oleifera), dove 1l contenu-
to di metionina nei semi & stato aumentato considerevolmente {fino al 33%) mediante
1} trasferimento di un gene di mais codificanie per una proteina ricca in metionina,
cosi come in lupino azzurro (Lupinus angustifolium), dove invece il contenuto di que-
sto amminoacido € staio raddoppiato sfruttando Iespressione di un gene di girasole
codificante per una albumina. Anche in mais (Zea mays) e soia (Glycine max) & stato
possibile ottenere piante geneticamente modificate per un gene sintetico codificante
per una proteina con il 31% di Jisina e i) 22% di metionina. Un incremento consistente
di lisina libera nei semi, fino ad un livello di oltre 100 volte superiore rispetto a quello
di partenza, & stato mnfine ottenuto sia in soia che in colza modificando due geni che
presiedono alla produzione di altrettanii enzimi coinvoltr nella sintesi di questo
amminoacido essenziale. Tali geni, codificanti per ’aspartato-chinasi {AK) e la
diidrodipicolinico-sintasi (DHDPS), clonati rispettivamente in E. coli ¢ Coryne-
bacterium, posti sotto il contrello di un promotore specifico del seme ed introdotti
nelle piante per mezzo di un vettore binario (Fig. 19.40), hanno consentito infaiti un
aumento del tenore totale in lisina di due volte nel colza e di cinque velte nella soia.
Recentemente, la trasformazione genetica della patata (Solanum fuberosum) con un
gene isolato in Amaranthus e codificante per una proteina non allergenica, I albumina
AmAT1, avente una compesiziene aminoacidica bilanciata, promeite di avere ricadute
rilevanti sul mighoramento del valere nutritivo dei tuberi di questa specie.
Per quanto concerne i lipidi, quelli di origine vegetale hanno qualitd nutrizionali
ritenute migliori di quelle dei grassi di origine animale poiché non contengono
colesterelo e sono ricchi in acidi grassi polinsaturi. Olwe 11 75% della produzione




Elementi di ingegneria geneticu: OGM e varietd transgeniche 925

mondiale di oli vegetali & fornita da soia, palma, colza e
; ; R HEER ; : Natura del composto Enzima Gene Organismo
a
glrasql_e, mentre g,h aCl,d[ C’,lasm_ pl.u rappres;ntgu SOD.O il immagazzinatonel'endosperma  codificato frasfento donatore
palmitico, lo stearico, I’oleico, il linoleico e il linolenico.
La tecnologia del DNA ricombinante & stata particolar-
mente efficace net modificare i lipidi vegetali, non tanto
in termini quantitativi, quanto piuttosto per il grado di i
. . . . noene Naror
insaturazione, espresso come numero di fegami C=C. sintasi < P povdonarciesus
Semi di colza transgenica per un antisenso della stearoil- ‘
. . . . il Alnd i { i
ACP desaturasi di Brassica hanno mostrato un incremento Y o
di acido stearico dal due al 40%: tale medificazione ini- _j: e 2‘06“9 e ot e Erwini2
) \ - , esaturasi vredovora
bisce |'espressione del gene normale e porta all’ accumu- e
le dell’acido stearico anziché alla sua degradazione ad (" ()
acido oleico. Sempre nei semi di colza & stato aumentato e .
: . : . l_ +—— B-ciclasi  ——— iy Narcissus
fino al 58% il contenuto di acide laurico, cosi come della i) pssudanarcissus
frazione di trigliceridi a catena media, atiraverso "espres- AN -

sione di una acil-ACP tioesterasi di Cuphea hookeriana. S f
Analogamente, in 50ia sono stat modificati i contenuti

di diversi acidi grassi come, ad asempio, acido stearico e
acido oleico portati, rispettivamente, dal 4% al 30% ¢ dal 28% all’86%. usando stearoil-
ACP e oleocil-ACP desaturasi di Glycine. Dato che un aspetto molto importante ca-
ratterizzante la qualiti degli oli vegetali ¢ il rapporto tra gh acidi grassi saturni e quelli
polinsaturi, recentemente sono stati condotti molti esperimenti di trasformazione ge-
netica nel tentative di modificare la loro composizione,

La deficienza di vitamine nella dieta costituisce uno dei maggieri problemi
nutrizionali dei Paesi in via di sviluppo. Benché le piante siano una grande fonte di
vilamine, non tutte producono quelle necessarie all’uomo. 1 riso, ad esempio, che
rappresenta I'alimento principale nel sud-est asiatico, ¢ carente di vitamina A provo-
cando malattie associate a malnutrizione, tra le quali la cecith. Sfruttando il metedo di
trasformazione mediato da Agrobacrerium, ricercatori tedeschi e svizzerl hanno re-
centemente introdotto tre geni provenienti da un’altra pianta, Ia gianchiglia (Narcissues
pseudonarcissus) e da un batterio (Erwinia uredovora) codificanti per tre enzimi as-
senti in riso, coinvolti netla biosintesi di B-carotene (pro-vitamina A) e capaci di espri-
mersi specificatamente nell’endosperma dei semi di riso transgenico (Fig. 19.41).
Questi geni, psy, ertl e icy, promuovono la sintesi, rispettivamente, di fitoene-sintasi,
fitoene-denaturasi e B-ciclasi, enzimi che trasformano il geranil-geranil-difosfato in
B-carotene, che € poi convertito nel nostro organismo in vitamina A. A cavsa dell’ ac-
cumulo di B-carotene nell’endosperma, le cariossidi di questo riso transgenico pre-
sentano un colore giallo-arancione, da cut 1l nome Golden Rice (Fig, 19.42).

Anche il tipo ed 1] contenuio di polisaccaridi possono essere modificati ricorrendo
alle tecniche di ingegneria genetica. In particolare, amidi con rapporti variabili di amilosio
e amilopectina sono stati prodotti attraverso la parziale eliminazione di un trascritto spe-
ctfico utilizzando il suo antisenso. Un gene che codifica per la glucosio-pirofosforilasi
batterica ha, invece, permesso di aumentare la concentrazione di amido nel tubero di
patata. [n questa specie, & state anche dimostrato che bloccando Pattivitd di questo enzima
si induce I"accumulo di saccarosio, fino al 30% della sostanza secca, mentre esprimendo
un gene batterico per la fruttosio-transferasi si promuove ’accumulo di fruttosio.

Sempre nell’ambito della qualita delle produzioni, uno dei problemi connessi al
commercio dei molti frutti ¢ quello riguardante la rapidita con cut vanno incontro afle
modificazioni causate dalla senescenza naturale. Alcuni dei gent espressi durante la
maturazione, responsabili dell’ammorbidimento dei frutti, codificane gli enzimi
cellulasi e poligalatturonasi coinvolti nella degradazione della parete cellulare, Inter-
venendo su questl geni, mediante la produzione di piante transgeniche in grado di

Fig. 19.41 - Produzione di §-carotene
nel riso transgenico.

Fig. 19.42 - Chicchi di “rise derato”,
Golden rice.
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produrre 1 rispettivi RNA antisense, & stata costituita una varieta di pomodoro a lunga
conservaziope dopo la raccolta, in grado di mantenere a lungo non solo la consistenza
ma anche il sapore e per questo chiamata Flavr Savr. Tale proprietd dipende dalla
inibiziene della senescenza conseguente ad un abbassamento della sintesi dell’enzima
poligalatturonasi (P(3). Analogamente, la maturazione e {a senescenza dei frutti pud
essere regolata modificando altr geni coinvolti in questi processi ed, in mode partico-
lare, quelli codificanti gli enzimi necessari per la biosintesi dell’etilene. Tale regolatore
di crescita viene sintetizzato a partire dalla S-adenosilmetionina attraverso un compo-
sto intermedio, I'acido 1-ammino-ciclopropano-1-carbossilico (ACC). La manipola-
zione genetica della via biosintetica dell’etilene consente di ritardare sia Ja maturazione
che la senescenza quando determina I'inibizione della formazione di questo ormone.
Poiché I'enzima ACC-ossidasi catalizza 'ultimo passaggio della sintesi di etilene,
riducendo per via biotecnologica il livello di produzione di questo armone pud otte-
nersi una durata significativamente pitl lunga dei frutti. Piante transgeniche di pomo-
doro e di melone con livelli di etilene molto pili bassi di quelli ordinari sono state
quindi prodotte ricorrendo alla strategia dei geni antisenso dell’ ACC-ossidasi. Un’al-
tra strategia usata & quella che prevede la produzione di piante transgeniche per geni,
isolati in batteri del suolo, codificanti I'enzima ACC-deamminasi capace di degradare
il precursore finale dell’etilene. In ogni caso, 1'obiettivo & quello di rallentare la
maturazione dei frutti e agevolare cosi il loro stoccaggio e trasporto. Tale modifica-
zione & considerata potenzialmente moito utile per i frutti delle specie tropicali.

19.6.5.2 Resistenze agli erbicidi

[l miglioramento della produttivith pud essere conseguito attraverse il trasferimento
di geni che conferiscono resistenza o tolleranza ad erbicidi e ad agenti biotici. Le
ragioni che hanno portato allo sviluppo di piante resistenti agli erbicidi sono moltepli-
ci, in primo luogo la facilita del sistema di controllo delle erbe infestanti basato sul-
1"uso di molecole a largo spettro, biodegradabili e con bassa tossicitd verso gli anima-
li, che consente di eliminare gli inconvenienti dovuti alla loro bassa selettivita dotan-
do la pianta dei geni di resistenza. | meccanismi molecelari che possono essere sfrut-
tat a tale scopo sono: 1) il ridotto assorbimento della molecola da parte della pianta; ii)
P’aumente nella pianta della sintesi del metabolita bersaglio sensibile all'erbicida; iii)
la modifica del metabolita bersaglio per ridurre la sua affinita con 1’erbicida; 1v) la
degradazione della molecola erbicida nella pianta.

Il glifosate & un erbicida che inibisce la biosintesi degli aminoacidi aromatici
bloccando 1" attivitd dell’enzima -enol-piruvil-scichimato-3-fosfato-sintasi (EPSPS).
Tale erbicida non selettivo, che agisce come sistemico dopo essere stato assorbito
dalle parti verds della pianta, consente di intervenire molto efficacemente nel control-
lo della flora infestante, con dosi molto ridotte di principio attive, ed & considerato tra
1 miglion sotto "aspetto tossicologico e dell’ impatto ambientale. Due geni distinti,
AroA 1solato in Salmonella typhimurium e CP4 isolato in Agrobacterium, coditicant
entrambi un enzima EPSPS insensibile al glifosate, sono stati ingegnerizzati affinché
il loro prodotto genico venisse trasferito nel cloroplasto. L'espressione di questi geni
ha cosl permesso di produrre varietd transgeniche di tabacco, pomodoro, sola, colza,
cotone ¢ barbabietola tolleranti al glifosate (alcune note come Round-up Ready, dal
nome di uno dei suoi formulati commerciali pin diffusi). Un altro gene che conferisce
resistenza al glifosate € stato 1solato da Achromabacter: tale gene, codificante per una
glifosate-ossidonduttasi (GOX), presiede alla degradazione dell’erbicida ad acido
amminoetilfosfonico, un prodotto non tossico per la pianta. Una modalitd di azione
analoga & stata sfruttata anche in tabacco, cotone e soia per I'ottenimento di varietd
transgeniche tolleranti agli erbicidi basati sugli oxinil) e sugli acidi fenossicarbossilicl.
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Tab. 19.7 — Alcuni esempi di erbicidi con diversa modalita di azione e di enzimi codificati da geni clonati per io pil nei procarioti ed impiegati
per produrre piante transgeniche resistenti agli erbicidi.

Erbicida Prodotto genico (gene) Organismo Modalita di azione

Triazine Proteina di legame (psid} Armiarmathus ifierazone del bersaglio dell'ericida

Sulfoniluree, imidazolinoni Acetolattato-sintasi (ALS) Alterazione dell'enzima che risutia resistente all’erbicida

Arilossifenossipropanaat, cclnesandioai AcetlCoA-carbossilas Alterazione dell'enzima che nsulta insensibile all'erbicida

Glifosate EPS-fosfato-sintasi (AroA) Salmonella typhimurium Iperproduzione delf’enzima bersaglio dell'erbicida
EPS-fastato-sintasi (CP4) Agrobacterium Iperproduzione dell'enzima bersaglio dell’erbicida
Ossidoriduttasi {GOX) Achromabucter Degradazione dell’erbicida

Bromossinile Nitrilasi {oxy) Kielsietla ozanzge Degradazione dell'ecbicida

Acidi fenossicarbossilici (2,4-D, 2,4,5-T)

Clanammide

Glufosinato (fosfinotricina, PPT)

Biossigenast (tfdA)

Cianammide-idratasi

PPT-acetiltransferasi (bar, pat)

Alcaligenes
Myrothecium verrucaria

Streptomyces

Degradazione dell'erbicida

Trasformazione dell’erbicida in urea

Detossificazione dell'erbicida

Detossificazione dell’erbicida

Dalapon Dealogenasi Pseudomonas pitida

Ad esempio, 1l principio attivo dell” erbicida bromossinile & degradato ad acido benzoico
da una nitrilasi: il gene oxy codificante per tale enzima & stato clonato dal batterio
Klelsielln ozaneae. Piante di tabacco resistenti alla cianammide sono state prodotte
mediante il trasferimento del gene #dA, isolato dal fungo Myrothecium verrucaria,
codificante per una idratasi che trasforma il principio attivo dell’erbicida in urea.

1l principio attivo di altri erbicidi & rappresentato dalla fosfinotricina (PPT), mo-
lecola in grado di inibire la sintesi di glutammina bloccando 1attivita dell’enzima
glutammina-sintasi (GS). 1 geni bar ¢ pat isolatl, nispettivamente da Strepiomyces
hygroscopicus e S. viridochromogenes, controllano la sintesi di un enzima detossifi-
cante, la fosfinotricina acetil-transferasi, in grado di inattivare gli erbicidi PPT-deriva-
ti, come il glufosinato. Entrambi i geni hanno dimostrato di proteggere efficacemente
il mais, la soia, la canna da zucchero, 1l tabacco, 1l riso, il cotone, il colza, la barbabie-
tola e I'erba medica dall’azicne di questo erbicida.

La resistenza alle sulfoniluree e agli imidazolinoni, erbicidi che agiscono come
inibitori dell’enzima acetolattato-sintasi {ALS) coinvolto nella sintesi degli
amuninoacidi valina, isoleucina e Jeucina, & stata introdotia in colza, cotone, barbabie-
tola, soia, lino, riso e pioppo impiegando geni codificanti versiond resistenti delt’enzima
ALS. Tnolire, linee di mais resistenti a questi erbicidi sono state selezionate mediante
colture in vitro. ‘

Un elenco di molecole erbicide con diversa modalita di azione e di proteing
enzimatiche codificate da geni clonati per lo piu nei procarioti ed impiegati per
Pottenimento di piante transgeniche resistenti ad erbicidi di classi diverse & riportato
n Tab. 19.7.

19.6.5.3 Resistenze a stress biotici (patogeni)

Lo sviluppo di piante resistenti a patogeni di diversa natura & un altro dei principali
settori di applicazione dei metodi di trasformazione genetica finalizzati alla costitu-
zione di vaneta transgeniche. In particolare, le perdite di raccolto prevocate dagly
insetti costituiscono da sempre uno dei problemi pitt important] delle colture agrarie.
La produzione di piante transgeniche resistenti o tolieranti agli insetti € stata basata
sulla conoscenza che anche Je proteine possono avere proprieta insetticide ed ha avufo
un grosso impatte sia per I’industria sementiera che per quella agrochimica. La strate-
gia pil utilizzata & quella che prevede |’ acquisizione da parte delle piante delia capa-
cita di sintetizzare proteine tossiche per determinati insetti dannosi in grado di proteg-
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Fig. 19.43 — Mappa del T-DNA diun
costrutto chimerico.

Fig. 19.44 - Batteri di Bacillus
thuringiensis (A) ed esempi di piante
transgeniche resistenti agli insetti:
danni da piralide in spighe e cutmi di
mais {B, C): varietd di mais Bt (D); fo-
glie di una varieta di soia Bt e di una
normale {E,F); capsule di una varicta
di cotone Bt e di una normale (G,H).

gerle dai loro attacchi, aumentando la selettivita del contrello. Fondamentale & risulta-
to lo sfruttamento dei geni di varie sottospecie di Bacillus thuringiensis (Bt), un
microrganismo del suolo in grado di produrre particolari proteine, chiamate 8-
endotossine, durante la sporulazione: tali endotessine sono nocive nel confronti delle
larve di un certo numero di insetti, ma sono prive di effetto sui vertebrati. Per piu di 30
anni sono stati prodotti, commercializzati ed impiegati insetticidi a partire da questi
bacilli, fino a quando i biologi molecolari hanno pensato di sfruttare questo sistema
naturale clonando e trasferendo nelle piante il gene codificante per la corrispondente
endotossina insetiicida. Le proteine B¢ possono in realtd essere codificate da geni di-
versi ¢ differiscono tra loro relativamente alio spettro di attivitd insetticida, essendo
alcune in grade di controllare i lepidotteri, altre i ditter ed altre ancora i coleotter.
Fine ad oggi sono stati clenali almene 130 geni Br da diversi ceppi di B. thuringiensis.
Quando uno dei geni che presiedono alla sintesi di specifiche 8-endotossine & trasferi-
to nelle piante e corretiamentie espresso, rende le piante stesse resistenti a particolari
ordini di insetti poiché le proteine ingerite esercitano la loro iossicita a carico delle
cellule epiteliali dell’intestino medio delle larve, dissolvendole per mezzo di una lisi
osmotica. I geni codificanti le proteine insetticide sono stati medificati mediante in-
terventi di ingegneria genelica ¢ negli esperimenti di trasformazione genetica sono
state impiegate le versioni troncate di questi geni aventi anche codoni parzialmentie
moedificati. Tali interventi di ingegneria genetica si resexo necessari una volta accerta-
to che il gene completo crylA di B. thuringiensis subsp. kirstaki non era in grado di
esprimersi nelle piante a livelli soddisfacenti. Un incremento significativo della quan-
titd di endotossina prodotta nelle piante fu raggiunto riducendo Ul gene alla sequenza
minima funzionale, eliminando una porzione consistente verso Iestremita 3' ¢ la-
sciando quella codificante per la sola parte N-terminale della proteina insetticida. 1l
confronto delle sequenze aminoacidiche di §-endotossine di diversi ceppi di B.
thuringiensis permise infatti di rivelare la presenza di una regione altamnente conser-
vata nella porzione N-terminale e di una regione variabile nella porzione C-terminale.
Attualmente € noto, ad esempio, che Iattivita della 6-endotossina di B. thuringiensis
subsp. kurstaki dipende dai primi 646 aminoacidi dei ].156 totali della proteina. In
molt costrutti, un gene ingegnerizzato di questo tipo & stato posto sotto 1l controllo
trascrizionale di un forte promotore costitutivo, come 1] 35S derivaio dal virus del
s T 95T mosaico del cavolfiore (CaM V), nonché del sito di airesto
.o trascrizionale e di poliadenilazione della nopalina-sintasi
(NOS) di agrobatterio, usando come marcatore selezionabile
il gene della neomicina-fosfo-transferasi (NPTII) che con-
ferisce resistenza alla kanamicina (Fig. 19.43). Piante
transgeniche in grado di esprimere d-endotossine madifica-
te di B. thuringiensis sono state prodotte in diverse specie
ed utilizzate per costituire varieta Bt resistenti ad insetti dan-
nosi: tra le specie di interesse agrario sono note 1l tabacco,
il pomodoro, il cotone, il colza, la soia, il riso e il mais.
Particolarmente diffuse sono le varieta transgeniche di que-
sta ultima specie, note come mais Bf, che hanno dimostrato
di essere pienamente resistentl agli attacchi di piralide
(Ostrinia nubilalis) (Fig. 19.44).

Benché la produmone di endossine rappresenti il sistema pilt usato per conferire
alle piante 1a resistenza contro gli insetti, tali proteine sono efficaci solo contro determi-
nali insetti dannosi e cio ha reso necessario lo sviluppo di strategie alternative, come
quella basata sullo sfruttamento di geni codificanti per imibitori dell’amilasi e delle
proteasi. Tali proteine, che si sono dimostrate efficaci contro vari tipi di insetti dannosi
msensibili all’azione delle endotossine, agiscono rendendo gli insetti incapaci di digeri-
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re le sostanze vegetali di cui si nutrono poiché questi inibitor] inger- -

feriscono con 'idrolist dell’amido o delle proteine della pianta. 100+
It gene che codifica I"inibitore della tripsina del fagiolo dall’oc- | " i <
chio (Vigna sinensis) ha cosi permesso di ottenere piante transgeniche | 5 © | v
di tabacco tolleranti alle larve di lepidottero Heliothis virescens. Piante | € 4oL
transgeniche di riso per il gene che codifica inibitore I dellaproteasi | &+
di patata hanno mostrato resistenza coniro Sesamic inferens, uno dei E dor
principali lepidotteri nocivi per questa coltura. Anche altri inibitori | € m’_ y
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patata, I'erba medica e il pomodoro. Un altro medo per ottenere piante
transgeniche resistenti agh insetti prevede il trasferimento del gene

Quantita di inibitore dell'o-amilasi

(% del peso del seme)

che codifica |’inibitore dell’o-amilasi. Tale inibitere, naturalmente
presente nelle proteine dei semi del fagiolo comune, & stato usato per produrre piante
transgeniche di pisello tolleranti o resistenti, a seconda del suo livello di espressione, al
coleottero Callosobruchus maculatus (Fig. 19.45),

Piante transgeniche resistenti ai virus sono state ottenute trasferendo nella pianta
geni virali codificanti per replicasi, proteine del capside e di trasporto. Il primo espe-
rimento che ha dimostrato la fattibilita di questa strategia ha riguardato 1’espressicne
della proteina del capside del virus TMV (Tobacco Mosaic Virusy in piante di tabacco.
In seguito, ricorrendo all’espressione delle proteine del capside sono state costituite
varietd transgeniche di pomodoro, cetriolo, riso e patata tolleranti, rispettivamente, ai
virus ToMV (Tomeato Mosaic Virus), CaMV (Cucumber Mosaic Viris), RSMV (Rice
Striated Mosaic Virus), PYY ¢ PVX (Porare Virus ¥ e Potato Virus X). In tabacco, da
un selo evento di trasformazione, sono state sviluppate varietd trasgeniche resistent]
ad un ampio spettro di virus in quanto il gene codificante la proteina del capside diun
certo virus & risultato in grado di conferire tolleranza anche verse altri virus. In tutti
questi casi la capacita dei virus di infettare la pianta e di diffondersi sistematicamente
¢ risultata fortemente atlenuata, verosimilmente a causa della incapacita del virus stesso
di moltiplicarsi in maniera corretta.

Attualmente, una strategia molto seguita per la costituzione di varietd resistenti aj
virus & quella basata sull’ottenimento di piante in grado di sintetizzare RNA antisenso
complementare all’RNA messaggero della proteina di rivestimento del virus (Qua-
dro 19.4). Tale strategia pud conferire resistenza impedendo al virus di replicarsi nel-

le cellule della pianta ospite. Una delle prime sperimentazioni ¢ stata condotta nella:

zucca (Cucnrbita pepo) utilizzando costrutti aventi una combinazione di geni antisenso
delle proteine del capside di CuMV (Cucumber Mosaic Virusy, ZY MV (Zucchini Yellow
Mosaic Virusy e WMV (Warermelon Mosaic Virus), permettendo cosl la costituzione
di varieta transgeniche resistenti a pitt virus contemporancamente. [n particolare, le
piante che sintetizzano copie di RNA antisenso del geni codificanti le proteine del
capside di questi virus hanno dimostrato di possedere una piena resistenza contro
I'infezione trasmessa dagli afidi.

Anche le malattie di crigine fungina sono responsabili di perdite consistenti di
produzioni, ma la costituzione di varietd resistent: a questi patogeni & stata fino a
questo momento limitata. J) controtla dei funghi, cosi come quello det batteri, & infatti
tuttora basato principalmente sull’uso di agenti chimici. E noto che ie piante rispen-
dono all’invasione di un fungo patogeno producendo particolari proteine, chiamate
comunemente proteine correlate con la patogenesi 0 PRP (Puthogenic-Related
Proreins). Tali proteine comprendono principalmente le chitinasi e le glucanasi, le

- proteine taumina-simili ¢ le proteine inibitrici dei ribosomi o RIP (Ribosome Inhibiting
Proteins). La produzione di piante transgeniche in grado di esprimere in modo
costitutivo 1 geni codificanti gli enzimi che degradano 1 principali costifuenti delle

Fig. 19.45 — Mortalita delle larve del
coleottero Caflosobruchus maculatus
sulle piante di pisello transgenico in
relazione alla quantita di inibitore del-
I"c-amilasi.
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pareti cellulari fungine (f-1,4-chitine e 3-1,3-glucani) costituisce la strategia pil se-
guita per la costituzione di varietd transgeniche resistenti ai funghi. Ad esempio, in
pomodoro il trasferimento e |’espressione contemporanea di questi due geni ha confe-
rito tolleranza alle infezioni di Fusarium. 11 tabacco, il colza e 1l riso rappresentano
alre specie di interesse agrano dove & stata realizzata la trasformazione genetica con
I"ottenimento di piante in grado di esprimere Ja chitinasi sotto il controllo del promo-
tore CaMV, mentre liee di tabacco transgeniche in grado di esprimere costitutivamente
sia la chitinasi che la glucanasi sono state ottenute trasformando due distinte piante
per ognuno di questi geni e combinando successivamente in un unice genotipo i due
caratteri attraverso incrocio seguito da selezione.

Particolarmente utili come fattori di virulenza sono risultate alcune tossine di
ongine batterica. Ad esempic, Xanthomonas albilineans pud sintetizzare una famiglia
di tossine che determinane sintemi caratteristici di clorosi dovuti al blocco dello svi-
luppo dei cloroplasti. Lintroduzione e I'espressione di un gene codificante una di
queste tossine di resistenza nella canna da zucchero ha determinato ung riduzione
consistente dei sintomi e della moltiplicazione del batterio patogeno. Risultati di rilie-
VO SaN0 $tati ottenuti in patata, contro il batterio patogeno Erwinia carvtovora trasfe-
rendo un gene del batteriofago T4 responsabile della sintesi dei lisozima, e in riso
contro I'avvizzimento fogliare causato dal batierio Xanthomonas orvzae trasferendo
un gene di resistenza (Xa21) isolato in una specie selvatica di riso.

A Quadro 19.4 — Trasformazione genetica con geni antisenso

A differenze delle strategie normalmente sequite per la costitu-
zione di piante transgeniche, basate sulla possibilita di dotare
una pianta di una caratteristica, particolare inserendo nef suo

Ay DMNA genomico uno specifico gene in grado di essere efficiente-
mente trascritto e tradotto (gain of function), la strategia di tra-
Excisions del gene o sformazione con DNA antisenso & utilizzata per annullare ['attivi-
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ta di un gene (loss of function) sopratiutto allo scopo di studiarne
la funzione e comprendere il carattere controllate.
Sia negli eucariati che nei procarioti la molecola di RMA comple-
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siderato un RMA “senso” poiché linformazione genetica conte-
nuta cormsponde a quella del filamento senso di DNA e pud es-
sere tradotto in una catena polipeptidica. Trasformando una pian-
ta usando un costrutto con 1a regione codificante di un gene
orientata in maniera invertita rispetto al promotore @ possibile
annullare la traduzione del corrispondente gene endogeno.
L'espressione di mRMNA antisenso all'interno di una cellula & infat-
ti in grado di reprimere la sintest proteica in quanto pud formare
una melecola duplex con il normale mRMA senso (Fig. 19.46). In
questo modo viene sottratto il trascritto di un dato gene che non
€ pertanto piu utilizzabile & non pud essere tradotto in Una cate-
na polipeptidica. L'ibridazione RNA antisenso-senso determina,
inoltre, una molecola instabile e soggetta a rapida degradazione
all'interno della cellula per opera di ribonucleasi specifiche degli
RMA a doppio filamento.
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Una delle prime applicazioni della strategia di trasformazione con
geni antisenso finalizzata a sopprimere I'espressione di geni
endogeni & quella riguardante l'inibizione dell’ammorbidimento
rapido dei frutti per mezzo dell’antisensa del gene codificante la
poligalatturonasi (PG) che ha portato alla costituzione della va-
rieta transgenica commerciale Flawr Savrdi pomodaoro (Fig, 19.46).
Attualmente, oltre che per maodificare il contenuto di determni-
nanti acidi grassi o polisaccaridi nei semi, 'espressione di RMNA
antisenso & sfruttata per la manipolazione genetica della
pigmentazione dei fiori, bloccando o riducendo attivita dei geni
coinvalti nel percorso biosintetico delle antocianine. Ad esem-
pio, la trasformazione genetica della Petunia con | cDNA antisenso
codificante la calcone-sintasi (CHS) & stata intrapresa al fine di
oftenare piante a fiori completamente bianchi o variamente co-
lorati in relazione alla quantita di pigmento sintetizzato,

19.6.5.4 Tolleranza a stress abiotici (ambientali)

La siceit, la salinita dei suoli e le basse temperature rappresentano i principali fattori
ambientali che diminuiscono la produttivitd delle piante coltivate.

La coltivazione in condizioni di carenza o assenza di irrigazione presenta grossi
problemi connessi alla saliniti del suolo. Una delle strategic seguite per migliorare la
tolleranza a queste Opo di stress prevede la costituzione di varietd transgeniche in
grado di produrre composti a basso peso molecolare, che nel loro complesse sono
chiamati osmoliti 0 composti osmoprotettivi, come ad esempio gli zuccheri {trealosio,
mannitolo), gli alcoli, alcuni ammineacidi {(prolina) e 1 sali ammonici quaternari
{betaina}. Tali composti sono capaci di aumentare il potenziale osmotico della cellula,
facilitando sia 'assunzione che la ritenzione di acqua, stabilizzando al contempo le
membrane e proteggendo le macromolecole contenute nella cellula stessa dalle forti
concentrazioni saline. Alcune piante adattate a condizioni ambientali di siccitd e salinita
sono in grado di sintetizzare naturalmente gli osmolitl, mentre altre piante coltivate
non possiedono questa caratleristica risultando pertanto pochissimo tolleranti a tal
condizioni di stress. Recentemente, acquisizioni significative sono state raggiunte in
alcune specie modelle incrementando la produzione endogena di compost
osmoprotettivi mediante il trasferimento genico. In particolare, la betaina {glycine-
betaine) si & dimostrata un efficiente osmolito in grado di accumularsi nelle piante di
Arabidopsis trasformate con 1 geni coinveltl nella sua biosintesi e di conferire tolle-
ranza non solo ad alte concentrazioni saline {100 mM NaCl) ma anche a basse ed alte
temperature. Una strategia alternativa € quella che prevede una espressione accentua-
ta di geni codificanti trasportatori ionici, come ad esempio quelli per 7 attivitd antiporto
Na'/H" vacuolare, che mobilita i! sodio dal citoplasma compartimentalizzandolo nel
vacuolo e mantiene cosi la cellula in equilibrio osmotico. Ad esempio, piante trasgeniche
di pomodoro con espressione accentuata di questo trasportatore ionico di Arebidopsis
hanno mostrato tolleranza ad altissime concentrazioni saline (200 mM NaCl).

Riguardo alla tolleranza agli stress termici, recentemente sono stati clonati fattori
di trascrizione che regolano I'espressione di geni coinvolti nelle reazieni di tolleranza
a basse ed alte temperature. Tali fattori potrebbero rivelarsi utif per la costituzione di
varieta trasngeniche idonee a condizioni ambientali avverse dal punto di vista termico.

Anche I’aciditd dei suoli rappresenta un problema di primaria importanza per ia
coltivazione di molte specie. L'alluminio rappresenta un elemento particolarmente
abbondante nei suoli e risulta tossico per molte piante, anche a basse concentrazioni,
costituendo pertanto un grosse inconveniente soprattutto nel sucli acidi poiché divie-

suoli alcalini

Fig, 19.47 — Ruolo degli essudati radi-
cali (ER) nei suoli acidi e in quelli
alcalini.
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ne solubile inibendo cosi la crescita dell’ apparato radicale. Molte piante tolleranti a
questo elemento emettono essudati radicali contenenti acidi organici che combinan-
desi con I"alluminio formano complessi non pill tossici. Le piante geneticamente
modificate con una espressione accentuata dei geni coinvolti nella bicsintesi di acidi
organici hanno una capacita superiore di produrre e secernere questi acidi risultando
quindi pitt tolleranti alla sua tossicita. Nei suoli alcalini, invece, il fosforo & in grado di
formare complessi insolubili sia con il calcio che con il ferro, e conseguentemente la
disponibilitd di questo elemento viene ridotta drasticamente costituendo uno dei prin-
cipali fattori limitantt per la produttivita della coltura. Le piante geneticamente modi-
ficate in grado di produrre e secernere una maggiore quantita di acidi organici manife-
stane anche tolleranza ai suoli alcalini in conseguenza della loro capacita di acquisire
il fosforo dai complessi insolubili (Fig. 19.47). La possibilitd di sviluppare piante
transgeniche in grado di sintetizzare acidi organici e di rilasciare questi con gli essudati
radicali rappresenta quindi una delle strategie pit promettenti per la costituzione di
varietd adatte a suoli particolarmente svantaggiosi. Esempi sono rappresentati da va-
neta di tabacco e di papaia transgeniche per una citrato-sintasi, un gene isolato da
Psudomonas aeruginosa, che consente alle piante di secernere una quantita di citrato
molto superiore rispetto ai valori ordinari e di acquisire cosi tolleranza all’alluminio.
Piante di tabacco transgeniche con una espressione accentuata del gene della citrato-
sintasi hanno evidenziato anche una migliore capacita di crescere in suoli alcalini
poveri di fosforo, dimostrando che il citrato consente una acquisizione efficiente di
fosforo dai complessi insolubili tipo Ca—P. In conclusione, si pud affermare che la
manipotazione della biosintesi degli acidi organici promette di portare alla costituzio-
ne di varieta adatte ad essere coliivate in una vasta gamma di suoli.

19.6.5.5 Controllo dello sviluppo e del sistema riproduttivo

I} clonaggio di geni che controllano la biosintesi degli ormoni, I'architettura deila
pianta o la struttura dei fiori ha offerto nuove possibilitd per intervenire sulle piante
coltivate al fine di modificare caratteri agronomicamente utili o vantaggiosi per la
produzione del seme. Tra i caratteri modificati attraverso esperimenti di trasformazio-
ne genetica possono essere citati il nanismo e I"habitus di crescita (ciliegio), la capaci-
ta di radicazione nelle specie arboree (melo, vite e actinidia), ’inibizione della fioritu-
rain specie foraggere, come il lojetto, € Ja modificazione del colore e della morfologia
fiorale (petunia, viola, crisantemo, garofano). Un altro carattere importante che ¢ stato
frequentemente modificato riguarda la fertilitd maschile e femminile poichg le linee
transgeniche ottenute consentono di mettere a punto sistemi molto efficientt di produ-
zione commerciale di seme ibrido anche in specie ermafrodite.

Nel 1990 Celestina Mariani e collaboratori hanne ottenuto Je prime piante
transgeniche maschio-sterili mediante il trasferimento del gene che codifica per la
Barnase, una ribonucleasi che quando espressa nelle cellule del tappeto delle antere
determina |’aborto del polline. Successivamente, lo stesso gruppo di ricerca ha dimo-
strato che laristorazione della fertilitd maschile pud essere indotta esprimendo il gene
Barstar, un inibitore della ribonucleasi (— Cap. 10). Tale sistema ¢ stato sfrutiato per
la costituzione di varietd ibride di colza, mais e radicchio.

Le piante femmina-sterili hanno invece una certa utilit nelfle specie 11 cui prodot-
to commerciale non sia rappresentato dai semi: 'incapacita di produrre semi pud in-
fatti essere particolarmente vantaggiosa, nel caso di colture transgeniche di specie da
foglie o da fiori, per realizzare il contenimento dei transgeni. L'otienimento di linee
impollinanti per la produzione commerciale di seme ibrido & comungue un’altra pos-
sibile applicazione delle piante caratterizzate da sterilita femmintle.
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L’isolamento di geni specifici coinvolti nello sviluppo dell’ovulo o del pistillo
pud consentire altre interessanti manipolazioni del sistema riproduttivo. Ad esempio,
il promotore di un gene espresso nell’ovule di Antirrhinum majus (bocca di leone) &
stato utilizzato da A. Spena per [Minduzione della partenocarpia in melanzana. Ia
partenocarpia {Quadro 19.5), ciog lo sviluppo di frutti in assenza di fecondazione e
pertanto privi di semi, & un fenomenoe inselito, seprattuito considerando che sono i
semi a permettere la perpetuazione della specie, La partenocarpia costituisce, tuttavia,
un’carattere ricercato in orticoltura e frutticoltura, in quanto permette di produrre frut-
tt in presenza di condizioni climatiche limitanti per la fecondazione e 1”allegagione
dei frutti. Lo sviluppo partenocarpico dei frutti puo essere ottenuto selezionando va-
rietd con partenocarpia genetica oppure irrorando il fiore con ormoni auxinici di sinte-
si. In condizioni naturali, | fitormoni auxinici sono prodotti dall’ovulo fecondato e
stimolano 1o sviluppo dell’ovario.

Per costruire piante transgeniche partenocarpiche € stato necessario intredurre un
gene capace di aumentare la quantiti e/o Iattivita dei fitormoni auxinici negli ovuli. Il
gene per la partenocarpia doveva, infatti, svolgere una precisa azione regolativa, espri-
mendosi in maniera appropriata non solo in termini spaziali e temporali, ma anche
quantitativi. Il gepe chimerico impiegato al fine di indurre la partenocarpia nisulia
costituito da una regicne regolativa, che conferisce

espressione ovulo-specifica, e da una regione codifi-
cante, che presiede alla sintesi di un enzima capace di
aumentare il contenuto di auxina. Laregione regolativa
¢ stata clonata dal genoma di una pianta, Anfirrhinum
majus, mentre la regione codificante & stata derivata
dal genoma di un batterto, Pseudomonas savastanoi. 1l
gene chimerico per la partenocarpia & stato introdotto
in melanzana ed in numerose specie vegetali, dimostran-
do di essere in grado di promuovere lo sviluppo
partenccarpico dei frutti in condizioni climatiche proi-
bitive per le varietd tradizionali (Fig, 19.48). La costi-
mzione di piante orticole e frutticole partenocarpiche
pud permettere di ridurre i costi di produzione,

Aulofecondazione

Emasculazione
Autofecondazione

Emascuiaziche

Transgenico Controllo

razionalizzare la raccolta ed ottenere un valore aggiun-
to del prodotto.

La ricerca biotecnologica & motto attiva anche nel centrollo dell’ espressione genica
nelle piante allo scopo di manipelare caratteri specifici in un modo sempre piil raffina-
to. Una delle applicazioni piit recenti riguarda la cosiddetia tecnologia del seme suici-
da, un sistema genetico capace di provocare la sterilita dei sermi una volta introdotto
nelle piante mediante esperimenti di trasformazione genetica. Questa tecnologia, che
costifuisce un esempio di applicazione dell’espressione genica inducibile nelle pian-
te, fa si che i semi prodotti dail’agricoltore, benché apparentemente normali, non sia-
no in grade di germinare. Il sistema genetico, brevettato nel 1998 dal Dipartimento di
Agricoltura degli Stati Uniti (USDA), ha tre componenti: 1) un gene che presiede alla
sintesi di una sostanza capace di devitalizzare il seme nelle fasi finali def suo svilup-
po, lasciando integri gli altri tessuti della pianta; ii) un metodo che consente di pro-
muovere I’espressione del gene letale solo al momento desiderato, rendendo cosi pos-
sibile il lavoro di miglioramento genetico e ta produzione del seme da parte delle
piante transgeniche per ottenerne 11 quantitativo necessario per il mercato; iil) un mec-
canismo per attivare 1l gene letale dopo che I"agricoltore ha acquistate il seme in
medo che il seme della generazione successiva prodotto dall’agricoltore sia incapace
di germinare (Fig. 19.49). Il sistema nel suo complesso & composto da tre geni ed &
basato sulla loro espressione tessuto-specifica, regolabile e ritardata.

Fig. 19.48 - Melanzana parteno-
carpica (foto: A. Spena).
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Relativamente al gene codificante la sostanza letale per il
seme, tra i possibili candidati & stato preferito quello che produ-
ce una proteina inibitrice dei ribosomi (RIP), gene isolate dalla
pianta Saponaria officinalis. Questa proteina & capace dl inibi-
re la sintesi proteica e quindi di causare la morte delle cellule,
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anche a basse concentrazioni. 1l promotote usato & invece quel-
lo di un gene di cotone attivo nelie fasi finali dell’embriogenesi,
noto come Late Embryogenesis Abundant (LEA). 11 promotore
LEA consente pertanto al gene che codifica la RIP di esprimer-
s1 soltanto quando il seme ha completato 1l suo sviluppo ed ha
quindi raggiunto la dimensiene finale, avendo cosi accumulate
le normali riserve di proteine ¢ lipidi.

[ attivazione del gene che presiede la sintesi della RIP &
comunque anche sotto il controlle di un ulteriore gene che pud
essere attivaio con un trattamento estemno. Questo sistema di
controllo ¢ stato realizzato inserendo tra il gene letale ¢ il suo
promotore una sequenza di DNA in grado di bloccame la tra-
scrizione. Le estremitd di questa sequenza possond e$Sere rico-
nosciute da un enzima, detto nicombinasi, che & capace di ni-
muovere la sequenza di blocco, ripristinando la funzionalita del
gene letale. Affinché la ricombinasi sia in grado di agire soltan-
to quando il seme viene immesso sul mercato, il gene della
ricombinasi & stato posto sotto il controllo di un promotore
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@SPIESS0

(morte dell'embriong
= sterilita del seme;

Gene lelale espresso

costitutivo, cioé normalmente attivo o (utti i tessuti della pianta
durante tutte Je fasi del suo sviluppo, opportunamente modifi-
cato in modo che venga represso attraverso il legame con una
particolare proteina. Questa proteina & prodotta da un terzo gene
posto sempre sotto il controllo di un promotore costitutive. Di

=

Fig. 19.49 - Tecnologia gene termina-
tor.

conscguenza, ’inibitore della ricombinasi ¢ sempre presente e questa non pud pertan-
to attivare il gene letale: in tali condizioni il seme prodotto & in grado di germinare.

La proteina che reprime la ricombinasi, inibendo 'espressione del gene letale, &
capace perd di interagire & legarsi con un antibiotice, la tetraciclina, Quando il seme &
trattato con la tetracicling, prima della sua immissione sul mercato, tale antibiotico
promucve I'inattivazione della proteina inibitrice della ricombinasi. La ricombinasi
viene quindi prodotta ed ¢ in grade di rimuovere la sequenza che blocca I'espressione
del gene letale. Dal momento che il gene che codifica la RIP & attivo solo nella fase
finale della maturazione dei serne, poco prima del raccolto, il seme ha un aspetto del
tutto normale ma & incapace di germinare poiché I’embrione & stato devitalizzato dal-
Pazione di questa proteina.

Tale tecnologia ha avviato un acceso dibattito per le sue conseguenze socio-eco-
nomiche ed & stata ribattezzata con il nome di Terminator. L'USDA ha definito la
biotecnologia del seme suicida un “sistema per la protezione delle tecnologie”. Lo
scopo principale e dichiarato € quello di costringere gli agricoltori ad acquistare il
seme dalla ditta sementiera ogni anno, impedendo loro di reimpiegare quello prodetto
in azienda, Cid avviene gid per le varieta ibride, in quanto a causa della segregazione
e della ricombinazione genetica la produttivita delle colture impiantate con il seme
prodotto in propric & molto scarsa. La tecnologia del seme suicida potrd eventualmen-
te consentire alle ditte sementiere di ottenere lo stesso risultato anche per le varieta di
specie autogame, fondate sulla linea pura.

Attualmente, uno dei principali obettivi della transgenesi applicata alla modifi-
cazione del sistema riproduttivo delle piante sembra essere comungue il clonaggio del
gene che controlla ’apomissia € la costituzicne di varieta geneticamenie modificate
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in grado di produrre seme per via asessuata. In questo senso lo sfruttamento
biotecnologico dell’apormissia consentirebbe la moltiplicazione delle varietd ibride
direttamente per seme: cid renderebbe possibile ottenimento a basso costo di varieta
uniformi, combinando i vantaggi propri della propagazione vegetativa (clonazione
del genotipo) con quelli dell’anfimissia (propagazione per seme). In questc modo
potrebbe essere realizzata la moltiplicazione di individui altamente eterozigoti mante-
nendo inalterato il genotipo nel tempo.
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Fig. 19.50 — Flore wild-Iype (A) e del mutante partenocarpico di po-
modorg pat-2 (B, notare Faccrescimento precoce dell’'ovanio), bac-
che witd-type (C) e del mutante pat-2 (D, notare [‘assenza di seme)
(foto: P. Mosconi).

banano sono partenacarpiche; cid permette di evitare la presen-
za di'semi nel frutto e di sfruttare la coltivazione di genotipi triploidi
che sono commercialmente pil validi def diploidi, ma completa-
mente sterili. In pomoedora, sono stati identificat e descritti di-
versi mutanti che presentano espressione di partenocarpia gene-
tica (Tab. 19.8). In questa specie, lo sfruttamento della parteno-
carpia permetterebbe, soprattutto in coltura protetta, di evitare
trattamenti alleganti, garantendo anche in condizioni sub-ottimali
una produzione soddisfacente ed un miglioramento delle carat-
teristiche merceologiche ed organolettiche della bacca.

Monostante | mutanti partenocarpict slano noti da tempa, sono

veramente pochi i casi in cui sono stati individuati | geni respon-
sabili di tali fepotipl. Di fatto si sa che tali mutanti presentano
alterati equilibri ormonali che raggiungone nell’ovario livelli ca-
paci di stimolare I'allegagione anche in assenza di fecondazione.
Di conseguenza, si ritiene che i geni per la partenocarpia influi-
scano sul metabolismo degli ormoni e/o sul loro trasporto.

La partenocarpia artificiale: trattamenti ormonali e soluzioni
biotecnologiche

La partenocarpia puo essere indotta artificialmente mediante trat-
tamento con polline devitalizzato (effetto mentore), estratto di
polline o sostanze di crescita di tipo auxinico (acido indol-
propianico, fenossiacetico, indolacetico e indol-butirrice), ma
anche di altro tipo come gibberelling, citochinine ed etilene
[partenocarpia artificiale),

Gustafson & stato il primo ad ottenere lo sviluppo di frutti di
pomodaore partenocarpici di dimensioni normali, utilizzando sa-
stanze chimiche (IAA, 1BA e penicilline). Oggl sono disponibili
compoasti naturali o di sintesi e protocolli di applicazione di note-
vole efficacia in un certo numero di specie, che vengono fre-
quentemente utilizzati per garantire un’ottimale allegagione in
colture orto-frutticole (Tab, 19.8). Clononostante rimangono di-
verse problematiche connesse con questa pratica; i trattamenti
costituiscono un costo supplementare per la produzione e la
somministrazione di sostanze di sintesi (benche teoricaments
innocue) pud essere mal vista dal consumatare. Inoltre, a volte si
verificano cambiamenti indesiderati sulla pezzatura, la formae |a
struttura del frutto o danni alla pianta stessa.

Sulla scorta delle conoscenze disponibili sul contrallo dell*allega-
gione, la partenocarpia & stata anche oltenuta recentemente
modificando, tramite interventi di ingegneria genetica, il conte-
nuto ormonale dell‘ovario o la sua sensibilita nei confronti degli
ormaoni {partenocarpia biotecnologica) (Tab. 19.8).

Uno dei primi successi in questa campo @ stato raggiunto con
lintreduzione nel genoma vegetale di un gene chimerico costi-
twito dal promotore del gene Deft? di Antirrhinum maojus, che
conferlsce espressione specifica nei tessuti della placenta e del-

Tab. 19.8 - Esempi di partenccarpia naturale, artificiale e biotecnologia scoperta o ottenuta in diverse specie di interesse agrario.

Tipo di partenocarpia Coltura / Specie / Cultivar

Controllo genetico {accertato o presunto) o altro fattore scatenante

Wite ! itls vinifera | v Cortinto
v Thompson®
Agrumi { Cltrus spp. [ Mandaring Satsuma

Partencarpia naturale

Pormodaona ( Sk fropersicum | cv Severianin ¢ altne

Cetriple [ Cuicurms sativus
Anguria | Criruilus kalos®
Bandna | Musa spp.

Peging | Sofanuwm miskatum

Partenocarpia artificiale Pomacee, Drupacee, Vite

Cucurbitacee, Solanacee

Partenocarpia Ditecnotogica  Metanzana [/ Selariurs melongenn
Tabacco | Neatione tobacrm
Pomsodore | Selanum fpeopersicim

Pomodoro | Solanuny lpropersicsn

>

2 geni recessvi complemendari

3 geni dominanti complementari

1 0.2 geni recessivi {divarie mutazioni nan allefiche)
Paligenico

1

3 geni domananti complementari

1 gene dominante

principalmente GA
principalmente I1AA

pDetH -
pDefHS-jaohd
pltethE-foehd
PTPRA-E]-rald

* In questi casi I"apEnia non & dovuta a partenogarpia propriamente defta, ma a stenospermocaipia; ? = nen noto




I'ovulo, e dalla regione codificante del gene triptafano
monossigenasi (foah), derivata dal batterio Pseudomanas syringae
pv. savastanai. Lenzima iaaM catalizza la reazione di produzione
di indolacetamide, un precursore dell’|AA. Questo costrutto ha
dimostrato di essere capace di innalzare i livelli dell'ormone
nell‘ovario e quindi indurre partenacarpia in melanzana e tabac-
co, ma anche in pomodoro ed in alcune specie frutticole,

Un altro brevetto per indurre la partenocarpia mediante inge-
gneria genetica & stato messo a punto sfruttando la capacita del
gene rofB di Agrobacterium rhizogenes di incrementare la sensibi-
lita alle auxine dei tessuti in cui viene ad esprimersi. In pratica,
I'espressione di rolf produce un effetto di “overdose da |AA” che,
in ultima analisi, & sufficiente a indurre lo sviluppo autonomo
dell’ovario. Per limitare I'espressione del gene agli ovari e ai frut-
ti, la sequenza codificante & stata associata al promotore del gene
TPRP-F1, che conferisce trascrizione specifica in tali tessuti.
Oltre agli esempl citati, alcuni altri brevetti hanne proposto me-
todi per indurre partenccarpia coniugando opportuni promotor
con sequenze codificanti enzimi coinvolti nel metabolismo
armonale. Considerando che le risposte partenocarpiche ai trat-
tamenti ormanali sono strettamente specie e cultivar-specifiche
(ciog ogni specie ha un suo optimum in termini di natura e con-
centrazione dell’'ormone]), & improbabile che un solo tipo di co-
strutto possa conferire un'allegagione ideale per tutte e specie.
Percio nuove soluzioni per ottenere la partenocarpia nelle piante
superion sone desiderabili e saranno suscettibill di sfruttamento
commerciale, A tale scopo & di fondamentale importanza appro-
fondire le conoscenze relative al meccanismi naturali di
allegagione del frutto, nonché quelle sulle basi genetico-
molecolari delle forme di partenocarpia dovute a mutazioni spon-
tanee o indotte che oggi sono conosciute ed utilizzate.
Considerando le prablematiche connesse con l'introduzione di
plante geneticamente modificate negli agroecosistemi, le varieta
datate di partenacarpia biotecnologica avrebbero il vantaggio
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di impedire la dispersione del transgene (flusso genico) via seme;
inoltre, la natura partenocarpica di tali individui consentirebbe
anche di adottare meccanismi genetici che impediscano la pro-
duzione di polline vitale, come |a maschiosterilit, garantendo
cosi un contenimento completo del genoma della pianta
ingegnerizzata.
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19.7 Trasformazione genetica come strumento per lo stu-
dio della funzione genica: RNA interference (RNAI) e
silenziamento genico post-trascrizionale

Il silenziamento genico post-trascrizionale (PTGS, post-transcriptional gene silencing),
ritenuto inizialmente un fenomeno bizzarro e limitato a Petinia e a poche altre specie,
rappresenta adesso uno degli argomenti di ricerca pid interessanti ed mnovativi della
biologia molecolare e della genomica funzionale. Nel corso degli ultimi anni & dive-
nuto, infatti, evidente che le modificazioni post-trascrizionali che determinano
silenziamento genico si verificano nelle piante cosi come negli animali, svolgendo un
ruole rilevante nella difesa da infezioni di virus e risultando coinvolte nei processi alla
base della mancata espressione di trasposoni.

L’ applicazione pil importante del meccanismi di PTGS & riconducibile alla tec-
nica di RNA interference (RNAI), che consiste in un silenziamento genico post-
trascrizionale mediato dalla formazione nella cellula di moleccle di RNA a doppio

" filamento. Tale tecnica si & dimostrata estremmamente efficiente per il knock our genico
in molti organismi. '

Oltre un decennio fa, R. Jorgensen e collaboratori, conducendo esperimenti in
Perunia mirati zll’ottenimento di fiori viola intensamente colorati attraverso |'intro-
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duzione di geni per la sintesi di pigmenti sotto 1l controllo di promotori forti, otten-
nero risultati sostanzialmente diversi da quelli attesi: la maggior parte delle piante
presentavano fiori variegati ¢ bianchi, anziché vicla. A tale fencmeno venne dato il
nome di “co-soppressione” poiché sia I'espressione del transgene che quella del suo
omologo endogene veniva soppressa. In seguito, la co-soppressione venne evidenziata
non soltanto 1n altre specie vegetall, ma anche nei funght. Ad esempio, in Newrospora
crassa il silenziamento di un gene endogeno dovuto all’inserimento di un transgene,
fenomeno conosciute in questa specie come gquelling, € stato caratterizzato molto
dettagliatamente a livello molecolare. Riguardo alle cause, il silenziamento genico in
alcune piante & risultato associato con specifici meccanismi di metilazione, trattando-
si cioz di una forma di silenziamento trascrizienale (franscriptional gene silencing,
TGS), mentre in altre piante & stato evidenziato una forma di silenztamento a livello
post-trascrizionale (post-transcriptional gene silencing, PTGS). Numerosi esperimenti
hanno, infatti, evidenziato che il trascritto viene prodotto e rapidamente degradato nel
citoplasma senza quindi potersi accumulare. 1) silenziamento post-trascrizionale pud
essere avviato dalla introduzione di transgeni cosi come dalla infezione di certi virus.
Studi condotti in Neurospora, Drosophila, C. elegans e piante hanno dimostrato che il
fattore responsabile dei meccanismi PTGS & rappresentato da molecole di RNA a
doppio filamento (dsRNA, double stranded RNA).

La prima evidenza sul silenziamento genico mediato da dsRNA & stata ottenuta
lavorando con il nematode Caenorhiabditis elegans. Alcuni ricercatori, bloccando
I’espressione di alcuni geni al fine di stabilirne la funzione, osservarono che ’iniezio-
ne di RNA senso determinava inaspettatamente Jo stesso esito dell’RNA antisenso.
Tale risuttato venne spiegato solo aleuni anni dopo, quando I'iniezione in C. elegans
di dsRNA, come miscuglio di filamenti senso e antisenso, produsse un silenziamento
genico molto pil efficiente di quello ottenuto con 'iniezione di RNA senso oppure di
RNA antisenso. In particolare, I'iniezione di poche molecele di dsRNA per cellula
risultd sufficiente a determinare il silenziamento complete del gene omologo non sol-
tanto nell’individuo in esame, ma anche nella sua discendenza. Questo fenomeno,
denominato “RNA interference”, fu in seguito osservato anche in Drosophila. La
microiniezione di dsRNA in embrioni si dimostrd idonea a produrre effettl di
silenziamento cosi come I'inserimento di dsSRNA mediante particle gun.

Circa il meccanismo biochimico alla base dell' RINAI, recentemente in piante ca-
ratterizzate da co-soppressione sono state identificate molecole di RNA lunghe circa
25 nucleotidi assenti in piante con normale espressione. Tali RNA sono risultati com-
plementari sia al filamento senso che al filamento antisensc del gene silenziato. Ulte-
riori esperimenti condotti in Drosophila hanno messo in evidenza che 'mRNA omo-
logo endogeno veniva tagliate nella regione corrispondente al dsRNA jntrodotio ad
intervaili di 21-23 nucleotidi.

Il modello proposto per spiegare il funzionamento dell’RNAi & riportato in Fig.
19.51. Tale modello include una fase iniziatrice (initiator step), una fase effettrice
(effector step) e una eventuale fase di amplificazione (amplification step). La fase
iniziatrice prevede la digestione de] dsRNA in frammenti di 21-23 nucleotidi. Le evi-
denze molecolari suggeriscono che tali sSiRNA vengono prodotti quando il dimero
Dicer, una ribonucleasi dsRNA-specifica appartenente alla famiglia RNasi III, agisce
sul dsRNA introdotto direttamente o atiraverso transgene o virus, secondo un sempli-
ce processo di idrolisi ATP-dipendente. Successivamente, si formano strutture dupiex
lunghe circa 22 pb, chiamati small interfering RNA (sIRNA), che presentano 2-3
nucleotidi sporgentiin 3. Nella fase effettrice, le molecole siRNA vanno incontro alla
incorporazione in un complesso di silenziamento chiamato RNA-induced silencing
complex (RISC). Tale complesso proteico include una subunita elicasica, a stretto
contatto con i frammenti di RNA processati, ¢ subunitd nucleasiche di tipo
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esonucleotidico ed endonucleolitico. Nel complesso di silenziamento

attivo I’siRNA subisce un processo di disavvolgimento dei filamenti
¢osl da rendere possibile J'ibridazione con 'mRNA target endogeno. \
Una volta completato |’appaiamento tra trascritti omologhi, inizia la
frammentazione nucleasica dell’mRNA a partire dall’estremita 3' PN
dell’siRNA. Data Ia notevole efficienza del sistermna di silenziamento,

: 3 oies 1 7o y - % A Ty AT Digestione del dsRNA in
a@meno nelle p13nte, s 111:1en.e po_smbﬂe anche una fasg d_1 amplifica W 7N MR siRNa et 23 oL (RAA)
zione responsabile della replicazione delle molecole di siRNA attra- RISC
verso 1'azione di una RNA polimerasi DNA-dipendente con conse- Incorporazione dallsiRNA nel

. . A . ) - . complesso nucieasico (RISC)
guente propagazione del segnale di interferenza a tutto 1’ organismo.

Le acquisizioni relative agli ultimi tempi indicane che il sistema
di PTGS possa avere svolto un ruclo chiave in termini evolutivi. In Jm Atiwazions del RISC €

particolare, fale sistema viene considerato il risultato di un meccani-
smo molecolare di difesa contro I’azione dei trasposoni e I'infezione
dei virus a RINA. Infatti, & stato osservato che le modificazioni a canco

dei geni responsabili del meccanismo di RNAI molto spesso causano \'\_/\\wm

gravi difetti dello sviluppo.
Dopo la sua scoperta, il meccanismo di interferenza & stato sfrut-
tate come strumento di ricerca nel settore della genomica funzionale.

5

‘,.?- H‘f— r:;{ 7K ;}, ‘ dsRNA inserzione del dsRNA
o M AN FAN W sl

allinterno dellz cellula

Dicer

AT 4 Legame tra i dsRMNA e
=t il dimero Dicer del'RNas)

disavvoigimento dell'siBNA

Identiicazione dellmRNA
target endegenc

ibridezione tra mRNA e siRNA

La tecnica RNAI ¢ stata gia impiegata con successo per accertare la ol

funzione di molti geni non solo in Drosophila e C. elegans, ma anche N v Digestione del neo formalo
. . . . . . . = R, fil

in molte specie vegetali. Inoltre, la conoscenza che il sistema di RNAi 'ZH g T 2 dekeio fismenid

mediato da transfezione o da infezione sia efficace nelle cellule di mam-

Mancala sintes: delia protemna

mifero, ha indotto ad applicare questa tecnica anche per lo studio di
molti geni nell’uomo e nel topo.

19.8 Produzione di biofarmaci, anticorpi e vaccini median-
te piante geneticamente modificate

Benché 'uso delle piante per scopi medicinali risalga a migliaia di anni fa, il loro
sfruttamento per la produzione di sostanze di interesse terapeutico come anticorpi,
vaccini e autoantigeni & stato avviato solo molto recentemente. Da pil parti si ritiene
che Ja richiesta di prodott farmaceutici di origine vegetale aumentera progressiva-
mente nel prossimo futuro e che sarebbe pertanto opportuno potenziare la ricerca in
questo settore al fine di assicurare Ja disponibilita di grossi quantitatvi a costl conte-
nuti. Allo stato attuale non sone infatt le moderne tecnologie melecolari a limitare la
lore diffusione € nemmeno la loro efficacia terapeutica, quanto piuttosto 1 costi di
produzione, ritenuti ancora non competitivi rispetto a quelli relativi ai sistemi tradi-
zjonali, basati sull’uso di cellule batteriche, di lievito ¢ di mammifero. La ncerca nel
settore genetico vegetale ha acquisito conoscenze teoriche e sviluppato protocotli tec-
nalogici che consentono di ottenere piante capaci di esprimere, strutturare ed assemblare
proteine eterologhe (cioe derivanti da organismi di origine diversa) con elevata preci-
sione. Numerosi studi hanno dimostrato che le piante sono in grado di produrre prote-
ine eterologhe utili in campe biomedico, come ad esempio anticorpi, emoglobina,
enzimi digestivi e subunitd immunogeniche derivate da agenti patogeni utili per Ja
messa a punto di vacemi. I medicinali di origine vegetale sono potenzialmente facili
da produrre su vasta scala ed economici da conservare, e sono inoltre teoricamente pit
sicuri di quelli derivati dagli anumali. Infaiti, la produzione di biomolecole di interesse
medico-farmaceutico basata sull’uso di piante transgeniche permette di eliminare i
rischi associati alla trasmissione di agenti pategeni indesiderati o di tossine dannose
per la salute dell’'vomeo. Lo sfruttamento delle piante transgeniche per I’ottenimento

Fig. 19.57 — RNA interference: mec-
canismo di azione.
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di tali biomolecole di per sé non ha un impatto negativo sull’opinione pubblica, &
piuttosto la diffusione in campo di piante geneticamente modificate che solleva inter-
rogativi sui potenziali rischi di ordine ecologico ed ambientale.

Negli ultinu decenni la ricerca nel settore genetico ha riveluzionato 1'uso di prote-
ine aventi grande valore terapeutico in un’ampia gamma di trattamenti clinici. Peiché
moltissimi geni possono essere espressi in sistemi tanto differenti, come batters, lieviti,
animali e piante, & ormai essenziale determinare quale dei sistemni dispombili offre i
miglior vantaggi per la produzione di proteine ricombinanti. Va da sé che il sistema di
espressione ideale & quelle che consente di ottenere il predotto finale sanitariamente
piu sicuro e biologicamente pil attivo, secondo una procedura che sia anche quella pit
economica. L'uso di cellule di mammifero medificate ricorrendo alla tecnologia del
DNA ricombinante ha il grosso vantaggio di consentire 1’ottenimento di prodottl che
sono identici a quelli di origine naturale. Tuttavia, la coltura di queste cellule & molto
costosa e pud essere realizzata solianto su scala limitata. L'uso di microrganismi, come
1 batteri, pud invece essere impiegato su ampia scala, ma & accompagnato dallo svan-
taggio di portare all’ottenimento di predotti che sono leggermente diversi da quelli di
origine naturale. Ad esempio. le proteine che sono normalmente glicosilate negli esse-
re umani, non e sono nei batteri. Inoltre, le proteine umane che sono espresse ad alti
livelli in E. coli frequentemente subiscono un cambiamento a livello di conformazione
che & accompagnato anche da una precipitazione intracellulare, a causa della mancan-
za di ponti disolfuro e di un ripiegamento {(folding) appropriato.

La produzione di proteine ricombinanti nelle plante ha comungue niolti vantaggl
potenziali nel settore dei biofarmaceutici di importanza rilevante per la medicina cli-
nica: i) 1 sistemi di produzione basati sulle piante sono potenzialmente molto piil eco-
nomuci di quelli che richiedono attrezzature industriali come fermentatori o bioreattori;
11) le tecnologie necessarie per ottenere le plante e frasformare i loro prodotti sono gia
disponibili; 111) I’esigenza del passaggio di purificazione pud venire a mancare qualo-
ra il materiale vegetale contenente le proteine ricombinanti fosse ingeribile diretta-
mente come alimento (vaccini edibili o commestibili); iv) nelle piante la formazione e
I'immagazzinamento di tali proteine pud essere indirizzate verso compartimenti spe-
cifici che ne preservano la stabilith nel tratto gastrointestinale oppure la loro espres-
sione pud essere localizzata direttamente nei cleroplasti; v) la quantitd di proteine
ricombinanti che pu® essere prodotta con la coltivazione delle piante ¢ equivalente a
quella ottenibile a livello industriale; vi) i rischi sanitari connessi alla potenziale con-
taminazione con patogeni o tossine di origine umana sono ridotti al minimo.

Quadro 19.6 - Struttura e funzione degli anticorpi

Gli anticorpi, detti anche immunoglobuline {ig), sono proteine
prodotte dalle cellule del sistema immunitario che Forganismo
impiega per combattere l'infezione da parte di sostanze estra-
nee. Cli anticorpi si legano a strutture, chiamate epitopi, sulla
superficle di sostanze estranee, gli antigeni. Un particolare
anticorpa & in gradao di [egarsi ad un particolare antigene con un
altissimo grado di specificita,

Una molecola di anticorpo & cestituita da due catene proteiniche
leggere (1) identiche e da due catene proteiniche pesanti (H),
tenute insieme da legami idrogeno e ponti disolfure localizzati
(Fig. 19.52). In ogni anticorpo le regioni N-terminall di entram-
be le catene formana il sito di riconoscimento dell'antigene. La
modificazione & agevole poiché le varie funzioni delle molecale

anticorpali sono assolte da regioni distinte {domini). In particola-
re, | siti dell'anticarpo che riconoscono e fissano gli antigen| sona
costiluiti da tre domini denominati complementarity determinant
region (COR) poiché rappresentano gli elementi che determina-
no la complementarita, localizzati nell’ambito delle regioni va-
riabili (V, e V) alle estremita NH, delle due catene pesanti e leg-
gere, e caratterizzati dalla massima vanabilitd della sequenza
aminoacidica. Le singole catene presentano inoftre regioni, o do-
mini, costanti: egni catena leggera include infatti una regione
castante (C ), mentre ogni calena pesante & caralterizzata da tre
regloni costanti (C,, C,.e C ).

Digerendo gli anticorpl con |'enzima papaina si ottengono tre
frammenti; due identici, denominati Fab, composti ciascuno da
tna catena leggera intalta connessa a parte della catena pesante
mediante un ponte disolfuro tra le regioni costantl C e €, &
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une singolo, denominato fo, composto di due frammenti di ca-
tena pesante verso l'estremita COOH, ognuno contenente ie re-
gioni C_, e €, congiunte da un ponte disolfuro. | frammenti Fab
canservano la capacita di legarsi con l'antigene cosi come
I'anticorpo integro e questo & riconducibile alla loro porzione M-
terminale contenente i domini COR, nota come frammento Fv.
La sequenza armincacidica di tale frrmmento varia notevolmente
in funzione dell’anticorpa, mentre una volta avvenuto il legame
antigene-anticorpo la porzione C-terminale delle catene pesanti,
corrispondente al frammento Fe, & in grado di determinare ri-
sposte immunitarie diverse.

Fig. 19.52 — Struttura della molecola di un anticorpo.

19.8.1 Produzione di anticorpi (immunoglobuline) nelle piante

Nell’nltimo decennio I'espressione ¢ I’assemblaggio di catene proteiche leggere e
pesanti di immunoglobuline (/g) finalizzati all’ottenimento di anticorpi funzionali &
stato dimostrato principalmente in piante transgeniche di tabacco, una specie risultata
idonea per sviluppare sistemi versatili di produzione di forme diverse di molecole
anticorpali quali: /gG e IgA complete, chimeriche, secretorie, frammenti Fv singola
catena o fusi mediante un peptide linker, frammenti Fab ¢ domini vartabili di catene
H. Dj fatto le piante rappresentano una risorsa teoricamente illimitata di anticorpi
monoclonall, rinominati seconde la terminologia anglosassone plantibody, per la
terapeutica umana ¢ animale, per applicazioni diagnostiche e trattamenti antitumorali
specifici (Tab. 19.9).

Attzalmente non & stato ancora raggiunto un consenso generale riguardo alla spe-
cie pid adatta per la produzione commerciale di anticorpi. La maggior parte degli
anticorpi sono statl espressi in tabacco, anche se recentemente sono stale usate con
successo altre specie, come erba medica, sola, patata, riso e frumento. I maggiori
vantaggi derivanti dall’usc della materia prima {(foglie oppure semi) sono connessi
alla sola produttivitd: ad esempio, 1’erba medica puo fornire diversi raccolti all’anno,
con produzioni complessive di biomassa pari a circa 25 v/ha, mentre 1l tabacco pud
fornire un numero elevatissimo di semi, fino ad 1 milione per pianta. I semi sono
generalmente pit poveri di complessi fenolici, proteici e lipidici rispetto alle foglie, e
quindi il loro uso dovrebbe teoricamente rendere pitt semplici i procedimenti di
purificazione. Inoltre, a differenza delle foglie, 1 semi cosl come i tuberl possono
essere conservati agevolmente anche per lunghi periodi. In riso ¢ stato dimostrato che
1 livelli di scFv nelle cariossidi non mostrano alcuna riduzione significativa dopo 6
mesi di conservazione a temperatura ambisnte, mentre 1 tuberi di patata dopo 18 mesi
di conservazione a basse temperature hanno mantenuto oltre il 50% della funzionalita
anticorpale. Per brevi periodi di conservazione (5-7 giorni), anche le foglie di tabacco
ed erba medica hanne comunque mostrato perdite contenute di frammenti scfv e di
anticorpi /gG. La possibilita di purificare gli anticorpi da materiale di origine vegetale

COOH  COOH
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Tab. 19.9 - Espressione di anticorpi in piante transgeniche.

Applicazione Specificith Anticorpi Pianta Livello di espressione
Carie dentarla Antigene loll
di Streptacoccus mutants Guy's 13 (SigA) Tabacceo! 500 mg/qg foglie (pesc fresco)

Diagnostica Immunaoglobulina G C5-1{lgG) Erba medica 1% proteine totali solubil
Trattamento del cancro Antigene del carcimoma embrionico ScFvT84.66 (Sckhv) Frumento 200 ng/g foc e

SchvT84.66 (Schv) fiso

ScFvT84.66 (ScFy ) Riso

T84.66 (IgC) Tabacco q fiog
Trattamento del finfoma Cellyle B 38C13 (Sckv) Tabacco? 30 mg/q foglie
Trattamento del cancro de! colon Antigene di superficie CO17-A (IyG) Tabicco® n.d.
Trattamento contro virus Virus 2 dell Herpex simplex Anti-HSV-2 (IgC) Soia n.d.

! Nicotiana tabacurm; Z Nicotiona benthamiona (n.d., nor determinato).

di semplice conservazione consentirebbe di dilazionare nell’arco dell’anno tale attivi-
ta anziché concentrarla in periodi di tempo molto limitati.

Al moemento sono noti soltanto pochi anticorpi prodotti in pianta potenzialmente
utili ai fini terapeutici nell’'vome. Uno di quest € stato gia testato nell’ uomo e si tratta
dell’anticorpo chimerico 7gG-fgA secretorio contro un antigene di superficie del bat-
terio Streptococcus muzants, il principale agente responsabile della cane dentale. Questo
anticorpo (Guy's 13), prodotto in piante transgeniche di tabacce ottenute nel 1995 dal
ricercatore inglese Julian Ma ¢ dal suoi collaboratori, quando applicate in maniera
topica come estratto grezzo ha dimostrate di essere efficace nella prevenzione di suc-
cessive colonizzazioni dentarie da parte dello streptococco. Analogamente, I anticorpe
contro 1" Herpes simplex, prodotto in soia geneticamente modificata, € risultato effica-
ce nella prevenzione della trasmissione vaginale di questo virus usando il topo come
modello di studio. La sua attivita & infatti risultata uguale sia in virro che in vive a
quella dell’anticorpo monoclenale prodotto mediante coltura di cellule. Altre ricerche
sono state condotte con piante transgeniche esprimenti anticorpi contre antigeni
tumorali: tale specificith pud essere utilizzata sia a scopi diagnostici che per specifi-
che terapie di immunizzazione aite a stimolare una risposta immunitaria contro le
cellule cancerose, Ad esempio, un anticorpo contro I antigene del carcinoma embrionico
(CEA), una glicoproteina di superficie cellulare, ¢ stato recentemente espresso in riso
¢ frumento. Gli anticorpi contro tale glicoproteina, che rappresenta uno degli antigeni
meglio caratterizzati fra quelli assoclati ai tumori, sono largamente utilizzati sia nella
terapia anticorpale che come strumento diagnostico in vive. Inoltre, anche in questo
caso i livelli di scFv nei semi di frumento non hanno mostrato alcuna diminuzione
significativa nell’arco di & mesi di conservazione a temperatura ambiente. Lo $tesso
anticorpo & stato espresso anche in colture in virre di cellule diriso. Infine, un esempio
di anticorpo ancora in fase sperimentale espresse in pianta secondo un sistema alter-
nativo & quello prodotto in tabacco sfruttando 1’espressione transiente determinata da
un vettore virale per P'ottenimento di vaccini specifici per il trattamento contro il
linfoma. In questo caso, 1 geni anticorpali per I'espressione di un frammento Fv a
singola catena sono stati derivati da un linfoma delle cellule B di topo. 1 frammenti
sclv prodotti in pianta sono stati quindi impiegati per Immunizzare topi che hanno
cosi sviluppato anticorpi capaci di proteggerli contro I'infezione del linfoma respon-
sabile della formazione dell’anticorpo originale. Altri vettori virall sono stati usati per
produrre In pianta anticorpi utili ai fini terapeutici, come ad esempio I’ anticorpo cen-
tro un antigene (GA733-2) associato ai tumori del colon-retto.

Al momento non esiste ancora alcuna produzione commerciale di anficorpi di
origine vegetale. I costi di produzione dipendono sia dai livelli di espressicne proteica
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nelle cellule vegetali che dal sistema di purificazione utilizzato. E 100000 -

stato stimato che i costi di produziene di una immunoglobulina (g )

usando erba medica coltivata in serra si aggirano intorno a € 500- Coltura di ceflule

600 g, contro 1 € 5.000 g' necessari per la produzione della stessa Joo0pd O TEEmere

immunoglobulina mediante ibridoma murino. La Fig, 19.53 mostra

il confrento tra i costi per grammo di una immunoglobulina (fgA) | _ it By

prodotta secondo quattro diversi sistemi di espressione: colture @ o0p] tEmeecnes \

cellulari di mammifero, animali transgenici (capre) e piante uE_i \ =7
transgeniche, utitizzando la granelia (7,5 t/ha) o la biomassa verde . T
(120 t/ha). Sebbene i livelli di espressione condizionino fortemente i 1ol :?'aﬂn";g;:hg..i‘f’“““‘r* =
costi, considerando 1l migliore valore riportato (500 mg/g di fogla) J e S, g

il costc finale sarebbe pari a € 50 g7! con le piante transgeniche, 120 R

abbondantemente inferiore al coste finale stimato per gli animali 18 ‘ s —
transgenici (€ 100 g7') e le colture cellulari (€ 1.000 g ). La compo- * 10 20 50 100 300 500 700 1060 5000
nente pit consistente del costo finale degli anticorpi di origine vege- Espressione

tale & dovuta alla purificazione. Tuttavia, I’espressione di anticorpi = me ‘1 colluradiceliule = mg KQ:: sem
nei semi di cereali, come r1so e frumente, offre (a possibilita di som- g latie M mpKg~l biomassa

ministrare per via orale alcuni anticorpi a scopo terapeutico senza la necessita di ricor-
rere a costose fasi di purificazione.

19.8.2 Produzione di vaccini (proteine immunogene) eduli nelle piante

Le proteine di patogeni virali e microbici costituiscono 1 primi esempi scelti per dimo-
strare spenmentalmente la fattibilith dei sistemi di espressione in piante transgeniche.
La motivazione logica che ha spinto verso la produzione di vaccini edul & facile da
comprendere: proteine immunogene del pategeni pit impertanti potevano essere sin-
tetizzate nei tessuti vegetali per essere poi somministrate come alimenti per la vacci-
nazione sia all’'uomo che agli animali. La dimostrazione di questo concetto ¢ stata
fornita usando diverse proteine batteriche e virali (Tab. 19.10). Gli aspetti pratici ine-
renti la scelta del prodotto vegetale pit appropriato dove immagazzinare dosi definite
di un dato vaccino sono ancora in corso di valutazione, cosi come la regolamentazione
riguardaate ie procedure pit idonee per produrre 1 vaccini.

La somministrazione orale dei vaccini costituisce senza dubbio una alternativa
molto vantaggiosa rispetto alle iniezioni, sia per la maggiore praticita che per i costi
pit contenuti. Le possibilitd di una acquisizione di immunita da parte delle mucose
contro gli agenti infettivi che penetrano nel corpo attraverso la loro superficie sono
aumentate considerevolmente con I’adozione dei vaccini orali. Uno dei maggiori pro-
blemi connessi all’uso dei vaccini orali concerne comungue la degradazione delle
cemponentl proteiche nello stomaco e nel fegato prima che queste possanc esplicare
una risposta immunitaria. Per proteggere 1 vaccinl da una degradazicne di questo tipo,
sono stati sviluppati parecchi sistemi che consentono di veicolarli e mantenerlt integri
durante la fase digestiva, come ad esempio mezzi di incapsulamento quali liposomi e
ressuti di piante transgeniche.

Le prime proteine immunggene sono state cttenute nei vegetall impiegando spe-
cie facilmente trasformabili, come tabacco, patata e pomodore. E tuttavia noto che le
specie vegetall pill idonee per I'espressione di vaccini debbano essere in grado di
produrre alti livelli di proteine solubili che conservino inalterate le Joro proprieta per
un tungo periode dopo la raccolta: per queste motivo 1 semi di cereali, come ad esem-
pio il mais, sono da molti ritenuti i pit adatti. La frazione embrionale & infatti ricca in
proteipa solubile e pud essere agevolmente separata dalle altre componenti del seme
al fine di incrementare la concentrazione dell’antigene e quindi contenere il volume
delle dosi. La scelta della specie condiziona, inoltre, il tipo di prodotto da usare come

Fig. 19.53 - Costi per grammo di
immunoglebulina A prodatta con di-
versi sistemi di espressione.
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Tab. 12.10 - Piante transgeniche che produconc proteine potenzialmente utilizzabili come vaccini.

Origine della proteina e organismo
target per il vaccing

Pro

Sistema di espressione  Integrita, immunogenecita e capacita

teine o peptidi espressi
- protettiva del vaccino

Escherichia coli enterotossico (uomo}

Vibrio cholerae (uomo)

Virus dell‘epatite B (uomo)

Virus di Norwalk (uomo)

Virus delfa rabbia (uomo)
Cytomegalovirus (uomo)
Virus delfa malattia emorragica (coniglio)

Virus della malatiia del piede e
della bocca (animalf domestici)

Corgnavirus della gastroenterite {maiale)

Subunit B della tossina termolabile  Tabacco Proteina multimerica, immunogenica’
Patata Attivita di legame al recettore, immunagenica e protettiva
Mais Attivita immunodenica e proteltiva
Subunita B della tossina del colera Patata Attivita i legame al recettore, immunogenica’
Proteina di rivestimente virale Tabacce Proteing im'nunogenica]‘z
Patata Proteina &mmunogenica'
Lupino Proteing ‘meunogenica]
Lattuga Proteina imrnunogenica1
Proteina capsidica Tabacco Proteinz intatta, immunogenica’
Patata Particelle simili a virus, immunagenica
Glicoproteina Pomodoro Proteina intatta
Glicoproteina B Tabacco Proteina correlata alla immunogenicita
VP60 Patata Attivita immunogenica e protettiva2
VP Arabidopsis Attivith immunogenica e protettiva’
Erba medica Attivita immunogenica & proteitiva'”
Glicoproteina S Arabidopsis Attivita |mmunogewica2
Tabacco Proteina infatta, Immunogen ca’
Mais Attivita protettiva’

' Somministraziane per via orale; * somministrazione per iniezione.

alimento: molti prodotti vegetali possono essere consumati ¢osi come sono, mentre
altri richiedono processi di trasfermazione. 1l processamento agevola I'allestimento
di campioni omogenel ¢ dosaggi precisi, ma pud anche determinare la parziale distru-
zione dell’antigene qualora richieda trattamenti ad alte temperature o pressioni eleva-
te. Procedure alternative di processamento sone state sperimentate impiegando le com-
ponenti di ceppi enterotossigenici di £, coli che consistono della subunita B della
tossina termolabile (Lr-B) espressa in mais. Una tipica dose di 1 mg di tale subunita
pud essere immagazzinata nell’embrione, al fine di ridurre il volume della dose, oppu-
re in un singolo snack, per migliorarne la palatabilita ed incrementarne la stabilita. Per
la vaccinazione di animali, la proteina immunogena pud essere espressa unicamente
negli organi delia pianta che rappresentano la componente principale della loro dieta,
cosi che possano essere evitati i trattamenti termici o quelll a pressione richiesti per la
trasformazione del prodotto in mangime. Upa lista di proteine espresse in pianta e di
vaccinazioni per I'uomo e gli animali € riportata in Tab. 19.10. Nelle cavie di labora-
torio, gli antigeni espressi in pianta hanno dimostrato di essere capaci di indurre rispo-
ste immunizzanti nel siero e nelle mucose quando somministrati per via peritoneale
oppure orale, evidenziando in alcuni casi la capacita di conferire una protezione effi-
cace contro una serie di patogeni modello. Alcuni di questi vaccini candidati sono
stati anche testati clinicarnente, dimostrando che tanto 1l prodotto vegetale fresco guanto
quello trasformato ¢ purificato possiede realmente enormi potenzialitd in termini di
livelli di immunizzazione.

La quantitd di tessuto vegetale equivalente alla dose di vaccino deve avere un
volume appropriato affinché possa essere assunto agevolmente. Conseguentemente, il
raggiungimento di alti livelli di espressione in pianta appare come uno degli obiettivi
pitt importanti. Miglioramenti dell’espressione possono essere raggiunti allestendo
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costrutti molecolar: contenenti specifiche regioni di regolazione da impiegare nella
trasformazione genetica oppure ricorrendo ad incroci controliati tra le linee trasfor-
male ed altri materiali seguiti da cicli di sefezione genetica. Un altro aspetto molto
importante concerne la necessita che ogni compenente del vaccino mantenga {a pro-
pria dimensione e forma nativa nelle cellule delle piante transgeniche, conservando
cosi attivitd enzimatiche o di legame ai recettort (qualora necessario) o che sia in
grado eventualmente di formare complessi che mimano strutture microbiche o virali,
come nel caso delle virus-like particles (VLP). La stabilita delle proteine eterologhe,
cosi come I'assemblaggio di piil proteine diverse, dipende anche dall’ambiente cellulare
e quindi dal compartimento subcellulare di immagazzinamento: i siti pin favorevoli
per I'espressione sembrano essere la superficie cellulare e gl organelli membranosi,
come il reticolo endoplasmatico, ’apparato del Golgi e i plastidi.

19.8.3 Produzione di prodotti biofarmaceutici e di proteine umane nelle
piante

I livelli delle proteine ad uso farmaceutico espresse nelle piante transgeniche sono
risultati generalmente inferiori all’ 1% della proteina solubile totale, valore che costi-
tuisce la soglia minima indispensabile ai fini commerciali qualora le proteine debba-
no essere anche purificate. L' antigene ricombinante di superficie dell’epatite B deri-
vato in lattuga transgenica ha indotto una produzione di anticorpi molto limitata nel-
I"womo, riflettendo probabilmente il suo basso livello d1 espressione (1-5 ng/g di peso
fresco) in tale pianta. Nonostante i consistenti miglioramenti raggiunti in patata, 1}
livello di espressione rimane ancora inferiore a quello richiesto per condurre test clini-
¢l in prospettiva di applicazioni pratiche.

Benché tuberi di patata capaci di esprimere una proteina del capside del virus di
Norwalk (causa di gastroenterite] abbiano causato una immunizzazione preventiva
quando consumati come alimento, 1 livelli di espressione attualmente raggiungibili
(0,37% della proteina solubile totale) sono considerati ancora troppo bassi per intra-
prendere somministrazioni orali su vasta scala. In molte piante transgeniche, I'espres-
sione di geni codificanti per altre proteine umane & risultata sempre molto bassa: 0,020%
della proteina solubile totale per la siero-albumina, (1,001% della proteina solubile
totale per la proteina C, 0,003% della proteina solubile totale per Ja eritropoietina e
meno dello 0,001% del peso fresco per interferone-f (Tab. 19.11}. Un altro gene
codificante per il fattore di crescita dell’ epidermide wmnana € stato espresso in tabacco
transgenico soltanto nella misura pari allo 0,001% della proteina solubile totale. No-
nostante i numerosi lavori che documentine gli alti livelli di espressione raggiunti in
pianta con geni codificanti per proteine non umane, (ad esempio, la fitasi e la glucanasi)
introdotti nel genoma nucleare, rimane comunque la necessita di implementare 1 livel-
li di espressione in pianta dei geni di origine umana al fine di consentire la produzione
commerciale di proteine ricombinanti importanti dal punto di vista farmacologico.
Un approccio alternativo molto promettente & rappresentato dall’espressione di
transgeni nel genoma plastidiale (plastoma) delle piante. Geni esogeni sono stati in-
trodotti nel DNA cloroplastico di tabacco, fornendo pin di 10.000 copie per cellula e
risultando nell’accurmulazione di proteine ricombinanti fino al 47% della proteina so-
lubile totale. La tecnica di trasformazione del cloroplasto & basata sullo sfruttamento
di due sequenze fiancheggianti che, attraverso eventi di ricombinazione omologa, song
in grado di permettere I'inserimento di DNA estranec nella regione compresa tra due
geni funzionali. In questo moda i geni possono essere introdotii in una regione precisa
all’interno della molecola circolare di DNA cloroplastico, evitando pertanto problemi
di sifenziamento dell’espressione connessi all’effetto di posizionamento, fenomeno
riscontrato invece abbastanza frequentemente in piante transgeniche per geni inseriti
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Tab. 19.11 - Produzione di composti
biofarmaceutici con piante transge-
niche per la terapia medica nell'uomo.

Applicazioni potenziall Fianta Proteina Livelii di espressione

Proteine umane

Anticoaguiante Tabacco Proteina C <0,01% PST
Antitrombina Il Colza Irudina 0,3% proteine del seme
INeutropenia Tabacco Fattore stimolante n.d.
Ormone della crescita Tabacco Somatrepina 7,0% PST (cloroplasto)
Anemia Tabacco Eritropoietma <0001 5% P5T {nuclen)
Analgesico per narcosi Arabidopsis Encefalite 0,1% proteine del seme
Cicatrizzante, attivatore tissutale Tebacco Proteina epidermica <0,01% PST
tpatite Ce B Riso, rapa, Interferone o n.d.

labacco Interferone p <0,01% peso fresco
Cirrosi epatica Tabacco Siero albumina 0,02% pST
Sostituto del plasma nelle trasiusioni  Tabacco Emoglabine oe p 0,05% proteine del seme
Collagene Tabacco Cailagene <0,01"% peso fresca
Fibrosi cistica, malattie del fegato Risc o antitripsina n.d.
nibitare della tripsina nel trapianti Mals Aprotinina n.d.
Antimicrobico Patata Lattoferrina <0, 1% PST

Proteine non umane

Dartensione Talacco, pomodoro  Enzima di conversione della angiotensing n.d.
Terapia contro ['HIV Tabacco w-tricosanting 2,0% PST
Malattia di Gaucher Tabacco Clucocerebrosidasi D% PST
PST = proteina solubile totale (n d, non datesminaie)

nel genoma nucleare. Comungque, i problemi connessi al silenziamento genico non
sono mai stati osservati nel caso di trasformazione cloroplastica, mentre sono comuni
nel caso di trasformazione nucleare.

La trasformazione del cloroplasto costituisce, inoltre, un sistema di ingegneria
genefica che minimizza 1 rischi ambientali (gene escape). Infatti, questi organelli
citoplasmatici seno generalmente ereditati per via materna ¢ quindi cio evita che la
dispersione del polline possa diffendere il transgene nell’ambiente. L'aspetto pit im-
portante riguarda comungue la capacita da parte dei cloroplasti di sintetizzare protei-
ne eucariotiche in quantita molto elevate, permettendo un ripiegamento corretto ¢ la
formazione di ponti disolfurc. L'accumulo di grandi quantitd di somatropina umana
completamente formarta e correttamente assemblata (7% della proteina solubile tota-
le) ha fornite evidenze sperimentali a favore delia elevatissima espressione di tale
proteina. Seguendo 1’ approccio basato suila trasformazione del cloroplasto potrebbe
eliminarsi cosi la necessith di ricorrere a costosi processi preduttivi in vitro di proteine
di valore farmaceutico ricorrendo a organismi ricombinanti. Ad esempio, il 60% dei
costl operativi per la produzione commerciale di insulina umana in E. coli & dovute a
questi processi.

Le conoscenze acquisite fino ad oggi consentono di affermare che i biofarmaceutici
prodotti in pianta (Quadro 19.7) possiedano gli stessi standard di sicurezza e le stesse
caratteristiche terapeutiche dei sistemi tradizionali attualmente utilizzati. Tuttavia, molt
medicinali di origine vegetale sono esenti dai contrelli severi che invece subiscono i
prodotti derivati dai microrganismi a causa della lero classificazione come supple-
menti nutrizionali. Poich€ da alcune parti sono state sollevate preoccupazioni riguar-
do alla salvaguardia ambientale, & di fondamentale importanza che gli organi deputati
alla regalamentazione dei processi biotecnologici stabiliscano al pill presto precise
procedure di valutazione che, caso per caso, permetiano di distinguere 1 rischi reali da
quelli presunti. Qualora prodotti biofarmaceutici particolarmente tossici ottenuti at-
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traverso le piante transgeniche fossero in grado di persistere nell’ambiente o di accu-
mularsi negli organisind, si renderebbe necessaria I’adozione di misure precauzionali.
L’induzione della produzione di biofarmaceutici potrebbe essere effettuata dope
il raccolto sfruttando I’espressione transiente determinata dai vettori vicali, eliminan-
do in questo modo 1 rischi connessi ad una esposizione in ambiente non controllato.
Altri interrogativi sollevati dalla coltivazione in pieno campo di piante transgeniche
sono quelli che riguardano il gene escape, ciot la possibilita che il transgene diffonda
in natura, attraverso il polline, trasmettendosi cosi, ad esempio, a specie infestanti
interfertili con quelle coltivate. Per contenere tale fenomeno sono gia stati messi a
punto o sono in fase di sviluppo sistemi cosiddetti di conlenimento basati sulle sfrut-
tamento di barriere riproduttive, come la maschiosterilita, I'incompatibilitd, ’apomissia
e I’eredita materna. F stato dimostrato che I’inserimento di geni esogeni nel cloroplasto
consente realmente di contenere 1a loro diffusione, ma fanno eccezione le specie che
presentano eredita biparentale del genoma cloroplastico, cosi come lo sfruttamento
della maschiosterilith, che & tuttavia possibile upicamente nelle specie il cui prodotto

commerciale non sia rappresentato dal seme.

Quadro 19.7 - Espressione della GAD 65 umana in piante
transgeniche per la prevenzione del diabete mellito insulino-
dipendente

A cura of Linda Avesani-e Mario Pezzotti

Dipartimento Scientifico e Tecnologico
Universita degli Studi di Verona

Il diabete mellito insulino-dipedente (IDDM), chiamato anche
diabete giovanile o di tipo | (T1OM]}, & una malattia metabolica
dovuta ad una deficienza di insulina che porta ad alterazioni nel
metabolismo del glucosio con conseguente chetoacidosi, sete
ed aumento della produzione di urine. Tale malattia colpisce lo
0,3-0,4% della popolazione, con un picco di insorgenza all’eta
di 11-12 anni ed & caratterizzata da un’elevata variabilith geo-
grafica: Lo spettro di ereditarieta del TIDM si presenta molto
complesso perché numerosi geni sono coinvoltl nellinsorgenza
di guesta malattia: a dimostrazione di cio il 90% dei pazienti
affetti mon hanno genitori malati.

La deficienza nella produzione di insulina nei soggetti malati de-
riva dalla distruzione delle celiule [}, responsabili della sintesi di
tale ormone, di consequenza si rende necessaria una terapia so-
stitutiva continua. La distruzione delle cellule [} deriva da una
risposta di tipo autolmmune che si manifesta a causa dell'ineffi-
cienza dei normali meccanismi responsabili del mantenimento
della tolleranza verso gli antigeni autologhi, denominata anche
tolleranza versa || seif.

Sulla patogenesi del T1DM umano sono disponibili scarse infar-
mazioni per ovvie limitazioni: background genetico eterogensa,
influenza di svariati fattori ambientali, scarsa disponibilita di tes-
suto pancreatico umano per studi istologici ed Immunoisto-
chimici.

Per la prevenzione secondaria del T1DM sono state saggiate va-
rie strategie immunologiche, Tuttavia, il 90% dei malati di T1DM
non ha familiari affetti dalla malattia e, di consequenza, la pre-
venzione primaria del T1DM nella popolazione generale rimane
I'obiettivo finale. Messuna delle terapie fino ad ora impiegate
combina tutte le caratteristiche (efficacia, sicurezza, specificita,
bassi costi ed applicabilita alla popolazione generale) richieste

per la prevenzione primaria. Esistono evidenze immunologiche
che indicano che & possibile prevenire lo sviluppo di malattie
autoimmuni attraverso la scmministrazione orale ripetuta di de-
terminate dosi di autoantigene associato alla malattia. Tale pro-
tezione dipenderebbe dall'induzione di un meccanismo
immunalogico noto come tolleranza orale. Linduzione della tol-
leranza orale potrebbe soddisfare | requisiti per una prevenzione
di tipo primario.

Essendo l'isoforma da 65 kDa della decarbossilasi dell’acido
glutammico (GAD65) il maggiore autoantigens umano associa-
to con it TIDM, gii studi di induzione della tolleranza orale con la
somministrazione di questa proteina sarebbero estremamente
significativi. A causa degli alti costi di produzione di hGADGS
ricombinante, questi studi sono a tutt'oggi praticamente non
proponibili. Piante transgeniche esprimenti ‘autoantigene po-
trebbero essere di valido aiuto in gquanto abbasserebbero note-
volmente i costi e potrebbero essere usate nella prevenzione pri-
maria in quanto impiegabili come alimento da ingerire fresco
nella dieta, evitando I'uso di procedure costosissime di
purificazione proteica.

Recenti risultati del nostro gruppo dimostrano che € possibile
esprimere la GADSG5S umana, immunoreattiva e correttamente
conformata, in plante transgeniche di tabacco e carota a livelli
simili a quelli di altre proteine ricombinanti. In Fig. 19.54 & ripor-
lata la rappresentazione schematica della GADSS umana.

Il meccanismo responsabile dell'induzione di tolleranza orale &
fortemente dipendente dalla dose di autoantigens somministra-

Sito catalitico

o[ ool W]
— — [ X

Segnale (aa 24-31) di

ancoraggio alle membrane
Fig. 19.54 - Rappresentazione schematica della GADG5 umana: sono
evidenziati il seqnale di ancoraggio alle membrane, il site catalitico
e gli epitopi immunareattivi della proteina.

Epitopi riconosciut dagli
autoanticorpi umani
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smistamento in differenti comparti sub-cellulan con lo scopo di expressing human glutamic acid decarboxilase (GADBS), a major
aumentare la stabilita della proteina e di conseguenza innalzarne autoantigen in insufin-dependent diabetes mellitus. Malecular Breeding,

i livelli di espressione. 5: 553-560
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Sommario

Tecnologia del DNA ricombinante

La tecnologia del DNA ricombinante & stata sviluppata in seguito alla scoperta delle
nucleasi e delle ligasi, due classi di enzimi in grado di agire sul DNA. Le nacleasi
possono tagliare la molecola in corrispondenza di punti terminali (esonucleasi) oppu-
re interni (endonucleasi). Le nucleasi pili importanti per I'ingegneria genetica sono le
endonucleasi di restrizione, enzimi di origine batterica in grado di intervenire nei pun-
ti delle molecole linearn o circolari di DINA a doppio filamento che presentano una
determinata sequenza nucleotidica lunga generalmente da 4 a 6 pb (palindromo).

Il numero di nucleotidi che la compongono determina la frequenza di taglio di
una endonucleasi: maggiore ¢ la lunghezza della sequenza di riconoscimento e mino-
re ¢ la frequenza di restrizione teorica di una endenueleasi. Inoltre, le endonucleasi
possonoe tagliare Ja sequenza al centro del palindromo producendo frammenti di re-
strizione con estremita piatte (blunt ends) oppure in maniera asimmetrica verso il 5' o
verso 1l 3' originando pertanto frammenti di restrizione con un’estremitd sporgente
rispetto all’altra di 2-4 nucleotidi (sticky ends). Tra queste due classi, quelle che pro-
ducono estremitd sporgenti sono le endonucleasi maggiormente impiegate per il
clonaggio dei frammenti di restrizione. Attraverso 1’aziene della ligasi € infatti possi-
bile saldare le mterruzioni tra due frammenti di restrizione con estremitd complemen-
tari ripristinando cosi il sito di restrizione nel DNA chimerico.

Vettori di clonaggio

Latecnologia de] DNA ricombinante ha reso possibile analizzare genomi e caratteriz-
zame 1 geni trasferende frammenti di DNA di un organismo in appropriati vettori di
clonaggio: molecole di DNA a doppia elica costruite artificialmente in cui & possibile
inserire un frammento di DNA esogeno e che possono replicarsi autenomamente in
una cellula ospite. I primu vettori di clonaggio impiegati sono stati derivati dai plasmidi
battericy, molecole circolari di DNA a doppio filamento capaci di duplicarsi in modo
indipendente dal cromosoma batterico poiché possiedono la sequenza di origine ne-
cessarla per la propria replicazione. Un vettore di clonaggio moderno derivato da
plasmidi di E. celi contiene una regione sintetica (polylinker) con molti siti unici di
restrizione ed una sequenza di origine della replicazione (ord). Inoltre, un gene marcatore
selezionabile che conferisce resistenza ad un antibiotico permettendo di riconoscere
le cellule trasformate di E. coli ¢ il gene {acZ che consente di distinguere le colonie
trasformate contenenti il plasmide con inserto {ricombinante) da quelle trasformate
ma contenenti il plasmide senza inserto.

I plasrmdi consentono di clonare efficientemente frammenti di DNA di poche
chilobasi. Quando i frammenti sono eccessivamente lunghi i plasmidi sono infatti spesso

Avesani L., Falorni A, Tarnielli G.B., Marusic C., Porceddu A., Polveran A,
Faleri C., Calcinaro F, Pezzatti M, (2003}, Improved in planta expression
of the human islet autoantiogen ghitamic acid decarboxylase (CADGS ).
lrarsgenic Reseorch, 12: 203-212
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instabili, vanno incontro a riarrangiamenti e tendono a perdere 1”inserto durante la fase
di replicazione. Al fine di clonare frammenti di DNA pil lunghi sono stati quindi svi-
tuppati vettori basati sul batteriofago A. Il DNA di A & una molecola lineare a doppio
filamento dafla quale pud essere rimossa la parte centrale, ottenendo cosl un vettore
fagico costituito da due braccia laterali tra le quali pud essere inserito il DNA esogeno.
Anche i vettori fagici devono quindi contenere una regione polylinker con siti unici di
restrizione e un gene che permette di distinguere le placche ricombinanti da quelle non
ricombinantl, in genere il gene lacZ. Inoltre, entrambe le braccia del vettore fagico
terminano con sequenze coesive (siti cos) di 12 nucleotidi a filamento singolo che sone
tra loro complementari in modo che la molecola di DNA fagico possa assumere la
forma circolare. La dimensione massima dei frammentl di DNA esogeno che possono
essere clonati in un vettore A & di circa 18 kb. Per clonare frammenti di dimensioni
maggiori, compresi tra 35 ¢ 44 kb, sono stati sviluppati i cosmidi, vettori che non si
trovano in natura e che combinano le caratteristiche di un plasmide con quelle di un
fago. Tali vetlori includono una sequenza di origne della replicazione (ori), un gene per
la resistenza ad un antibiotico, un sito cos € una regione polylinker con siti unici di
restnzione. Dai cosmidi sono stati derivati 1 fosmidi, caratterizzati da un pil basso
numero di copie in E. coli e quindi da minore problemi di stabilita. Vettori di clonaggio
sono stati sviluppati impiegando oltre a A anche il batteriofago PL che, avendo un
genoma pid grande, consente di clonare frammenti ancora pit lunghi (fino a 125 kb).

In alternativa ai vettori plasmidici e fagici, possono essere impiegati 1 cromosomi
artificiali di lievito o YAC (Yeast Artificial Chromosomes) e i cromosomi artificiali
batterici o BAC (Bacterial Artificial Chromosomes). 1 primi vengono propagati in S,
cerevisiae e permettone di clenare frammenti di DNA lunghi oltre 100 kb, mentre i
secondl sono basati sul plasmide F di E. coli ¢ permettono di clonare frammenti lun-
gh1 300 kb o pib. Le unitd funzionali principali di un vettere YAC sono: un centromero,
i telomeri € una o piu sequenze di origine della replicazione. A queste component:
cromoesomiche sone associati siti unici di restrizione e i geni marcatori selezionabili
per visualizzare le cellule contenenti 1 vettori con il frammento di DNA esogeno. |
vettori BAC invece comprendono: una sequenza di origine della replicazione (¢riS), i
geni che controllanc la replicazione (repE) ed il numero di copie del plasmide F (parA,
parB e parC), il gene mareatore selezionabile codificante per la cloramfenicolo acetil-
transferasi (CAT®), il gene lac”. e una regione polylinker con un sito unico di restrizio-
ne (ad esempio, Hindill) per il clonaggio dei frammenti di DNA esogeno e con una
sequenza di riconescimento rara, come Notl, per I'excisione degli inserti.

Librerie genetiche

I vettori di clonaggio rendono possibile la caratterizzazione dei genomi, la determina-
zione della composizione, dell espressione ¢ della funzione dei loro geni attraverso la
costruzione di genoteche. Una genoteca o libreria genetica & una collezione di moltis-
simi vettori di clonaggio, ciascunc dei quali contiene un particolare frammento di
DNA genomico (libreria genomica) o di DNA complementare (libreria trascrittomica)
di un determinato organismo. Una libreria genomica contiene quindi frammenti di
restrizione di DNA genomico che nel loro insieme sono rappresentativi dell’intero
genoma di un organismo, oltre alle sequenze esoniche, include anche le sequenze
introniche, le sequenze di regolazione ¢ le sequenze ripetute, Una libreria trascrittomica
contiene invece i frammenti di cDNA ottenuti per retrotrascrizione degli mRNA che
nel loro complesse sono rappresentativi del solo trascrittoma di un organismoe o di un
suo specifico organo o tessuto, contiene cio€ unicamente le sequenze espresse nel tipo
cellulare da cui sono stati isolati i messaggeri maturi.
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J0 screening di una libreria genetica consente di identificare ed isolare singoli
geni o singole sequenze nucleotidiche adottando procedure diverse a seconda del tipo
di libreria ma tutte basate sull’impiege di sonde nucleotidiche opportunamente mar-
cate. Il npo di sonda dipende dalle informazioni disponibili sul gene di interesse.
Qualora il gene sia, infatti, gia stato clonato in parte, s1 pud usare il frammento noto
come sonda omologa al fine di isolare il gene completo o un suo paralogo, mentre se
¢ gia stato clonato in un altro organismo & possibile sintetizzare una sonda etercloga
per tentare di isolare il clone contenente il gene ortologo, Quando invece il gene che
codifica per il carattere di interesse non & mai stato clonato prima si pud ricorrere alle
procedure di differential display per ottenere la sonda da impiegare nello screening
della librera genetica. Lo screening di librerie trascrittomiche pud essere condotto
anche utilizzando vettori di espressione ed anticorpi specifici. In questo caso st evidenzia
il clone di cDNA corrispondente all’ mRNA che codifica per la calena polipeptidica
riconosciuta dall’anticorpe. Infire, quando il prodotto genico non & note, un approc-
cio che puo essere usato per 1'isolamento di geni prevede la marcatura molecolare
secondo una metodologia definita gene ragging. In questo caso, la ricerca di geni @
connessa a fenomeni di mutagenesi inserzionale che determinano una manifestazione
evidente a livello fenotipico. Gli elementi trasponibili delle piante e i T-DNA plasmidici
di agrobatterio rappresentano le sequenze genetiche piu utilizzate per la marcatura
molecolare dei geni.

Sequenziamento del DNA

Il sequenziamento del DNA oggi & una procedura completamente automatizzata che
tuttavia segue ancora il metodo sviluppato da F. Sanger e collaboratori basato sulla
sintesi enzimatica di molecole di DNA complementari che terminanc in corrispon-
denza di specifici nucleotidi (metodo dideossi). Secondeo i metodo originario, 1l
sequenziamento di un clong prevede quattro differenti reazioni di sintesi ognuna delle
quali avviene in presenza dei quattro deossiribonucleosidi trifosfati (dNTP) e di uno
specifico dideossiribonuclecside trifosfato (ddNTP) che quando viene incorperato
determina "arresto dell’allungamento del filamento. Poiché I'integrazione del
dideossiribonucleoside al posto del corrispondente deossiribonucleoside & casuale, il
risultato di ciascuna delle quattro reazioni & un insieme di nuovi filamenti di DNA di
diversa lunghezza, tutti terminant perd con lo stesso nucleotide. I prodotti di sintesi
delle quattro reazioni sono quindi separati mediante elettroforesi in un gel di
poliacrilammide usando quattre pozzetti adiacenti. 11 gel essiccato viene infine espo-
sto contro una lastra autoradiografica, dopo di che la sequenza del DNA pud essere
letta direttamente su di essanella direzione 5 — 3'. La procedura per il sequenziamento
a terminazione di catena attualmente impiegato si avvale dell’ impiego della PCR, dei
metodi di marcatura fluorescente e dei sequenziatori capillar automatici. La sequen-
za del DNA pud essere desunta valutando la successione di picchu di colore diverso
che compongono I'elettroferogramma, convenzionalmente nero per G, blu per C, ver-
de per A e rosso per T.

Piante geneticamente modificate

Un gene dopo essere stato isolato da un qualsiasi organismo, sia animale che vegetale,
clonato in un vettore e caratterizzato, pud essere trasferito, tal quale o modificato con
tecniche di ingegneria genetica, in cellule vegetali dalle quali si possono rigenerare
piante transgeniche: nel loro genoma sono stati incorporati geni esogeni (transgeni)
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senza la mediazione del processo sessuale. La transgenesi finalizzata all’ cttenimento
di piante geneticamente modificate (PGM) pud essere condotta impiegande metodi di
trasTerimento mediato oppure diretto.

Nel trasferimento genico mediato da vettori virali la pianta non & modificata
gencticamente ma & soltanto I’ ospite temporaneo del virus {(espressione transiente),
mentre in quello mediato da vettori agrobatterici 1 transgeni possono esprimersi soJo
dopo essere statl integrati stabilmente nel cromosomi della pianta (espressione stabi-
le). I vettori virali di trasformazione attualmente disponibili derivano sia da virus a
singola elica di RNA che da quelli a doppia elica di DNA. in entrambi i casi modificati
attraverso tecniche di ingegneria genetica. Il loro impiego offre la possibilita di otte-
nere elevati livelli di espressione transiente dei geni trasferiti. I vettori batterici impie-
gati nella rasformazione-genetica sono rappresentati dai plasmidi Ti e Ri di A.
tumefaciens e UA. rhizogenes. In entrambi 1 plasmidi & presente una regione che in
seguito all’infezione viene integrata nel cremosoma delle cellula ospite. In tale regio-
ne, delimitata dalle sequenze LB (left border) e RB (right border) indispensabile per
la sua excisione ed integrazione, sono contenuti 1 geni responsabifi della patogenesi.
In particolare, nel T-DNA sono inclusi 1 geni responsabili della sintesi di ormoni e
oping, mentre esternamente al T-DNA sono localizzati i geni per il catabolismo delle
opine, la sequenza di origine della replicazione (orf), le sequenze preposte alle funzio-
ni di conivgazione e la regione di 30 kb contenente i geni per la virulenza (vir). Affin-
ché il plasmide Ti potesse essere impiegato come vettore per il trasferimento genico e
stato necessario rimuovere dal suo T-DNA 1 geni responsabili della biosintesi dei
fitormoni (vettore disarmato). Inoltre, sia nel plasmide Ti che in quello Ri, sono stati
deleti tutti 1 geni non necessari per svolgere la funzione di vettore ed inseriti un gene
marcatore selezionabile in grado di conferire resistenza ad un antibiotico oppure ad
un erbicida, un polylinker con siti unici di restrizione e un gene reporter che conferi-
sce specifiche attivita enzimatiche. L’ impiego di vettori disarmati e ingegnerizzati per
il rasferimento di geni nelle piante prevede che 1 plasmidi Ti ed Ri possano essere
caricati dei geni da trasferire, clonati in E. coli ed inseriti in Agrobacteriwm mediante
coniugazione, dopo di che il loro T-DNA viene trasferitc ed integrato nel genoma
vegetale. Tale fase richiede la presenza di diversi geni per la virulenza ¢ la
colonizzazione batterica, delle sequenze RB e LB, e della regione vir. Inolore, puo
avvenire sia quando T-DNA e regione vir sono combinati in uno stesso plasmide (vet-
tori cointegrati) che quando sono clonati in due plasmidi distinti {vettori binari).

II trasferimento genico mediato da Agrobacterium non pud essere applicato in
tutte le specie vegetali. B stato pertanto necessario sviluppare metodi chimico-fisici di
trasferimento genico diretto sia in cellule integre {espianti ¢ calli) che in cellule priva-
te della parete (protoplasti): elettroporazione, microiniezione, bombardamento e fu-
sione dei liposomi. Tra questi metedi il bombardamento deile cellule vegetali con
microparticelle rivestite di DNA plasmidico (metodo biolistico) mediante un apposito
dispositive (particle gun) ¢ certamente quello pit usato. Recentemente questo metedo
& stato Jmpiegato anche per inserire geni dentro 1 cloroplasti, fornendo cosi nuove
possibilita di trasformare il plastoma.

Al momento 1 metodi pitt usati per la produzione di piante transgeniche nelle
dicotiledoni sone quelli basati sulla trasformazione mediata da vettore batterico
(plasmdi Ti e Ri), mentre nelle menocotiledoni & quelle biotistico.

Lefficienza della trasformaziene diretta o mediata da agrobatterio dipende da
molteplici fattori e pud essere valutata in base alla frequenza di espressione transiente
di geni reporter, osservabile a livello delle cellule dell’espianto vegetale nelle prime 3-
4 settimane successive all’infezione con Agrobacterivm o al trasferimento diretto.
Tuttavia, "attivita dei geni reporter non pud essere ulilizzata come prova conclusiva
dell’integrazione stabile dei transgeni. Affinché possano essere ottenute piante tra-
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sformate & necessario che i} transgene sia stabilmente integrato nei cromosomi della
cellula ospite (transgenesi) la quale a sua volta deve essere totipotente in modo da
poter rigenerare |a pianta completa (morfogenesi). Sotto questo punte di vista 1 tessuli
vegetall possono essere considerati dei mosaici per la competenza ai due processi:
30lo un piccolissimo numero di cellule risuita competente sia per I'integrazione che
per la rigenerazione. Inoltre, le cellule dei vari tessuti delle piante di solito reagiscono
con nsposte differenti agli stimoli cui vengono sottoposte. Una volta che il DNA
esogeno & stato introdotto all'interne delle cellule queste devono potersi sviluppare e
differenziare in vifro fino a rigenerare piante complete. Successivamente, Sono neces-
sarie approfondite indagini per stabilire se effettivamente il transgene € stato incorpo-
rato nei cromosomi delle planfule ngeneraie da tali cellule. Comunque, non sempre
un transgene realmente e stabilmente integrato nel cromosoma dell’organismo ospite
& in grado di esprimersi. Infatti, si pud assistere ad un totale ¢ parziale silenziamento
del transgene dovuto a molteplici cause. B stato dimostrato che in tutti i casi di
silenziamento genico la perdita di espressione dei transgeni non ¢ dovuta alla loro
eliminazione fisica ma alla loro inattivazione molecolare a livello trascrizionale o
traduzionale attraverse diversi meccanismi tra 1 quali: 1a metilazione, la co-soppres-
sione, I'effetto posizionale e I'integrazione multipla. Gli studi compiuti su tali mecca-
nismi hanno chiaramente indicato che le strategie migliori per avere una integrazions
stabile ed una espressione regolare del transgene sono quelle basate sulla preparazio-
ne di costrutti con inserti semplici di DNA esogeno che non includano sequenze du-
plicate o elementi ripetuti con sequenze invertite. Inoltre, quandoe possibile e preferibile
adottare 1 metodi di trasformazione genetica mediata da vettori agrobattericl in quanto
generalmente consentono di trasferire gli inserti in singola copia (raramente in doppia
copia).

Le prime piante geneticamente modificate sono state costituite con gli obiettivi di
incrementare la produttivitd, miglorandoe le difese contro patogeni e avversitd am-
bientali, di ridurre 1 costi e di facilitare le pratiche agronomiche (PGM di 1 generazio-
ne). Un altro cbiettivo & stato quello di migliorare la qualita dei prodotti finali: compe-
sizicne dell’amido o dell’olio, la produzione di zuccheri e di particolari proteine o
amminoacidi, Ia colorazione dei fiori e numerosi altri caratteri (PGM di II generazio-
ne). Attualmente, notevoli aspettative sono riposte nelle piante transgeniche capaci di
produrre vaccini, componenti del sangue, vitamine, ormoni e enzimi terapeutici di
origine umana o animale, cosmetici € bioplastiche (PGM di III generazione). In que-
sto senso le piante comincianoe ad essere viste sempre piil come bioreattori, cio come
organismi utilizzabili per realizzare reazioni biologiche finalizzate alla sintesi di pro-
dotti specifici. Nella produzione di anticorpi monoclonali (plantibody), cosi come di
altre proteine ad uso terapeutico, uno dei principali problemi & la loro bassa concen-
trazione nei tessuti vegetali. Per aumentare il livello di espressione dei geni codifican-
i le preteine ricombinant:, molto promettente & la trasformazione del genoma
plastidiale, sistema che minimizza anche i rischi ambientali (gene escape).
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