Genomica e proteomica

animale a supporto
del miglioramento genetico
e della sicurezza alimentare

«I] sequenziamento ¢ lo studio dei genomi animali sono
una rnederna estensione dell’uso antico di specie modelle
per comprendere gli aspetti di medicina e biclogia umana.»

Richard K. Wilson (2004)

La capacita di decifrare il codice genetico degli organismi viventi, atiraverso la determinazione della sequenza del DNA, ¢ una
rivoluzione in biologia. Un esempio delle potenzialita di questa ricerca & il “Progetto genoma umano™ che rendera disponibile una
descrizione completa dei geni dell’vomo. La maggior parte delle procedure ¢ delle tecnologie bnpiegate in questo progetto sono
gid adottate in altri settori, come ad esempio quelli che riguardane le scienze animali e la catena alimentare. In particolare, le
potenzialitd applicative della genomica in zootecnia sono enormi: le moderne tecniche di analisi del genoma, del trascrittomna e del
proteoma condizioneranno gli schemi di selezione per il miglioramento genetico degli animali domestici, nonché 1 metedi di
valutazione dei prodotti di origine animale per garantire la sicurezza alimentare.

Fra gli organismi animali pill vsati come sistemi modello per lo studio di geni e genomi si possono considerare nematodi
{Caenorhabditis elegans), moscerini (Drosophiia) e topl (Mus musculus). Recentemente anche il pollo (Gaflus galius) & stato
ritenuto un sistema modello: esso rappresenta la principale fonte di proteine per la maggior parte della popolaziene a livello
mondiale ¢ 1a sua importanza econormica ha determinato un aumento delle ricerche genetiche condoftte in quesia specie, concretizzatesi
di recente con 1l sequenziamento del suo intero genoma. Molte delle informazioni acquisite studiande il genoma dei mammiferi
{topo ¢ nomo), unitamente a quelle acquisite sequenziando il genoma di polio, consentiranno di analizzare e caratterizzare geni
omologhi in molti animali di inferesse zootecnice € veterinario, come ruminanti (bovini, ovini € caprini) e menogastrici (suini,
equinl e caniy.

Per le specie animali di maggiore rilevanza economica, come ad esempio bovini, suini, equini ed aviceli sono inclire disponibili
rappe genetiche sature, basate principalmente su marcatori SSR e SNP. Come per le specie vegetali, 1 marcatori molecolari sono
ormai conosciuti come strumenti particolarmente efficaci ed affidabili per 1'analisi dei polimorfismi del DNA anche di specie e razze
animali. Attraverso I'uso det marcatori molecolari & infatti possibile misurare la variazione genetica presente entro singole popelazio-
ni ¢ Je relazioni filogenetiche esistenti tra popolazioni cosi da agevolare I'impostazione di programmi di conservazione e di selezione
assistita. In questo settore, il mappaggio di QTL ed i] clonaggio di geni che controllano espressione di caratteri quali-quantitativi
promeitone di avere ricadute di estrema rilevanza pratica nel miglioramento genetico animale.
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Lo sviluppo di marcatori molecolari PCR-derivati per1'analisi del polimorfismo genomico (marcatori SSR) e genico {marcatori SNP)
ha reso i sistemi diagnostici per identificazione genetica degli animali di semplice applicazione, sostenibili economicamente, affidabili
e adatti all’automazione. La tracciabilitd genetica rappresenta quindi ung strumento potente ed affidabile per controllare e validare i
sistemi di identificazione tradizionali: essa si basa direttamente sul prodotic alimentare e non sull’etichetta del prodotto alimentare,
consentendo cosi di fracciare i tagli di came fino al singolo animale di origine e di verificare la corrispondenza con i dati dichiarati
nella sua etichetta. Si prospetta quindi la possibilita di un’etichettatura basata sulla tracciabiliti genetica a supporto di quella conven-
zienale che pud certamente contribuire a salvagoardare il consumatore e a tutelare il produttore e i) trasformatore da possibili errori,
frodi o alterazioni di varia natura.

Bisogna infine considerare che il sequenziamento dei genomi e lo studio dei geni animali sono una moderna estensione dell’uso di
vecchia data di specie medello per comprendere gli aspetti di medicina e biologia umana. E da questa considerazione che nasce
I'esigenza di sviluppare metodologie di ingegneria genetica ¢ biotecnologie genetiche specifiche per gli organismi animali. Le prin-
cipali motivazioni che hanno portato alla clonazione di animali ed alla produzione di animali transgenici sono connesse non solo
all’ottenimento di razze pill resistenti ¢ produttive, ma anche all’ottenimento di cavie di laboratorio idonee per studiare patologie
dell’uomo, di emoglobina ed organi umanizzati di suinj per realizzare trasfusioni e xenotrapianti, e di farmaci. Si pensi, a titalo di
esempio, alla opportunita di utilizzare topi transgenici in cui sono stati medificati dei geni che provocano 1'insorgenza del cancro al
fine di studiare questa patelogia oppure alla possibilita di clonare una pecora ¢ una vacca transgeniche che producono e secernono nel
proprio latte molecole di interesse farmaceutico come vaccini.

21.1 Evoluzione e caratteristiche del genoma degli animali
di interesse zootecnico

Molte delle specie animali di interesse zootecnico (bovini, ovini, caprini, suini) seno
state domesticate 9.000-11.000 anni fa. La domesticazione del cane & avvenuta pri-
ma, all'incirca 14.000 anni fa, mentre quella del pollo pilt tardi, all’incirca 4.500 anni
fa. La maggior parte degli animali demestici presenta una base genetica pit ampia
rispetto a quella della specie umana, benché quest’ultima si ritiene derivata all’incir-
ca 100.000 anni fa a partire perd da una piccola popolazione che si & espansa molto
rapidamente.

Nel corso dell’ultimo decennio lz filogenetica molecolare ha acquisito un ruolo
di grande rilievo, soprattutto per lo sviluppo di metodi statistici sempre pil rigorosi
per la ricostruzione delle relazioni tra genomi, in combinazicne con I'accumulo di
sempre pit dati molecolari e sequenze di geni e proteine. Ad esempio, la comparazio-
ne del genoma nucleare ¢ di quello mitocondriale dell’womo con quelli del gorilla ¢
dello scimpanzé ha portato a concludere che lo scimpanzé debba essere considetato
pitl strettamente correlato all’'uomo di quanto non lo sia il gorilla. Bisogna altresi
considerare che Je tre specie presentano a jivello di DNA differenze inferiori al 3%,
persino nelle regioni pin divergenti dei loro genomi.

Analoga indagine filogenetica, basata sui prioni, ¢ stata condolta per meltere in
evidenza le relazioni tra genomi dell’uomo, dei primati e quelli di animali domestici
come bovini, caprini, suini, ecc. | prioni sone particelle proteiche infettive, codificate
da geni condivisi dalla maggior parte dei vertebrati, che quando trasferite in un ospite
suscettibile sono capaci di causare una malattia accompagnata dalla produzione di
ulteriori particelle, che diffondono la malattia trasferendosi in altri ospiti. In particola-
re, i prioni sono considerati gli agenti che causano disturbi neurologici come
I’encefalopatia spongiforme bovina (BSE), la cui possibile trasmissione all'uomo ha
causato 1o anni recenti notevoli problemi sanitari in tutta Europa. I geni che codifica-
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no i prioni sono stati clonati in molte specie animali e cid ha permes-
so diricostruire la {ilogenesi dei genomi usando le sequenze omologhe
dispenibili. In Fig. 21.1 & riportato il dendrogramma relativo alle

correlazioni evolutive tra proteine prioniche. Sulla base di tale inda-
gine alcune specie sono risultate pit strettamente imparentate di quanto
si ritenesse. Ad esempio, il gorilla & posizionato pill vicino all’uomo
che non lo scimpanzé. Inolire, & emersa una inaspettata evoluzione
convergente tra le proteine prioniche dell’uomo e quelle dei bovini!
Le identita di alcuni residui amminoacidici {serina in posizione 143 ¢
istidina in posizione 155} sono state messe in relazione con la suscet-
tibilith degli esseri umani alla forma infettiva del prione bovino.

Gli studi di genomica molecolare hanno permesso di fare chiarez-
za anche sull’origine di una specie. La comparazione di un grande
numero di sequenze geniche ha messo in evidenza che le due forme
principali di bovini domesticati, quella Europea- Africana (Bos raurus)
e quella Asiatica (Bos indicus), derivano da due sottospecie diverse
dello stesso progenitore ancestrale selvatico. Analogamente, si ritiene
che una sottospecie Europea ed una Asiatica di cinghiale selvatico ab- w1
biano contribuito all’ evoluzione delle razze Europee ed Asiatiche di | 77
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maiali domesticati.

LLa selezione fenotipica ha creato un’ampia diversita di razze negli animali dome-
stici e in guelli di interesse zootecnico, tsultando cosi adattate a differenti condizioni
climatiche e di allevamento. La variazione fenotipica che si osserva entro ¢ tra razze
di animali domestici & molto superiore a quella che si riscontra a livello di pepolazioni
naturali (Fig. 21.2). Charles Darwin fu il primo ad intuire che la diversita di caratter
nelte piante coltivate e negli animali domestici, risultante dall’attivita di miglioramen-
to genetico, potesse ritenersi paragonabile a quella originatasi con I'evoluzione delle
popolazioni naturali, in conseguenza della selezione naturale. Infatti, la variazione
fenotipica occorsa durante la domesticazione ¢ stato uno degh aspetti considerati da
Darwin per arrivare a formulare I’ ipotesi dell’origine di nuove specie per mezzo della
selezione naturale {— Cap. 1).

Il genoma degli animali di interesse zootecnico & costituito tipicamente da un di-
verso numero di paia di autosomi € da un paio di cromosemi sessuali (Tab. 21.1) con
una dimensione che si aggira intorno ai 3 miliardi di nucleotidi nel caso dei mammiferi
(2,9 Gb nell’'uomo, 2,8 Gb nel ratto e 2,6 Gb nel topo) e a circa 1 miliardo di nucleotidi
per le specie avicole (1,1 Gb nel pollo). La dimensione stimata per il genoma di suino
e dibovino & pari a circa 3,0 Gh per entrambe le specie. La maggior parte degli eucarioti
animali & caratterizzata da un genoma aploide di dimensione variabile tra 10°e 10'° pb
(Fig. 21.3).
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Fig. 21.1 - Dendrogramma relativo
alle correlazioni evolutive tra alcuni
primati e animali domestici costruito
sulla base delle omologie tra proteine
prioniche. (Medificato da: D.C.
Krakauer et al. (1996).

Fig. 21.2 - Diversita fenotipica di pol-
li domesticati. Dipinto di Staffan
Ulistrdm.

Fig. 21.3 - Dimensione dei genomi
aploidi di alcuni organismi animali in
relazione a quelli di piante, batteri e
funghi (10° pb =1 Gb).
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Tab. 21.1 - Numero cromosomico di ge regioni intergeniche che non hanno alcuna funzione codificante ma che probabil-
alcune specie diinteresse zooteenice: e e svolgono una funzione regolativa, influenzando 1’ espressione genica. Lo svilup-
po det marcatori del DNA e il loro uso per lo studio dei polimorfismi del DNA hanno
permesso di esplorare it genoma degli animali, di costrutre mappe genetiche e di carat-
o i o & terizzare geni in futte le principali specie di interesse zootecnico. La tecnica di ibridazione
?Zi":ﬁ“;b“b”’”m“fa"’] ; 2 in situ in combinazione con quella di mappatura mediante pannelli di ibridi di cellule
Ovis afes (Pecora) 51 somatiche ha permesso di costruire mappe citogenetiche e di integrare ie mappe fisiche
Capr i [Capa & con le mappe genetiche (Fig. 21.4).

Equus cabalus (Cavallo) 64 Lo svituppo di strumenti di mappaggio genico innovativi ad alta risoluzione, qua-
Oryerolagus cunmeais {Carvghic i li i radiation hvbrid panel, che uniscono le potenzialita dei pannelli di ibridi di cellule
L ol - & somatiche con la maggiore capacita di risoluzione dovuta alla frammentazione del
— : DNA causata dalla radiazione, ha permesso la costruzione di mappe genetiche ad alta

risoluzione per le principali specie di interesse zootecnico.

Il mappaggio di geni a funzione nota ha evidenziato che durante 1'evoluzione
alcuni gruppi di geni, benché riarrangiati in cromosori diversi, hanno conservato la
sintenia e la colinearita tra specie. Sono state infatti identificate e caratterizzate regio-
nl cromosemiche in cui la compoesizione e Iordine dei geni si equivalgono in diverse
specie di mammiferi. Regioni intracromosomiche conservate in termini di sintenia e
colineariti sono state riscontrate anche tra organismi filogeneticamente distanti come
uomo ¢ pollo (Fig. 21.5).

La storia evolutiva dei genomi pud anche essere ricavata attraverso una analisi
comparativa hasata sulla composizione (sintenia) e sull’ordine {colinearitd) dei geni
nei cromosomi. Studi recenti sull’architettura der genomi condotti usando le informa-
zioni disponibili per tutti i mammiferi con genoma sequenziato hanno permesso di
stabilire che il numero di riarrangiamenti intra ed intercromoesemici, dovuti sopratiui-
to ad inversioni ¢ traslocazioni, sono in realtd superiori a quanto precedentemente
ipotizzato. Al momento si ritiene, ad esempio, che 1 riarrangiamenti cromosomici nel
primag sia parl ad un terzo di quelli avvenuti nei roditori e che la consistenza di tali

Spetie cromosomi (2n)

24 I DKFZP761TH17T
[— 34
THG -
) 7 KIAAOTES
5

+— MDRL

LDHE

[~ LHCGR
- iFOB —rc

rarrw
- arein

I

| 298809

12
13 I
12 '\REWL ,, |ATesas
- nw g . 13 (2 N rema (2)
HOD1
9

juy
o
o o=
= =

:
XARLA {g - |;i;,_,, e ?5 ;: PIN
rm ; -FLAU | TPM2

-
-
-
N
w
b

Fig. 21.4 - Mappa fisica di svine: (A) 13 2%

mappa fisica dei cromosomi con as- é
8

X

segnazione di singoli geni; (B) mappa

fisica del cromosoma 1 con localizza- Rim
zione di alcuni geni espressi nel tessu-

to muscolare. Fente: R. Davoli ef al. i6
(2002).

(=N
~
—



Genomica e proteomica animale a supporte del miglioramento genetico e della sicurezza alimentare 1045

riarrangiamenti negli uccelll sia minore. L'allineamento delle
sequenze genomiche di polle € uomo ha messo in evidenza lun-
ghi blocchi sintenici con microcolinearith conservata. A titolo
d1 esempio, in Fig, 21.6 & riportata I’evoluzione del cluster di
geni ortologhi delle alcool deidrogenasi (ADH, alcohol
dehydrogenase) di pollo e uomo riscontrati, rispettivamente, nel
cromosoma HsA4, nella regione compresa tra 100,3 ¢ 101,0
Mb, e nel cromosoma GgA4, nella regione compresa tra 60,4 ¢
60,5 Mb. In entrambe le specie, la regione ADH risulta fian-
cheggiata da geni ortologhi, METAP1 all’estremita in 5' (a
monte) e MTP all’estremita in 3" (a valle). La regione ADH di
pollo ha evidenziato sei ortologhi tra gli otto geni presenti nella
corrispondente regione dell’ uomo.

La disponibiiitd delle sequenze di interi genomi, come quelli
di uccelli (pollo) e di pesci (fugu), ha permesso di comparare e di
classificare tutti i loro gem in funzione delle retazioni evolutive
con quelli omologhi rinvenuti nei genomi di mammiferi (uomo e
topo). Ad esempio, 11 43% dei geni dell’ uomo, del topo e del pol-
lo sono risultati presenti come ortologhi nek rapporto di 1:1:1 nel-
le tre specie. Inolfre, sono stati osservatl molti paraloghi nel
genoma di ciascuna delle tre specie, risultanti da eventi di
duplicazione, che hanno portato alla formazione di famiglie
multigeniche sia nell’nomeo e nel topo che nel pollo. Membri
ortologhi sono statl nscontrati anche in due del tre genomi ana-
lizzati: ra fugu e polle tali situazioni sono risultate rare come
atteso, suggerendo una perdita di geni durante la linea evolutiva
del genoma umano. Sorprendente & il dato che indica una propor-
zione pari a circa il 60% di geni di pollo codificant per proteine
aventi singoll ortologhi nell'uomo (Fig. 21.7}. 1 geni ortologhi
osservati nel rapporto di 1:1 tra il genoma dell’'uome ¢ quello del
pollo hanno evidenziato un valore medio di identita a livello di
sequenze amminoacidiche inferiore a quello calcolato per 1 geni
ortologhi rinvenuti sempre nel rapporto di 1:1 tra il genoma del-
I'vomao e guello del tepo (75,3% contro 88,0%). Infine, € interes-
sante rilevare che le sequenze nuclectidiche det geni ortologhi
responsabili di funzioni citoplasmatiche e nucleari sono risultate
pil conservate di quelle di geni implicati nella iproduzione, nel-
la difesa contro patogeni & nell’adattamento ambientale. Serpren-
dente ¢ anche il dato relativo al confronto tra EST (expressed
seguence tags) di pollo e uomo: le sequenze espresse nel cervello
sono risultate pilt conservate di quelle espresse nel testicoll.

Nell’era genomica la bioinformatica ha dato e sta fornen-
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do un contributo fondamentale non selo per la determinazione e la ricostruzione della
sequenza di interi genomi, ma anche per I'identificazione e la comparazione della
struttura dei loro geni. Il sequenziamento del genoma di pollo ha promosso dettagliate
indagini comparative con il genoma umarno e di topo, al fine di ricavare informazioni
di carattere evolutivo estendibili ad un confronto pit ampio nell’ambito dei vertebrati
tra la classe degli uccelli e quella dei mammifer. Tali indagini hanno messo in eviden-
zameccanismi di espansione e conversione del geni, sviluppo di famiglie multigeniche
cosi come guadagni ¢ perdite di molti geni nei due lignaggi. Ad esempic, le squame
della pelle, gl artigli delle zampe, le penne ¢ le piume del corpo e deile ali hanno
preso origine da una famiglia di cheratine specifiche della classe degli uccelli, mentre

Fig. 21.5 - Genomica comparativa:
(A) organizzazione di 586 blocchi
sintenici nei genomi di vomo, topo e
pollo; (8) esempio di riarrangiamenti
intercromosomici.
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Pollo & awar S m w ww | e fibre dei peli nei mammiferi derivano da una di-

(crom. 4) % . -, - stinta famiglia di cheratine che ha subito una espan-

T~ | sione enorme all’internc della classe dei mammiferi.

el ~ - ”[“’ Inoltre, i geni codificanti i recettori vomeronasali, le

A R i proteine associate alle ghiandole salivari, le caseine

oy > - ewommoam—30— | del latte cosi come le proteine delio smalto sono ri-
/

Fig. 21.6 - Organizzazione della regio-
ne cromosomica contenente i geni
ortologhi del gruppo delle alcool
deidrogenasi (ADH, alcohol dehydro-
genase) di pollo e uomo: i geni interi
sono rappresentati in verde, quelli tron-
cati - pseudogeni — in rosso. La regio-
ne ADH & fiancheggiata nelle due spe-
cie da geni ortologhi: METAPT a mon-
te, rappresentate in blu, e MTP a valle,
rappresentato in gialle. Le corrispon-
denze tra le copie ADH dei geni orto-
loghi sono evidenziate dalle linee di cal-
legamento.

sultati assenti nel genoma di pollo. Le sequenze codi-
ficanti di tali geni non sono state riscontrate neanche tra le EST di questa specie. Con
ogni probabilitd detti risultati riflettono il guadagno dei geni che hanno consentito
I'evoluzione degli organi facciali e delle ghiandole mammarie nei mammiferi e la
perdita dei geni che hanno portato alla scomparsa dei denti negli uccelli. La presenza
nel genoma dei pesci di geni codificanti le proteine dello smalto e 1’assenza di questi
geni nel pello, unitamente al fato che i geni codificanti le proteine salivar e guelle
caseiniche sono assenti nel genoma di pollo e conservati nei mammiferi, suggerisco-
no eventi di duplicazione genica in un organismo ancestrale comune seguiti da pro-
cessi di diversificazione genica e specializzazione funzionale. I dati molecolari sinora
acquisiti portano a concludete che it genoma avicolo, benché mostri proporzioni con-
sistenti di blocchi sintenici con i mammiferi (uomo, ratto e topo) e di geni ortologhi

Homo sapiens
(21.787 geni)

Gallus galius

Unici {17.709 gen))

COricdaghi
candivisi

nelle tre specis
(11:1)

Fugu rubripes
(20.796 geni)

altamente conservati nei mammiferi, sia caratterizzato da una sot-
to-rappresentazione di molti geni verosimilmente presenti
nell’ancestrale cormnune di marmifert e uccelli (Fig. 21.8). I mo-
delli di innovazione genica durante I'evoluzione genomica dei
vertebrati sono stati ricostruiti in base alle perdite e ai guadagni
dei geni in gruppi ortologhi tra genomi di alcuni organismi
metazoici: tutte le specic considerate tra i mammiferi (uomo, ratte
e topo), 1 pesci (Fuguw), gli insetti (Drosophila e Anopheles) e i
vermi {C. elegans e C. briggsae) hanno mostrato un bilancio genico
positivo, con la sola eccezione dell unica specie considerata tra gli
uccelli. Trai vertebrati con genoma interamente sequenziato il pollo
& infatti I’'unico organismo ad aver perduto moltt pit geni di quanti
ne abbia guadagnati.

La conoscenza della sequenza di interi genomi sta permetten-
do di sviluppare procedure di mappaggic ¢ clonaggio genico com-
parativo in silico attraverso il confronto di geni e genomi di specie

r 20.000

No. geni

r 15.000

r 10.000

I 5.000

Fig. 21.7 - Statistiche relative alla
comparazione tra i genomi di uomo,
pesce e pollo in termini di composi-
zione di geni ortologhi.

Tab. 21.2 — Numero di EST disponibi-
li nelle banche-dati pubbliche per al-
cuni animali domestici.

Specie Mo, E5T*
Hemo sagiens (uomo) 3.065.097
Mus musculus e domesticus (topo)  2.025.281
Ratius sp. (ralto) 256 882
Bas taurus (boving) 99,203
Danio rerio (pesce) 95389
Sus scrofa {maiale} 58.548

Gatlus g fB9q

~ dbEST aggioraata a gennaio 2006

diverse. Tale approccio appare particolarmente utile per localizza-
re ed identificare geni in una data specie sulla base dei dati gid acquisiti e disponibili
in un’altra. Metodi alternativi di analisi genica e genomica comparativa, come quello
di Zoo-FISH o chromaosome painting e di GISH o genomic in situ hybridization, pre-
vedono I'ibridazione dei cromosomi di una specie con quelli di un’altra specie e cid
permette di individuare regioni gencmiche omologhe, caratterizzate da elevata sintenia
genica. Frequentemente 1 cromosomi umani vengeno utilizzati come riferimento per
ottenere informazioni riguardanti la colinearita /o la sintenia nelle specie di interesse
zootecnico. In Fig. 21.9 & riportato il risultato di un esperimento di ibridazione in situ
genomica condotto usando una sonda specifica del cromosoma 17 umano per analiz-
zare i cromosomi metafasici di bovino: il segnale di ibridazione & evidente nel solo
cromosoma 19 bovino, dimostrando cosi che esiste una elevata conservazione di se-
quenze geniche tra il cromosoma umano e quelle bovino.

Rimane il fatto che la decifrazione completa dell’ informazione genetica di ciascu-
na specie si puod ottenere soltanto con il sequenziamento del DNA genomico e I'anno-
tazione di tutti i geni. Nel pollo il sequenziamento del genoma ¢ stato completato nel
2004 da un consorzio internazionale (fntl. Chicken Genome Sequencing Consortium,).
Per quanto riguarda la specie bovina, una compagnia privata americana {(MM{ Genomics)
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ha recentemente annunciato di avere completato il sequenziamento del suo
genoma. Tultavia, per i pil importanti animali domestici $1 prevede che la se-
quenza completa del genoma sara disponibile nell’arco di pochi anni dal mo-
mento che diversi progetti di ricerca effettuati con finanziamenti pubblici, prin-
cipalmente negli Stati Uniti, in collaborazione con gruppi europel, giapponesi €
cinesi, hanno permesso 'avvio del sequenziamento del genoma di cane e gatto,
oltre che quello di specie di interesse zootecnico come bovino e suino.
Parallelamente alle attivith di sequenziamento del genoma delle principali
specie di interesse zootecnico, sull’esempio di quanto & stato fatto per 'uomo e

A

‘ Perdite . Guadagni

2.000 gent

+ 1.000 geni

Pallo

per il topo, si stanno identificando e caratterizzando collezioni di sequenze espres-
se (EST, expressed sequence tags) in molt animali. La Tab. 21.2 rporta il nu-
mero di EST depositate nelle banche dati pubbliche per I'uvomo ¢ alcune specie
animali. Tali sequenze, che rappresentano porzioni di trascritti genici, general-
mente sono di piccole dimensioni e riconducibili a tessuti specifici. Di partico-
tare interesse & la caratterizzazione del trascrittorma dei tessuti che direttamente
influenzano le produzioni zootecniche. Per esempio, le caratteristiche costitu-
zionali del tessuto muscolare del suind e dei bovini rivestono una notevole im-
portanza per la produzione di carne. In questoe settore, al momento sono in atto
programmi di ricerca volti a4 clonare e caratterizzare EST di geni aventi espres-
sione lessuio-specifica.

Con Uavvento dell’era genomica € adesso pessibile disporre di strumenti di
indagine che consentono di chiarire le basi genetico-molecolari della variazio-
ne fenotipica negli animali domestici.

Laricerca genomica negli animali di interesse zootecnico differisce in maolti
aspetti da quella condotta negli esseri umani o negli organismi sperimentali
(cavie di laboratono). Malgrado I’interesse generalizzate verso | ereditd dei ca-
rattert, 'identificazione di geni qualitativi responsabili di specifiche malattie
negli animali da reddito non & molto importante poiché gli individui che mani-
festano disfunzioni fisiche o disordini metabelici tendono ad essere eliminati dai pro-
grammi di selezione, come del resto 1 loro genitori. La maggior parte dei caratteri di
interesse commerciale in zootecnia, come ad esempio la velocitd di crescita di un
animale, la qualith della carne e del latte, sono comunque caratteri quantitativi. I ca-
ratteri quantitativi mostrano una variabilith fenotipica continua ed hanne una eredita
poligenica dal momento che sono controllati da una pluralita di geni e risentono anche
dell’influenza esercitata dai fattori ambientali. Le posizioni occupate da guesti geni
sui cromosomi sono chiamate loci per i caratteri quantitativi: ognuno di questi Jocl &
comunemente indicato con 'acronimo QTL (quantitative trait locus) ed & principal-
mente assoclato alla produttivita e alle caratteristiche di qualita.

Un QTL, negli animali cosi come nelle piante, si identifica pertanto non con un
locus mendeliano ma con una regione cromosomica dove risiedono 1 geni che control-
lano I’espressione di un carattere quantiiativo
(poligeni). Tl cencetto di QTL pud in realta esten-
dersi anche a caratteri riconducibili a due classi di-
screte antagoniste (ad esempio, individui sant ed
individui malati) e che quindi non manifestano una
distribuzione continua dei valori fenotipici, purché
il carattere in questione sia controllato da pill geni.
1l mappaggio di QTL mediante 1'uso di marcatori
molecolan ed il clonaggio di geni coinvolti nella
manifestazione dei caratleri quantitativi promette di
avere ricadute di estremo interesse pratico in
zootecnia.

Palamcimicn

T Vaitebrall

Fig. 21.8 - Filogenesi ed evoluzione
dei vertebrati: (A) dendrogramma
filogenetico derivato dall’analisi delle
sequenze dei genomi; (B) diagramma
evolutivo dei vertebrati ricostruito
usando le infermazioni ricavate dal-
I’analisi dei reperti fossili. Fonte: R.K.W.
Wilson et al. (2004).

Fig. 21.9 — Esperimento di ibridazione
in sitt genomica: una sonda specifica
del cromosoma 17 umano identifica se-
quenze complementari quasi esclusi-
vamente nel cromosoma 19 bovino,
dimostrando cosi che esiste una eleva-
ta conservazione di sequenze geniche
tra questi cromosomi nei due genomi
(foto: B. Chowdhary).



1048 Capitolo ventunesimo

Quadro 21.1 - Mammiferi

I Mammiferi sono la classe di Vertebrati omeotermi compren-
dente gli animali pit evoluti. Essi vengono suddivisi in tre
sottoclassi in base all'atteggiamento riproduttive e allapparato
riproduttivo femminile: Monotremi (o prototer), Marsupiali (o
metateri) e Placentati (o euteri}. Con la sola eccezione dei
Monotremi, che sono ovipari, tutti | mammiferi sono vivipari e
comprendono due gruppi: marsupiali e placentati. | mammiferi
sono provvisti di ghiandaole mammarie, sviluppate e funzionall
nelle femmine ed atrofiche nei maschi. || dimorfismo sessuale
maostra generalmente una magglore prestanza fisica maschile.
La pelle dei mammiferi & in genere ricoperta di peli, tranne che
niei Cetacei e Sirenidi, talora rigidi - setole - oppure trasformati
in spine & aculei. Mella pelle di molte specie sono presenti ghian-
dole sudaoripare e sebacee ed in alcune specie anche ghiandole
odorifere. Formazioni cutanee comee sono le unghie, le corma e
il becco nel solo ornitorinco. La testa presenta un grande svilup-
po della capsula craniale. La colonna vertebrale & divisa nelle re-
gioni cervicale, toracica, lombare, sacrale e caudale. Alle verte-
bre toraciche si articolano le costole. | Mammiferi sano provvisti
di due paia di arti che sorreggone |l corpo, la cul conformazione
e lunghezza varia a seconda del tipo di locomozione cui servono.
Le dita possono essere 5 o ridotte a 4, 3 0 2. A seconda che
appogging al suolo fa planta, le dita o le unghie, | Mammiferi
vengono dethi plantigradi, digitigradi, unguligradi. L'apparato
digerente consta della bocca con lingua, denti e ghiandole salivari,
di faringe, esofago, stomaco e intestino, che sl apre all’esterno
con ['ano, & delle ghiandole fegato e pancreas. L'apparato
circolatorio, con circolazione doppia e completa, & costituito dal
cuore a quattro cavita, da vene e da arterie. L'apparato respirato-
rio & formato da laringe, trachea, bronchi, polmoni; quello
escrelore da reni, ureteri e vescica urinaria. (I sisterma nervosg
presenta un grande sviluppo dell’encafalo con grossi emisferi ce-
rebrali. Sviluppati sono gli organi di senso tattili, uditivi, gustati-
vi, alfattori e wvisivi.

Comparsi sulla Terra nel Triassico, attualmente si conoscono cir-
ca 4.500 specie classificate in oltre 20 distinti ordini (Tab. 21.3).
| bovini (famiglia: Bovidi), caprini e ovini (sottofamiglie dei Bovidi)

Tab. 21.3 - ClassHicazione del marmmiferi.

Sottoclasse/Ordine  Specie tipiche

Monatremi armilorinco, echidna

farsupiali diavalo orsing, talpa marsupiale, mirmeccbio, koala,
vamiala, canguro

Placentati

Insettivori solenodonte, tenrek, potarmogale, riccio, mustiolo, talpa,
toporagno

Dermotteri cdinocefzie

Chirotteri ferrc di cavailo, volpe volante, vampiro, pipistreflo pescatore,
molosso, nottola, orecchione

Sdentati Formicheere, bradipo, tamandud, armadilic

Folidoti pangolino

Lagomond] lepee, coniglioy pica

Roditori marmotta, scoiaitolo, castoro, topo, ghire, spalace, mara,
istrice, capibara

Carmivari lupo, arsa, procione, panda, martars, ermeling, genelty,
protele, iena, bigre, ofadia, trichero, loca

Cetacei balena, balenotters, capodoglio, orca, delfino, narvalo

Probecsdati elefani

Sirenidi manato, dugongo, lamantino

tracoidei proCavia

Tubolidentati oritteropo

Artradattili anghiale, pecan, ippopoiamo, cammelo, Lagula, cervo,
camscio, geraffa. antilocapra, antllope, bisonte, orice, ssga

Perissadattili cavallo, tapiro, rinoceronte

Primati Lagaia, catta, staka, aye-oye, bor, galagane, tari, cebo,

caflmico;, babbing, entello, samango, erngotanga,
scimpanze, gonlla, uamo

e i suini (famiglia: Suidi) appartengono all‘ordine degli Artiodattil],
che insieme ai Perissodattill formano gl Ungulati, cosi chiamati
perché presentano zoccoli anziché unghie.

21.2 Analisi genomica e marcatori genetici in zootecnia:
stato dell’arte

Nella societd moderna si avverte un crescente interesse verso le tematiche riguardanti
la sicurezza degli alimenti di origine animale e la sostenibilita dei sisterni di produzie-
ne animale. La risposta ai quesitt che tali tematiche sollevano possono essere fornite
ricorrende a strumenti di analisi fondati sulle recenti acquisizioni di genomica,
trascrittomica e proteomica. L'insieme delle tecnologie messe a punto per [analisi
delle sequenze genomiche e del polimorfismo molecolare pud fornire anche un valido
contributo al miglioramento genetico dei caratteri quali-quantitativi cosi come alla
salvaguardia delle razze autoctone, in particolare, ¢ della biodiversita a livello di spe-
cie, pilt in generale (Fig. 21,10). ,

La selezione genetica, finalizzata al raggiungimento di una uwniformita fenotipica
elevata e idonea a massimizzare le potenzialita produttive, e la conservazione della
variabilitd genetica nel suo complesso, benché rappresentino argomenti di ricerca dif-
ferenziati in termini di finaiita, sono accomunati dal fatto che possono usufruire en-
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trambi dell’enorme contributo connesso all’impiego dei
marcatori genetici. I marcatori genetici sono riconGuci-
bili a sequenze di DNA impiegate per marcare, cioe trac-
clare un particolare soggetto attraverso I’analisi della ma-
nifestazione fenotipica di uno o pill dei suoi geni. [
rnarcatori pil usati in passato per la selezione nelle specie
animali di interesse zootecnico sono certamente stati i fat-
tori genetici per caratteri qualitativi, facilmente rilevabily,
con piena penetranza ed espressivitd, come ad esempio il
celore del mantello e la presenza delle corna. Attualmen-
te, ra 1 marcatori genetici, quelli considerati pit affidabili
sono 1 marcateri melecolarn. I analisi del genoma mediante
marcatorl molecolari € in grado di rilevare la diversita do-
vuta a mutazioni di regioni di DNA omologhe in individui diversi appartenenti alla
stessa specie o a specie diverse. Le differenze tra individui a livello di sequenza
nucleotidica del DNA costituiscono un insieme di marcatori genetici con alto potere
discriminante e rappresentano un sistema di analisi genomica di grande precisione. 1
marcatori molecolari presentano numerosi aspetti positivi rispetto a quelli morfologici
tradizionalmente impiegati. Infatti, non subiscono interferenze da parte dell’ambien-
te, trattandesi di sistemi di analisi del DNA, e coprono qualsiasi parte del genoma
(sequenze codificanti, introni ¢ regioni di regolazione), permetiendo cosi di rilevare
differenze anche tra individul geneticamente simih e fenotipicamente indistinguibili.
Almomento, si possono distinguere due classi di marcatori molecolari: RFLP e PCR-
derivat {— Cap. 17).

L’attuale disponibilita di marcatori molecelari codominantl, facilmente rilevabili
lecnicamente ¢ numericamente abbondanti nei genomy animali, come ad esempio
microsatelliti (SSR, simple sequence repeat) e SNP (single nucleotide polymorphism),
consente di accelerare i tempi richiesti per la caratierizzazione e la selezione genetica,
¢ di aumentare le possibilitd di successo dei programmi di miglioramente genetico,
ricorrendo alla cosiddetta selezione assisiita da marcatori (MAS, marker-assisted
selection). Quest’ ultima consiste nell impiego di mezzi biotecnologici per seguire la
trasmissione di gerd favorevoli ed eliminare quelli indesiderati. La dispouibilita di
marcatori molecolari utiti per la MAS pud teoricamente apportare cambiamenti di
rilieve sui metodi seguiti per selezionare ¢ salvaguardare razze superiori che combi-
nane il maggior numero di alleli favorevoli ai loci che controllano 1 caratteri oggetto
di miglicramento genetico. La posizione nella mappa dei loci per 1 caratteri quali-
quantitativi ¢ la variazione allelica ai loci marcator associati sono due informazioni
indispensabili per costituire razze superion in termini produttivi ed identificabili a
livello molecolare.

A differenza di quanto accadeva in un recente passato, quando 1 marcatori
molecolari non erano ancora disponibili € la selezione veniva condotta esclusivamen-
te su base fenotipica, la prospettiva che adesso comincia ad intravedersi per un futurd
prossimo & quetla di identificare la posizione e la funzicne dei geni alla base della
manifestazione del pill importanti caratteri qualitativi e quantitativi, almeno npelle
maggiori specie di animali domestici. Benché la quantita di infonpazioni genetico-
molecolart sul QTL aumenti di anno in anne, le possibilita concrete di attuare pro-
grammi di MAS negli animali sono ancora limitate. Al momento sono pochi i casi di
selezione assistita realizzati con successo mediante ’ausilio del marcatori molecolarl
e buona parte di questi riguarda caratteri di cui sono stati identificati i geni o le muta-
zioni dei geni responsabili del foro controllo a livello morfologico o metabolico.

1l colore del mantello degli animali domestici mostra un’ampia variabilitd in
molte delle specie di interesse zootecnico, a differenza di quanto si esserva nelle po-

Fig. 21.10 - Esemnpi di razze autoctone
venete di pollc oggetto di programmi
di conservazione (foto: M. Cassandro).
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Fig. 21.11 - Variazione fenotipica per
il colore del mantello in alcune razze
baovine.

polazioni naturali di specie selvatiche (Fig. 21.11). Ci¢ dipende dal-
I'azione della selezione naturale contro 1 soggett aventi un aspetto
bizzarro pin frequentemente vittime di predatori ed eschusi dagli ac-
coppiamenti. Bisogna altresi considerare che 1'uomo fa ricorso a pra-
tiche di tipo agricolo da oltre 10.000 anni, ma & solo nell’ultimo
secolo che ha operato selezione con I'intento di migliorare le produ-
zioni animali. Allo stesse modo egli ha anche agite in modo consa-
pevole per mantenere o addirittura aumentare la variabilita di alcuni
caratteri, come ad esempio, il colore del mantello poiché questo ca-
rattere 1n particolare veniva usato nell’ambito di una specie come
marchio fenotipico identificativo delle differenti razze. Il colore del
mantello degli animali costituisce ancora adesso un carattere molto
importante in tutti i programmi di miglioramento genetico tanto che sono stati svilup-
pafl molteplici saggi diagnostici basati sull’analisi det DNA per |'accertamento pre-
coce del colore del mantello in molte specie. Talr saggi seno stati approntati sfruttan-
do fe informazioni genetico-molecolari acquisite nel topo. Ad esempio, alcune muia-
zioni puntiformi del gene Mc/r, codificante un recettore melanocortinico, sono state
messe in relazione con la distribuzicene det pigmenti rosso e nero net peli del mantello
dei topi. Gli omologhi di questo gene sono stati successivamente clonati e caratteriz-
zati nel bovini, nei suini, negli equini, nelle pecore, nei cani e ne: polli.

L'allele denominato Dominant white (J) costituisce un esempio particolarmente
interessante. Molti maiali domestici hanno un mantello bianco in quanto mancano di
melanociti nella pelle (Fig. 21.12). Studi condetti a livello melecolare hanno dime-
strato che il fenotipo bianco ¢ determinato da mutazioni del gene KIT che codifica la
sintest di recettori di fattori di crescita espressi nelle cellule staminali. Questo gene,
avente una dimensione attorno a 400 kb, & indispensabile per la sopravvivenza dei
melanociti durante I’embriogenesi € per I’ematopoiesi (produzione deil componenti
del sangue) ¢ lo sviluppe delle ceflule germinali. Tutte le mutazioni ¢he determinano
la perdita di funzione del gene KIT causano il {enotipo bianco macchiato nel topo
(Dominant white spotting) e il fenotipo screziato nell'uomo (Dominant piebald trait),
anche se molto spesso lo stato omozigote degli alleli mutati si riflette in un fenotipo
acuto o letale. Nel maiale, "allele Dominani white si manifesta con un effetto sulla
pigmentazione ancora pitt drastico di quello provocato nel topo da tutti i possibili
alleli mutati, benché i genotipi omozigoti risultino pienamente vitali. Osservazioni
dettagliate della struttura dell’allele Domtinant white hanno messo in evidenza due

Patch (1)

Dominant
white (/)

B >400 kb

Fig. 21.12 — Colore del mantello nei suini: (A} variabilita fenotipica; (B) eredita del carattere (modificata da: L. Andersson 2001).
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distinte mutazioni: una duplicazione in tandem ed una alterazione del sito di splicing
(Fig. 21.12). La sola duplicazione in tandem dell’intera regione codificante si riscon-
tra nell’allele denominato Parcl (/7) che si manifesta con ampie macchie di peli e
pelle non pigmentati, probabilmente per effetto della sovra-espressione o della espres-
siong ectopica di K/T. La mutaziene puntiforme G—A provoca un cambiamento del
sito di splicing determinando la perdita dell’esone 17 durante la fase di processamento
del messaggero: fale cambiamento porta alla sintesi di un recettore con normale attivi-
ta legante ma senza attivita chinasica intracellulare. Inoltre, si ritiene che la combina-
zione di una variazione strutturale con la sovra-espressione di uno stesso allele possa
essere chiamata in causa per spiegare le conseguenze estreme sulla pigmentazione
osservabile nei soggelll eterozigoti per la mutazione Dominant white. La Fig. 21.12
mostra gli effetti, a livello di pigmentazione del mantello, nel caso di incrocio tra
individui appartenenti a popolazioni divergenti. In particolare, I'interincrocio di indi-
vidui F, ottenuti dall’'unione tra un cinghiale selvatico (European Wild Boar) e un
maiale domestico {Large White Domestic Pig), consente di osservare nella generazio-
ne F, gli effetti della segregazione dei fattori che controllano 1l colore del mantello. 11
maiale cosi come le progenie F, con mantello bianco portano 1'allele Dominant white
al locus KIT. mentre il cinghiale e le progenie F, con mantello pigmentato sono
omozigoti per I'ellele selvatico recessivo (¢). In questi animali Ja presenza delle mac-
chie & riconducibile alla duplicazione in tandem dell’intera regione codificante al locus
KIT unitamente alla variazione del livello di espressione dell’allele Parch. Lo studio
genetico-molecolare della pigmentazione cutanea del maiale ha evidenziato che gli
alleli che contrellano la manifestazione di questo carattere, oggetto della selezione da
moltissime generazioni, differiscono tra loro per I"accumulo di mutazioni multiple.

Un altro aspette amptamente studiato negli animali domestici, data la sua impor-
tanza al fini della selezione, & quello rignardante la composizione corporea ed, in
particolare, la proporzione relativa tra essuto muscolare e grasso. Neglh ultima 50
annl in molte razze & stata portata avanti un’intensa attivita di selezione con I’obietti-
vo di produrre linee caratterizzate da seggetti magri, favorendo lo sviluppo del mu-
scolo e riducendo "accumulo di grasso. Parecchi geni che influenzano la composizio-
ne carporea sono gia stati identificati e carartterizzati a livello genetico-molecolare.

11 Jocus per il gene alotano (Halothane) nel suino & stato uno dei primi ad essere
studiato. Una mutazione recessiva di questo gene & responsabile della cosiddetta “sin-
drome dell’ipertermia maligna”, che pud essere innescata da stati di stress dell’anima-
le 0 provocata da esposizion al gas anestetico alotano. Tale mutazione & stata anche
associata con un tipo di carne pilt magra. morbida e pallida, ed & stata quindi sottopo-
sta ad intensa attivitd di selezione per aumentarne la frequenza tra le razze di suino. 11
gene responsabile di questo fenotipe & RYR1 (ryvanodine receptor 1), codificante un
recettore che agisce a livello dei canali ionici regolando il rilascio del calcio nei mu-
scoli-scheletrici. La caratterizzazione di geni clonati in individui omoztgoti con fenotipo
normale e con fenotipe mutante ha permesso di accertare che la variazione & ricondu-
cibile ad una mutazione puntiforme di tipo mis-senso, denominata R614C. E interes-
sante rilevare che lo stesso tipo di mutazione provoca la sindrome maligna da iperter-
mia anche nell’'uomo.

1 allele RV~ rappresenta un aitro esempio di moutazione la cul frequenza & stata
probabilmente aumentata nelle popolazioni di suini per effetto della seleziene per 1l
contenuto di carne. Tale mutazione & stata riscontrata quasi esclusivamente nella raz-
za Hampshire ed & ritenuta responsabile di aumenti consistenti, fino al 70% circa, del
contenuto di glicogeno nel tessuto muscolare, La mutazione & stata associata ad un
peggioramento delle caratteristiche qualitative dei prosciutti durante la fase di stagio-
natura € ad un abbassamento del pH delle carni per effetto della degradaziene post-
mortem del glicogeno. Recentemente & state identificaie e clonato il gene PRKAG3
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Fig. 21.13 - Esemplare bovino della
razza Bianca Blu belga con fenotipo
doppia coscia a confronto con un
capo della razza Charolais che non
presenta questo fenotipo.

(protein kinase AMP-activated gamma-3 subunit) responsabile di questo fenotipo: si
{ratta di un gene codificante una isoforma delia subunita regolatoria y di una proteina
chinasica AMP-attivata. Anche in questo caso la variazione a livello della sequenza
nucleotidica € nconducibile ad una mutazicne puntiforme di tipo mis-senso, denomi-
nata R200Q. La manifestazione morfologica della mutazione in questione suggerisce
che Ja specifica iscforma di AMP chinasi possa svolgere un ruolo chiave nel metabo-
lismo energetico a livello del muscolo scheletrico. B inoltre possibile che tale chinasi
sia coinvolta nell’acquisizione di glucosio indipendente dall’insulina da parte del
muscolo scheletrico € costituisce pertanto un potenziale bersaglio farmacologico per
il trattamento del diabete di tipo II neli’ womo.

Un altro locus identificato nel suino che influenza la massa muscolare e la com-
posizione del grasso corporeo & quello corrispondente al gene /G2 (insulin-like growth
Jactor) codificante un fattore di crescita insulina-simile. Tale gene si trova localizzato
nella stessa regione distale del cromoscma 2 dove & stato posizionato un QL con un
effetto molto consistente sullo sviluppo corporeo. L' analisi di popolazioni segreganti
prodotte attraverso I'incrocio tra Wild Boar ¢ Large White e tra Pietrain e Large White
ha evidenziato che la manifestazione del fenotipo & chiaramente connessa ad una ere-
ditad di origine paterna. Cir suggerisce che il locus pud essere interessato da meccani-
smi di imprinting genomico per il quale 'allele paterno & potenzialmente soggetto ad
inattivazione durante la formaziene dei gameti. Al momento sono in atto studi
molecolari volti alla caratterizzazione di /GF2, ritenuto une dei migliori geni candi-
dati al controlio della quantita ¢ della qualith della carne nei suini.

Molte razze di bovini da carne, compresa la Piemonltese, la Bianca Blu belgae 1a
Charolais, mostrano un particolare sviluppo ipertrofico e vengono per questo motivo
indicate come “razze della doppia coscia” (Fig. 21.13). Tale fenotipo € riconducibile
ad una iperplasia, cio® ad un anormale aumento del numero delle cellule del tessuti
muscolari, ed & determinato da una mutazione recessiva del gene della miostatina al
locus mh (Myostatin). In pratica, la mancata attivita del gene impedisce la sintesi della
miostatina, proteina in grado dj frenare lo sviluppo muscolare. 11 gene della miostatina
venne considerato come candidato al controllo della manifestazione del muscole
ipertrofico quando si dimostrd che 1 topi omozigoti per alleli mutati di questo gene
erano in grado di sviluppare masse muscolari fuon dalla norma. Successivamente fu
provato che il gene responsabile dell’ipertrofia delle magse muscolari della coscia si
trova localizzato sul cromosoma 2 bovino esatiamente in corrispondenza del locus
della miostatina, che gii individui con fenotipo “doppia coscia™ sono omozigoti (mamh)
per mutazioni riconducibili al tipo “perdita di funzione” e che il prodotto proteico del
gene della miostatina agisce come “regolatore negativo” dello sviluppo del muscoli
scheletrici. E interessante rilevare che sono state individuate ¢ caratterizzate sei di-
stinte mutazioni in diverse razze bovine, mentre mutazioni analoghe non sono ancora
mai state riscontrate nel suino.

Un gene che determina una considerevole crescita muscolare & stato individuato
anche nelle pecore: si tratta del gene CLPG (callypige) che provoca ipertrofia muscela-
re delle cosce e delle natiche. Il fenotipo corrispondente fu osservato per la prima volta
nel 1983 in un arjete. Questo gene, in seguito mappato nel cromosoma 18 ovino, ha
mostrato una ereditd peculiare definita polar-overdominance: la marufestazione fenotipica
& visibile solo negli animali eterozigoti e solo quando I’allele mutato & trasmesso dal
genitore maschile. La causa di ¢id non € ancora nota, ma una possibile spiegazione
chiama ancora in causa I'inattivazione dell’allele paterno durante la formazione dei
gameti (imprinting genomico) cosi da non potersi esprimere nella progenie.

Fencmeni di imprinting di questo tipo sono gia stati osservati negli animali ma i
dati comvelgono un numero ridotto di geni. Il fatto perd che entrambi i loci /GF2 nel
maiale e CLPG nella pecora siano interessati da imprinting e che alcuni QTL di suino
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e di bovino mostrine variazione riconducibile ad effetti di imprinting spinge a ritenere
questo meccanismo di regolazione dell’ espressione genica piu comune di quanto fine
ad oggt ipotizzato. Ulteriori indagini genetico-molecolari sone tuttavia necessarie per
stabilire se effettivamente I imprinting gencmico & in grado di condizionare la manife-
stazione dt alcuni caratteri quantitativi e lo sviluppo corporeo negli animali domestict.

La fertilita degli animali & un carattere molto importante da considerare durante
i programmi di selezione ma anche molto difficile da studiare. Il motivo principale ¢
rappresentato dai bassi valori di ereditabilitd in quanto i livelli di fertilitd sono condi-
zionati da fattori ambientali nonché dallo stato di salute ¢ dal regime alimentare degli
animali.

Recentemente, nella pecora sono stati 1dentificati due distinti alleli al locus
Inverdale presente nel cromosoma X che condizionane 1l tasso di ovulazione: entram-
bi gli alleli sono mutazioni del gene BMPLS (bone morphogenetic protein 15} codifi-
cante un fattore di crescita espresso nell’oocita. Gli individui eterozigoti per queste
mutazioni presentano una ovulazione regolare mentre quelli omozigoti risultano ste-
rili. Booroola & un altro gene, identificato sempre nella pecora, che influisce sulla
riproduzione femminile: I"allele selvatico a questo locus agisce positivamente sul tas-
so di ovulazione ¢ sulla prolificitd. La regione del cromosoma 6 di pecora dove € stato
mappato il gene FecB (Booroola fecundiry) ha evidenziato sintenia conservata con la
regione del cromosoma 4 umano dove & stato localizzato il gene ortologo.

Nei suini & stato identificato un gene potenzialmente coinvelto nella riproduzio-
ne: il pelimorfismo di questo gene, codificante un recettore di estrogeni, € ritenuto
associato con la prolificita ma Ja sua funzione non ¢ ancora stata del tutto chiarita.
L’incrocio di razze Furopee poco prolifiche con razze Cinesi altamente prolifiche ha
portate alla mappatura di una serie di QTL per la prolificita. I dati acquisiti riguardanti
le posizioni occupate da questi loci sulle mappe genetiche di maiale censentiranno di
selezionare ed evenlualmente validare geni candidati.

Negli ultimi anni sono state raccolte informazioni ed acquisita documentazione
su molte malattie ereditarie semplici, a controllo monogenico, relativamente alle
principali specie di interesse zootecnico. Tali dati sono stati catalogati in una banca
dati denominata Online Mendelian Inheritance in Animals (OMIA).

La presenza, nelle popolazioni migliorate delle pit importanti specie di animali
domestici, di seggetti portatori sani di geni autosomici responsabili allo stato recessi-
vo dell’insorgenza di disfunzioni melaboliche ed alterazioni morfologiche costituisce
un problema molto serio poiché tali soggetti sono in grado di trasmettere Iallele per la
malattia a progenie molto numerose. Come esempio si pud citare il caso della “defi-
cienza da aderenza dei lencociti” nei bovini (bovine leukocyte adhesion deficiency),
una grave sindrome immunodeficitaria causata da una mutazione mis-sensc del gene
[TGB2 codificante la subunitd a2 di una integrina. Tale mutazione venne largamente
diffusa nelle popolazioni statunitensi di Holstein-Friesian neghi anni "50-"60 del seco-
1o scorso da ur fameso toro usato nelle inseminazioni artificiali per ottenere un nume-
ro elevatissimo di fighi e tutt ghi individul affetti da tale patologia erano infatti impa-
rentati tra loro, Un’altra grave sindrome immuncodeficitaria dei cavalli (Arabian horse
contbined immunodeficiency) & causata da una mutazione di tipo frameshift del gene
PREDC codificante la subunita catalitica della proteina chinasica DNA-dipendente.

In entrambi 1 casi, cosi come nella maggior parte del casi riguardanti malattie le
cui basi genetico-molecolari sono state svelate, I'1dentificazione dei geni responsabili
delle malattie eredilarie & stata possibile grazie alle informazioni disponibili per le
malattie corrispondenti nell’uomo ¢ nel tope seguendo approccei di genomica compa-
rativa. In anni recenti sono stati sviluppati numerosi saggi diagnosticl ai quali ricorro-
ne 1 selezionatori per nidurre Iincidenza di malattie ereditarie nelle popolazioni og-
getto di selezione. L’anahsi di malattie a controtlo monogenico € di notevole impor-



1054 Capitolo ventunesimo

Tab. 21.4 — Analisi di geni ¢he causa-
no sindromi ereditarie in bovini, suini
ed ovini.

Fig. 21.14 - Esermnplari di avicoli deri-
vanti da introgressione del gene naked
neck.

Specie Malattia

Bovini BLAD (Bovine (eukncyte Adhesion Deficiency}
DUMPS (Deficiericy of Uridine Mono-Phosphate Synthase)
CVM (Carnplex Vertebral Matformation)
Mufe Foot
PDME (Progressive Degeneralive Myeloencephalopathy)
SMA (Spinal Muscolar Artrophy)
Citrullinemia

Suini PSS (Procine Stress Sindrome)
Ovini Scrapie

tanza sotto il profilo economico poiché consente di prevenire la morte dell’animale o
la drastica riduzione delle sue potenzialitd produttive e riproduttive. Ii soggetto porta-
tore dell’allele per la malattia allo stato eterozigote, totalmente asintomatico, & in
grado di trasmettere la mutazione alla prole con il 50% di probabilitd. Per controllare
gli accoppiamenti € gquindi opportuno analizzare tutti i soggetti che hanno almeno un
portatore nella loro ascendenza. Alcune delle analisi di geni che causano sindromi
ereditarie sono riportate in Tab. 21.4.

In alcuni casi, lo studio di malattie negli ammali domestici pué fornire utili mo-
delli per lo studio di malattie umane equivalenti e per o sviluppo di terapie appropriate.
Un esempio interessante & rappresentato da un disturbo del sonno che si riscontra in
alcune razze di cani, noto come ‘“‘narcolessia canina”, causato da una mutazione del
gene che codifica il recettore 2 della ipocretina (orexina): in questo caso il modello
animale & ampiamente caratterizzato ed impiegato per studiare il disturbo corrispon-
dente nell’uvomo ed, in particolare, per identificare la mutazione autosomica recessiva
responsabile della manifestazione del disturbo.

La ricerca genomica negli animali domestici dispone gia di importanti applica-
zioni pratiche basate sulla conoscenza dei geni che controllano caratleri prevalente-
mente qualitativi, I saggi diagnostici per 'analisi delle mutazioni RN (PRKAG3) e
alotano (RYR1), che influiscono sulla qualitd delle carni nei suini, rappresentano pro-
babilmente i casi pill rilevanti dal momento che sono molto usati ai fini del migliora-
mento genetico. Bisogna comunque notare che 'identificazione ¢ [a caratterizzazione
dei geni responsabili della manifestazione di un carattere non & un prerequisito per lo
sviluppo di applicazioni pratiche. Molti gruppi di ricerca, sia pubblici che privati,
stanno 1nvestendo tempo e denaro per implementare la selezione fenotipica usando
marcatori molecolari strettamnente associati a geni che svolgono un’aziene principale
nel controllo di caratterl gquantitativi. In questi casi, lo sviluppo di saggi diagnostici
non richiede necessariamente il clonaggio, ma semplicemente 1l mappaggio del gene
responsabile.

Le nuove sfide dei metodi di valutazione genetica quantitativa riguardano senza
dubbio la possibilita di integrare le informazioni fornite dalla genetica molecolare con
quelle sino ad ora dispenibili nel campo dalla genetica quantitativa. Il mappaggio di
QTL, il clonaggio di geni e, pit in generale, la MAS rappresentanc solo alcune delle
tantissime sinergie che potranno essere create (ra genetica quantitativa e biologia
molecolare. Ad esempio, nei bovini un sistema integrato di informazioni provenienti
dal marcatorl genetici usati per aumentare [’accuratezza delle valutazioni genetiche
dei riproduttori (tori) in aggivnta alle informazioni fenotipiche rilevate sulle presta-
zioni delle loro fighie (vacche) rappresenta solo une dei tanti scenari che I'integrazio-
ne della genetica molecclare con quella quantitativa pud consentire. Un’ulteriore inte-
grazione pud essere individuata nella introgressione genica assistita, ossia nella possi-
bilitd di trasferire uno specifico gene ricorrendo all’ausilio di marcateri molecolari.
La validita di tale integrazione € stata dimostrata recentemente trasferendo il gene
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Booreola, responsabiie deila prolificitd, da una popolazione donatrice ad una riceven-
te di pecore. Un altro esempic di introgressione genica assistita da marcatori melecolari
¢ quella riguardante il carattere naked neck nei polli (Fig. 21.14). Il gene autosomico
responsabile di questo carattere controlla la distribuzione del piumaggio a livello del
collo, rendendo i polli pili tolleranti al caldo. 11 gene naked neck € stato trasferito da
una popolazione donatrice di polli autoctoni di piceole dimensjoni in una linea com-
merciale da carne (Cornish). Una serie di marcatori molecolari rappresentativi del
genoma di pollo sono stati impiegati per implementare e velocizzare il recupero del
patrimonio genetico della popolazione ricevente. Altre possibili applicazioni dei
marcatori molecolari riguardano la conservazione della diversiti genetica, per mighio-
rare I’efficacia dei tradizionali schemi di conservazione di risorse genetiche animali a
limitata diffusione e la tracciabilita genetica proposta per garantire una pit sicura
tecnica di tracciabilith dei prodotii e degli animali in produzione zootecnica.

In cenclusione, I'evoluzione dei metodi di valutazione genetica nel campo ani-
male, e non solo, sard sempre pit influenzata dallo svituppo e dalla ricerca di nuove
tecniche statistiche o dal recupero ed adattamento di tecniche biometriche gia cono-
sciute in altrl ambiti scientificl, associate a nuove conoscenze di bioinformatica e
genomica, € ad informazioni sempre pit approfondite riguardanti i meccanismi
molecolar legati al controllo dell’espressione genica (trascrittomica e proteomicaj.

21.3 Genomica al servizio del miglioramento genetico de-
gli animali domestici

Nell’ambito degli animali domesticl, la ricerca genomica € stata concentrata nelle
principali specie da allevamento dat momento che 1’avanzamento delle conoscenze di
base in queste specie pud essere sfruttato direttamente nei programmi di migliora-
Mento genetico.

e
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. Fﬁ Fig. 21.15 — Polimorfismi a due loci
— - - . " = g

T microsatellite {(S5R) rilevati in cinque

polli mediante sequenziatore capillare

1 - usando primer marcati con molecole

e el flucrescenti, La dimensione degli alleli
f\ = marcatori si aggira attorno a 140-150
e P T O X " | pb e 220-230 pb (foto: M. Soattin).
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Lamaggioranza dei marcatori moelecolari usati per la caratterizzazione di genomi,
la costruzione di mappe genetiche e I'identificazione di geni & costituita da microsatelliti
(SSR). I microsatelliti sono tratti di DNA caratierizzati da un numero variabile di
sequenze ripetute semplici di 2-5 nucleotidi (ad esempioe, con motive di base AC/TG),
altamente informativi in virth dell’elevato polimorfismo altelico ai loci corrisponden-
i1. Tall marcatori mostrano, infatti, un’ampia variabilitd nel numero di ripetizionl sia
entro che tra razze nell’ambito di una specie (Fig. 21.15). Nel genoma delle principali
specie animali sono presenti diverse migliaia di questi marcatorl microsatelliti, che
pertanto risultano particolarmente appropriati per studi di mappatura cromosomica €
mappaggio genico. Per specifiche regioni cromosomiche di particolare interesse, in
termuni di contenuto genico, sone stati anche costruiti cromosomi artificiali batterict
(BAC). Il sequenziamento di questi cloni, contenenti lunghi inserti di DNA, consente
I'ottenimento dei cosiddetti contigs, rappresentati da un insieme ordinato di cloni aventi
sequenze parzialmente sovrapponibili alle loro estremita, in grado di coprire nel loro
complesse un singolo cromosoma. La costruzione di mappe fisiche di specifiche re-
gioni o di interi cromosomi richiede la disponibilita di mappe genetiche sature in
modo che 1 marcatori di sequenza unica ¢ posiziong nota possanc essere impiegati per
sejezionare e ordinare cloni adiacenti e successivi (— Cap. 19).

Negli uiomi anni, sono stati intrapresi molti sforzi per confrontare la mappa del
genoma umano con quella del topo. 1l sequenziamento del genoma degli animali do-
mestici, come ad esempio guello di pollo, suino e boving, consentird di mettere in
relazione anche il genoma nmano con quello di animali di interesse zootecnico. L'iden-
tificazione e la caratterizzazione di genl omologhi permetterd anche di sviluppare un
numero consistente di marcatori molecolari basati sul polimorfismo per singolt
nucleotidi (SNF) in ogni specie. '

1 nuovi strumenti molecolan in grado di visualizzare la variabilith a livello del
DNA sono applicati per verificare le relazioni di parentela tra individui ¢ per stimare
le distanze genetiche tra razze, L' International Society for Animal Genetics sta imple-
mentando procedure standard basate sull’analist di aplotipi di marcatori SSR e SNP
per la caratterizzazione genotipica di bovini, suini, equini ¢ ovini. Tali informazioni
patrebbero rivelarsi molto utili per I’esecuzione di prove di progenie basate sulla va-
lutazione contemporanea di caratteri fenotipici e marcatori molecolari.

21.3.1 Uso dei marcatori molecolari per la caratterizzazione e la selezio-
ne genetica degli animali: aspetti teorici

Lo sviluppo delle tecnologie di analisi del DNA ha permesso un notevole progresso
nel settore della genetica animale, mettendo a disposizione gli strumenti per la carat-
terizzazione del genoma delle singole specie ¢ per I'identificazione di geni con un
effetto rilevante sulle preduzioni zootecniche.

Lo sviluppo della tecnica PCR e la scoperta det microsatelliti (SSR) hanno con-
sentito un notevole progresso nel modo di analizzare it genoma degli animali. In gene-
re i microsatelliti si trovano lecalizzati in regioni anonime del DNA, ciog in regioni
non codificanti. L utilizzo di sequenziatori automatici per la loro analist mediante
elettroforesi capillare e I'impiego di software per la interpretazione dei dati ha contri-
buite a fare dei microsatelliti i marcatori pilt utilizzati per la costruzione di mappe
genetiche, per I'identificazione del geni che controllano le caratteristiche morfologiche
¢ produttive degli animali, oltre che per I"analisi di parentela e di riconoscimento
individuale. In Fig. 21.16 scno ripertati esempi di marcatori SSR visualizzati median-
te elettroforesi tradizionale e capillare.

Recentemente, I’aumento delle conoscenze a livello del genoma animale e il pro-
gresso nell’ambito delle tecnologie applicate alla genetica molecolare hanno permesso
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di considerare con pill interesse i marcatori basati sulle muta-  [a
zioni puntiformi del DNA, indicati come polimorfismi dovuti

a singoli nucleotidi (SNP). Tali marcatori molecolari sono in e __.-;--‘.‘— ﬁ ——
—— P

assoluto quelli pit diffusi e polimerfici nel genoma animale -
(mediamente uno ogni 500-1.000 nucleotidi). Considerando,

ad esempio, che un genoma di mammifero & composto in me- s O T
dia da quasi 3 miliardi di nucleotidi, il numero di SNP pre-
sentl in clascuna specie ¢ di qualche milione. Questi marcator,
oltre ad essere t pilt frequenti nel genoma, sonc biallelici e
molto pil stabili rispetto al microsatelliti. Inoltre, si prestano .
ad essere analizzati mediante sistemi completamente —
automatizzati, detti di high-throughput, che sfruttano 1) fatto che 1 due alleli possanc
essere classificati ¢ trattati in modo binario. Le metodiche di genotipizzazione svilup-
pate sfruttando 1 marcatori SNP sono basate sull’analisi del punto di mutazione seguen-
do diverse tecnologie. La tecnica pin utilizzata ¢ quella PCR-derivata che prevede una
reazione cosiddetia di micro-sequenziamento (microsequencing primer extension) nsando
un primer disegnato con la sua estrernitd 3" adiacente alla posizione polimorfica: in base
al colore della fluorescenza & possibile risalire al nucleotide incorporato e quindi al
nucleotide presente nel filamento stampo (Fig. 21.17). Esistono anche altre metodiche
sviluppate ricorrendo a sistemi cromatografici, come HPLC (high-performance liguid
chromatography), ¢ a spettrometria di massa, come ad esempio MALDI-TOF M$§
{matrix-assisted laser desorptionfionization time aof flight mass spectrometry).

Altre metodiche si basano sull"utilizzo di supperti solidi {microarray o microchip
di DNAJ su cui sono fissati oligonucleotidi ad alta densitd, che permettono di analiz-
zare contemporaneamente centinaia di SNP. Tutte queste tecnologie rendono possibi-

Fig. 21.16 — Marcatori SSR visualizzati
mediante elettroforesi tradizionale (A)
ed elettroforesi capillare (B-D}: gli in-
dividui omozigeti evidenziano una
sola banda o un sclo picco, mentre
quelli eterozigoti seno contraddistinti
da due bande o da due picchi.

le analizzare un gran numero di marcatori quasi in tem- 3

poreale. Le prime applicazioni di questi marcatori si ini- e biE ‘ j‘.‘T i

ziano a riscontrare anche nel settore della genetica ani- gg‘ g mjg

male con notevoli prospettive per il futuro. | CT%‘._‘T . &G
Nelle specie animali, caratterizzate tipicamente da CTTT "

riproduzione incrociata, 1’uso di tali strumenti molecolari ‘
per il raggiungimento di un progresso geneiico attraver- CT% :
s0 la selezione assistita sembra essere piu difficile rispetto i e

= Normale
Mutante
— Eterozigote

a quanto avviene nelle specie vegetall. Tuttavia, I'identi- T

ficazione di loci per caratteri quantitativi e di loci relati- CTTATECAT

vi a geni candidati preposti al controllo di caratteri im- CTTA =
CTTAT T

portanti per le principali produzioni zootecniche (carne, ATG

Allele 1 Aliele 2

latte, vova, ecc.) pud essere considerevolmente accele- !
rata ricorrende a strategie di mappaggio basate sulla stima del disequilibrio di asso-
ciazione o inkage disequilibrium (LD).

A livello di popolazione, 1 marcatorl molecolari sirettamente associati a geni di
QTL possono risultare tra loro in disequilibrio di associazione, parziale o totale, cosl
che 1 possibili aplotipi non sono equamente rappresentati nei gameti. Pertanto, in que-
Sta situazione, aleuni aplotipi sono pill frequenti di altri (ad esempio, MQ & mg contro
Mg e m()), come rappresentato in Fig. 21.18. Quando ci10 accade & possibile effettuare
la selezione per il carattere quantitativo impiegando direttamente il marcatore
molecolare associato al QTL. La probabilitd di identificare marcatori molecolari in
LD con caratteri quaniitativi aumenta nelle popolazioni migliorate di piccola dimen-
sione effettiva, in quaito solo un campione limitato di gameti contribuisce alla gene-
razione filiale, mentre I’ affidabilita della selezione aumenta con alti livelli di LD che
indicano una stretta associazione genetica tra marcatore molecolare e QTL. Sitnazio-
nj di LD tra marcatori molecolari e QTL possono anche essere generate sperimental-

Fig. 21.17 - Marcatori SNP: (A) alli-
neamento multiplo di sequenze che
mostra la posizione cccupata dal
polimorfismo per singolo nuclectide;
(B) esempic di interpretazione dei ri-
sultati visualizzabili mediante sequen-
ziatore capillare.



1058 Capitolo ventunesimo

A c mente incrociando individui antagoenisti per un dato
( W oy [ o : 7 @: N[ ‘ ptes i caratlere quantitativo e polimorfici per una serie di
R [E{'L NEY :II\T /|“'ﬁ|_5")' 'I'ﬂ-n'/’ ey marcatori molecolari (Fig. 21.18). In questo caso, 1l
B S ' e —— RN LD tra un marcatore molecoiare e il QTL per il carat-

J A tere quantitativa in esame verra mantenuto per diver-

se generazioni ed il numero di generazioni necessarie
per giungere alla situazione di equilibrio gametico,
cloé aplotipi MQ, mg, Mg e m( prodotti in propor-

B r.ofgaﬁ?ﬁﬂize zioni uguali, dipendera dal grado di associazione ge-
(72 9" o o8 [Pu a4 TENZE T i \7( e | metica tra marcatore molecolare ¢ QTL. Con associa-
k"-b',’ o = L......"—E'_ll | .._..."'-E"_. ’__-.--""9"‘.' "_6'“ NN | zione in fase cis (MQ/mg) nelle prime generazioni
(M 8/ \m g NS NI Y —— .- : : ; .
et - JOL ) - (s | /e dopo 'incrocio prevarranno 1 gameti MQ) e mgq, cosi

| S A= come nel caso di associazione in fase rrans (MgimQ)
lfﬁ o M g [/ 2N 7w av [m ﬁ prevarranno i gameti Mg e mQ. Per alcune generazio-
bt -n--ﬂ- retiies. | | st || i . . . , . . -
-\.1"_._ LY CRVSRY) "‘\""'"H i \p o ni dopo l'incrocio, per effetto dell’ associazione fisica

1 quattro tipi di gameti possibili non si formeranno in

Fig. 21.18 - Parte A: Situazione di
linkage disequilibrium tra marcatore
molecolare e QTL in una popolazione
naturale: aplotipi prevalenti ai loci M/
me Qf/gin presenza di stretta associa-
zione in fase ¢is. Parte B: Situazione di
linkage disequilibrium tra marcatore
molecolare e QTL creata artificialmen-
te attraverso |'incrocio di genotipi/
fenatipi antagonisti, Parte C: Situazio-
ne di finkage equilibrium tra marcatore
molecolare e QTL: tutti i possibili
aplotipi sono ugualmente rappresen-
tati nella popolazione. Disequilibrio di
associazione pud essere osservato en-
tro singole famiglie, anche con fre-
quenze di ricombinaziene piuttosto
alte (r=0,20). Madificato da: |.C.M.
Dekkers ¢ F. Hospital (2002).

proporzioni uguali ma prevarranno quelli parentali determinando la situazione nota
appunto come disequilibrio di associazione. Pertanto, |"avvicinamento alla condizio-
e di equilibrio & graduale. In alcuni casi pud richiedere anche parecchie generazioni
e, camunque, Ja velocita con cul viene raggiunto & funzione della frequenza di
ricombinazione tra i due geni: maggiore & la distanza tra marcatore molecolare e QTL
lungo il cromosoma e minore € il numero di generazioni richieste per raggiungere
I’equilibrio. Ovviamente, quando un marcatore melecolare ¢ un QTL sono in equili-
bric di associazione, allora tutti i possibili aplotipi potranno essere riscontrati nella
popelazione e in proporzioni determinate dalle unioni casuali. In questo caso, la
rilevazione del marcatore molecolare non fornisce alcuna informazione sul genotipo
del QTL (Fig. 21.18). Tale situazione & quella pil frequentemente riscontrabile nelle
popolazioni ammali e, in generale, nelle specie a fecondazione incrociata. Tuttavia,
un marcatore molecolare ed un QTL possono risultare in parziale disequilibrio di
associazione nell’ambito di una famiglia ed il livello di LD dipendera dal grado di
ricombinazione ftra il locus molecolare e quello per il carattere quantitativo, benché
all’interno della famiglia il LD pud essere usato per mappare un QTL ed effettuare
MAS anche quando i loci sono blandamente associati {ad esempio, r=0,20).

In termini generali, nelle popolazioni di specie a riproduzione incrociata il linkage
disequalibrivm € osservato soprattutto tra alleli di loci strettamente associati. Tuttavia,
& in realtd possibile riscontrare disequilibric di associazione anche nel caso di loci
indipendenti, ciog ubicati su coppie diverse di cromosomi omologhi, qualora gli alleli
di questi loci manifestino influenza sul valore selettivo (fitness) dei singoll individui.
Nel settore zootecnico, I"approccio basato sul LD & attualmente quello pin prometten-
te per 'identificazione di marcatori molecolari associati a geni qualitativi e soprattut-
to quantitativi poiché consente un’elevata accuratezza della mappatura genica. L'ap-
proccio basato sui geni candidati prevede, invece, la valutazione specifica di alcuni
marcatori molecolari riconducibili a specifici gem che si ritengono potenzialmente
coinvolti nell’espressione del carattere quantitativo di interesse.

L'acquisizione di tali informazioni molecolari richiede un grande sforzo finan-
ziario e logistico iniziale. I vantaggi di ordine tecnico-economico nspetto ai metodi
tradizionali non seno stati, comunque, ancora del tutto quantificati. L.a conescenza
dell’eredita e dell’ereditabilita dei caratteri quantitativi oggetto di selezione appare
determinante per comprendere le reali potenzialitd degli schemi di selezione assistita
da marcatori del DNA.

Attualmente l'unica certezza & {orse quella che riguarda I'uso degli strumenti di
analisi genomica basati sulla rilevazione di marcatori molecelari per attestare la qua-
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lita delle produzioni zootecniche e garantire la tracciabilita di singoli genotipi e/o di
razze selezionate. D’ altro canto, la possibilita di misurare il polimorfismo genomico a
livello di popolazioni naturali e sperimentali attraverso 'uso dei marcatori molecolari
ha aperto interessanti prospettive anche per il monitoraggio della diversita a livello di
specie e per la salvaguardia delle razze locali, soprattutto nell’ottica di garantire la
specificitd delle produzioni zootecniche.

L’impiego delle informazioni relative ai QTL net piani di selezione delle specie
di interesse zootecnico rappresenta un aspetto innovativo che in futuro potra integrarsi
con i metodi tradizionali di miglioramento basati sulla genetica quantitativa. Le map-
pe genetiche rappresentano il punto di partenza per l'individuazione e 1'isolamento
dei geni che hanno un effetto sulle caratteristiche produttive e riproduttive di interesse
zootecnico.

L'analisi del DNA mediante marcatori molecolan consente il mappaggio di QTL
e il clonaggio di geni coinvolti netl’espressione di caratteri quantitativi seguendo due
possibili approcci: 1) la scansione del genoma (genome scanning); i1) la selezione di
geni candidati {candidate genes).

Con il genome scanning si indaga tutto il genoma dell’animale, tipizzando un
certo numero di marcatorl informativi, in genere SSR. L'efficacia di questo metode
dipende dal numero di marcatori mappati ¢ quindi dalla copertura del genoma, ma
anche dal tipo di popolaziene sperimentale e dal numero di animali analizzati. Usan-
do un approccio statistico di mappatura ad intervalli si pessono identificare le regioni
cromosorniche, ciascuna delimitata da due marcatori molecolari, dove risiedono i QTL
principali e quelli secondari aventi insieme un effetto rilevante sulla variabilith di un
carattere quantitativo. L’ approccio del gene candidato si basa, invece, sull’ipotesi che
alcuni geni possano influenzare direttamente ¢ indirettamente |’espressione di un ca-
rattere produttivo in base alla disponibilita di infermazioni sulla lore funzione fisiolo-
gica e biochimica. La selezione di geni candidati e la loro validazione in popolazioni
sperimentali appropriate pud portare velocemente all’identificazione dei QTL princi-
pali in quanta & possibile valutare direttamente |’ associazione tra polimorfismi di que-
sti geni e la manifestazione dei caralteri produttivi, senza analizzare il genoma nel suo
complesse. I polimorfismi a carico dei candidate genes a singoli loci sono general-
mente saggiati ricorrendo a marcatori SNP. L'efficacia di questo metode dipende so-
stanzialmente dal tipo di carattere valutato e dal numero di animali analizzati. Molte-
plici sono } casi di studio di geni candidati per caratteri legati alla produzione della
carne nei suini e alla qualita del latte nei bovin.

L’approccio di genome scanning e quello basato sul candidate gene dovrebbero
essere usati in modo complementare. 1. informazione riguardante la posizione del gene
candidato nelfa mappa genetica della specie oggetto di studio rispetto alla posizione
del QTL pud risultare determinante per discriminare 1 migliori candidati tra tutti 1
pessibili geni. Benché il numero di geni candidati potenzialmente coinvolti o respon-
sabili di caratteri produttivi di interesse zootecnico possa essere anche molto alto,
combinando le informazioni acquisite attraverso il mappaggio der QTL nei bovini e
nei suini, con le informazioni relative al mappaggio dei geni candidati nelle regioni
cromosomiche che contengono i QTL, & possibile validare solo alcuni dei geni candi-
dati e ridurre cosi drasticamente il loro numero. In definitiva, cid consente di concen-
trare | attenzione unicamente in quelle regioni del genoma dove sono statl mappati sia
QTL che geni candidati.

Una volta selezionato un set di marcatorl melecolari Jocalizzati nella regione
cromosomica a monte e a valle dei geni che controllano una determinata caratteristica
dell’animale, & possibile usare tali marcatori nei programmi di miglioramento geneti-
co per effettuare la MAS allo scopo di scegliere gli animali portatori delle varianti pin
favorevoli. Da cio la selezione pud trarre un enorme vantaggio, sia in termini di tempo
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1 I marcatori molecolari potrebbero altresi risultare molto utili
per attuare una pre-selezione degli individu da softeporre a prove
Pre-selezione per il marcatore M e esecuzione delle prove di progenie dl progenie (Flg. 2119) Ad Esempio, la produzione d1 latte E un

carattere limitato dal sesso ed & per questo motivo che i tori sono
valutati sulla base di prove di progenie usando 60-100 vacche al
fine di stimarne la produzione di latte. Visti i costi elevati, solo un
numero limitato di tori pud essere valutato in base alle prestazion
della generazione filiale. La selezione dei torl da sottoporre a pro-
ve di progenie & solitamente fatta tenendo conto delle informazio-
ni ancestrali disponibili sugli ascendenti — pedigree —e ¢i10 implica
che tutti i membri di una famiglia fill-sib vengano considerati pos-
sedere lo stesso valore genetico (breeding value). Tuttavia, 1
marcatori molecolari sono potenzialmente in grado di identificare
differenze genetiche anche entro queste famiglie in funziong degli

Fig. 21.19 - Esempio di pre-selezione
assistita da marcatori molecolari.

alleli ereditati dai singoli membri. Attraverso le tecnologie ripro-
duttive, come ad esempio la ovalazione multipla e il trasferimento di embrioni, &
possibile ottenere diversi vitelli per ogni fernmina e la pre-selezione dei tori potrebbe
essere basata sulle informazieni fornite dai marcatori molecolari associati a caratteri
quali-guantitativi zootecnicamente importanti.

Gli srumenti biotecnologici disponibili per ’analisi del DNA genomico potran-
no rendere pit agevoli ed efficaci gli interventi atti a selezionare gli animali con i geni
deputati al controllo delle caratteristiche desiderate. Quando 1 geni utili ai fini di mi-
gliorare la produzione di carne e di latte, sia come quantiti che qualita, ma altresi la
resistenza a malattic ed a condizioni ambientali sfavorevoli, saranno direttamente
individuabili nel genoma si potranne selezionare gli animali in base agli esiti delle
analisi del DNA, senza I"interferenza di fattori esterni. E altrettanto chiara 1" utilita che
puo derivare da strumenti biotecnologici in grado di agevolare I'accertamento della
stato di salute di un animale {diagnosi}, ma anche di fornire informazioni sulle misure
preventive da adottare per impedire I’insorgenza di una malattia (profilassi) o even-
tualmente per ricercare 1 imedi e 1 farmaci pid adatti a curare una malattia (terapia).

Attualmente, in letteratura sono disponibili informazioni relative a molte muta-
zioni gia caratterizzate che hanno un effetto sulle caratteristiche produttive, riprodut-
tive, di resistenza alle malattie e che causano difettl geneticl. sia per quanto riguarda la
specie bovina che la specie suina. Fra queste & opportuno ricordare la mutazione del
gene CRC (indicato anche come RYRI), che controlla la sensibilith all’alotano e che &
la causa del difetto noto come PSE (Pale Soft Exudarive) caratteristico della carne non
adatta per la produzione di prosciutli di aita qualita. Molte altre informazioni geneti-
co-molecolari relative a geni che influenzano i caratteri produttivi sono attualmente
sfruttate per la selezione dei-tiproduttori in medo da evitare I'uso di soggetti portatori
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di varianti alleliche non desiderate e da favorire la scelta dei soggetti portatori di com-
binazioni geniche favorevoli.

Oltre che per il miglioramento genetico degli animali di interesse zootecnico, la
genetica molecolare offre gli strumenti per I’ analisi di paternita e la (racciabilita degli
animali, aspetti che influenzano anche la selezione ma che hanno sopratiutto impor-
tanti risvolti commerciali peiché consentono identificazione dei prodotti di origine
animale. Attualmente, per le principali specie di interesse zootecnico, la diagnosi di
parentela & basata prevalentemente sull’analisi del DNA utilizzando i marcatori
codominanti tipo microsatelliti. In generale, per queste diagnosi viene analizzato un
pannello di loct SSR, almeno una decina, ricorrendo a PCR multiplex al fine di pro-
durre fingerprint genotipici per tutti gli animali da confrontare. Tale analisi censente
di “genotipizzare” i singoli individul e di verificare le relazioni genealogiche tra 1 vari
individui in esame. L'uso di marcatori microsatelliti di loci altamente polimorfici per
ogni specie assicura un elevato potere discriminante nelle popolazioni considerate,
permettendo cosi di ottenere un’alta probabilita di paternita (P). Il principic alla
base di qualsiasi test di paternita & molto semplice: le caratteristiche genetiche del
figlio che non sono rinvenibili nella madre devono essere state necessariamente eredi-
tate dal padre (Fig. 21.20). In queste campo sono state sviluppate diverse formule per
il calcolo di indici di attribuzione di paternitd oppure. alternativamente, di esclusione
di paternita. In pratica, se 1l profilo genetico-molecolare del/la figlio/a e quello del
padre presunto non sono compatibili per due ¢ piv alleli marcatori, I'esclusione di
paternita ¢ certa. Al contrario, se i profili concordano in tutti 1 loci marcatori analizza-
11, vi & un’attribuzione di paternita. It termini numericy, I'espressione della probabilita
di paternitd prevede il calcolo di indici probabilistici che tengono conto della segrega-
zione genetica e delle frequenze alleliche ai diversi loct considerati nelle analisi. Si
tratta di una trasformazione algebrica di un rapporio di verosimiglianza:

|
(1+X77)

dove X & funzione delle classi genotipiche e ¥ & funzione delle frequenze alleliche. E
opinione comune che la paternita sia praticamente provata quando I'indice di paterni-
ta & superiore a 0,997.

L analisi dei marcatori microsatelliti & attualmente usata anche per I'identifica-
zione degli animali, basata sul calcolo della probabilita di identita (I). 'indice I
valuta la probabilita che due animali, non gemelli identici, scelti a caso nella popola-
zione possano presentare lo stesso genotipo 4 tutti i loci microsatelliti presi in consi-
derazione nell’analisi. Maggiore & il numero di loci marcatori atilizzati per caratteriz-
zare la popolazione oggetto di studio e minore & la probabilitd che due animali presi a
caso presentino la stessa composizione allelica a tutti i loct analizzati. Su questo prin-
cipio si basa anche la tracciabilith della carne e dei prodotti di origine animale in
generale. Quando diversi campionl biologici prelevati direttamente dagli animali o
successivamente dalla carne al macello, o dai taghi al supermercato producono
fingerprint molecolari identici per il pannello di marcatori microsatelliti scelto per
effettuare I'analisi del DNA, significa che questi campioni appartengono sicuramente
allo stesso soggetto che pud cosi essere identificato in moede molto precise.

L’analisi del DNA pud anche essere condotta ricorrendo a marcatori dominanti
PCR-derivati multilocus come, ad esempio, M-AFLP ¢ S-SAP (— Cap. 17). In questi
casi & possibile creare dei veri e propri fingerprint genomici (Fig. 21.21) per tutti gli
animalj da confrontare ¢ costruire matrici di coefficienti di identita o di similarita
genetica tra indjvidol in tutte le possibili combinazioni a coppia. Tali matrici riassu-
mono le misure di variazione genetica presente entro singole popolazioni ¢ le relazio-

Q 0
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Fig. 21.20 — Risultato di un test di pa-
ternita: al locus analizzato il padre &
eterozigote, evidenziande due alleli,
e la madre & omozigote, ma per un
allele diverso. In ognuno dei soggetti
della discendenza, I'allele materno si
trova combinate con uno dei due pos-
sibili alleli paterni.
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Fig. 21.271 - Fingerprint genomici di
pollo prodotti usando marcatori S-SAP
(A) e M-AFLP (B) con primer disegna-
ti per ibridarsi specificatamente in cor-
rispondenza di motivi ripetuti, rispet-
tivarmnente, minisatelliti o microsatelllti
{foto: M. Soattin).
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Fig. 21.22 - Centroidi di razze autocto-
ne di polli definiti usando le matrici ¢li
similarita genetica. Fonte: M. Soattin
e M. Cassandro.

ni filogenetiche esistenti tra popolazioni, agevelando
cosl la caratterizzazione dj pool genici e 'identifica-
zione di singoli genotipi (Fig. 21.22).

in conclusione, 1'adozione dei marcatori molecolari
in zootecnia ha gid permesso molte utili applicazioni
nel miglicramento genetico degli animali di interesse
zoolecnico: 1) clonare € caratterizzare geni che control-
lano caratteri produttivi; ii) mappare loci che controlla-
no caratteri quantitativi; ili) diagnosticare malatiie ere-
ditarie; iv) selezionare genotipi con varianti alleliche o
combinazioni geniche favorevoli; v) identificare animali

e prodotti di origine animale; vi) determinare le relazioni di parentela tra individui.
Nel breve e medio termine non & pensabile una sostituzione totale dei metodi
tradizionali di selezione con quelli moderni basati sulle conoscenze del genoma, ma &
verosimile una loro sempre maggiore integrazione. Le potenziali applicazioni dei
marcatori molecolarl lasclano intravedere un uso sempre pill consistente di quest
strumenti diagnostici sia per il miglioramento che per Ja salvaguardia delle preduzioni

zootecniche.

L

21.3.2 Basi genetico-molecolari dei caratteri qualitativi e quantitativi

La ricerca a livello genomico ¢ cominclata una quindicina di anni fa con 'identifica-
zione dei geni responsabili di alcuni caratteri qualitativi negli animali domestici. Se-
condo stime recenti, dei quasi 300 caratteri controllati da singoli geni complessiva-
mente studiat nelle specie animali, al momento sono stati caratterizzati circa un quar-
to di questi geni. Cid ha consentito la messa a punto di test del DNA peridentificare le
mutazioni che causano malattie ereditarie semplici ai fini della selezione genotipica.
Tutiavia, anche quando 11 gene non risulta noto, & possibile usare marcatori molecolari
associati alla manifestazione del] carattere corrispondente in modo da effettuare una

selezione genotipica indiretta.

Gli alleli responsabili di malattie genetiche sono generalmente presenti a fre-
quenze molto basse nelle popolazioni cost che le malattie, che si manifestano per lo
pin allo stato recessivo, raramente arrivano a colpire pit dello 0,1% degli individui.
Per questo motivo la loro rilevanza economica & piuttosto limitata. Bisogna, comun-
que, considerare che per alcune malattie a controllo monogenico, 'uso diffuse
dell’tnseminazione artificiale ha portato la percentuale di portatori sani presenti tra gli
animali fop-breeding a raggiungere o superare valeri del 10%, soprattutto nei cavallie
nei bovini, Per alcune di queste malatiie sono stati sviluppali test del DNA che vengo-
no usati normalmente per identificare gli animali portatori, allo stato eterozigote. de-
gli alleli responsabili delle malattie.

Anche per meltl caratteri quantitativi sone stati studiati i meccanismi di contrello
genetico-molecolare e sviluppati saggi diagnostici basati sul DNA utili ai fini della
selezione, soprattutto considerando che alcuni geni major nell ambito di QTL mostra-
no modelli di segregazione tipicamente mendeliani. Marcatori molecolari associati a
geni responsabili di malattie, idonei per intraprendere programmi di seleziene genotipica,
sono stati identificati nel suini, nei bovini e negli ovini attraverso analisi di associazio-
ne oppure mediante mappatura comparativa. Ad esempio, nei suini sono conosciuti
due geni responsabili di elevata crescita muscolare associata a ridotta qualita della
carne. La sindrome da ipertermia maligna, che causa la suscettibilitd allo stress nei
suini e che rende la carne morbida e pallida, & dovuta ad una mutazione recessiva del
gene RYRI| (rvanodine receptor 1) che agisce a livello dei canali di rilascic del calcio
nei muscoli scheletrici. Da alcuni anni # disponibile un test del DNA che consente di
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verificare direttamente la presenza di tale mutazione, permettendo cosi di evitare I’ese-
cuzione di un test fenotipico per la sensibilitd ali’alotano, Un meccanismo completa-
mente differente alla base dell’eccessiva crescita muscolare & stato individuato nelle
pecore. 11 gene CLPG (callypige) determina una notevole ipertrofia muscolare delle
cosce: la manifestazione fenotipica & visibile solo negli animall eterozigoti, mentre gli
animali omozigoti per la mutazione di questo gene manifestano un fenotipo nermale.

L’estensiva identificazione di QTL nelle piante ha promosso I'esecuzione di una
serie di incroci sperimentali nei polli, nei suini e nel bovini con 'intento di ricercare
QTL per i caratteri economici piti importanti, come la capacita di crescita e la fertilita
degh animali, la composizione del latte, le caratteristiche qualitative della carne, non-
ché per i caratteri legati alla morfologia e alla salute degli animali (Fig. 21.23). La
procedura di mappatura fine di questi loci richiede un numero ampio di animali da

caratterizzare sia alivello fenotipico che genotipico. =
Recentemente il clonaggio di QTL in razze di bo- Cromosoma 3
vini si ¢ dimostrato fatubile. Le basi genetico- T
molecolari di due differenti QTL che riguardano la
composizione e la resa del latte sono state acquisite
sfruttando un approceio di linkage disequilibrium
(LD) che ha permesso di mappare e clonare due )
geni entrambi portatori di una mutazione ris-sen- 0 1° 20 30 40 50
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so: uno codificante il diacilglicerolo aciltransferasi
{DGAT1, diacylglvcerol acyltransferase) coinvolto nella biosintesi dei trigliceridi e
Ialtro codificante il recettore dell’ormone della crescita (GHR, growth hormone
receptor). Nei suini & stato identificato un QTL nella parte distale del cromosoma 2
nella regione dove & stato mappato il

Fig. 21.23 - Localizzazione diun QTL
in UNna mappa Cromosamica.
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dificante una catepsina (CTSF,
Cathepsin F), proteinasi lisosomale coinvolta nel turnover intra ed extracellulare di
proteine, che influenza la qualita della carne per la produzione di prosciutt. In Fig.
21.24 & riportata la mappa genetica del cromosoma 2 di suino con indicazione del
QTL per la qualitd della came e con la posizione dei geni /GF2 e CTSF.

Nell’arco di mezzo secolo la genetica si € spostata dalla scoperta della strutfura
del DNA al sequenziamento del genoma di un ampio numero di microrganismi fino
ad arrivare a quello del genoma umana. Lo sviluppo di nuove tecniche ha permesso un
aumento considerevole delle nostre conoscenze relativamente alle basi genetiche dei
caratteri quatitativi. Negli ultimi vent’anni, nell’uomo sono state identificate pitt di
1.300 mutazioni ereditate secondo modelli Mendeliani. 1a ricerca nelle specie anima-
li da allevamento & da sempre strettamente connessa con la conoscenza dei geni e
della loro funzione nell organismo umano. Tuttavia, le malattie genetiche difficilmen-

Fig. 21.24 — Mappa genetica del cro- -
mosoma 2 di suino con indicazione
del QTL per {a qualitd della carne e
con la posizione dei geni IGF2 e CTSF
(A); Analisi genatipica mediante
marcatori CAPS di suini al locus per il
gene codificante la catepsina (B}.
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te giocano un ruolo chiave negli schemi moderni di selezione poiché nel tempo sono
statl eliminati i portatori di mutazioni dalle popolazioni sperimentali attraverso pro-
grammi di “eradicazione”.

1 caratteri quantitativi complessi come la crescita, la resistenza alle malattie, ia
qualita delle carni sono molto importanti per la selezione animale. Generalmente, la
mappatura ad alta risoluzione & realizzata attraverso un aumento del numero di ani-
mali analizzaii ed una valutazione pin affidabile del loro fenotipo. Nelle piante di
interesse agrario & stato dimostrato che I'identificazione dei QTL ed il cJonaggio dei
geni responsabili dei caratteri quantitativi possono essere concretamente realizzati.
Negli animali da allevamento questo & complicate dall’impossibilitd di disporre di
ampie popolazioni segregantl. Pertanto € necessario mappare 1 caratteri atiraverso un
approccio di LD usando popolazioni sperimentali. Nei gameti gli alleli di un gene
POSSoNo non essere combinati in modo casuale con gli alleli di un altro gene. Quando
1 geni non sono in equilibrio si parla di linkage disequilibrium, o disequilibrio delle
fasi gametiche, ed equivale alla presenza contemporanea e non casuale in una popola-
zione di due geni con deviazione dall’equilibrio Hardy-Weinberg tale che la frequen-
za dei geni combinati insieme sia maggiore di guella derivabile semplicemente dal
prodotto delle frequenze dei singoli geni. Questa condizione pud essere causata ¢
mantenuta principalmente da fattori quali I’associazione fisica dei loci corrispondenti
e la combinazione di alleli favorevoll in termini di fitness, ma pud anche essere dovuta
al mescolamento di popolazioni con frequenze geniche distinte o 2l campionamento
gametico casuale nelle piccole popolaziont.

I1 LD pud essere, quindi, attribuibile all’associazione di singoli alleli marcatori o
combinazioni di alleli marcatori strettamente associali (aplotipi} con la mutazione
nucleotidica che causa un effetto quantitativo a livelle della manifestazione del carai-
tere (QTN, quantitative trait nucleotide). ipotesi di base ¢ che un nuovo allele appa-
1a pella popolazione in seguito ad una mutazione oppure a causa della migrazione da
un’altra popolazione, e che si diffonda rapidamente nelle nuove generazioni in rispo-
sta alla selezione artificiale. La mappatura dei loci affetti da LD sfrutta la successione
degh eventi di ricombinazione che riducono la frequenza di un frammentoe cromosomico
comune, identico per discendenza (IBD, identical by descent), attorno al nucleotide
che condiziona il carattere quantitativo. Il successo di tale approccio dipende soprat-
tutto dall’estensione del LD, ciog da quanto i blocchi cromosomici corrispondenti
all’aplotipo sono conservati nel genoma. Rispetto alle popolazioni umane, nei bovini
& stato osservato che il LD pud estendersi a segmenti cromosomici pit lunghi ed, in
genere, il numero di marcatori richiesti per I’identificazione di tali regioni caratteriz-
zate da LD & molto pit basso.

21.3.2.1 Caso di studio - Ricerca e analisi di geni candidati al controllo
della qualita della carne nei bovini

L’eredita dei caratteri quantitarivi alla base della qualita delle carni nelle varie razze di
bovini & al momente poco nota a livello genetico-molecolare. Esistono numerose evi-
denze sperimentali che dimostrano che la qualita della came & migliore in certe razze
¢ peggiore in altre. Ad esempio, ¢ noto che esistono differenze consistentiin termini di
tipo di grassi (saturi contro insaturi) tra razze da carne e da latte.

Il miglicramento genetico ha permesso di conseguire successi considereveli nel
bovini, portando alla selezione di razze altamente specializzate per la produzione di
latte o di carne. Fino ad oggi, la selezione per caratteristiche qualitative & stata invece
meno curata, nonostante esistano moltissimi dati che dimostranc una notevele varia-
zione tra razze per le caratterisiiche chimiche, fisiche, istologiche, reologiche e
organolettiche della carne. Benché una parte consistente della variazione sia attribuibile
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Chimiche”
Umidita, quantita di proteine & lipidi, profilo amminoacidico, valore biologico defle proteine, mmeril, vitamine, pH

Reologiche

Durezza, coesione, elasticita, masticabilita
Fisiche

Dimensioni, resisienza al tago, poters di enzi

Organolettiche
Colore, aroma, sapore, tenerezza, succosita

Istologiche
Lirana, tessitura, bipo di fibre, spessore defie fibee, distribuzione del grassl, distrbusions del connettive

Sanitarie
Carica batterica, presenza di patogeni e di sostanze nocive

*Contenuto di micglobina della carne, espresso in mg/100 g di carne fresca: vitello® 2; vitellone: 10; bovino adulto: 18
{Fonte: Del Monte, 1979).

a fattor1 ambientali, & indubbio che 1 fattori genetici abbiano un ruolo rilevante nel
determinare la qualita della carne, in termini di composizione degli acidi grassi e delle
proteine, tipo e spessore delle fibre muscolari, distribuzione dei grassi e del tessuto
connettivo, ecc. Le principali caratteristiche qualitative della carne pel bovini sono
riassunte in Tab, 21.5.

Da qualche anno sono in atto programmi di ricerca a livello mondiale volti ad
identificare le regioni crormosomiche dove risiedono 1 QTL asscciati a particolari ca-
ratteristiche qualitative della carne, riconducibili non sclo alle proprieta chimico-fisi-
che, ma anche a durezza, sapore, ecc. Il mappaggio di marcatori molecolari stretta-
menle associati a tali QTL potrebbe consentire, da un lato, di intraprendere program-
mi di seleziene assistita, dall’altro, di cJonare i geni responsabili o coinvolti nel con-
trollo di specifiche caraiteristiche.

L’identificazione di marcatori molecolari associati a QTL per caratteristiche
qualitative della carne richiede alcune indagini preliminari che posseno essere cosj
riassunte: 1) Comparazione diretta tra diverse razze con animali allevati nelle stesse
condizioni al fine dj stabilire la componente genetica delia variazione per ciascuno dei
caratteri quantitativi studiati. Tale conoscenza & fondamentale non solo per cenfermare
la significativitd dei singoh QTL mappati ma anche per testare la validita di eventuali
geni candidati. i1} Selezione di polimorfismi per singoli nucleotidi (SNP} da impiegare
come marcatort codominanti per I'identificazione di alleli di geni ritenuti candidati al
controllo di specifici caratteri quantitativi. I geni candidati sulla base dei quali possono
essere generati marcatori di tipo SNP sono usualmente selezionati in funzione de! ruo-
lo biechimico potenzialmente svolto nella composizione del muscolo e nel suo svilup-
po nonché del prodotto proteico codificato quando esso costituisce un elemento strut-
turale del muscolo. La disponibilita di queste informazioni consente di saggiare geni
candidati ¢ di mappare QTL sulla base degli aplotipi generati dai marcatori SNP.

L analisi dei geni candidati sj & rivelata, dopa il sequenziamento del genoma delle
principali specie animali, una delle strategie pih efficaci per stabilire 1’associazione
tra varianti alleliche di un gene e determinate caratteristiche morfologiche efo funzionali
degli individui ¢he compongono una popolazione. Tale analisi prevede la valutazione
di polimorfismi nucleotidici o aplotipi molecolari riconducibili a specifici geni che si
ritengono potenzialmente coinvoltl neil’espressione di un particolare carattere
quantitativo in base alle informazioni disponibili sui prodotti proteici da questi codifi-
cati e/o sul processo metabolico in cul questi sono coinvolti. Molti studi sono stati
condotti per mappare marcatori molecolari associati a gem responsabili della manife-
stazione fenotipica di un certo carattere e che potrebbero essere sfruttati in programmi
di selezicne assistita. Al momento, per i bovini & stata stilata un lista che comprende
alcune centinaia di geni candidati, responsabili della formazione di element: struttura-

Tab. 21.5 - Principali caratteristiche
qualitative della carne (Fonte: M.
Cassandra).
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Tab. 21.6 - Principali geni candidati
al controllo della qualitd della carne
nei bovini. A cura di: M. Soattin.

Gene candidato Crom.  Funzione putativa No. accessione
CAPN1 (Proteasi calcio-dipendente] 29 Profeasi cisteinica (u-calpaina) che degraca

2 proteine miofibrfiar nel penodo past-mostem,

Processo di intenerimenta dells camne. AFZ48054

AF252504

DGAT1 (Digliceralo acilransferasi) 14 Enzima chiave nella bicsintesi dei trigliceridi.

Depaosizione di grasso intramuscolare e accurnulo

di grasso nel latte. Al31849¢
TG (Tiroglotwlir) 14 Interviene nel metabolisme déi pid

Depasizlone di grasso Inframuscolare & accumilo

di grasso nel latte. M35823
LEP (Leptina) 4 Ormone secreto dal tessuto adiposo.

Regola I'appetito, a ripartizione dell'energia

e il rapporto tra massa grassa e magra del corpo.  AB070368
UCP2 (Protsina non-legante) 15 Limita il numero di radica Bben nele cellule

inibendo gh stress pssidativ BCOM1737
MT2A {(Metallotioneina) 18 Lega metalli come rame e cadmio limitandone

la tossicita. Inibisce lo stress ossidativo

e le infiammazioni. M76977
CPE (Carbosspeptidasi) s Coinvolta nefla sintesi deqli erman). A¥147818
MC1R e MC4R 18/24  Influenzano I'azione della leptina. NM174108
(Recetion melanocortinici} NMO059 3
IGFBP3 4 Trasportatore & modulatore principate dei fatton
(Fartone di crescita insdinico di crescita insulineci. NWT74556
prodeini-egante)
CRH 14 Causa il rilascio di glucocorticoidi con
(Ormone carticotropina-rilasciante) inibizione dell’appetito. AF340152
POMC {Pro-oplo metanacaring) nterviene nefla regolasione dell‘appetito. AMNTT4151
GH (Ormone della crescita) 19 Controlla la crescita e il metabclisme, AY912488
GHR il Interagisce con |"ormone cefla crescita. AF140284
(Recettaore dell'armane della crescits)
POUTFT {Fattore di trascrizione) 1 Fattore di trascrizione che determina Fespressione

di GH. NM174579
FABP3 {Protesne acidi grassi-legantiy 10 Trasporin e risenva oi acid grassi (nel cuore). NGO01365
CAST {Calpastatina) 7 Inibitore della calpaina. L14450
LOX {Lisitossidasi) 7 Engima coinwolta nefla formazione dei legami

tra le fibre di collagene N1 73532
SCD (Stearoil-CoA desaturasi) 26 Converte gli acidi grassi saturi in meninsaturi. AB075020
AMPK (PRKAL 1 ‘ Influenza il metabolismo del gicogena DO082732-6
(Proteina chimasica AMP-attivata)
Miostatina o GDF8 2 Controlla negativa sulle sviluppo muscolare. AF019761
(Fattore della crescita e
della differenziazione)
mtDNA {Geni mitocandriali) Direttamente coimvolt nel mantenimenta de ABO74962

processi energetici cellulari,

ABOT4968

l1 o coinvolti nella regolazione di processi metabolici, in grado potenzialmente di in-
fluenzare 1l fenotipo delle razze bovine da carne. Inoltre, per molti di questi geni si e
provveduto all’identificazione di marcatori SNP e si & approntato un protocolio per la
lero nilevazione., l.e sequenze deil geni ritenuti candidati al controllo di importanti
caratteristiche qualitative e quanfitative possono essere reperite anche attraverso il
confronto del genoma bovino con quello umano. In generale, le informazioni relative
ad un gene candidato si possone acquisire anche valutando un suo omelogo in una
specie diversa da quella oggetto di studio € non necessariamente animate.

Allo state attuale delle conoscenze, 1a Tab. 21.6 include la lista dei pin importanti
geni ritenuti candidati al controllo della qualita della carne nei bovini.
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La variazione allelica del gene CAPNI (micromolar calcium-activated neutral
protease) € stata recentemente messa in stretta relazione con la tenerezza della carne
nei bovini. Questo gene codifica una proteasi Ca-dipendente e muscolo-specifica, nota
come P-calpaina, rilenuta I’enzima chiave del processo di “maturazione post-mortem”
poiché capace di degradare le proteine miofibrillari durante il periodo cosiddetto di
frollatura. Piti in particolare, il grado di tenerezza della carne sembrerebbe dipendere
dalla regolazione dell’attivita della u-calpaina. E interessante sottolineare che il gene
CAPNI ¢ stato mappato nella regione telomerica del cromosoma 29 e che un QTL
associato al carattere tenerezza ¢ stato localizzato nella stessa regione cromosomica,
avvalorando cosi la test che esso possa realmente essere un gene coinvolto nel con-
trollo di questo caraitere.

La deposizione di grasso intramuscolare, caratteristica definita marezzatura, ne-
gli animali di interesse zootecnico & stata oggetto di molte analisi molecolarn volte alla
determinazione e localizzazione di QTL. Nei bovini, un QTL associato al carattere
marezzatura ¢ stato mappato nella regione centromerica del cromosoma 14. Successi-
vamente il gene TG (thyreoglobulin) codificante una tireoglobulina, il precursore di
un ormone tiroideo che intervenie nel metabolismo dei lipidi regolando la produzione
di grasso intramuscolare & stato mappato nella stessa regione cromosomica. Un altro
gene candidato, DGAT (diacyiglicero! acyltransferase), & stato dimostrato essere
coinvolto nel controlle deila produzione di grassi nei bovini. Tale gene codifica un
enzima che catalizza la fase finale della sintesi dei triglicernidi ed & stato messo in
relazione anche cor il contenuto di grassi nel latte. Ulteriori evidenze sperimentali
hanno permesso di considerare 2GAT1 un gene candidato per la deposizione di gras-
S0 intramuscolare in quanto, oltre ad essere direttamente implicato nella sintesi dei
trigliceridi, 1 suoi trascritti sono stati identificati anche nel tessuto adiposo oltre che a
livello della ghiandola mammaria. Inoitre. questo stesso gene € stato mappato nella
regione del cromosoma 14 dove € stato localizzato 11 QTL associato alla marezzatura.

La valutazione dell’effetto dei polimorfismi dei geni TG e DGAT] sul contenuto
di grasso a livello dei muscoli semitendinoso ¢ longissimus dorsi di 55 bovini (28
Frisona tedesca e 27 Charolais) ha messo in evidenza risultati significativi per en-
trambi 1 geni candidati ed in entrambe le razze. L'effetto di DGATL & stato evinto a
livello del muscolo semitendinoso mentre quello di TG a livello del muscelo
longissimus.

Numerosi altri geni implicati in diversi processi metabolici sono stati valutati per
verificarne 1l coinvolgimento nella determinazione di caratteristiche favorevoli della
carne. Quattro dei geni valutati, 11 cui polimorfismo & stato studiato attraverso analisi
di conformazione dei singoli filamenti (marcatori SSCP), apalisi dei frammenti di
restrizione (marcatori RFLP) oppure analisi di sequenziamento (marcateri SNP) sono
statl considerati buoni candidati: gene CPE (carboxypeptidase E), gene UCP2
(uncoupling protein 2), gene MT2A (metallothionein [1A) e gene SIM1 (single-minded
homologue 1). La carbossipeptidasi di tipo A & un enzima digestivo in grado di
idrolizzare i legami tra ammineacidi in punti specifici delle catene polipeptidiche. La
funzione della proteina codificata dal gene UCP2 ¢ quella di limitare il numero di
radicali liberi nelle cellule. La metallotioneina & una proteina cisteinica avente il ruolo
di trasportare metalli come il rame, 1o zinco e il cadmio. Non sono invece disponibili
informazioni sutla funzione del gene S/M1: si ritiene che questo possa determinare
anomalie a carico del sistema nervoso e determinare disordini dello sviluppo.

Diversi geni candidati al controllo dell’obesita sono stati identificati atraverso lo
studio di mutazioni puntiformi a loro carice seguendo un approccic di sequenziamento
simultaneo. Uno di questi ¢ 1l gene LEP (leprin), che presiede alla sintes: della leptina,
un ormmone secreto dal tessuto adiposo che agisce con un controllo a “feedback” sulla
nutrizione. Altri geni appartengono alla famiglia MCR (melanocortin receptors) dei
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recettorl melanccortinici associati alla membrana, il recettore 1 della dopamina (DRD]1,
dopamin receptor D1} e 1l fattore di crescita insulinico legante la proteina 3 (JGFBP,
insulin growth factor binding protein).

Alcuni SNP analizzati nei genl CRH (corticotrophin-releasing hormone), POM(C
(pro-opiomelancortin) e MCAR (melanocartin-4 receptor) sono stati messi in relazio-
ne con I'incremento medio giornaliero, I'area della sezione del muscolo longissimus
dorsi, il peso vivo detl’animale e quello della carcassa calda alla macellazione. Le
informazioni attualmente disponibili suggeriscono che i prodotti genici di CRH e POMC
svolgano un ruolo chiave nella regolazicne dell’appetito, e che i recettori
melanocortinici siano coinvolti nella regalazione dell’obesitd. Nell’uomo 1l recettore
codificato dal gene MC4R interagisce con la leptina, 1l nevropeptide Y e con I'ormone
oM SH (melanocyre-stimulating hormone) regolando cosi lo sviluppo corporeo e Iap-
petito. Nei topi & stato dimostrato che linattivazione del gene MC4R determina 'in-
sorgenza di obesita.

L’ormone che rilascia la corticotropina (CRA) causa indirettamente 1l rilascio di
glucocorticoidi che sono considerat dei forti inibitori della crescita, La corticotropina,
comunemente classificata come un ormone da stress, & prodotta nell’area del cervello
adibita al contrallo dell’appetito. Tale ormone determina il rilascio di glucocorticoidi
che agiscono negativamente sull’appetito atiraverso la produzione di leptina € un au-
mento della produzione di pro-opiomelanocortina. L'eccesso di quest’altima compor-
ta un aurnento della sintesi dell 'ormone oM S/ 1] quale legandosi con il recettore della
melanocortina provoca una riduzione dell’appetito. Inoltre, I"aumento di leptina, in-
dotta dai glucocorticeidi, si esplicita attraverso la diminuzione del neuropeptide di
tipo Y, ung stimolatore dell”appetito.

Recentemente "analisi di una collezione di cloni di cDNA isolati da diversi mu-
scoli di bovino ha portato all’identificazione di una serie di traserittl riconducibli a
geni codificanti proteine coinvolte nel metabolismo energetico (COX, citccromo
ossidasi e NADH deidrogenasi) e costituenti 11 sisterna contrattile (catene di miosina e
isoforme di tropenina). Questi risultati indicano la possibilita di indagare le loro se-
quenze geniche allo scopo di saggiare nuovi geni potenzialmente candidat al control-
lo della qualita della camne.

Anche i geni GH (growth hormone) e POULF1 (Pifl rranscription factor) sonc
stati suggeriti come geni candidati associati alla variazione genetica dei caratteri lega-
i alla produzione di carne in quanto i foro prodotti hanno un ruolo essenziale nei
meccanismi fisiologici legati alla crescita. In particolare, GH codifica per I’ormone
della crescita che esereita la sua azione, attraverso specifici recettori, sul feto e sullo
sviluppo neonatale di mioblasti ed osteoblasti coinvolti nella crescita. L'ormone della
crescifa ¢ stato proposto anche come uno dei respensabili della prelungata proliferazione
cellulare che si osserva negli animali ipertrofici. POULF] & invece un gene che codi-
fica per un fattore di trascrizione (Pitl), responsabile deli’espressione dell’ ormone
della crescita nei mammiferi. La mancanza di Pi1 riduce I"espressione del gene GH a
causa di una diminuzione della proliferazione delle linee cellulari produttrici dell’or-
mone della crescita,

Influenzano la qualita della carne anche le FABP (fatry acid binding protein), un
gruppo di proteine citoplasmatiche di basso peso molecolare (14-15 kDa) disperse nei
diversi tessuti animali. Queste proteine, che rappresentano circa il 3-5% delle proteine
cellulari totali, si legano a lunghe catene di acidi grassi, acidi grassi acil-CoA e acil-
carnitina. Recentemente, sono state identificate numerose isoforme in cuore, fegato,
intestino, milza, cervello, ecc. L espressione delle varie isoforme non & comunque esclu-
siva del tessuto nella quale la proteina & stata isolata. Tre principali tipt di FABP iden-
tificaie nel cuore (FABP-H), nel fegato (FABP-L) ¢ nell’intestino (FABP-1) hanno
evidenziato considerevoli differenze a livetlo amminoacidico {circa 30% di identita).
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Alcune razze bovine, come ad esempio la Bianca Blu Belga, la Piemontese, 1a /00" “arim et of (2000).

Charcelais e la Marchigiana, sono caratterizzate da un fenotipo “doppia coscia™ dovuto

ad una mutazione del gene codificante la miostatina. Nei bovinl sono state rilevate

numerese mutazioni al locus corrispondente, molte delle quali sono comungue silenti

o hanne un effetto nentrale. Nonostante la manifestazione del fenotipe “doppia coscia”

sia geneticamente molto eterogeneo, tale carattere & principalmente dovuto alla pre-

senza di un codone di stop a livello del terzo esone del gene.

Gli animali con fenotipo “doppia coscia™ presentano meno tessuto adiposo e pilt
muscole con una maggiore proporzione di tagli di carne pregiati. A questa mutazione
sono perd connessi anche alcuni svantaggi come una fertilita ridotta, una minore faci-
lith di parto e una maggiore suscettibilita allo stress.

Nella sequenza del gene codificante la miostatina sono state identificate sei muta-
zioni principali (Fig. 21.25) che determunano la produzione di una proteina inattiva,
ciog incapace di regolare la deposizione di fibre muscolari. Tall mutazione possono
£ssere cosl riassunte:

1) Mutazione denominata ntd19(del7-ins10): dovuta ad una inserzione/delezione in
posizione 419 dell’esone 2 dove sette nucleotidi successivi vengono sostituit: da
dieci nuovi nucleotidi che comportano la formazione di un cedone di stop al-
Iestremita N-terminale a livello dell’ammincacide 140. Tale mutazione & stata
riscontrata nella razza Maine-Anjou;

2) Mutazione denominata Q204X causata da una transizione C-T del nucleotide in
posizione 610 dell’esone 2 che determina la formazione di un codone di stop
anticipato. Tale mutazione e stata riscontrata nelle razze Charolais e Limousine;

3) Mutazione denominata E226X; causata da una transversione G-T del nucleotide
in posizione 676 dell’esone 2 che determina la formazione di un codone di stop a
livello dell’amminoacido 226. Tale mutazione € stata risconfrata nella razza Maine-
Anjou;

4) Mutazione denominata nt821(del11): dovuta ad una delezione di 11 pb alla posi-
zione 821 che comporta una troncatura del dominio attivo C-terminale della pro-
teina. Tale mutazione & stata riscontrata nelle razze Belgian Blue, Blonde
d’Aquitane, Limousine, Parthenaise, Asturiana ¢ Rubia Gallega;

5y Mutazione denominata E291X: causata da una transversione G-T del nucleotide
In posizione 874 che porta alla formazione di un codone di stop a livello del
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dominio attivo C-terminale. Tale mutazione & stata riscontrata nella razza
Marchigiana,

Mutazione denominata C313Y: causata da una transizione G-A del nucleotide in
posizione 938 risultante in una sostituzione di una cisteina altamente conservata in
una tiroxina. Tale mutazione & stata riscontrata nelle razze Gasconne e Piemontese.
Oltre a queste mutazioni ne sono state riscontrate altre a livello di regioni introniche
come pure di regioni codificanti ma cbe non determinano alcuna troncatura della pro-
teina. Ad esempio, una mutazione (denominata F94L} dovuta ad una transizione C-A
del nucleotide in posizione 282 dell’esone 1 che comporta la traduzione di una leucina
al posto di una fenilalanina. Altre due mutazioni sono state identificate a livello
dell’esone | (denominata S105C) e dell’esone 2 (denominata D182N).

Studi recenti hanno evidenziato relazioni significative tra caratteristiche qualitative
della carne e variazioni della sequenza di geni mitocondriali, sia in bovini da latte che
da carne. Sfruttando le informazioni relative all’intera sequenza del genoma
mitocondriale & possibile correlare la variazione di specifiche caratteristiche della car-
cassa con il polimosfisme di specifiche sequenze mitocondriali.

6)

21.3.2.2 Caso distudio - Mappaggio di QTL che controllano la qualita del
latte nei bovini
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La produzione media di latle per lattazione in alcune razze bovi-
ne, come ad esempio la Holstein, negli ultimi cinquanta anni &
quasi raddoppiato e piu della metda di questo progresso &
attribuibile alla selezione genetica (Fig. 21.26). In generale, la
produzione media di latte, espressa come quintali per capo al-
I’anno, & passata da circa 25 del 1910 ad oltre 90-100 nel 2000.

Fino a pochi anni fa, a causa del limitato numero di marcatori
genetici disponibili, era estremamente difficile determinare i
meccanismi ereditari alla base della trasmissione e della manife-
stazione dei caratter] quantitativi negh animali. Attualmente, la
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Fig. 21,26 - Andamento produtiivo
delle vacche da latte nel periodo 1960-
2000 con indicazione della progres-
siene del valore genetico e di quelle
fenotipico (modificato da: |.C.M.
Dekkers e F. Hespital, 2002).

| genetiche sature di marcatori molecolari consente di identificare
e localizzare con precisione le regioni cromosomiche dove risiedono i geni che con-
trollano un carattere quantitativo. Quasi tutti 1 QTL descritti nelle specie di interesse
zootecnico in realtd non riflettono un singolo locus mendeliane, ma un tratto
cromosomico che verosimilmente si identifica, in tutto o n parte, con un blocco
cromosomico delimitato da siti preferenziali di ricombinazione (— Cap. 14},

L’obiettivo principale delle ricerche sui loci che controllano i caratteri quantitativi
(QTL, guantitative trait loci) & quello di identificare geni e/o marcatori molecolari a
questi associatl che possano essere sfruttati in programmi di miglioramento genetico
attraverso la selezione assistita (MAS, marker-assisted selection). Sia le analisi teori-
che che gl studi simulati concordano sul fatto che la selezione assistita da marcatori
molecolari abbia reali potenzialita di incrementare il guadagno genetico conseguibile,
specialmente nel caso di caratteri a bassa ereditabilitd per i quali la selezione tradizic-
nale risulta meno efficacie.

Nei bovini, sia nelie vacche da latte che nei vitelli da carne, la MAS potrebbe
venire usaia per scegliere i giovani tori da sottoporre alle prove di progenie, aumen-
tando cosi il differenziale di selezione e riducendo altresi Iintervallo potenziale tra
generazioni. Una volta identificato un QTL per un carattere di interesse, & innanzitutto
necessaric individuare tra le popolazioni sperimentali le famiglie che sono segreganti
per quel QTL. Bisogna tuttavia considerare che se la regione cromosomica dove risie-
de il QTL oggetio di studio & stata finemente mappata con marcatori molecolari stret-
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tamente concatenati tra loro e in forte linkage disequibrium (LD) con 1l carallere
quantitativo, le associazioni tra singoli alleli marcatori o tra combinazioni di alleli

marcatori — aplotipi — ¢ alleli alternativi di un dato QTL
dovrebbero mantenersi e rivelarsi utili in tutte le popola-
zioni di una razza senza la necessita di essere verificate a
livelle di singole famiglie. La selezione assistita per un
QTL con marcatort molecolari che possiedano tali carat-
teristiche pud essere quindi intrapresa nell’ambite della
razza e non di singele famiglie, ¢ pud portare anche al-
I'identificazione di geni fondamentali del QTL che pre-
siedono a determinate reaziom biochimiche o che sottin-
tendono a specifici percorsi metabolicl.

La disponibilita di mappe genetiche sature di loci
molecolari consente di saggiare il genoma dei bovini nel
suo complessa (whole genome scanning) valutando in-
tervalli cromosomici brevi delimitati da coppie di
marcatori strettamenie associati (inferval mapping) al fine
di identificare sia i QTL maggiori che quelli minori per
ognuno dei caratteri quantitativi stuchati.

Una revisione approfondita e dettagliata delle infor-
mazioni dispenibili in letteratura relativamente ai QTL per
le caratteristiche quali-quantitative del latte nei bovini ha
permesso la definizione di una mappa di associazione in-
tegrata con indicazione delle regioni cromoscmiche dove
pit verosimilmente risiedone 1 singoli loci e dei marcatori
molecolari pitt uiii ai fini della selezione assistita nelle
vacche da latte. La maggior parte delle decine di pubblica-
zioni passate in rassegna, riporta e commenta di QTL coin-
volti nel controllo delle pitt importanti caratteristiche di
interesse per ’industria casearia, come produzione di latte
¢ composizione del latte intesa come quantitd assoluta e
relativa di grassi e proteine, e di cellule somatiche (somatic
cell score, SCS). Solo un numero modesto di lavori ha va-
lutato caratteristiche piti complesse come la suscettibilita
alla mastite, il grado di fertilita e i fattori legati alla sanita
degli animali.

La mappa consenso dei QTL mostra alcune regioni
cromosomiche caratterizzate da un’alta densita di QTL. 1l
dato pill sorprendente & che per le caratteristiche quantitative
studiate il numero di QTL complessivo ¢ risultato piutiosto
basso, compreso tra 4 e 12 con un numero medio pari a 8,
Poiché & improbabile che caratteri complessi, come sono
moltl di quelli quantitativi analizzati nelle vacche da latte,
possano dipendere da cosi pochi geni, si pud ipotizzare che
nel materiali geneticamente migliorati attualmente dispo-
nibili per diverse razze molt alleli favorevoli risultino fis-
sati in tutte le linee esaminate.

Numerosi QTL per la produzicne e la composizione
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del latte sono stat 1dentificati in tutti e 29 gli antosomi del genoma bovmo Il conﬁomo
dei risultati acqumtl ha messo in evidenza QTL principali per la produttivita nei cro-

mosorni |,

3,6,9, 14 ¢ 20, mentre QTL addizionali sono stati identificati in altri cro-

mosomi (ad esempio, 2, 11, 15, 22, 24, 25 e 28) solo occasionalmente (Fig. 21.27).

Fig. 21.27 — Rappresentazione sche-
matica dei principali QTL per Ja quali-
1a del latie mappati nel genoma bovi-
ne usando marcatori molecolari. Fon-
te: M.S. Khatkar et o (2004).
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Fig. 21.28 - QTL principali per {a qua-
lita del latte mappati sul cromosoma
6 bovino (BTAS). Fonte: M.S, Khatkar
et al. (2004).

Tab. 21.7 - Statistiche riassuntive sui
QTL per la produttivita e la qualita del
latie, MY = produzione di latte; PY =
proteine totali; PP = proleine percen-
tuali; FY = grassi totali e FP = grassi
percentuali. Fonte: M. S. Khatkar et af.
(2004).

Le analisi statistiche condotte swi caratteri quantitativi,
basate sulla stima dell’effetto delle sostituzioni alleliche ai
singoli QTL., hanno permesso di ricavare una mappa con-
senso delle regioni cromosomiche pit significative. Tali
analisi hanno messo in evidenza due regioni cromosomiche,
particolarmente influenti sulla produttivita in Jatte, nel cro-
mesoma 6 intorno a49 cM e a 87 ¢M in grado di spiegare,
rispettivamente, il 4,2% e i1 3,6% della varianza fenctpica
totale per questo carattere (Kig. 21.28). Inoltre, la prima di
queste due regioni cromaosomiche, identificata dal marcatore
BM143, & risultata coinvolta anche nel controllo di altre
caratteristiche del latte, come la quantita totale ¢ percen-
tuale di grassi ¢ proteine, mentre la seconda & localizzata
attorno al complesso delle caseine.

QTL secondari associati alla quantita assoluta e per-
centuale di proteine del latte sono stati identificati nei cro-
mosomi 1,3, 9, 14 ¢ 20. E interessante rilevare che il QTL

de] cromosoma 20 ¢ stato posizionato nella regione dove & stato mappato il gene GHR
(growth hormone receptor) codificante il recettore dell’ormone della crescita. Per il
QTL principale localizzato nella regione mediana del cromosoma 6 € stato dimostraro
un effetto di sostituzione allelica variabile tra 0,07% e 0,15%. Per 'altro QTL princi-
pale Jocalizzato nella regione subterminale del cromosoma 6 comprendente il com-
plesso delle caseine ¢ stato riportate un effetto anche sulla quantith assoluta e percen-
tuale di grassi. I1 QTL principale avente un effetto altamente significativo sulla quan-
tita di grassi nel latte & stato comungue identificato in prossimitd della regione
centromerica del cromosoma 14. Un QTL secondario per queste stesse caratteristiche
& stato mappato attorno a 41 cM nel cromosoma 3 per il quale & stato riportato un

Posizione {cM)
Valore ES

Varianza ["u)

Cromosoma Carattere Valore ES
6 MY 49,5 496 418 312
6 MY 86,7 7,89 3,63 3,57
6 pp 49,4 1,83 1,53 1,30
6 PP 91,1 7,60 -

6 PY 31,6 718 -
6 FP 48,1 2,84 -
6 FP 113,0 14,59 -
6 FY 50,8 6,01 ~
1 MY 12,2 8,08 -
1 MY 41,6 7,12 -
1 MY 97,6 7,30 -
3 MY 55,5 8,63 -
9 MY 67,5 7,49 1,71 4,72
10 MY 21,5 9.85 -
14 MY 0,1 4,97 -
14 P 0,1 0,47 -
14 FY 1,4 4,71 =
20 MY 37,7 8,18 -
20 PP 38,5 1,86 -
20 pp 49,6 5,01 -
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effetto medio di sostituzione allelica pan allo 0,07%. Numerosi QTL secondari asso-
ciati alla quantitd assoluta e percentuale di grassi del latte sono stati individuati nei
cromosomi 3, 6, 9, 20 ¢ 26.

Le statistiche relative ai QTL per la qualith del latte sono riassunte in Tab. 21.7.

Parecchi QTL hanno evidenziato di essere coinvolti nell’espressione di pili carat-
teristiche qualitative del latte. In particolare, 1 QTL mappati nei cromosomi 3, 6, 9, 14,
20 e 23 hanno manifestato effetti pleiotropici sulla quantita assoluta e relativa di pro-
teine e grassi. | risultati in favore di una proprietd pleiotropica di alcuni QTL, capaci
di influenzare due o pilt caratteristiche diverse € non necessariamente correlate tra
lore, suggeriscono che la selezione naturale abbia portato alla creazione di regicni
cromosomiche con geni strettamente associati che raramente ricombinano e che vero-
similmente determinanc la capaciti adattativa e riproduttiva degli individui.

Si ritiene che le metodologie di mappaggio dei QTL per caratteri legati alla qua-
lita del latfe mediante progenie segreganti consentano di individvare le regioni
cromosomiche comspondenti entre un intervalle di confidenza di circa 20 ¢cM o pid.
Marcatori melecolati a tali distanze dai QTL non sono considerati adatti per essere
sfruttati in programimni di selezione assistita. Tuttavia, quande vengono seguite strate-
gie basate sulle misure del disequilibrio di associazione & possibile raggiungere un
mappaggio pill fine e preciso dei QTL, tale che 1 marcatori moelecolari possano rite-
nersi affidabili per la selezione assistita.

Mota chiave — Saggi diagnostici: analisi di geni che influenza-  possibile conoscere alla nascita || genotipo dei maschi e delle

no la qualita del latte fermmine con un semplice prelieva di sangue o di bulbi pilifer
Inoltre dal liquido seminale utilizzato per la fecondazione artifi-

Numerosi studi condotti sulla specie bovina hanno dimostrato  ciale @ possibile determinare direttamente || genotipo del tar

che le singole varianti genetiche delle proteine del latte manife-  non pid in vita.

stano differenze qualitative di apprezzabile entita, che influenza- saggi diagnostici valutano il palimorfismo ad una serie di loci:

no in maniera diretta la qualita del latte e la sua resa in formag-  Bovini: as1-Caseina; B, C e G; Caseina: Al, A2, A3 e B; k-Caseina:

gio. Per poter predisporre piani di selezione che considering an- A, B e E; [i-Lattoglobulina: A e B; a-Latloalbumina: A € B,

che questi parametri vengono genofipizzati i possibili niprodut Owvini: ies1-Caseina: A, C e D; a-Latioglobulina: A e B,

tori di sesso maschile delle razze da latte con metodiche basate Caprini: asT-Caseina: A, B, C, D, E, Fe O; [i-Cazeina: A, Be O; k-

sull’analisi del DNA. Con i protocalli attualmente disponibili 8 Caseina: A e B.

La maggior parte delle indagini genomiche finalizzate alla ricerca e al mappaggio
di QTL nei bovim & stata basata sull’impiego di marcatori microsatelliti (SSR), molto
spesso integrati da marcatori SNP (— Cap. 17). E verosimile pensare che i marcatori
SNP prenderanno il poste dei microsatelliti, specialmente quando combinati con stra-
tegie di selezione di aplotipi associati a QTL basati sul calcolo del L. In effetti 1
polimorfismi di tipc SNP sono melto abbondanti nei genomi, presentano un basso
tasso di mutazioni e si prestano ad essere visualizzati attraverso proceduré
automatizzate. Al momento sono in atto numerose ricerche volie ad identificare SNP
a carico di geni fondamentali nei bovini ¢ tali infermazioni potranno essere sfruttate
sia per il mappaggio ad intervalli dei QTL che per il clonaggio posizionale di gent
associatl ai QTL.

Il confronto degli effetti esercitati dai singoli QTL sulla manifestazione di un
dato carattere ha messo in evidenza differenze quantitative consistenti, anche tra fami-
glie nell’ambito di uno stesso esperimento. Tali differenze potrebbero essere in parte
dovute alla segregazione di alleli diversi di uno stesso QTL principale oppure alla
segregazione di alleli a diversi QTL secondari. Un dato interessante emerso ¢ quello
che indica la presenza nel genoma di alcune regioni cromosomiche in grado di spiega-
re proporzioni significative della variazione fenotipica riscontrata per 1 caralteri
quantitativi di produzione e composizione del latte. Nel complesso si puo ritenere che
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Quadro 21.2 - Miglioramento genetico animale: aspetti ge-

nerali

A cura oi Francesca Mario Sarti e Francesco Panella

questi caratteri nelle vacche da latte siano controllati da pochi geni aventi ampio effet-
to unitamente a4 molti geni con effetto modesto. Alcuni autori hanno stimate che 1
caralteri quanfitativi di produzione e composizione del latte possano essere determi-
nati da 50-100 geni, dei quali meno del 20% in grado di spiegare circa il 90% della
varianza genetica. Le sperimentazioni condotte usando animali da laboratorio hanno
comunque evidenziato la necessita di analizzare anche le interazioni tra loci (epistasia)
e le interazioni genofipo-ambiente, oltre ai possibili effetti di imprinting per compren-
dere pienamente 1'eredita dej carafteri quantitativi nelle vacche da latte.

L'identificazione del gene o dei geni contenuti in un QTL e delle relative forme
alleliche in grado di condizionare la manifestazione fenotipica di un carattere
quantitativo rappresentane le sfide da affrontare in futuro. Una delle difficoltd princi-
pali € connessa alla bassa precisione con cui un QTL viene solitamente localizzato in
uha mappa genetica. Anche seguendo una procedura di mappaggio che permetta di
posizionare un QTL in una regione cromosomica di lunghezza inferiore a 5 ¢M, 1l
clonaggio posizionale del gene rimarrebbe un compito estremamente difficile da rea-
lizzare. Al momento la strategia pit promettente ¢ quella basata sul clonaggio posizio-
nale di geni candidati selezionati attraverso procedure di mappaggio genomico com-
parativo, In questo caso & comunque necessario integrare la strategia di identificazio-
ne di geni candidati con tecnologie di validazione basate sull’ analisi del trascrittoma e
del proleoma.

In conclusicne, la maggior parte dei lavori basati sull'impiego dei marcator
molecolart per i1 mappaggio d1 QTL ha riguardato la produzione quantitativa e la
composizione qualitaliva {soprattutto grassi e proteine) del latte. Molto lavoro rimane
ancora da fare per implementare le conoscenze genetico-molecolari di questi caratteri
nelle vacche da latte. Tuttavia, alcune delle informazioni acquisite e verificate nelle
mappe consensc appaiono affidabili ed utilizzabili per eseguire programmi di selezio-
ne assjsiita usando i marcatori molecolari pib strettamente assoclati ai QTL. Al mo-
mento, sembra meritare particolare attenzione la regione mediana e subterminale del
cromoesoma & (BTA6) dove sono stati localizzati numerosi QTL per caratteristiche
quali-guantitative del latte.

tipi genetici ben definiti e codificat; ii) morfofunzionali - riferiti
alle caratteristiche morfologiche connesse alla: produttivita, se-
condo interpretazioni zoognostiche; i) produttivi — indicativi
della capacita produttiva in termini quantitativi e qualitativi. i
possono citare, a titolo di esempio, per | caratteri marfologici:

Dipartimento di Biologia vegetale ¢ Biotecnologie agroamblentoli &
zootecniche,
Universita degli Studl di Perugio

Lo scopo del miglioramento genetico nel contesto zootecnico &
quelio di rendere gli animali pio idonel a produrre secondo Je
esigenze dettate dal mercato (Fig. 21.29). Tale finalita pud esse-
re cansequita seguendo due principali modality operative:

1. aumentare la frequenza dei geni favorevali attraverso la pro-
grammaziaone di accoppiamenti tra individui ritenuti
“geneticamente” miglion (selezione);

2. utilizzare le potenzialita di popolazioni diverse per cercare
nuove combinazioni genetiche che esaltino la capacita pro-
duttiva (incrocio).

| caratteri da migliorare nelle popolazioni di interesse zootecnico

possono essere, in generale, ricondotti alle seguenti tre catego-
rie: i) morfologici — legati alle caratteristiche esteriori previste
dagli standard di razza, sono considerati sofo nella selezione dei

assenza o presenza di corna, lipo e colore del mantello o del
vello; per i caratteri morfofunzionali; forma della mammella, lar-
ghezza della groppa, lunghezza del tronco; per i caratteri pro-
duttivi: latte prodotto in un determinato lasso di tempo {lattazione
standard), pesi ad eta tipiche (alla nascita, ad un mese, ad un
anna).

Va inoltre tenuta presente che notevole attenzione viene posta
anche nella individuazione dei geni responsabili della suscettibi-
lita, o resistenza, a determinate patologie; tale argomento perd
nan verra dibattuto nel prosieguo che si rivalgera in prevalenza
agli aspett] economico-produttivi.

La selezione

Il problema principale da risohvere nel lavoro di selezione @ quel-
lo di individuare | soggetti geneticamente migliori da far accop-
piare per ottenere una generazione filiale pit produttiva, | pro-
grammi selettivi vengono pertanto definiti sequendo modalita
diverse per i van tipl di carattere e tenendo conto, oltre che del
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tipo di espressione lenotipica (i caratter] legati alla produzione di
latte possano essere osservati solo sulle fermming), anche della
loro ereditabilita e ripetibilith,

Per ereditabilita si intende la quota di variabilita che pud essere
fissata con la selezione; |l suo coefficiente (%) pud assumere va-
lari compresi tra 0 {caratteri non ereditabill) ed 1 {caratteri com-
pletamente eraditabill) e si calcola come rapporto tra varianza

genetica additiva e varianza fenotipica:
2 AT
=
Gy

| coefficienti di ereditabilita presentano valori diversi nelle diver-
se specie e nef vari caratteri oggelto di selezione, come si pud
osservare in Tab. 21.8.

La ripetibilita (r) indica invece quanto un carattere si ripete, nella
spazio e nel tempo, sullo stesso individuo ed assume valori sem-
pre maggiori o, al imite uguali, alla ereditabilita.

Selezione per I caratter] morfologicl e morfofunzionall

La selezione per questi caratteri viene condotta, sia nel maschi
che nelle femmine, mediante una valutazione morfalogica che si
concretizza con Iattribuzione di giudizi (punteggi numerici) da
parte di esperti appositamente addestrati. Tale tipo di giudizio,

che trova i suoi limiti nella soggettivita del valutatore, 2 stato
sostituito, in molte specie, dalla valutazione morfologica lineare;
questa si basa sulla descrizione lineare delle varie regioni del cor-
po tramite valori numerici, variabili in medo continue tra due
estremi rappresentanti il valore minimo e massimo che | caratteri
considerati nella selezione assumona nella popelazione e, quin-
di, nella successiva suddivisione di questo intervallo in un oppor-
tuno numero di classi. Questa metodologia consente di ottenere
I'oggettivita della valutazione, fornendo quindi dati pil idonei
ad una successiva elaborazione statistica.

Selerione per i caratteri produttivi

La selezione per questi caratteri & resa piuttosto difficile dal fatto
che la loro determinazione & dettata da molti geni la cul azione
viene, peraltro, ampiamente modificata da un elevato numero
di fattori ambientali (alimentazione, management, aspetti sani-
tari, clima, ecc.); da cié si comprende come, osservando i fenotipi,
sla piuttosto difficile riuscire ad individuare i soggetti genetica-
mente migliori, Il cantributo relativo dei fattori genetici e dei
fattori ambientali nella determinazione della variabilita fenotipica
di un carattere quantitativo @ misurato dalla ereditabilita (W7); in
altre parole, il valore dell'ereditabilita del carattere oggetio di
seleziane condiziana, non solo il metodo di valutazione genetica
da seguire, ma anche I progresso conseguibile con la selezione
stessa,

Valori elevati di questo parametro genetico (0,5-0,8) permetto-
na di poler considerare attendibile Ia stima del genotipo a parti-
re dal fenotipo dato che la variabilita fenotipica & molto ben spie-
gata da quella genetica e quindi I'ambiente ha una scarsa in-
fluenza su questi caraller; in questi casi scegliere gll animali da
destinare alla riproduzione in base al fenotipo da risultati soddi-
sfacenti in termini di selezione dato che, molto probabilments,
questi sono anche guelli con genotipo migliore, | caratteri legati
alla produzione di carne rlentrano in questo gruppo e glustifica-

no la scelta degll animall in base alle lora prestazioni produttive
misurate a parita di condizioni ambientali (performarice test).

Fig. 21.29 - Esempi di razze bovine e suine; (A} Chianina (ANABIC);
(B} vacca Reggiana; (C) vacca Frisona canadese; (D) chianine al pa-
scofo (foto: M. Pauselli): (E) Cinta senese (foto: O. Franci); (F) verro
di razza Large White italiana,

Valori di ereditabilita bassa o intermedia (0,20-0,50) suggerisco-
no che il genotipo possa essere piuttosto mascherato dalle con-
dizioni ambientali e che, pertanto, una scelta basata sul solo
fenotipo possa dare risultati Incostantl; un esemplo classico 2 la
stima del genotipo di un toro per la produzione latte. Dato che
tale produzione non & direttamente misurabile sull'animale da
valutare dovra essere rilevata su numerose figlie defio stesso di-
stribuite in diversi allevament] per poter cos| otlenere una preci-
sa valutazione del genotipo del padre (progeny test),

Un ulteriore problema & quello di riuscire a depurare 'effetto
genetico del padre sulla quantita di latte prodotta dalle figlie (da
cui la stima del valore genetico del toro) dagli effetti ambientali
che la Influenzano. Lo sviluppe di algoritmi che le moderme tec-
nologie informatiche consentono di gestire, ha portato a defini-
re del modelli statistici (BLUP) che stimano indici genetici privi
dellerrore derivante dall‘interferenza ambientale.

Incrocio
Per incrocio sl intende |'accopplamento fra suggett] che appar-
tengono a razze diverse della stessa specie; pio precisamente |l
suo scopo & quello di accoppiare, a differenza della selezione,
animali non imparentati fra loro e quindi geneticamente distanti.
Le differenze genetiche tra le razze sono dovute sia al fatto che
queste si sono sviluppate in ambienti diversi sia al fatto che sono
state selezionate dagli allevatori per scopi differenti (ad esempio,
produzione [atte, came, ecc.) ed il fine di questo metodo di mi-
glioramento & quello di combinare in un selo soggetio (metic-
cio) caratteristiche desiderabili di due o piu razze per sfruttare il
fenomeno dell'eterosi o vigore ibrido.
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Tab. 21.8 - Coefficienti di ereditabilita di alcuni caratteri nelle varie
specie di interesse zootecnico (da: R.M. Bourdon).

Carattere Ereditabilita

Ing

Bovini da latte

Produzione latte 0,25
Quantita di grasso (%) - 0,50

Interp

tet i

arto 0,10

Suini

Numerosita della covata (nati vivi} 0,15
Peso allo svezzamento 0,10
Indice di conversione alimentare 0,35

Ovini
Pesc a 60 ¢ 0,20
Peso del vello 0,40

Numero di nati

21.4 Sicurezza alimentare e legislazione: tracciabilita e
rintracciabilita

La produzione di carni in Italia € cresciuta considerevolmente nell’ultimo decennio.
Accanto all’aumento di produzione totale di carni si € avita una notevele variazione
delia ripartizione delle tipologie di prodotto consumato. In particolare, in passato la
quasi totalita della carne veniva acquistata intera o in parti, mentre adesso molto pro-
dotto viene consumato preparato (precotto) o trasformato (disossato}, con una progres-
siva diminuzione delle carcasse acquistate intere rispetto al totale delle produzioni. A
tale proposito & sorta la necessita di sviluppare delle procedure atte a garantire 1’origi-
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ne dei prodotti animali. Un numero sempre maggiore di imprese del comparto agro-
alimentare si & dotato di un sistema di rintraceiabilitd interno, o comungue riferito alla
parte di filiera di competenza, ma si pone con sempre pil urgenza I’ esigenza di poter
documentare I'intera catena agro-alimentare da monte a valle, dal produttore al consu-
matore, dal conferimento, alla lavorazione e/o trasformazione fino alla vendita.

L'Unicne Buropea, con |’ approvazione del Regolamente CE n. 178 del 28.01.2002,
ha reso obbligatoria a partire dal 1° gennaio 2005 la rintracciabilita agro-alimentare,
definendola come la possibilitd di ricostruire e seguire il percorso di un alimento, di
un mangime, di un animale destinato alla produzione animale o di una sostanza desti-
nata o atta ad entrare a far parte di un alimento ¢ di un mangime attraverso tutte le fasi
della produzione, della trasformazione e della distribuzione. Le imprese, con e loro
associazioni, organizzazioni, consorzi, ecc. scelgono la rintracciabilita non solo per
ottemperare a norme obbligatorie, ma soprattutto come strategia di sviluppo per varl
obiettivi: 1) una risposta all’inquietudine del mercate e dei consumatori; i1} uno stru-
mento di gestione interna del rischio, di coordinamento di filiera (rapporto clienti/
fornitori), di vantaggio competitivo; iii) un requisito di conformitd ai fini della
certificazione di qualita.

Con il termine di tracciabilita si intende il processo informativo che segue il
prodotto da monte a valle della filiera produttiva, mentre per rintracciabilita si inten-
de il processo inverso che permette di risalire da valie a monte
le informazioni distribuite lungo la filiera. I benefict per i con-
sumatori si possono sinteticamente ricondurre alla prevenzio-
ne delfe frodi, all’aumento delle garanzie sulla identificazione
di determinati ingredienti presenti nei vari prodetti alimentari,
alla possibilitd di scelta tra alimenti prodotti in zone e con mo-
dalita diverse. La tracciabilith deve essere riferita ad ogni sin-
gola porzione di prodotto. Risulta pertanto di estrema utilita,
specie per i prodotti animali le cui part giungeno spesso al
consumatore separatamente 1'una dall’altra, la messa a punto
di un sistema di tracciabilitd genetica basato su marcatori
molecolari, che possa offrire in qualsiasi momento la possibili-
ta di accertare U'origine delle carni, senza i margini di errore
evidenziati dai tradizionali sistemi di etichettatura.

La sensibilitd dei consumatori nei confrenti della sicurez-
za alimentare ¢ notevolmente aumentata negli ultimi tempi. so-
prattutto in seguito alle nuove tendenze agrarie (impiego di
OGM) e alle nuove emergenze sanitarie (come, ad esempio, la
BSE). Nel settore zootecnico, in particolare, si sono verificat
spiacevoli eventi quali le epidemie di influenza aviaria e di afta
epizootica, che hanno destato forti preoccupazioni nell’ opinione pubblica. Questi eventi
hanno minato la fbiducia di molti consumatori, inducendoli a ridurre il consumo ©
addirittura ad interrompere 1’acquisto dei consueti prodotti alimentari di origine ani-
male. A questo sl aggiunga il disorientamento creato da troppi e spesso contrastanti
messaggi che in tema di prodotti alimentari giungono ai consumatori dalle varie fonti
di informazione. D’altro cante anche gli agricoltori si trovano ormai inseriti in un
sistema comumerciale sempre pilt globale dove risulta difficile, senza particolari accor-
gimenti o adeguamenti tecnici, valorizzare le produzioni Jocali, legate al territorio, o
dotatle di specificita e tipicita (Fig. 21.30).

Per quanto concerne la sicurezza alimentare bisogna tuttavia considerare che ne-
gli ultimi cinquanta anni il sistema produttivo alimentare si & evolute passande dal
semplice controllo del prodotto finito (igiene, proprietd nutrizionall ed organolettiche)
alla successiva e progressiva applicazione della procedura di analisi dei rischi e con-

Fig. 21.30 - Esempi di razze autoctone;
(A} pollo di Liverno e (B) Ancona; (C,D)
arieti e pecore di razza Sopravvissana;
(E) razza Sarda (foto: M. Pauselli).
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trollo des punti critici (HACCP, Hazard Analysis Critical Control Poinf) lungo tutte le
fasi del processe produttivo. Nel 1993 tale procedura di controllo & divenuta obbliga-
toria nell’Unione Europea. In effetti, con il passare degli anni, effettuare il controllo
soltanto sul prodotto finito st & dimostrato non pil sufficiente a garantire la sicurezza
d1 un prodotto alimentare composto da pill elementi e sotloposto a pil tecnologie. La
necessita di prevenzione ha portato ad estendere il controllo a tutti gli elementi e le
fasi del processo di produzione: dalle materie prime, alle tecnologie di trasformazio-
ne, al predotto finito, con lo scopo di eliminare 1 potenziali rischi per garantire un
“alimento sicuro”. 1l controllo deve quindi iniziare dalla produzione, continuando
durante la lavorazione, la distribuzione e la commercializzazione. Un adeguamento
necessario a garantire la sicurezza alimentare € stato quello che ha previsto I'introdu-
zione del concetto di tracciabilitd nel settore agro-alimentare.

La tracciabilita di filiera rappresenta uno strumento potepzialmente in grado di
circoscrivere il rischio e di responsabilizzare ogni operatore. E evidente che la possi-
bilitd di risalire la filiera, dalla tavala fino al luogo di produzione, tutela sia i produtto-
ri che 1 consumatori. La tracciabilita appare indispensabile a garantire non soltanto i
consumatori, rma anche la correttezza delle operazioni di ciascun operatore della filiera
produttiva. Le garanzie maggiori connesse alla tracciabilita sono proprio per gli ope-
ratori del settore che vedono azzerare 1 rischi connessi a comportamenti scorretti od
azzardati da parte di altri operatari.

La possibilita di contrellare e di intervenire durante le varie fasi del sistema pro-
duttivo alimentare consente agli operatori di isolare la filiera produttiva in caso di
emergenze (contaminazione), di gestire i processi produttivi (flussi delle materie pri-
me) attraverso appropriata documentazione cartacea e di conferire trasparenza al si-
sterna produttivo nel suo complesso. [ consumatori, a lore volta, seno in condizione di
verificare tutte le fasi della filiera produttiva, potendo cosi risalire a tutti gli interventi
attuati durante il processo produttivo.

Gestire 1 sistemni di tracciabilita significa fare in modo che gli operatori mettano 1
consumatori in condizione di identificare e risalire facilmente all’esatto percorso se-
guito da un prodotto alimentare.

Il crescente interesse dei consumatori verso la salubriti e la qualita deghi alimenti
ba indotto la Commissione Europea e, sul piano nazionale, il Ministero della Salute a
considerare come priorita strategica il raggiungimento degli standard piti elevati pos-
sibili di sicurezza alimentare. Le linee guida della nuova pelitica comunitaria in mate-
ria di sicurezza alimentare prevedono di utilizzare le potenzialita offerte dalle
biotecnologie e di rafforzare la competitivita del settore agro-alimentare, garantendo
al tempo stesso uno sviluppo che tuteli la salute e la sicurezza dei consumatori ¢ la
salvaguardia dell’ambiente. I principali regolamenti comunitari sono: 1) Regolamento
1760/2000 sull’etichettatura della carne bovina; ii) 1l Libro bianco sulla sicurezza
alimentare; i} Regolamento 178/2002.

Le principali esperienze europee sulla tracciabilitd degli alimenti derivano dal-
I"applicazione de)] Regolamento n. 1760/2000 relativo all’etichettatura delle carni bo-
vine (tracciabilith convenzionale). La realizzazione di sistemi di tracciabilitd della
carne ha consentito di affrontare le problematiche tecniche ed organizzative connesse
a specifici settori produtiivi, consentende lo sviluppe di protocolli operativi in tutti i
settor] coinvolt, con particolare riferimento a quello dell’acquisiziene e dello scam-
bio di informazion sull’origine della carne, dal produttore al consumatore. In seguito
all’esperienza nel settore delle carni bovine & stato possibile mettere a punto nuove
applicazion di tracciabilith nei setrori del latte e dei suol derivati, delle carni suine,
della pesca, dei prodotti ortefrutticoli, dell’olio d’oliva e del vino.

Il Libro bianco sulla sicurezza alimentare, pubblicato 1l 12 gennaio 2000, illustra
i piani per una nuova pelitica alimentare lungimirante e preventiva. Esso prevedeva il
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miglioramento della legislazione tramite una serie di notme coerenti  trasparenti, il
potenziamento dei controlli dall’azienda alla tavola e il rafforzamento delle capacita
del sistema di consulenza scientifica, allo scopo di garantire un elevato livello di tutela
dei consumatori e della loro salute. Le priorita strategiche del libro bianco sono state
quelle di creare un’autorita europea per la sicurezza alimentare, applicare in maniera
coerente un approccio legislativo che tenga conto delle varie fasi della filiera produt-
tiva, e stabilire il principio secondo il quale i primi responsabili della sicurezza ali-
mentare sono direttamente gli operatori del settore agro-alimentare e del settore
zootecnico, con particolare riferimento a quelli responsabili delia nutrizione animale.

Il Regolamento UE n. 178/2002, all'articolo 18. ha introdotto il principio di
rintracciabilitd. Tale regolamento. incentrato sulla necessita di definire ed attuare re-
gole comunitarie armonizzate, aveva come obiettivo Iidentificazione di tutti gli ope-
rator lungo la catena produttiva nel settore del prodotti agro-alimentari. In accordo
con 1l Regolamento 178, gl operatori europel degli alimenti e dei mangimi devono
disporre di sisterni ¢ di procedure per I’individuazione sia della fonte di approvvigio-
namento delle materie prime che delle imprese alle quaii hanno fornito i propri pro-
dotti, secondo il criterio “one step back, one step bevond”. Poiché tali informazioni
sono a disposizione delle autorita competentt, la rintraceiabilith si configura come
uno stramento neutrale il cul scopo non & quello di catalogare 1 prodotti a seconda
della loro qualita ma di consentire agli operatori e alle autorith di controllo di gestire
e verficare la sicurezza dei prodotn. Cid implica che la rintracciabilitd debba essere
supportata da idonea documentazione in ogni segmento della filiera produttiva. Qua-
lora in un punto qualsiasi delia filiera venga riscontrata una mancanza di conformita
dell’alimento o del mangime, il sistema di rintracciabilita deve consentire, a valle, il
richiame del prodotto gia uscito dalla wtela dell’operatore, a monte, 1l percorso a
ritroso della catena produttiva verso ’origine, al fine di individuare le cause della non
conformita e di adottare le opportune misure correttive.

Il Regelamento UE n. 178/2002 ha previste anche 'istituzione di un’ Autorita
Buropea per la sicurezza alimentare quale punto di riferimento scientifico indipen-
dente, vertice di una rete di corrispondenti autorita da costituirsi in ogni Stato membro
cosi come I’istituzione di un sistema ufficiale di controllo e di allerta in ciascun Stato
membro. Infine a livello mondiale, sia in ambito di Codex Alimentarius che di
International Standard Organisation (1S0), sono in via di elaborazione standard in-
ternazienali attl a uniformare i sistemi di rintracciabilitid nelle filiere agro-alimentari
di tuiti i Paesi attivi nel commercio internazionale.

La tracciabilita di un prodotto alimentare, importante per il produttore ed il tra-
sformatore, pud essere definita come I’insieme delle informazioni riguardanti tutta la
filiera di produzione dello stesso (origine dei prodotti alimentari, luogo di preduzione
e/o trasformazione, origine delle materie prime utilizzate ¢ tecniche di produzione e/
o trasformazione seguite). Nel settore zootecnico la tracciabilita consiste nella possi-
bilita di controllare 'identita degli animali e di verificare I’ origine dei prodotti carne,
latte e loro derivati lungo i diversi passaggi della filiera agro-alimentare. La necessita
di mettere a punio sistermu affidabili ed economici per tracciare i prodotti alimentari di
origine animale ha assunto un’importanza sempre maggiore da quando la
globalizzazione del commercic ha reso impossibile il controllo diretto della produzio-
ne da parte dei consurnatori.

La tracciabilita, oltre a fornire un sistema di controllo per I'igiene e la sicurezza
degli alimenti, consente di garantire il consumatore da possibili frodi, salvaguardare
categorie a rischio (individui allergici ¢ intolleranti a particolan alimenti o additivi),
tutelare le scelte alimentari individuali (motivi religiosi o salutistici). Inoltre, la possi-
bilita di verificare con sisterni oggettivi e scientifici I’origine dei prodotii di derivazio-
ne animale accresce il valore della certificazione di qualitd (marchi IGP, DOP), favo-
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Fig. 21.37 - Esempio di schemi di
tracciabilita e rintracciabilita relativi al-
I'industria delia carne.
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rendo lo sviluppo di aree ad economia marginale atlraverso la valorizzazione di pro-
dotti tipici e di nicchia.

La rintracciabilita &, invece, il processo che raccoglie, archivia e collega le in-
formazioni precedentemente rilasciate, fino all’anello pilt lontano della catena pro-
duttiva permettendo cosi di fornire una corretta informazione al consumatore. Con
quest’ultima si intende la capacitd di ricostruire 1a storia di un prodotto attraverso
I’identificazione e la documentazione di tutti i materiali € gli operatori nonché delle
attivita che concorrono alla produzione di un bene. Nel comparto agro-alimentare cid
risulfa particolarmente utile per {a colletuvitd € vantaggioso per le autorita di control-
lo. La rintracciabilita & quindi un’esigenza del consumatore moderno, che accanto al
bisogno di sicurezza, manifesta una crescente necessitd di mettere in relazione un
prodotto alimentare con un lerritorio, una cultura ed una tradizione.

Latracciabilita e Ja rintracciabilita nel sistema agro-alimentare rappresentano inol-
tre un potente mezzo di comunicazione € di rassicurazione per 1l consumatere e un
forte motivo di competizione fra le imprese. Da recenti analisi di mercato € stato
dimostrato come le certificazioni volontarie di prodotto (DOP, IGP), di sistema (Iso
9000), la rintracciabilitd (norma Uni 10939), le certificazioni ambientali {Iso 14000)
ecc., sono strumenti attualmente molto richiesti e di forte visibilitd sul mercato.

Gli obiettivi della tracciabilicd sono melteplici: i) offrire trasparenza a tutela della
sicurezza del prodotto; 11} fornire informazioni dettagliate per valorizzare le produzio-
nit di qualitd; iii) rendere disponibili per il consumatore i documenti relativi al prodot-
to, agli ingredienti, alla loro provenienza € alle fasi di lavorazione per rendere pin
immediata la gestione documentale della tracciabilita.

Le informazioni raccolte da un sistema di (racciabilitd hanno principalmente due
destinatari: il consumatore, per informarlo sull’origine di un prodotto e sulle sue ca-
ratteristiche, & ['autorita di controllo, per consentirle il controllo dei prodoti ed il
ritiro di quelli eventualmente difettosi.

[ possibile distinguere due categorie di tracciabilitd, la tracciabilitd convenzio-
nale e la tracciabilith genetica. Per garantire una corretta conoscenza del percorso,
che va dalla produzicne alla wiilizzazione di un determinato prodotto alimentare, &
stata studiata una tracciabilitd basata sull’etichettatura. Questa tracciabilitd comune-
mente definita convenzionale, utilizza supportl cartacei ed informatici per la registra-
zione e quindi 1l monitoraggio dei prodotti alimentari lungo la filiera di trasformazio-
ne. L'etichettatura ha rappresentato il primo importante passaggo nel miglioramento
della sicurezza alimentare, ed & stata la prima risposta data al consumatore in seguito
alle emergenze alimentari verificatesi in questi ultimi anni 1n Europa.

I.a Fig, 21.31 mostra uno schema di tracciabilita globa-
le implementato all’interno dell’industria della carne. Le
prime fasi della filiera di trasformazione, daila macellazione
dell’animale alla distribuzione dei tagli al dettaglic, sonc
caratterizzate dalla tracciabilita convenzionale e quindi da
una serie di documenti quali il passaporto degli animali vivi,
la marca auricolare, il numero della carcassa e di

Traafirmagian macellazione. Un altro esempioc di tracciabilita convenzio-
nale si riscontra anche nel settore delle produzioni ittiche,
ccrmeraesse dove ritroviamo diversi metodi per tracciare i pesci e i loro
prodotti derivati quali marche esterne, transponditori inseri-
ti nella carcassa, marcator: chimici inorganici {nitrato di
potassio, pigmenti} ¢ altri strumenti elettronici informatici.

L’esigenza di ottenere corrette informazioni  stata raccolta da una serie di norme
comunitarie che impongono nuovi criten e obblighi per I'etichettatura. Le norme co-
munitarie in materia di etichettatura delle carni prevedono due tappe: 1) nella prima
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fase, I'indicazione del numero o codice dell’animale, del Paese e del centro di
macellaziore e di sezionamento e disosso dell’animale; i1) nella seconda fase, 1’indi-
cazione de) luogo di nascita dell’animale e lo Stato in cul & avvenuto I’ ingrasso, non-
ché lo Stato dove ha avuto luogo la macellazione, intendendosi se Paese membro
dell"UE oppure Paese terzo (Fig. 21.32).

L’etichetta, che compare sulle carni nei punti vendita, dovra riportare le seguenti
informazioni: 1) il numero di identificazione del singelo animale da cui provengono le
carni ¢ 1l numere di identificazione di un gruppo di animali; i) lo Stato di appartenen-
za e il numero di approvazione del macello presso il quale & stato macellato I"animale;
1) lo Stato di appartenenza e il numero di approvazione del laboratorio di sezionamento
presso il quale & stata sezionata la carcassa. Inoltre, nell etichetta deve anche essere
chiaramente riportato il Paese di nascita e d’ingrasso nonché il Paese di macellazione
¢ disosso dell’animale.

11 controllo inizia sulle materie prume e sui materiali di confezionamento, conti-
nua durante tutte le fasi della lavorazione, della distribuzione e della vendita, e termi-
na sul tavolo del consumatore. Sulla tracciabilita di filiera sono in corso ricerche il cui
obiettivo ¢ quello di incorporare nel codice a barre tutte e informazioni relative al-
I"origine delle materie prime e degli ingredients usati, e ai vari passaggi di produzione/
trasformazione dell’alimento.

Il sistema di tracciabilita basato sulla sola etichettatura ha perd anche alcune limi-
tazioni. Innanzitutto, la tracciabilith del prodotto & limitata in quanto la carne &
identificabile sulla base delie etichette e dei codici a barre soltanto fino al lotto o al
gruppe di animali, il quale pud essere composio di decine o anche centinaia di capi.
Inolure, la traceiabilita non & sempre attendibile dal momento che le etichette e I codici
a barre sone tenuti separati dalla carcassa dell’animale e possono essere apposte o
rimosse facilmente, rendendo possibili errori e frodi.

Con l'entrata in vigore del Decreto Ministeriale 30 Agosto 2000 relativo
all’etichettatura della carne bovina & divenuto pidl importante disporre di validi stru-
mentii in grado di verificare la corretta etichettatura della carne nei punti vendita. Le
tecniche di biologia molecelare, consentendo 1'analisi del DNA isolato da qualsiasi
campione organico, rendono possibili i controlli e le verifiche dei dati riportati in
etichetta al fine di validare la tracciabilita convenzionale ed eventualmente superare i
suoi limiti di affidabilitd. $1 tratta di eseguire una caratterizzazione del DNA basata
sulla visualizzaziene di fingerprint genetici (— Cap. 17) secondo procedure simili a
quelle usate in criminologia per verificare 'identita di un presunto colpevele o nelle
dispute familiari per verificare la paternita di un individuo. 1 sospetti di non veridicita
dei dati riportati in etichetta hanno indotto a sfruttare le possibilita offerte da alcune
tecniche basate sull’analisi di marcatori molecolari: la tracciabilita genetica basata
sull’analisi del DNA permette di confermare o smentire in modo rapido e cerio quanto
dichiarato nelle etichette.

1l funzionamento della tracciabilith genetica & semplice e innovativo. Tale sistema
consente di accertare ’origine della carne in un gualsiasi punto della filiera, purché si
disponga di un campione di confronto prelevato dail’animale in vita (un ciuffo di peli,
un frammento di tessuto cutanee o un prelievo di sangue) oppoertunamente archiviato,
conservato ed identificato dal numero di matricola internazionale dell’animale. L’ anali-
si condotta sul materiale genetico permette una precisa autenticazione deil origine di
qualsiasi tipologia di prodotto animale. Diversi sono i casi di tracciabilith genetica di
prodotti alimentari a base di carne e pesce riportati in letteratura. Ad esempio, nel setto-
re ittico sono stati utilizzati marcatori RELP ¢ PCR-derivati per identificare differenti
sottespecie di salmone e di merluzzo. Durante 'emergenza determinata daila diffusio-
ne della “mucca pazza”. i marcatori SSR sono stati impiegati, unitamente a saggi proteici
per I'identificazione della BSE, prima di inviare le carcasse dei bovini alle aziende di
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distribuzione e trasformazione. Successivamente, tutte le informazioni relative ad ogni
singola carcassa sono state registrate in una banca-dati che consente la tracciabilita del
singolo animale dall’allevamento alla tavola del consumatore (Fig. 21.31).

L’identificazione genetica rappresenta quindi uno strumento potente ed affidabile
per controllare e validare i sistemi di identificazione tradizionali, considerando che il
DNA & inalterabile, estraibile da ogni parte dell’animale e che la sua sequenza
nucleotidica & unica e specifica per ogni soggetto. Inoltre, 1l recente sviluppo di una
moltitudine di marcatort molecolari per I’analisi dei polimorfismi del DNA genemico
ha reso 1 sistemi diagnostici per 1'identificazione genetica degli animali di semplice
applicazione, sostenibili economicamente, affidabili e adatti all’ automazione.

I metodi di analisi del DNA per identificare 1 singoli animali o per tracciare i pro-
dotti di origine animale presentano numerosi vantaggi: 1) la specificita del risultati: il
patrimonio genetico di qualsiasi animale & unico, creato da meccanismi e forze che
producone e guidane la composizione genica come ricombinazione, mutazione e sele-
zione, ii) a flessibilita e il grado di polimorfismo: & possibile analizzare e sfruttare
sequenze specifiche di DNA che permettono I'identificazione a differenti livelli, cioe di
individuo (marcatori polimorfici tra individui entro razza o specie), di razza (marcatori
neutrali razza-specifici e polimorfici entro specie oppure variaiti alleliche di geni can-
didati). di specie (polimorfismi molecolari a carico del DNA genomico o del DNA
mitocondriale); ii1) la riproducibilith dei risubtati: le analisi a livello di DNA non vengo-
no influenzate dal tessuto, dal sesso o dall’eta dell’ animale e neanche da fattori ambien-
tali come la nutrizione o la condizione di allevamento degli animali; iv) la stabilita del
materiale genetice: la melecola del DNA & molto stabile, molio pil stabile di proteine e
grassi; v) la praticita: qualsiasi campione biologico pud essere utilizzato per effettuare
["analisi del IDNA (sangue, peli, came, latte, ecc.). | campioni possono essere raccolti in
qualsiasi punto della filiera, dall’allevamento al macelle, fino al punte vendita.

La tracciabilita genetica non presenta le limitazioni caratteristiche del sistema di
tracciabilita convenzionale mediante etichettatura. Essa infatti si basa direttamente
sul prodotto alimentare ¢ non sull’etichetta del prodotto alimentare, consentendo cosi
di tracciare i tagli di carne fino al singolo animale di origine e di verificare la corri-
spondenza con la sua etichettatura. Si prospetta quindi la possibilita di un’etichettatura
basata sulla tracciabilitd genetica a supporto di quella convenzionale che pud certa-
mente contribuire a salvaguardare il consumatore ¢ a tutelare il produttore e il trasfor-
matore da possibili errori, frodi o alterazioni di varia natura.

21.5 Tecniche di genomica e proteomica al servizio della
sicurezza alimentare

Negli ultimi tempi 1 consumatori hanno acquisite upa maggiore consapevolezza ri-
guardo alla qualith dei prodotti alimentari. richiedendo garanzie sull’autenticitd dei
compenenti e sulla loro origine.

In passato, I'autenticaziope dei cibi comprendeva il rilevamento delle proteine
specie-specifiche, con saggi che impiegavano una varietd di metodi immunologici ed
elettroforetici, ma che nascondevanc delle insidie. Essendo i prodotti il risultato di un
processo che prevedeva anche trattamenti col calore, la composizione proteica com-
plessiva poteva risultare alterata a causa di eventi di denaturazione. Inoltre, la maggior
parte dei metodi commerciali era orientata verso }'uso e [’analisi di proteine del pla--
sma, che & una frazione facilmente contaminabile e che pud portare a risultat scarsa-
mente interpretabili.

Ora ’attenzione si & concentrata verso saggi basati sul DNA come fonte di infor-
mazione. In effetti, il DNA ha numerosi vantaggi rispetto alle proteine: i) & piu
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termostabile di molte proteine; i) & presente nella maggioranza delle cellule degli

organismi; iii) pud potenzialmente fornire pil informazioni delle proteine. Inoltre, la

tecnologia di analisi del DNA & piu rapida e adaita ad essere automatizzata, semplifi-
"cando cosi notevolmente le procedure di autenticazicne.

21.5.1 Metodi basati sul DNA per |'autenticazione dei prodotti alimentari

I primi studi condotti usando il DNA per riconoscere la carne di animali di diverse
specie sono stati basati su metodi semplici. Solitamente, specifiche sonde di DNA
opportunamente marcate venivano usate per I’ibridazione del DNA dei campioni da
analizzare, preventivamente trasferiti su membrane, mediante esperimenti
di Slot-blot o Dot-blot (Fig. 21.33). Ricorrendo ad appropriate condizioni
di stringenza, le sonde di DNA genomico derivanti da determinate specie
erano in grado di ibridarsi umicamente con il DNA della stessa specie con -
modesti problemi di reattivitd incrociata. Lisolamento di tali sende & stato
possibile anche non dispenendo di grosse conoscenze preliminari del genoma

delle specie in esame. Il legame specie-specifico tra la sonda e la sequenza A
bersaglio era dovuto principalmente all’ibridazione di sequenze ripetitive comple-
mentari. Tali sequenze, combinate in tandem ¢ disperse in tutto il genoma, seno note
come sequenze satellite e i marcatori basati sulla procedura di ibridazione di tipo
Southern blot sono dettt VNTR (variable number of tandem repeats).

L'impiego di questi marcatori moelecolari in combinazione con sonde specie-spe-
cifiche ha permesso I'identificazione inequivocabile di campieni di pollo e maiale,
usando campioni di DNA estratto ¢ purificato sia dalle carni fresche che
da quelle cotte presenti in prodotti comumerciali. Le sonde specifiche di L i

e

caprini, ovini e bovini hanno invece mostrato qualche problema di reattivita
incrociata, con ogni probabilith a causa dell’elevata omologia tra le se-
quenze di DNA satellite nelle differenti specie (Fig. 21.34). Le difficolta
principali sono state riscontate soprattutto per la discriminazione tra car- =
ne di ovini e di caprini dal momento che le sequenze di DNA satellite di
queste due specie sono risultate molto simili.

In seguito, le procedure di ibridazione con sonde di DNA specie-
specifiche sono state messe a punto ai fini dell’identificazione delle carnt
di bovini, suini ed ovini, cosi come di pollo, tacchine e coniglio nei pro-
dotti crudi. La presenza di specie diverse, in proporzioni variabili, & stata dimostrata
in molti prodotti commerciali, sia freschi che inscatolati, anche sotloposti a trattamen-
it termici. Inoltre, I'ibridazione del DNA con sonde specifiche si & dimostrata utile
anche per identificazione di differenti razze di bovini.

Dato che le sonde specie-specifiche sono in genere compoeste da cligonucleotidi
ripetuti di lunghezza inferiore a 100 basi, I'ibridazione ¢ tecnicamente possibile anche
guando interviene una considerevole degradazione del DNA nel campione da analiz-
zare. L. intensita del segnale potrebbe anche essere valutata per quantificare le singole
specie presenti in miscugli di carne, in base al numero di sonde marcate ibridatesi con
la sequenza bersaglio. Tuttavia, & necessaria una certa cautela dal momento che I’in-
tensitd del segnale pud essere influenzata da fattori come 1"ongine del tessuto o il
sistema di analisi.

In generale, i metodi basati sull’ibridazione del DNA sono tecnicamente com-
plessi da realizzare ed & principalmente per questo motivo che in tempi recenti sono
stati messi a punto altri metodi basati sull’amplificazione del DNA per mezzo della
PCR (polymerase chain reaction). Tale tecnica permette di sintetizzare rapidamentie
milioni di copie di un frammento di DNA ed 1 prodotti risultanti dalf’amplificazione
enzimatica possono essere analizzati attraverso un’ampia varieta di metodi.
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Fig. 21.33 — Risultati di analisi di
ibridazione di tipo Slot-blot (A) e Dot-
hiot (B).

Fig. 21.34 - Profili VNTR (A) e RFLP
(B) ottenuti in campioni di DNA bovi-
no e suino usando, rispettivamente,
sonde genomiche multi-locus e singo-
lo locus.
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Fig. 21.35 - Risultato di una reazione
di sequenziamento: si tratta di un
clone genomico di pelio contenente
un motivo ripetuto di tipo GT/AC.

Fig. 21.36 - Profili di restrizione di
prodotti di amplificazione: marcatori
CAPS, detti anche PCR-RFLP.
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[l metodo pii: diretto per ottenere informazioni sui prodotti della PCR ¢ basato sul
foro sequenziamento (Fig. 21.35). Le informazioni cosi ottenute sono state usate per

‘identificare 1’origine delle carni in numerose specie animali. 11 DNA mitocondriale

possiede numerosi vantaggi rispetto al DNA nucleare, soprattutio per I'identificazio-
ne delle specie dei prodotti alimentari di origine animale. Esso € relativamente pili
abbondante di quello nucleare, presenta un’eredita di tipo materno cosi normalmente
gli individui possiedono soltanto un allele e le possibili ambiguita di sequenza nei
genotipi eterozigoti sono evitate. L'elevato tasso di mutazione che caratterizza il genorna
mitocondnale, rispetto a quello del genoma nucleare, porta ad un accumulo di un
numero sufficientemente elevate di vanazioni puntiformi a livello nucleotidico tali da
permettere la discriminazione di specie anche tra loro molto vicine filogeneticamente.
Turtavia 11 DNA mitocondriale presenta un certo grado di variabilitd anche entro la
stessa specie € cosl deve essere considerato con attenzione quando la discriminazione
tra organismi & basata sui polunorfismi per singola base (SNP, single nucleotide
polymorphism).

Il metedo indiretto per ottenere informazioni sui prodotti della PCR & basato sulla
loro digestione con specificl enzimi di restrizione. A titolo di esempio, utilizzando
primer disegnati su una sequenza satellite di ovini & stato possibile amplificare se-
quenze di DNA specifiche negli ovini ed altre omologhe nei caprini, non rinvenibili
net genoma di altre specie. I prodotti della PCR sequenziati hanno mostrato un grado
di similarita pari al 92%. Tuttavia, quattro siti di restrizione sono risultati differenti tra
la sequenza di ovini e quella di caprini, cosi da rendere pessibile la distinzione delle
due specie attraverso una digestione enzimatica dei prodotti di amplificazione. Tali
polimorfismi posseno essere visualizzati attraverse una semplice analisi elettroforetica
senza ricorrere al seguenziamento. In alcuni casi &, infatti, sufficiente ricorrere ad una
serie incrociata di digestioni del DINA amplificato per riuscire a distinguere pit specie
unicamernte in base al profilo elettroforetico generato dai frammenti amplificati e ri-
stretti. Questa tecnica, frequentemente riportata come PCR-RFLP (Restriction
Fragnent Length Polymorphism), ma che sarebbe pil corretto indicare come analisi
CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequences), ha travato ampio use per I’iden-
tificazione di molte specie di carne e di pesce (Fig, 21.36). Tali procedure consentono
di realizzare screening di prodotti di origine animale finalizzati alla tracciabilita delle
specie anche in laboratori poco attrezzati.

La disponibilita di informazioni dettaghate di sequenze genomiche per molte specie
ha consentito di approntare anche protocolli di identificazione di animali e prodott
alimentari attraverso 1’analisi di polimorfismi basati sa pochi e perfino singoli
nucleotidi. A tale scopo si impiegano primer specie-specifici disegnat: sulla sequenza
di determinati gen, di origine nucleare o mitocondriale, da usare in reazioni di PCR
sito-specifiche. Ricorrendo a condizioni di reazione adeguatamente controllate, tali
primer consentono di generare un prodotto di amplificazione soltanto in presenza di
DNA della specie cercata nel campione oggette di analisi. La conoscenza completa
della sequenza nucleotidica permette di predire il risultato atteso, cosi che I'identifi-
cazione della specie possa venire confermata in base alla lunghezza del prodotto di
amplificazione una volta separato mediante elettroforesi in gel di agarosio o di
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acrilammide. Attraverso I’uso combinato di pit coppie di primer specie-specifiche &
possibile effettuare la ricerca simulianea di DNA appartenente a pitl di una specie alla
volta. Questo tipo di analisi, detta PCR di tipo multiplex, in genere prevede I'impie-
go di un primer non selettivo comune alla sequenza genica in tutte le specie che sl
intendono saggiare. La specie di appartenenza del DNA potra essere stabilita in base
alla dimensione del prodotto di amplificazione, dipendente dalla posizione in cui &
stato disegnato il primer selettivo specifico di una deierminata specie. Ad esempio,
analizzando il DNA di un prodotto commerciale costituito da un miscuglio di carni si
potranno visualizzare pii prodotti di PCR, clascuno riconducibile ad una data specie
in base al suo peso molecolare. Usando tale procedimento sono state messe a punto
procedure che prevedono reazioni multiple per la tracciabilita genetico-molecolari sia
di carni che di pesci. In Fig, 21,37 & riportate un esempio di identificazione di specie
di vongole realizzato con marcatori CAPS di geni codificanti RNA ribosomale.

Le metodologie basate sulla PCR richiedono la conoscenza della sequenza della
regione da amplificare nonché dei primer che la delimitano. Sono stati usati anche
altri metodi dove queste informazioni non seno necessarie. Tali metodi generalmente
producono prefili elettroforetici dei prodotti di amplificazione classificabili come spe-
cie-specifici in virta della loro composizione nucleotidica e della conforimazione fisi-
ca dei singoli filamenti. Sottoponendo 1 prodotti di PCR ad una analist di tipo SSCP
(Single Strand Conformarion Polymorphism) & stata dimostrata la possibilitd di iden-
tificare alcune razze di merluzzi ¢ di distinguere i suini domestici da quelli selvatici in
base alla conformazione assunta dai singoli filamenti del DNA durante la separazione
elettroforetica in gel di acrilamumide (Fig. 21.38). In questo caso la PCR & usata per
amplificare la stessa regione di DNA, generalmente una parte del gene codificante per
il citocromo b, in differenti specie. [ prodotti di amplificazione a doppio filamento
vengone poi denaturati € sottoposti ad elettroforesi: i singoli filarnenti di DNA assu-
mone una struttura secondaria che dipende dalla loro sequenza nucleotidica. Al termi-
ne dell’eletiroforesi in gel di poliacrilamumide i1 prodotti con differenti strutture secon-

Fig. 21.37 — Analisi elettroforetica di
prodotti amplificati e digeriti del gene
16S rRNA di quattro diverse specie di
vongote: Chamelea goflina, Meretrix
meretrix, Paphia undulota e Ruditapes
philippinarum (corsie 1, 2, 3 e 4: pro-
dotti di PCR non digeriti; corsie 5, 6,
7 e &: digeriti con Hind\ll; corsie 9, 10,
11 e 12: digeriti con Mbol; corsie 13,
14, 15 e 16: digeriti con Apol) (foto:
F. Maretto).

Fig. 21.38 - Esernpi di polimorfismi
generati da marcatori S5C#.

darie evidenziano una diversa mobilita elettroforetica
evidenziando cosi diversi profili di bande. Questo metodo
permette di accertare differenze tra sequenze anche meolto
simili, che differiscone tra loro perfino per un solo | pzme
nucleotide. e

Recentemente € stata descritta una tecnica alternativa
per I'identificazione delle specie anumali che sfrutta le in-
formazioni nucleotidiche derivanti dalla famiglia
multigenica delle actine. Le actine sono proteine ubiqui-
tarie coinvolte nella formazione dei filamenti che costitui-
scono la componente principale del citescheletro: la loro
interazione con altre proteine, le miosine, & alla base della
contrazione muscolare e di molti aliri aspetti della motilita
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cellulare. Benché Ie actine rappresentino proteine strutturalmente simili negli eucarioti,
i geni codificanti tali proteine evidenziano numerosi polimorfismi e rjarrangiamenti,
soprattutto al di fuori dei domini conservati. LLa tecnica prevede Pimpiego di primer
disegnati sulle sequenze del gene codificante Iactina in modo da produrre prefili

Fig. 21.39 ~ Dominio conservato del-
le actine (cd00012.2): allineamento
multiple di sequenze di actine di
uomo (Hs), bovina (Bt), lievite (Sc) e
piania (AL).
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elettroforetici di prodotti di amplificazione specie-spe-
cifici. La famiglia multigenica delle actine include un
numero elevatg di membri, le cui sequenze codificant
sono altamente conservate mentre gli introni occupano
posizioni diversificate ed hanno dimensioni variabtli
(Fig. 21.39). E tale organizzazione delle regioni

introniche che rende possibile I'identificazione delle
specie. Le copple di primer da usare per le reazioni di
PCR sono solitamente disegnate all’interno di una parte
dellaregione codificante, altamente conservata ir diffe-
rentl isoforme di actina, che risulta perd interrotta da un

Fig. 21.40 - Prodotti amplificati di
DNA di topo: il diverso peso moleco-
lare & riconducibile a membri distinti
dei geni cedificanti le actine,

introne in tutti i membri della famiglia multigenica. L'uso
di questi primer consente di saggiare contemporaneamente mola Joci del gene
dell’actina, generando cosi profili eletiroforetici composti di prodotti amplificati di
diversa dimensione come diretta conseguenza delle variazioni di composizione e po-
sizione dell’introne. Tali profili nisultane riproducibili € sono pelimorfici tra individui
di specie diverse mentre appaiono uguali tra individui della stessa specie o tra razze
all’interno di una specie (Fig. 21.40).

In conclusione, volendo effettuare un confronto tra le metodologie basate sul DNA
per l'autenticazione dei prodotti alimentari di origine animale, &€ opportuno considera-
re imnanzitutto la riproducibilita e ["utilitd dei metodi descritti. I metodi basati
sull’ibridazione del DNA sono relativamente dispendiosi in termini di tempo ¢ per la
marcatura della sonda bisogna spesso ricorrere a radioisotopi. Tuttavia, in appropriate
condizioni sperimentali, tali metodi si sono dimostrati efficaci ed affidabili per I'iden-
tificazione di carni di molte specie animali, anche disponendo di campioni di DNA
relativamente degradato. Un limite tecnico & rappresentate dalle notevoli quantita di
DNA necessarie per attuare |'ibridazione.

I metodi basati sulla PCR possono essere attuali con molto meno materiale di
partenza, visto che il metodo prevede una reazione di amplificazione. Inoltre, non &
generalmente richiesto DNA di elevata qualita, benché la presenza di contaminanti
nei campioni puo inibire 'attivita pelimerasica. L'uso di pi cembinazioni di primer
specie-specifiche in reazioni di PCR muitiplex costituisce un sistema rapido ed atfida-
bile per I'identificazione di pit specie simultaneamente. In questi casi ¢ ovviamente
necessaria la conoscenza preventiva della sequenza da ricercare al fine di disegnare
primer specifici per I'amplificazione e pud essere altresi richiesta la conoscenza di siti
interni di restrizione per escludere la possibilita di falsi-positivi.

L'analisi CAPS (PCR-RFLP) basata sulla restrizione dei predotti amplificati €
ampiamente usata per la discriminazione delle specie di provenienza di alimenti di
carne ¢ pesce. Tall metodi presentano lo svantaggio di una modesta riproducibilita nej
casi di amplificazioni aspecifiche e/o digestioni parziali. La procedura & comunque
semplice da realizzare tecnicamente perché i prodotti della PCR seno digeriti con
enzimi di restrizione e risolti elettroforeticamente ricorrendo a normali gel di agarosio.
[ analisi SSCP richiede, invece, gel a pilt alta risoluzione, come quelli di poliacri-
lammide, per la separazione dei prodotti di PCR denaturati in quanto 1 polimorfismi
sono dovuti a variazioni della struttura secondaria del filamenti di DNA. In generale,
condizioni stabili di reazione sono determinanti per la riproducibilita delle analisi.

Quali sono allo stato attuale delle conoscenze scientifiche e metodologiche le
problematiche legate all analisi di autenticazione dei prodotti alimentari?

I budget richiesti per effettuare le analisi degli alimenti sone generalmente pil
bassi di quelli dedicati alla ricerca sanitaria. La qualita. pit che la quantitd, del DNA
usafo per 'esecuzione delle analisi & un fattore determinante per la riproducibilita e
I"affidabilita dell’esito finale. L intensivo processamento industriale degli alimenti. come
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quella che prevede |2 lavorazione e la conservazione delle carni e del pesce, pud causa-
re una significativa degradazione del DNA, limitando la dimensione dei prodotti che
possono essere ibridati, amplificati e/o digeriti. Siritiene che 1 test di routine condotti
con DNA degradato possano portare ad identificare frammenti di dimensione uguale o
inferiore a 120-150 pb. Questo & un importante fattore da tenere in forte considerazio-
ne quando st mette a punto un test da usare per I’analisi dei prodotti trasformati.

Una notevole varietd di metodi basati sull’analisi del DNA sono ora disponibili
per |"autenticazione dei prodotti alimentari di origine animale. Tali metodi variano per
la loro complessita tecnica ed attuabilitd economica. Entrambi questi fattori sono re-
sponsabili delle decisioni prese all’interno dei laboratori deputati all’esecuzione dei
controlli alimentari. Con un controllo pit assiduo dei prodott alimentari, in risposta
alle richieste dei consumatori, I test attnalmente dispenibili potranno essere adottati in
relazione alle richieste formulate dal mercato. Tuttavia, prima che questo accada, do-
vranno essere validati i metodi di analisi disponibili in mode da rendere i loro proto-
colli facilmente attuabili ed 1 nsultat forniti riproducibili.

21,5.2 Mota tecnica: Riconoscimento delle carni mediante analisi del DNA

L'identificazione delle specie animali presenti come 1mpasto nei prodotti a base di
carne adibiti all’alimentazione umana e animale costituisce un problema tipico nel-
I’analisi merceologica in quanto la miscelazione di carne di specie animali diverse &
consentita purché le specie di appartenenza vengano dichiarate. La grande varieta di
prodotti a base di carne esistente sul mercato, quali insaccati, conserve, precotti, sur-
gelati, ecc. (Fig. 21.41) impone un controllo accurato degli ingredienti dichiaratt dal
produttore, soprattutto quando una specie che fornisce carne pregiata pud essere
fraudelentemente addizionata o sostituita con un’altra che di un prodotto di gualitd
peggiore ad un cosio pitt basso. La discriminazione fra specie € importante per il
consumatore anche per altre ragioni, come ad esempio problemi igienico-sanitari,
allergie specifiche nei confronti di determinati tipi di camni o restrizioni della dieta
inerenti & motivi religiosi.

Da ultimo il riconoscimento delle specie utilizzate per produrre derivati proteici,
contenuti nel mangimi, assume un’importanza fondamentale — anche se in modo indi-
retto — nella tutela della salute umana. Si considerino a questo propesito, i problemi
sapitari sorti in Gran Bretagna negli ultimi anni per la diffusione dell’encefalopatia
spongiforme dei bovini (BSE). L'insorgenza di questa patologia, il rischio di una sua
trasmissione all'uomo e la relazione esistente tra la trasmissione della patologia e I'uso
di farine animali nei mangimi per uso zootecnico, hanno indotto all’attuazione di nu-
sure precauzionali su tutto il territerio comunitario sul quale vige attualmente il divieto
di sommunistrare ai ruminanti con la dieta proteine derivate dai mammiferi, Questa
doverosa decisione, risalente al 20 giugno 1994, se da un lato tutela 1l patrunonio
zootecnico europeo dalla diffusione della malattia e di conseguenza il consumatore,
dall’altro pone 1'annoso problema della necessita di disporre di mezzi idonei al con-
trollo dell’osservanza di tale divieto. Poter identificare 1a presenza di una farina anima-
le ed eventualmente riconoscerne la specie di onigine all’interne di un mangime com-
posto, assume cosi particolare rilevanza presso gli operatori sanitari e zootecnici.

Tradizionalmente la caratterizzazione della specie nei prodotti a base di carne
destinati al consumo umano avviene medianie tecniche elettroforetiche ed
immunologiche che si basane, entrambe, sulla separazione e sul riconoscimento di
proteine specie-specifiche. Il limite principale di tali metodiche risiede nella foro scarsa
applicabilith a campioni processati. Infath la denaturazione delle proteine indotta dal-
le alte temperature & una modificazione irreversibile che rende di difficile interpreta-
zione 1risultati. Sebbene in letteratura vengano riportati lavori in cui I’ elettroforesi su

Fig. 21.471 - Insaccati di carne suina.
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gel di poliacrilammide viene utilizzata per ii riconoscimento della specie in campioni
di carne trattati termicamente (80-100°C per 30 min oppure 120°C per 6-20 min), il
limite di sensibilita di questo strumento di indagine, inteso come concentrazione mi-
nima alla quale una certa specie risulta identificabile all"mnterno di una miscela, risulta
piuttosto elevato (10%).

I metodi immunologici, che si basano sull’interazione tra antigene ed anticorpo,
possono essere raggruppati sostanzialmente in due categorle, con le loro numerose
vanantl: 1) la doppia immunodiffusione in gel di agar {metodo Ouchterlony); 1) test
immunoenzimatico ELISA.

L'immunediffusione, comunemente utilizzata come metodo di screening, ha tro-
vato un ampia utilizzazione grazie al ricorso di kit disponibili in commercio. Anche i
metodi immunoenzimaticl, benché considerati di conferma, possono risultare di rela-
tivamente facile applicazione. Il punto debole dei metodi immunologici risiede prin-
cipalmente nella reattivitd incrociata evidenziata tra specie filogeneticamente vicine.
La sensibilith di questi metodi & inoltre soggetta ad una notevole variabilita in relazio-
ne al tipo di miscela e al trattamento termico subito dal campione. Recentemente sono
stati implementati saggi ELISA in grado di evidenziare, all’interno di una farina dj
pesce, proteine di ruminante fino ad una parte per 6.000, anche quando il materiale
subisce un riscaldamento fino a 145°C. Cid significa che & possibile disperre di un
metodo immunologico per il controllo delle farine di pesce che consente di accertare
addizioni fraudolente di proteing di origine animale e di basso costo.

Altnalmente, in linea con il D.M. 13 aprile 1994 “Approvazione dei metodi di ana-
lisi per il controllo ufficiale degli alimenti per aumali™. per i controlli & utilizzato un
metodo microscopico, attraverso il quale & possibile il rconoscimento dei costituenti
solidi dei mangimi, sia vegetali che animali, e quindi il differenziamento dell’erigine
zoologica delle farine animali, sulla base della conformazione di frammenti di ossa,
peli, setole, corna, unghie, € sulla base della struttura istologica delle particelle pit fini.

Olire a dette tecniche sono state proposte anche altre alternative come |"eletiroforesi
su gel di poliacrilammide e sodio dodecilsolfato (SDS-PAGE), cromatografia liquida
ad elevaia risoluzione (HPLC) e isoelettrofocalizzazione su gel di poliacrilamnmide.
Quest’ultima tecnica, applicata alle frazioni proteiche, ¢ quella pitt studiata: si basa
sull’analisi per elettroforesi in gel a gradiente di pH dopo estrazione in vrea concentra-
ta. Il campo elettrico applicato al gel induce le molecole proteiche a muoversi in funzio-
ne della lero carica netta. Clascuna si focalizzera nella zona del gel a pH corrispondente
al proprio punto isceletirico. La successiva colorazione ha lo scopo di visualizzare cia-
scuna banda per la lettura densitometrica. L'isoelettrofocalizzazione, come la tecnica
ELISA, & molto usata per identificare le specie in prodotii a base di carni cotte € non di
salureria e per differenziare 1 divers] tipi di carni ottenute dalle varie specie di animall.

I attuale divieto di impiegare derivati proteici, ad esempio di ruminanti, per ali-
mentare questi stessi animali, viste il rischio di una possibile trasmissione all’vomo di
agenti patogeni resistenti a trattamenti termici, ha aumentato 1'importanza di rendere
di facile impiego metodi innovativi atti ad analizzare anche matrici alimentari che
abbiano subito un processe di denaturazione termica quali mangimi e farine di carne.
A questo scopo trovano applicazione le tecniche proprie di biologia molecolare basate
sull’analisi del genoma che permettono di identificare Je diverse specie presenti, an-
che a partire da piccole quantita di materiali seppure processati peiché la denaturazione
del DNA indotta dalle alte temperature & una modificazicne generalmente reversibile.

L’identificazione di specie animali mediante I"analisi del DNA sfrutia te differen-
ze (pelimorfismi) a carico della sequenza nucleotidica dei geni, sia nucleari che
mitocondriali. Spesso la scelta ricade su questi ultimi dal momento che, in una singola
cellula, per ogni copia di genoma nucleare sono presenti 100-1.000 copie di genoma
mitocondriale. Per questa ragione la probabilita di riuscire ad estrarre ed amplificare
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framment: di DNA mitocondriale anche da campioni molto degra-
dati & molto maggiore che per 11 DNA nucleare. All'interno del ® .
miDNA vengono solitamente valutate regioni del gene del
Citocromo b o del gene codificante ATPasi, che sono coinvolti nel * .
processo di respirazione € le cui sequenze risultano altamente con-
servate in futfi 1 vertebrati. .

La possibilita di lavorare sugli acidi nucleici garantisce senza
dubbio notevoli vantaggi rispetto alle proteine. Il DINA & presente
in ogni cellula, & isclabile da tutte le matrici biclogiche ed & molto
pid resistente delle proteine ai trattamenti termici. Le metodologie per il riconesci-
mento di sequenze specie-specifiche presenti negli acidi nucleici (DNA mitocondriale
e DNA satellite) sono basate sull’analisi di marcatori molecolari. L identificazione di
tali sequenze pud avvenire sostanzialmente impiegando due tecniche: 1) ibridaziene
su membrana (slo#/dor blot) di sequenze specie-specifiche con sonde oligonucleotidiche
complementan preventivamente marcate con radionuclidi o ricorrendo ad altri sistemi
(fluoresceina, digossigenina) seguita da anahsi autoradiografica; ii) I’amplificazione
mediante PCR di sequenze specie-specifiche con primer oligonuclectidici disegnati
direttamente su tali sequenze seguita da separazione elettroforetica su gel di agarosio
o di poliacrilammide (Fig. 21.42).

Prove di laboratorio volte a verificare "applicabilitd del metoda di ibridazione
per I'identificazione della specie nel mangimi contenenti farine antmali hanno mo-
strato che intensita del trattamento fermico subito dal campione diminuisce signifi-
cativamente la capacita della sonda di ibridare specifiche sequenze complementari di
DNA nucleare. L'uso del metodo di amplificazione di specifiche sequenze di DNA
mitocondriale ha messo in evidenza la presenza di un’ampia variabilitd nucleotidica
intraspecifica e soprattutto interspecifica ner mammiferi, negli uccelli e nei pesci.
LUidentificazione di regioni polimorfiche in geni come. ad esempio, quelli del citocromo
b e dell’ ATPasi 8. ha suggerito I'applicazione di tecniche molecolari velte al ricong-
scimento della specie o delle specie di arigine presenti in prodotti alimentari a base di
carne, destinatl al consumo umang.

Allo stato attuale delie conoscenze, 1" approccio metodologico con il migliore grado
di sensibilita e di affidabilita per I'identificazione delle diverse specie amimali € quello
che prevede I'amplificazione di specifiche sequenze di DNA mitocondriale e Ja dige-
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Fig. 21.42 - Esempio di segnali di
ibridazione e di amplificazione di se-
quenze specifiche: (A) tecnica Dot-
blot; (B) Slot-blot; (C) PCR.

stione del prodotto di PCR con specifici enzimi di restri- —— S
zione seguiti dall’analisi dei frammenti amplificati-digeri- (iersale)  (spevie-spaaiica)
i mediante elettroforesi o sequenziatore. Tale tecnica, molto / st mlem b s e e itrocomn b
spesso chiamata PCR-RFLP, rappresenta in realti una vera | 2w 5 |
e propria tecnica CAPS (— Cap. |17) poiché non prevede L A S
alcuna ibridazione tipo Southern hlot ma solo amplifica- Capra o w o o '
zione mediante PCR combinata a restrizione con T £ 2 £ Bt
endonucleasi. Essa ¢ molto utilizzata per la tracciabilita s 557 5 S & 34 20w
genetico-molecolare di animali terrestri e marini (— Qua- Bl
dro 21.3). e ik

I marcatori molecolari di tipo CAPS prevedeno, du- Bemm
rante una prima fase, 'amplificazione del DNA con una T
specifica coppia di primer al fine di ottenere un frammen- 398 pb
to di dimensioni uguali in tutti i campioni biologici da ana- Cavallo s
lizzare. Segue una seconda fase inerente la digestione del

frammento mediante endonucleasi allo scopo di generare frammenti di restrizione
specie-specifici. La combinazione dei primer per ’amplificazione con le endonucleasi
per la restrizione consentono di ottenere un profilo elettroforetico composto di un
insieme di frammenti amplificati-digeriti caratteristico di ogni specie.

Fig. 21.43 — Tecnica di PCR multiplex:
{A) rappresentazione schematica dei
prodotti.di PCR analizzabili usando
primer antisenso specie-specifici; (B)
prodotti di PCR specie-specifici.
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Al momento sono noti anche protocolli di PCR multiplex che per-
mettono |'identificazione di molte specie animali di interesse alimenta-
re, come bovino, suino, pollo, ovino, caprino ed equino. In questo caso
si utilizza un solo primer forward, disegnato su una regione conservata
della sequenza del gene citocromo b mitocondriale, e sei primer reverse,
ciascung disegnato su una regione polimorfica della sequenza cosi da
risultare specifico per ogni specie. L'amplificazione condotta con tali
combinazioni di primer consente di ottenere sei prodotti di PCR di lun-
ghezza diversa, ciascuno caratteristico di una specie, In Fig. 21.43: i
frammenti di 157, 227, 274, 331, 398 e 438 pb corrispondono, rispetti-
vamente, a caprini, polli, bovir, ovini, suini ed eguini.

L analisi elettroforetica dei prodotti di amplificazione e restrizio-
ne viene solitamente effettuata su gel di agarosio. Un limite di queste
tecniche & quindi rappresentato dalla capacita di cilevamento dei cam-
pioni, pan a circa 0,25 ng di DNA per tutti gli alimenti. Tale limite
pud essere superato ricorrendo all’analisi elettroforetica capillare me-
diante sequenziatort. [ sequenziatori, oltre ad essere utilizzati per la
determinazione della sequenza nucleotidica di {rammenti di DNA,
consentono anche la separazione di frammenti di DNA in base alla

18 120

Fig. 21.44 — Analisi di frammenti con
sequenziatore: esempio di'picchi ge-
nerati mediante elettroforesi capillare
che evidenziano distinti marcatori
molecolari.

Tab. 21.9 - Sequenze dei primer Cyt-
b1/ Cyt-b2 e Meat-1/Meat-2.

loro lunghezza. 1.’ analisi dei frammenti specie-specifici ottenuti me-
diante PCR di tipo multiplex prevede la marcatura del primer forward con un fluoroforo
in posiziene 5" (Fig. 21.44).

Negli ultimi anni, [’analisi di frammenti mediante elettroforesi capillare & diven-
tata una tecnica particolarmente utile ed affidabile per I’identificazione delle specie su

5" - CCATCCAACATCTCAGCATGATCAAA - 3
5' — GCCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA - 3

Cytb1 (sensc)
Cyth2 {antisenso)

5' - CATCCACCTTCCGACCCCATCAAACAT - 3
5 - TGTTCTACTGGTTCGCCTCCAATTCA - 3

Meatl (senso)
Meat2 (antisenso)

base genetico-molecolare. Una volta convertite le sequenze specie-specifiche in sin-
goli frammenti amplificati mediante PCR, qualsiasi variazione anche minima della
loro lunghezza diventa per lo strumento un date sufficiente all’identificazione della
specie. L’ analisi di frammmenti con sequenziatori ¢ ampiamente atilizzata per discrimi-
nare non solo specie animali, ma anche specie vegetali e microbiche.

La tecnica STS, basata sull’amplificazione di un frammento di DNA avente la
stessa lunghezza in tutte le specie animali, pud essere realizzata coun i primer specifici

Citocromo b

per unaregione del gene del citocromo b oppure con i primer

Ormone della crescita P I i
specifici per una regione del gene codificante I’ormone della

i [ + [= +

981 pby e

358 pb

i c + £ +

crescita (Tab. 21.9). L'analisi PCR di campioni di DNA
mitocondriale con le combinazioni di primer Cyt-1/Cyt-2 e
Mear-1/Meas-2 specifiche per il gene citocromo b e per il
gene codificante I'ormone della crescita generano, rispetti-
vamente, un prodotto di 359 pb e 981 bp (Fig. 21.45). Tale
sistema & applicabile sia al prodotto fresco che trasformato.
I prodotti di PCR sono sottoposti a digestione con enzimi
di restrizione al fine di ottenere cosi frammenti di DNA di

Fig. 21.45 - Prodotti di PCR relativi a
sequenze specifiche del Citocromo b
(c = controllo; + = campicne positivo)
e dell’'ormene della crescita {c = con-
trollo; + = campione positivo).

lunghezza specifica per ogni specie di animale. Nelle Tab. 21.10 e 21.11 scno elenca-
te le endonucleast utilizzabili per la restrizione dei predotti di amplificazione corri-
spondenti ai geni citocromo b e ormone della crescita e riportate le dimension: dei
corrispondenti frammenti di restrizione. In particolare, gli enzimi pill appropriati ai
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Enzimi Alud Rsa | Tag Hinf | Hae Il Mbo |
Specie
Maiale 244 359 218 359 153 244
153 141 132 115
74
Bovino 196 359 359 198 285 359
169 17 74
44
Cinghiale 244 359 218 198 153 244
115 141 161 132 115
74
Bufalo 190 n.d. 191 359 285 244
169 168 74 115
Pecora 359 159 359 198 159 244
161 126 115
74
Capra 359 359 218 198 230 213
141 161 74 115
55 3
Cavallo 274 359 359 n.d. nd. 359
169
105
85
Polio 359 210 359 188 159 359
149 161 126
10 74
Facchino 35% 149 359 198 126 359
109 161 103
1M 7
56
Grandi animali Animali da cortile Selvaggina
Enzima - -
Manzo Cavallo Maisle  Coniglio Pollo Tacchino Anatra  Cinghiale Capriolo Cervo Camoscic Lepre Fagiano
Alul 452 41 4 B16 nd. nd 608 525 690 719 719 458  SEO
35 3 W) 165 373 254 265 181 161 412 396
194 260} 149 T4l 107 101 11
127
Hsp921l ot nt ot nt nt oab ok n.t. 592 525 553 ot nt
165 254 170
79 114 79
48 71 35
Hae lll n.i. n.l nt 420 361 ni n.l n.1 .k n.l. n. nl
175 195
106 80
11
Rsa n.t. nt nt nt. 703 593 nt n.t. nt. ot nt. nat nt
167 175
106

fint dell’identificazione delle specie di cami sono risultati i seguenti: Haelll e Hinfl
per le carni bovine, Rsal e Hinfl per le cami avicole (pollo e tacchino), Haelll e Alul
per le carni suine e Haelll e Mbol per le carni ovine. In Fig. 21.46 & riportato un
esempio di profili elettroforetici ottenuti trattando con enzimi di restrizione 1 prodotti
di amplificazione di DNA mitocondriale isolato da came bovina, suina ed equina. E
possibile identificare le singole specie animali in funzione del peso molecolare del
prodotti amplificati-ristretti: ogni specie sard caratterizzata da una determinata com-

binazione di marcatori.

Tab. 21.10 - Dimensione dei fram-
menti amplificati di sequenze specifi-
che dei geni per i Citocromo b dopo
digestione con endonucleasi di restri-
zione (Fonte: N. De Beni e F. Cattapan,
2002).

Tab. 21.77 - Dimensione dei fram-
menti amplificati di sequenze specifi-
che dei geni per I'ormone della cresci-
ta dopo digestione con endonucleasi
di restrizione (Fonte: N. De Beni ¢ F.
Cattapan, 2002).

Bovita Suino Eguino

Haelll Hinfl  Aful Haelll  Ahs Tagl

Fig. 21.46 ~ Profili elettroforetici di
marcatori CAPS ottenuti trattando con
enzimi di restrizione i predotti di am-
plificazione di DNA mitocondriale iso-
lato da campioni di carne di bovino,
suino ed equino,
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Tab. 21.12 - Sequenze del primer
forward (universale) e dei primer reverse
(specie-specifici) disegnati sulla se-
quenza del gene Citocrome b appar-
tenente al genoma mitocondriale.

Miscela
bovinc-polic  Bovino Pollo

Fig. 21.47 — Rappresentazione dei pro-
dotti di amplificazione ottenuti me-
diante PCR multiplex usando DNA iso-
lato da miscele di carne di bovino e
pollo e da carne pura delle singole
specie.

Primer Sequenza (5'-3) Tm

Forward (senso} GACCTCCCAGCTCCATCAAACATCTCATCTTGATGAA 80,0°C
5 Capra TCTGACAMTGTCAGTTACACAGGGA 68,1°C
§ Pollo AACATACAGATGAAGAAGAATGAGGCG 67,1°C
£ Mz CTAGAMAGTGTAAGACCCGTAATATAAG 50,5°C
E Pecora CTATGAATGCTGTGGCTATTGTCGCA 71,2°C
§ Maiale GCTCATACTAGATTTGTCATGACCGTA £4,9°C
= Cavallo CTCACATTCACTCGACGAGGGTAGTA 67,3°C

La tecnica di PCR multiplex, invece, consiste nell’ottenimento di frammenti di
DNA di Junghezza diversa dal gene citocromo b, ciascuna corrispondente ad una deter-
minata specie animale. Ad esempio, i frammenti di lunghezza pari a [57, 227,274, 331,
398 e 439 pb corrispendono, rispettivamente, alle specie Capra hircus, Gallus gallus,
Bos taurus, Ovis aries, Sus scrofa ed Equus caballus (Fig. 21.47). Ci0 ¢ possibile utiliz-
zando un miscuglia di primer composto da un primer forward identico per tutte le spe-
cie e da sel primer reverse ciascuno specifico per una data specic (Tab, 21.12).

I’ identificazione dei prodotti di PCR & possibile attraverso una normale analisi
elettroforetica con gel di agarosio oppure attraversc analisi elettroforetica capillare
con gel di poliacrilammide mediante sequenziatore,

In conclusione, & possibile effettuare analisi molecelari per accertare la presenza
di farine di carne in mangimi e per identificare con precisione ld specie o le specie
animali in vari prodotti alimentari. Entrambe le tecniche basate sulla PCR consentono
di verificare la presenza anche a basse concentraziont di carne di vari mammiferi e
volatili di interesse commerciale, compresa la selvaggina. Tuttavia, I"'amplificazione
seguita dalla restrizione sembra essere la procedura pill facilmente applicabile. La
procedura di analisi in PCR mulfiplex richiede maggiori investimenti economici ed
ottimizzazioni tecniche.

Quadro 21.3 - Tracciabilita genetico-molecolare dei pesci
A cura di Luca Bargelloni, Rosa Lopparelli @ Enrico Novelli

Dipartimernto di Sanita Pubblica, Patelogia Comparata e lgiene Ve-
terinaria, Universita degli Studi di Padovo

Tracciabilita genetica degli alimenti di origine animale

Le recenti emergenze che hanno riguardato il consume di carni
di varia origine animale hanno messo in luce la necessita di poter
identificare In ogni passaggio lungo la filiera produttiva I'alleva-
menlto & il singolo anirmale da cui origina un determinato pro-
dotta, Nelle specie terrestri di interesse per I'alimentazione uma-
na (bovini, suinl, avicel) la tracciabilita ed il controllo della qua-
lita si fondano ormal su un approccio genomico integrato. Da un
lato sono stati caratterizzat, per ciascuna specie in NUMEro sem-
pre crescente, rmarcatord molécolari ipervariabili {polimorfismi a
carico di motivi microsatelliti, o SSR, e di singoli nucleotidi, o
SMP) che permettono di determinare con certezza |identita dei
singell capi e dei prodotti derivati, dall‘altro grazie agli strumenti
della genomica funzionale e della proteomica viene analizzato il

prafilo di espressione dei diversi organi o tessuti in particolari
condizioni. Mel caso di prodotti alimentari in cui non sia facil-
mente riconascibile [z specie animale di origine (prodotti
semilavorati e pronti all’'uso), & indispensabile garantire con cer-
tezza quale/| specie siano state utilizzate per la loro preparazio-
ne. Lidentificazione di specie animale nella produziong, trasfor-
mazione, commercializzazione e somministrazione degli alimen-
ti, infatti, ha molteplici ricadute di natura legale {codice di pro-
cedura penale), sanitarfa, merceologico-commerciale, etica e re-
liginsa. Per quanto riguarda i prodotti della pesca e
dell’acquacoltura, le metadiche analitiche di tipo genetico-
molecolare sono disponibill in modo assai limitato, nonostante
la crescente importanza economica e sociale dei prodotti ittici,

Importanza della tracciabilita dei prodotti ittici

Me| comparto dei prodotti della pesca la consueta compra-ven-
dita di prodotto anatomicamente integro ha lasciato posto, se-
condo un-andamento in continua crescita, al prodotto trasfor-
mata (filetto e tranci, fresco e surgelato), che ha raggiunto quasi
il 40% del volume economico complessiva relativo al consumo
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di pesce. Per quest] prodotti lavorati, I'identita & spesso affidata
alla sola documentazione fiscale di accompagnamento, mentre
I'attuale normativa comunitaria (Reg. CE 2065/2001 ) sancisce in
modo inequivocabile 'obbligo di riportare in etichetta il nome
della specie animale, oltre che la metodologia di produzione &
I'area marina di provenienza,

Le figure economiche che i occupanc delle transazioni all‘in-
grosso di prodotto fresco e congelato, Findustria conserviera che
acquista materie prime e semilavorati, | servizi sanitari pubblici di
ispezione e vigilanza sulla filiera jttica avvertono la necessita di
metodologie analitiche di facile applicabilita in filiera quali stru-
menti di tutela nella stipula di contratti di compra-vendita all'in-
grosso, per la verifica periodica e I'implementazione del proto-
collo di tracciabilita, per la tutela de! cliente e del consumatore. |
prodotti della pesca conservati alla temperatura del ghiaccio fon-
dente sono alimentl di grande pregio dietetico-nutrizionale e
valore commerciale, ma sono altrettanto deperibili e qualungue
intervento di controllo che richieda il supporto def laboratorio
deve mettere in vincolo la partita di prodotto per il minor tempo
possibile al fine di non compromettere la freschezza della stessa.
Inoltre, fa possibilita di certificare fa specie e I'origine geografica
potrebbe concomere allo sviluppo di un marchio di eco-compa-
tibilita (eco-labelling, Comunicazione della Commissione Eurc-
pea COM(2005)275) per i prodotti della pesca.

Il caso dei “pesci piatti” (Pleurenectiformi) rappresenta un esem-
pio pratico delle potenzialita della tracciabilita genetica applica-
ta ai prodott itlici. Le specie appartenenti alle famiglie Soleidae
{sogliole) e Pleuronectidoe (platessa, passera, halibut, ecc.) sono
frequentemente cggetto di sostituzione con specie di minor va-
lore nel commercio del prodotto in filette a preincarto e
preconfezionato, sia fresco che surgelato. Allo stesso modo, le
specie appartenenti all'ordine Squaliformi sono oggetto di azio-
ni fraudolente: la sostituzione di tranci o filetti di palombo con
carni di esemplari di minor pregio & purtroppo frequente, 5i ri-
corda che la commerdializzazione degli squali & esclusivamente
in trancio e filetto, condizione che rende il prodotto — special-
mente se congelato - difficiimente identificabile (Fig. 21.48),
Altrettanto complesso risulta il mercato degli Scombridi dove la

Fig. 21.48 - Lavorazione di squaliforme mediante decapitazione, spel-
latura, eviscerazione e filettatura.

materia prima, sia quella destinata al commercio all'ingrosso come
prodelto fresco da consumo diretto che quella destinata all’in-
dustria conserviera, & oggetto di grande attenzione per la varie-
gata complessita delle specie oggetto di commercio il cui valore
risulta essere estremamente variabile. Anche le filiere dei mallu-
schi cefalopadi (soprattutto totani e calarari) e quelle dei
lamellibranchi hanno visto la crescita della quota di mercato di
prodotto trasformato, surgelato piuttosto che precotto in sala-
moia, facendo venir meno i punti di repere morfologici utili per
la classificazione tassonomica.

| prodotti della pesca e pesci in particolare sono, inoltre, ascritti
nel gruppo degli alimenti con potere allergenico, Potenziali
allergeni sono stati descritti in diverse specie ittiche, tra cui quel-
le appartenenti all ordine dei Gadiformi {merluzzi e nasello)sona
probabilmente le pii note. La lavorazione del merluzzl, comune
in varie tipologie di prodotto (hamburger, spiedini, filetti, ecc.),
richlede una scrupolosa pulizia della linea di lavorazione al fine di
eliminare ogni residuc di proteina appartenente a questa fami-
glia {antigene Gad ¢l o proteina M). E noto, infatti, che |a pre-
senza anche in tracce di proteine con potere allergenico & suffi-
cienle a scatenare la risposta immunitaria dej soggetti sensibili la
cui gravita & variabile ma oggetto di grande attenzione da parte
delle Autorita Sanitarie, come contemplato anche dalla Direttiva
Comunitaria 89/2003 sugli allergeni nelle produzioni alimentari.
L'identificazione di specie trova riscontro anche laddove sia ne-
cessario procedere con il riconoscimento di soggetti oggetto di
protezione efo di temporanea sospensione della pesca o ancora
di divieto di utilizzo a fini alimentari in quanto dimostrato essere
velenosi € nocivi per la salute del consumatore (Reg. CE 853/
2004).

L'utillzzo a scopo analitico-diagnestico di metodalogie basate
sull’analisi di un profilo proteico, diffusamente utilizzate in pas-
sato, si sono dimostrate inefficacl nel caso di prodotto trasforma-
to {cotto piuttosto che marinato, salato o anche surgelato). Le
tecniche malecolarl sono oggi quelle di elezione per perseguire
I'obiettivo dell'identificazione tassonomica della specie utilizzata
nelle produzioni alimentari, anche nel comparto dei prodotti della
pesca. Limpiego di sequenze geniche appartenenti al DNA
mitocondriale permette, in maniera assolutamente affidabile, la
corretta identificazione del tessuto utilizzato nella preparazione
di un alimente. Cid risulta indispensabile per la corretta informa-
zione al consumatore che passa attraverso |'istituto
dell’etichettatura per il quale | DM 14/01/2005 e il DM 25/07/
2005 riportano |"elenca agglornato della nomenclatura scientifi-
ca e comune delle specie marine utilizzabili nelle produzioni ali-
mentari.

Strumenti molecolari per I'identificazione di stock e di specie
nei prodotti ittici

E ormai ampiamente noto e riconosciuto che fa diversita delle
sequenize geriche pud essere impiegata, direttamente o indiret-
tamente attraverso il confronto a livello proteico, per identificare
e discriminare specie, sia vegetali che animali. A livello di singola
specie, inoltre, la variabilita genetica presente tra Individui co-
specifici permette I'identificazione individuale. La caratlerizzazione
di marcatori ipervariabili (AFLF, microsatelliti e piQ recenternente
SMNP) in numerose specie ittiche permette di ottenere profili ge-
netici unici (DNA fingerprinting), grazie ai quali & possibile assicu-
rare un'effettiva tracciabilita del prodotto ittico lungo la filiera
come gia avviene per altre specie terrestri. La disponibilita di
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Fig. 21.49 - Profilo molecolare di due individui di branzing per un
marcatore microsatellite.

marcatori genetici altamente variabili, infine, consente di asse-
gnare un individuo alla popolazione gecgrafica di origine con
elevata confidenza statistica, a condizione che sia stato analizza-
to un numero sufficiente di campioni provenienti da diverse aree
geografiche. Un esempio di quest’ultima applicazione & rappre-
sentato dal caso del branzino {Dicentrarchus fabrax L) allevate in
modo estensivo nelle valli da pesca del Veneto. Il branzino di
valle & considerato un prodotto tipico ed ha un valore di mercato
assal pit elevato di quello allevato in modo intensivo. Per tutela-
re guesto prodotto garantendone 'erigine sono stati raccolti
camploni di questa specie da diverse aree geografiche e dalle
principali valli da pesca. | campioni sono stati analizzati costruendo
un profilo genetico individuale costituito da 14 marcatori
microsatelliti ipervariabili (Fig. 21.49). Utilizzando un program-
ma di analisi basato sulla massima verosimiglianza (maximeum-
likelihood) & stato possibile assegnare gli individui alle singole valli
di origine con un‘elevata precisione (Fig. 21.50).

Per quanto riguarda {'identificazione di specie, cosi come per al-
tri organismi, 'approccio pil frequentemente utilizzato prevede
amplificazione mediante PCR di uno o pil frammenti di geni
mitocondriali e I'analisi del prodotto amplificato per mezzo di
metodiche quali digestione con enzimi di restrizione o
sequenziamento diretto. La scelta del DNA mitocondriale & mao-
tivata principalmente dalla disponibilita di primer universall o
comungque utilizzabill per ampi gruppi tassenomici e dalla mol-
teplicita di copie di DNA mitocondriale in una singola cellula.
Questultima caratteristica consente di amplificare il frammento
di interesse anche da campioni di quantita limitata, fortemente
degradati perché sottopesti a molteplici passaggi di lavorazione/

— =
VP=Val Plerimpié i
V= Vat Doya i
VF= Vi Fighart

V5= Val Serraglia
VO=Yal Grassabs |
T Vi= Val Drago-Jesole

L L1 W ; wh i W

Fig. 21.50 - Percentuale di individui di branzino di valle assegnati
correttamente.

trasformazione del prodotto. | geni pili frequentemente utilizzati
sono quelll codificanti il citocromo b (ot B), I'RMA ribosomale
165 (165 rRNA), la citocromo ossidasi | (COR. Un problema di
particolare interesse pratico-applicativo & rappresentato dall‘iden-
tificazione di specie appartenenti alla classe dei Selaci (squali e
razze), pescl impiegati nell’alimentazione umana in tutto il mon-
do. Il problema dell'identificazione di specie si pone in relazione
al diverso valore economico e all'impossibilita di ricorrere al rico-
noscimento morfologico qualora il pesce venga sottoposto a
“toelettatura” (decapitazione, spellatura, eviscerazione,
sfilettatura, porzienamento) prima della commercializzazione.
In alternativa alle metadologie di identificazione basate sullana-
lisi dlelle proteine, sono state impiegate metodologie basate sul
pit stabile DNA mediante I"analisi PCR-RFLP di frammenti di geni
mitocondriali. Un esempio dell’applicazione di gqueste
metodologie & data dall'identificazione di soggetti di 8 specie
diverse di sgualiformi condotta nei nostri laboratori. | campioni
di DNA sono stati prima amplificat! con primer universali per oyt
b, ottenendo frammenti da 359 pb che sono stati in seguito
sequenziall, Sulla sequenza nucleotidica ottenuta, opportunamen-
te allineata con le sequenze delle medesime specie riportate in
GenBank, si sono messe a punto le mappe di restrizione, indivi-
duando cosl un set di cingue enzimi di restrizione in grado di
discriminare e variee specie (Fig. 21.51).

DMA barcoding
Mel 2003, Paul D. Hebert ha proposto e dimostrato che la se-

quenza nucleotidica di un singola gene pud rtenersi sufficiente
per la differenziazione e l'identificazione di twtti, o comungue

23456?891011

e I

Fig. 21.51 - Analisi PCR-RFLP. | frammenti di 359 ph ottenuti con
primer universali per oyt b sono stati sottoposti a digestione con gli
enzimi di restrizione (indicati tra parentesi caso per caso) e ad
elettrottroforesi in gel di agarasio (3%). Corsia 1: lodder 50 pb; cor-
sia 2 Mustelus mustelus, palombo (Msel); corsia 3: Mustelus asterias,
palormbo (Msel); corsia 4: lsurus oxyrinchus, smerighio {(Smil); corsia
51 Sopfiorhinus caniculo, gattuccio (HeyCHAY); corsia &: Galeorhinus
galeus, canesca (Bsafl); corsia 7: Squalus ocanthias, spinarolo (Alud);
corsia B: Alopigs superciliosis, squalo volpe (HpyCH4V): corsia 9:
Prionace glauca, verdesca (Smi); corsia 10: controllo non digerito;
corsia 11: iodder 100 pb.
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della stragrande maggioranza, delle specie animali sia terrestri
che marini. Tale approccio si basa sut sequenziamento di un fram-
mento del gene mitocondriale COf codificante la subunita | della
citocromo ossidasi (Cytochrome axydase suburit |) che dovrebbe
eisere ottenuto tecricamente per tutte |e specie del gruppo
tassonomico di interesse. La metodologia @ stata denominata
“DMNA barcoding” in guanto le varianti di una sequenza
nucleotidica di una regione specifica di questo gene & assimilabile
ad un codice a barre: ogni specie & riconoscibile in base ad una
data sequenza altamente conservata o attraverso un gruppo di
sequenze estremamente simili a livello nucleotidico. Rispetto alle
metodologie presentate nel paragrafo precedente, quest’ultima
non presenta particolan differenze concettuali, ma prevede |'ana-
lisi di un numero di specie assai pil elevato e soprattutto propo-
ne che un solo gene, considerato di riferimento, COL Questo
approccio sembra essere assai promettente soprattutto se appli-
cato a problemi di identificazione di specie di interesse commer-
ciale, ed ha gia trovato una parziale applicazione ad un gruppo
di pesci teleostei presenti nei mari australiani. Altri autori hanno
sviluppato un programma computerizzato per l'identificazione
di specie ittiche, basandosi perd sul frammenteo 765 rANA, consi-
derato pit informative. Non vanno tuttavia dimenticati i poten-
ziali problemi legati all'utilizzo del DA barcoding, guali la pre-
senza di polimaorfismi ancestrali comuni a pit di una specie, flus-
so genico specifico del solo sesso maschile (il DNA mitocondriale
sl eredita per via strettamente materna), selezione a carico di
geni mitocondriali, fenomeni di introgressione e presenza di co-
pie nucleari del gene COJ, come illustrato da C. Moritz e C. Clcero.
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21.6 Genomica per la sicurezza alimentare e per la produ-
zione animale sostenibile

Lo sviluppo sostenibtle & un argomento diventato prioritario nella politica globale
negli ultimi anni a partire da un gruppo di Nazioni leader, quelle del G8, che hanno
intrapreso la via della sicurezza alimentare e dello sviluppo sostenibile, anche dietro
la forte spinta dell’opinione pubblica. In Ttalia cosi come nel resto dell’Europa, la
sicurezza alimentare ha bisogno di essere incentivata poiché negli ultimi anni i casi di
malattie alimentari sono considerevolmente aumentati.

Una importante fonte di malattie microbiclogiche detla carne, delle uova e del
latte € rappresentata dagli animali portatori sani. Oltre a queste malattie, 1 casi di
encefalopatia spongiforme bovina (BSE, Bovine Spongiform Encephalopathy) e di
influenza aviaria (Al, avian influenza o bird flu), nonché la contaminazione dei pro-
dotti per 'alimentazione animale con diossina, rappresentano minacce molto serie
per la sicurezza alimentare.

Il termine “agricoltura sostenibile” & usatc correntemente per rappresentare gual-
siasi sistema produttivo connesso all’agricoltura biologica o all’agricoltura eco-com-
patibile. La sostenibilitd non € basata soltanto su una filosofia produttiva ma &
focalizzata sulla relazione di tre fattori fondamentali: sociale, economico e ambien-
tale.

Nel contesto di agricoltura sostenibile, la conservazione della diversita biologica,
cosi come il miglioramento genetico degli animali domestici e la sicurezza sanitaria
degli alimenti, hanno giocato in passate e giocheranno sempre pitt in futuro un ruolo
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Fig. 21.52 - Esemplare di Aubrac, an-
tica razza bovina a duplice attitudine
{carne e lavoro), originaria del diparti-
mento di Aveyron, monti d’Aubrac, nel
sud del Massiccio Centrale in Francia.

fondamentale. I selezionatori di razze animali hanno effettivamente modificate il
genoma delle specie da allevamente per secoli. Osservando 1 caratteri fenotipici e
selezionando gli individui superiori come progenitori per le future generazioni, hanno
accresciuto la frequenza degli alleli favorevoli ed eliminato quelli deleteri, senza pos-
sedere informazioni sui geni corrispondenti e sui loro meccanismi molecolari di espres-
sione. Attualmente, le strategie di selezione animale si basano su alcuni fattorl che
bilanciano le richieste di una elevata produttivitd con il miglioramento di alcuni carat-
teri funzionali, come la fertilitd e la longevitd degli animali.

Durante 1'ultimo decennio, alcuni progetti di ricerca sono stati realizzati con
I’intento di acquisire maggiori conoscenze sul genomi della maggior parte delle spe-
cie di animali da allevamento e di clonare geni coinvolti nella manifestazione di
caratter] importanti in termini economici. L' applicazione pratica delle conoscenze
teoriche acquisite sui geni e sul genomi animali pud condurre ad un nueve approceio
per risolvere i problemi esistenti nel campo della salute e del benessere animale,
nonché della quantita, della qualita e della sicurezza dei prodetti alimentari di origi-
ne animale.

21.6.1 Sicurezza alimentare

Per la sicurezza alimentare, il contributo delle tecniche di analisi genomica ai fini
della selezione & stato fino ad ora limitato, ma pud essere consistente in futuro soprat-
tutto nei suini ¢ negli ovini. Ad esempio, nel suini sono stati identificati due geni che
determinano maggiore resistenza net confronti di differenti ceppi di E. coli. Inoltre, &
stata dentificata una mutazione recessiva nel gene FUT1 (fucosyl-transferase) per la
resistenza contro I'edema e la diarrea post-svezzamento. Tuttavia, lo sfruttamento di
tale risultato ai fini della selezione nen & semplice perché il gene FUTI ¢ strettamente
associato al gene RYR1 che controlla la sensibilita all’alotanc. In passato la selezione
per animali tolleranti allo stress ha ridotto la frequenza di alleli resistenti a tali disfun-
zioni. Di conseguenza, la selezione di linee resistenti omozigoti potré ridurre ulterior-
mente la variabilith genetica anche per altri caratten.

[a selezione genetica per la resistenza a patogeni specifici non potra assicurare
allevamenti liberi da patogeni poiché le infezioni frequentemente rimangono latenti
negli animali infetti, che risultano clinicamente sani. 1i contribute della selezicne per
]a resistenza genetica negli animali e per un miglioramento degli standard di sicurezza
alimentare & quindi al momento incerto. Tuttavia, sono stafl sviluppati diversi metodi
basati sull’analisi de] DNA per rilevare moltissimi patogeni batterici presenti nei cibi.
La strategia di monitoraggic dipende dal tipo di patogeno e dal suo ciclo vitale. Saggi
biotecnologici potrebbero essere usati non solo per rilevare infezioni negli animali in
vita, ma anche per monitorare i patogeni sul prodotti alimentari, nelle stalle e nell’in-
tera filiera alimentare.

21.6.2 Produzione animale sostenibile

Recentemente & stato dimostrato che I"identificazione di geni presenti nei QTL. re-
sponsabili di caratteri quantitativi € fattibile negli animali domestici seguendo approc-
ci di clonaggio posizienale (positional cloning o map-based cloning). I maggiori osta-
coli per lo studio dei caratteri nferiti alia salute, alle caratteristiche qualitative dei
prodotti, alla robustezza e alla resistenza alle malatiie restano a livello di valutazioni
fenotipiche. l.a maggior parte di questi caratten evidenzia, infatti, un’eredith poligenica
e spesso una modesta ereditabilita. Per di pit, le misurazioni quantitative riguardanti
la satute e la robustezza degli animali sono difficili da condurre in condizioni di pro-
duzione (Fig, 21.52).
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L’ereditabilita dei caratteri connessi alla rusticita e alla longevitd € molto bassa, e
I’ereditd di tali caratteri & solitamente molto complessa. Misurare la resistenza a ma-
lattie contro specifici patogem richiede un ambiente contrellato e una espoesizione
controllata degli animali a patogeni che potrebbero essere in disaccordo con il benes-
sere amimale. Misurazioni di caratteri come la qualita della carne sono difficili da
integrare nella catena della macellazione poiché ritardano i tempi di macellazione. In
generale, valutare i caratterl importanti per la sostenibilitd spesso non & semplice e
richiede un notevole impegno finanziario e logistico. Inoltre, i vantaggi economicl per
il mercato non sone cosi chiari come per L caratteri classici solitamente valutati duran-
te la selezione come 1l tasso di crescita, la fertilitd, Ja produzione di carne o di latte.

Tali caratteri sono quelli che dovrebbero essere pil studiati seguendo approcci
moderni di genomica. La selezione assistita da marcatori appare tanto pit vantaggiosa
rispetto alla selezione classica quanto pili il carattere da migliorare & difficile da misu-
rare oppure quando pud essere misurato solo alla fine del ciclo vitale o solo in un
sess0. e quando i valori di ereditabilith sono molto bassi.

Recenti studi sui caratteri quantitativi in numerose specie animali hanne dimo-
strato che 1 QTL con ampi effetti possono essere identificati anche per alcuni caratteri
importanti per le produzioni sestenibili. Alcuni autori hanno riferito su QTL per la
qualitd della carne di maiale, come 'intensita del colore, il livello di pH post-mortem
¢ le perdite di cotiura. Nei suini sono stati mappati con precisione aumerosi QTL per
la risposta neurocrina, misurando 1 livelli di cortisolo ¢ di ormone adenocorticotropo
(ACTH) nel sangue. Nei bovini sono stati identificati QTL per la presenza di cellule
somatiche nej latte, caratteristica che pud essere utile come indicatore per la salute
della mammella e per Ja comparsa di mastiti. Nel pollo sono stati usati differenti para-
metri immunelogici per localizzare QTL per la risposta anticorpale al virus della ma-
tattia di Newcastle.

I risultati di questi studi dimostrano che 'integrazione delle informazioni ottenu-
te a livello genetico con quelle acquisite a livello fenotipico sono potenzialmente in
grado di altare ad identificare te mutazioni negative. Le nuove tecniche di analisi
dell’espressione di geni e di proteine, oltre ad usufruire di una conoscenza sempre
maggiore del genoma umano, potranno agevolare il mappaggio dei geni corrispon-
denti ed il loro clonaggio posizionale nelle specie di maggiore interesse zootecnico.

Un approccio comparative € stato considerato per 1’identificazione del QTL per
laresistenza al tripanosoma, una malattia del bovimi molto diffusa in Africa ¢ trasmes-
sa dalle mosche tse-tse. Attraverso 1'analisi della discendenza ottenuta da un incrocio
sperimentale condotto tra una specie tollerante, N'dama, ed una specic suscettibile,
Zebu, & stato possibile identificare numerosi QTL che contribuiscono a tre differenti
indicatori di tolleranza a tale malattia. Parallelamente, i QTL per la resistenza al
tripanosoma sono stati testati ¢ verificati nel topo. L'analisi genomica comparativa ha
rivelato che solo una regione di omologia tra una delle regioni cromosomiche conte-
nenti i QTL per la tolleranza al tripancsoma identificate nei bovini e una regione del
QTL principale identificato nei topi & connessa al tempo di sopravvivenza dopo I'in-
fezione. Questi risultaii sottolineano Ja complessita della resistenza alle malattie e la
necessitd di mappare le maggiori fonti di variabilith genetica per un carattere nelle
specie di interesse. Gli organismi modello possono essere di aiuto in una fase succes-
siva a quella di mappaggio per I'isolamento ¢ la caratterizzazione dei geni candidati,
per I’analisi di mutazioni funzionali e per la comprensione dei processi biclogici e dei
meccanismi molecolart < base.

La sfida resta la comprensione delle basi genetico-molecolari dei principali carat-
teri fenotipici che possone essere oggetto di selezione, fino al livello fisiclogico. L at-
tuazione della selezione assistita da marcatori molecolari associati a geni rilevanti per
le produzioni zootecniche & in via di sviluppo e richiede I'implementazione del meto-
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di dj stima dei caratterl quantitativi, per ogni specie in funziene della razza, al fine di
raggiungere un mappaggio fine dei QTL e di sfruttare gli approcci di clonaggio posi-
zionale de1 genu.

L'avanzamento delle conoscenze di base relativamente al controllo genetico-
molecolare dei caratteri pilt importanti per le produzioni zootecniche aiuter a com-
prendere come la selezione potra realmente modificarsi in future con I'applicazione
della genomica. Ad esempio, recentemente alcuni ricercatori hanno identificato 1 QTL.
per la crescita dei polli, valutato gli effett: additivi e non det geni ed analizzato anche
le interazioni epistatiche tra questi: i risultati ottenuti suggeriscono che il processo di
crescita & condizionato da pochi Joci. Benché il processo di crescita del suo complesso
coinvolga verosimilmente molti gend, 1 geni che esercitano gli effetti preponderanti
sullo sviluppo del tessuto muscolare sono pochi. Le conoscenze genetiche permette-
ranno anche di valutare le relazioni biologiche e fisiologiche tra i diversi caratteri
quantitativi. L'identificazione delle basi molecolari dell eterosi, degli effetti genetici
dovutt alla dominanza, promette di avere ricadute pratiche considerevoli e di aprire
nuove prospettive per Luso dei marcatori molecolari nei programmi di selezione. La
selezione diretta a livello genico contribuird seriamente a sviluppare produzioni ani-
mali pit salutar e sostenibili. Al momento selo una parte esigua dei geni responsabili
dei QTL ¢ conosciuta nelle differenti specie agrarie, includendo organismi sia del
regno animale che di quello vegetale. Le caratteristiche dei QTL, le interazioni
epistatiche e pleiotropiche, il polimorfismo dei loci astacolano fartemente |’identifi-
cazione dei geni responsabili. Le aspettative sono comungue positive per il futuro
poiché sono ormai disponibili infrastrutture adeguate, sviluppi tecnologici e risorse
bioinformatiche.

21.7 Genomica e proteomica: il futuro della ricerca sulla
nutrizione

Il metabolismo umano & essenzialmente 'espressione di un equilibrio costante tra
biosintesi e degradazione delle proteine che funzionano sia come enzimi, recettori,
trasportatori, ormoni € altre molecole segnale che come elementi strutturali delle cel-
luie, degli organi e dello scheletro.

Mentre in passato 'attenzione era rivolta verso la manifestazione fenotipica, in-
tesa come risultato finale del metabolismo, misurando le concentrazioni e/o i cambia-
menti dei prodetii metabolici, 1 nuovi strumenti molecolari permettono adesso di stu-
diare ogni passaggio del flusso di informazioni biologiche dal DNA all'mRNA alle
proteine, fino alla funzione, Inolire, ¢ possibile valutare il polimerfismo delle sequen-
ze geniche, 1l livello di espressione di RINA e proteine. La genomica descrive su larga
scala la sequenza nucleotidica del DNA di un organismo e consente di ottenere infor-
mazioni strutturali sui geni nonché di valutare il polimorfismo presente nelle regioni
codificanti dei geni, mentre la transcrittomica consente di valutare in un campione
biologico i livelli di mRNA relativi ad un numero anche consistente di geni contem-
porancamente. Infine, la proteomica permette di identificare le proteine sintetizzate in
una cellula, in un tessuto o in un organismo nel suo complesso € di studiarne i cambia-
menti dei modelli di espressione.

[’ analisi del genoma & basata sulle tecnologie di sequenziamento automatizzato
del DNA e sulie metodologie di rilevazione di polimorfismi del DNA per lo studio di
singoli geni o di interi cromosomi, anche atiraverso la costruzione di mappe geneti-
che. L'analisi del trascrittoma prevede lo sfruttamento di tecniche e di sistermni di
rilevazione di messaggeri da tessuti 0 organi, basati sull’amplificazione o
sull’ibridazione degli mRNA (ad esempio, mediante differential display o microarray).
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In Fig. 21.53 sono riportati alcuni esempi di profili trascrizionali evidenziati con
DD-cDNA-AFLP. L'analisi del proteoma richiede 1'isolamento delle proteine da un
campione biologico, la loro separazione attraverso elettroforesi monodimensionale
o bidimensionale in gel di poliacrilammide e la visualizzazione delle proteine me-
diante coloranti o anticorpi specifici. Sia per 1 trascritii che per le proteine € possibile
valutare in maniera quantitativa o semi-quantitativa i livelli di espressione e risalire
alla sequenza nucleotidica di mRNA e a quella amminoacidica di proteine (— Cap.
17e18).

L applicazione di queste nuove tecniche nel campo delle scienze nutrizionali per-
mettera di estendere le conoscenze di base sui meccanismi che controllano espres-
sione genica relativamente a fattori nutrizionali e di sviluppare biomarcatorl utili per
lo studio dei regimi nutrizionali e delle loro conseguenze sull’organismo. Inoltre, po-
trd anche essere valutata la sicurezza degli alimenti o dei loro ingredienti.

21.7.1 Applicazioni tecnologiche speciali di genomica animale

Il principio generale di ogni tecnologia di array € I'ibridazione degli oligonucleotidi
secondo le regole di appaiamento delle basi azotate. Tale tecnologia prevede una di-
sposizione definita di campioni usando piastre, membrane o vetrini come supporto.
Tale disposizione pud essere di due tipi: macroarray o microarray, a seconda che il
diametro dello spot del campione di acidi nucleici sia pari a circa 500 um oppure
inferiore a 200 wm. Ogni array contiene complessivamente migliaia di spot e pud
fornire informazioni su migliaia di geni o di trascritti contemporaneamente.

Le due maggiori applicazioni della tecnologia degli array di DNA includono ’iden-
tificazione di SNP a carico della sequenza di geni e la determinazione del livelio di
espressione di mRNA (Fig. 21.54).

Esistono due varianti della tecnologia di “microdisposizioni” a seconda della na-
tura della sequenza depositata sul supporto solido, In un sistema, un campione nume-
roso di cDNA di Junghezza compresa tra 500 ¢ 5.000 pb & immobilizzato suun vetrino
mediante una procedura robotizzata: ’array di ¢DNA viene ibridato con un set di
mRNA di interesse per studiarne i livelli e i modelli di espressione. Nell’altro sistema,
un campione numeroso di oligonucleotidi € sintetizzato direttamenle su un vetrino a
formare una sorta di chip di DNA: questo € ibridato con un DNA marcato del campio-
ne in esame cosi da determinare sia I'identith che la quantita delle sequenze comple-
mentari.

I recenti sviluppi nel MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/
tonisation time-of-flight mass spectromefry) hanno reso possibile ’analisi di moleco-
le biclogiche, compresi oligonucleotidi ¢ frammenti di DNA, come alternativa alla
determinazione della sequenza dei nucleotidi mediante sequenziatori, 1o spettrometro
di massa consente, ad esempio, dirilevare singoli oligonucleotidi e frammenti di DNA
genomico generati dalla digestione con enzimi di restrizione in base al loro peso
molecolare. Per misurare la massa delle molecole, il materiale da saggiare deve essere
dissclto e tonizzato. 1l sisterna pid utilizzato per la ionizzazione delle molecole, sia
nucleotidi che peptidi e proteine, & quello basato sulla tecnica MALDI che prevede
I"incorporazione delle molecole da saggiare in una matrice disidratata per essere in
seguito volatilizzate sottovuoto attraverso raggi ultravioletti. Solitamente, tale siste-
ma di ionizzazione di molecole & combinate con un analizzatore di massa di tipo TOF
allo scopo di misurare il tempo trascorso dall’accelerazione delle molecole ionizzate
al raggiungimento del rilevatore. L'uso del MALDI-TOF-MS permette una elevata
velocita di analisi senza la necessita di marcare i1 DNA. L'applicazione dei pill avan-
zati spettrometri di massa, completamente automatizzati, consente di effettuare un
numero elevato di misurazioni e di acquisire un numero elevato di dati.
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Fig. 21.53 — Prefili trascrizionali evi-
denziati mediante differential display:
sono visibili numerose bande ricondu-
cibili 2 messaggeri di geni differenzial-
mente espressi.

Fig. 21.54 - Risultaio di un'analisi di
ibridazione di una microdisposizione
di cDNA {microarray) con una colle-
zione di mRNA.
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21.7.2 Applicazioni tecnologiche speciali di proteomica animale

Una procedura semplice e comunerente utilizzata per )'identificazione di una speci-
fica proteina & quella che prevede I’analisi monodimensionale (Fig. 21.55). Tuttavia,
I’analisi del proteoma & basata soprattutto sulla separazione delle proteine attraverso
la tecnica 2D-PAGE, che & ancora 1] metodo di separazione delle proteine con fa pia
alta risoluzione disponibile. L analisi bidimensionale consente
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I di separare le proteine in base al punto isoelettrico nella pri-

a o ma dimensione ¢ al peso molecolare nella seconda dimen-
ﬂ i sione. Tuttavia, non tuite le proteine possono essere risolte ¢
- . separate in modo appropriato con Ja tecnica 2D-PAGE. Le
proteine di natura alcalina e idrofobiche, le proteine di mem-
b ' - brana cosi come le proteine con alte pese molecolare o
quantitativamente poco rappresentate possono spesso costi-

tuire un problema ed evidenziare 1 limiti della tecnica.
Latecnica 2D-PAGE, benché si possa considerare ormai
datata, € in realta quella pit standardizzata che permette la

Fig. 21.55 - fingerprint proteici: risul-
tato di analisi 1D-PAGE delle proteine
di carne (A) e di pesce (B).

visnalizzazione di mappe proteiche riproducibili ed affidabili.
La colorazione delle proteine nel gel & di cruciale importanza per la qualiti delle ana-
lisi: recentemente, sono stati sviluppati coloranti fluorescenti che migliorano la sensi-
bilitd di rilevazione. L’ assegnazione dei singoli spot proteici visualizzati sul gel e la
comparazione tra i risultati ottenuti su diversi gel sono operazioni effettuate attraverso
I’ausilio di appropriatl software infermatici per ’analisi di immagini (Fig, 21.56).
Quando sono utilizzati campioni di tessuto, questi contengono una popolazione
variabile di cellule con differenti profili di espressione, fattore che contribuisce a crea-
re differenze nelle mappe proteiche. Variazioni nel campione biclogico rendono le analisi
pit complesse e possono richiedere una separazione delle popola-

- FI — L zioni di cellule differenti per mezzo di marcatori cellulari specifici
' ’ : ¢ tecniche di rilevazicone basate sull’impiego di anticorpi specifici,
!\ Miosina Per ottenere informazioni sulla struttura primaria d: una pro-
g teing, la tecnica piu rapida e avanzata ¢ quella di fingerprinting

il

basata sull’analisi della massa dei peptidi. Le proteine da caratte-
rizzare vengono excise dal gel e sottoposte ad idrolisi attraverso
un enzima proteolitico come ia tripsina. Lo specifico profilo dei
frammenti amminoacidici di una data proteina generati in seguito
a tale idrolisi sito-specifica consente spesso di identificare netle
banche dati [a proteina in base alle masse dei suoi peptidi. Il mi-
scuglio di peptidi prodottl attraverso la digestione enzimatica &
solitamente sottopasto ad un’analisi MALDI-TOF-MS. Lo spet-
tro delle masse prodotto dai peptidi & valutate con programimi in-
formatici usanda algoritmi vari che consentono di predire ed iden-

“hd 4

tificare la proteina in esame attraverso il confronto con le masse
ricavate dalla digesticne virtuale della sequenza amminoacidica
diuna proteina presente nelle banche dafi. Qualora la massa di un
particolare peptide risulti diversa da quella attesa, basandosi sulla
‘ deviazione della misura si pud anche predire una specifica modi-
ficazione post-traduzionale, come ad esempio la fosforilazione per
aggiunta di gruppi fosfato, I’idrolizzazione della lisina, la

Fig. 21.56 ~ Mappa proteica della car-
ne di tacchino. Le frecce indicano i
complessi della miosina e dell’actina
(foto: H. Remignon, ENSAT).

glicosilazione o la combinazione con acidi grassi. Altre differenze
ira le masse predette e quelle misurate possono essere dovute a polimorfismi nelle
sequenze codificanti dovuti ad inserzioni o delezioni che determinano sostituzioni di
amminoacidi nella catena polipeptidica.
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21.7.3 Applicazioni della genomica e della proteemica nelle scienze
nutrizionali

Ogni processo nutrizionale dipende dall’interazione tra una moltitudine di proteine
codificate da numerosi mRINA di geni espressi in un certo tipo di cellula o organo. Le
alterazioni dei livelli di mRNA e delle proteine corrispondenti sone parametri critici
per il controllo del flusso di un nutriente attraverso un canale metabolico. Le sostanze
nutritive contenute nei cibi possono influenzare 1'espressione genica sia direttamente,
interferendo con 'apparato di controllo dell’espressione genica, che indirettamente,
modificando le condizioni metaboliche indotte che a loro volta condizienano i livelll
degli mRNA e/o delle proteine.

L’applicazione della genomica e della proteomica negli studi sulla nutrizione ha il
grande potenziale di identificare specifici marcatori (biomarcatori) che corrispondono a
un certo fattore natritivo o prodotto metabolico. Fino a questc momento 1 biomarcatori
delle funzioni cellulari sono stati identificati principalmente seguendo un approccio ba-
sato sulla conoscenza del metabolismo. Il nuove approccio ¢ essenzialmente basato sulla
rilevazicne di alcune migliaia di indicatori genetico-melecclari di stato metabolico.

L'applicazione di entrambe le tecnologie appare senza limitazioni in termumi di
soggetti di interesse analizzabili ricorrendo all’uso di colture cellulari o di erganismi
animali, mentre esistono chiare restrizioni verso 1’adozione di tali strumenti sugli es-
sere umani. Questo & dovuto principalmente alla mancanza di cellule dispenibili per
I’analisi. Tuttavia alcuni tessuti cellulari possono essere otfenuti in quantita sufficien-
ti, come ad esempio tutti i tipi di cellule del sangue, che generalmente rappresentano
una fonte interessante di materiale e possono venire usate come cellule reporier. Que-
ste cellule hanno differenti cicli vitali, profili di espressione genica e sisterm di con-
trollo, ed inoltre si trovano lecalizzate in differenti parti del corpo.

Esistono gid esempi di applicazione di genomica e proteomica per Jo studio della
nutrizione. | risultati di uno studio tra quelli di pin alto rilievo che dimostrane le
potenzialitd della genemica nutrizionale sono stati recentemente pubblicati relativa-
mente agli effetti dell’invecchiamento e dell’ apporto calorico nei topi. 1 profili di espres-
sione genica durante il processo di invecchiamento sono stati analizzati nel muscolo
scheletrico attraverso "uso di microarray ad alta densita, rappresentanti complessiva-
mente oltre 6.000 geni. Una delle pid importanti conclusioni ¢ che meno dell’ 1% di
questi geni ha mostrato cambiamenti significativi del livello di espressione. A livello
molecolare, I'invecchiamento & risultato associato ad una bassa espressione di geni
metabolici e biosintetici. La maggior parte delle alterazioni di espressione genica &
stata annullata o limitata dalla riduzione di apporto calorico con la dieta, dimostran-
dosi questo I’unico intervento capace di nitardare I'invecchiamento cellulare nei mam-
miferi. L' analisi dei profili trascrizionali degli animali alimentati secondo una dieta a
bassa energia ha suggerito che la restrizione calorica ritarda il processo di invecchia-
mento, causando uno spostamento metabolico verso un pit veloce twnover proteico
ma anche un aumento della gluconeogenesi, cioé della formazione di glucosic a par-
tire da altre sastanze diverse da carboidrati, nonché ia soppressione dei fattori di shock
termico e dei sistemni di detassificazione.

In futuro, ¢ molto probabile che la genomica e la proteomica aluteranno a com-
prendere e caratterizzare 1 meccanismi metabolici di base degli esseri viventi, non
soltanto nell’uomo ma anche negli animali di interesse zootecnico.

21.8 Biotecnologie genetiche in medicina veterinaria

Le biotecnologie possono essere considerate come ’applicazicne della conoscenza
biologica a qualsiasi livello e rivestono notevole importanza nei programmi di sele-
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zione genetica di varie specie animali. Alcune tecnologie, come quelle di ovulazione
multipla e trasferimento embrionale (MOET, Multiple Ovulation and Embryo Transfer),
ed altre tecnologie connesse quali la suddivisione e il sessaggic degli embrioni, la
clonazione, I'individuazicne di marcatori genetici mediante analisi del DINA, I"isola-
mento ed il trasferimento di geni per la produzione di animali transgenici, la
micromanipolazione ed il congelamento di embrioni e gameti possono favorire il mi-
gligramento genetico degli animali di interesse zootecnico.

21.8.1 Trasferimento, congelamento e micro-manipolazione degli embrioni

11 trasferimento di embrioni (embryo transfer) viene applicato principalmente nella
specia bovina. La sua principale utilizzazione si ha nella selezione quando in una
femmina di elevato valore genetico fecondata con un fop sire viene indotta la
superovulazione ottenendo cosi numerosi embriont, tutti con elevata predisposizione
produttiva, da impiantare su femmine riceventi. In questo contesto operativo, rispetto
alle normali situazioni riproduttive, si da notevole enfasi anche alla linea femminile
per quanto concerne il miglioramento genetico. Questa tecnica, inoltre, pud essere
applicata per ottenere prole da bovine che, pur ovulando normalmente, sono incapaci
di portare avanti la gravidanza fine al termine. E stato inoltre riportato che bovine
donatrici, sieropositive per la leucosi e la brucellosi, non trasmettono ’infezione agli
embrioni durante la fase de! pre-impianto.

In questo campo il primo successo venne ottenuto nel coniglio oltre un secolo
fa. Negli anni "30 del secolo scorso Warwick e collaboratori conseguirono per primi
la nascita di agnelli da trasferimento embrionale omologo. Willet e collaboratori
agli inizi degli anni ’50 riuscirono ad ottenere vitelli da embricni trapiantati con
metodo chirurgico, mentre 1 primi tentativi di trapiantare embrioni in modo non
chirurgico furono effettuati da Mutter e collaboratori negli auni *60 del secolo scor-
so. In seguite Sugie, applicande tale metodo, ottenne la nascita di un vitello vivo e
vitale. Procedure pratiche per la raccolta di embrioni con metodo incruento furono
successivamente descritte da diversi gruppi di ricerca fino a quando nel 1976 Brand
e collaboratori misere a punto un metodo non chirurgico per il trasferimento degli
embrioni.

Le procedure standard di trasferimento embrionale consistono nel trattamento
della donatrice con ormoni ad azione follicolo-stimolante (FSH-P; b-FSH;, hMG)
che inducono la maturazione e la deiscenza multipla di ovocellule. Tali ovocellule,
sette gtorni dopo essere state fecondate, vengono raccolte dalla denatrice con metodo
non chirurgico e trasferite, per via transcervicale, in bovine riceventi. Il perfeziona-
mente ¢ l'applicazione di altre metodiche, quali il congelamento e la
micromanipolazione embrionale hanno ulteriormente favorito il miglioramento ge-
netico dei bovini.

Riguardo al congelamento di cellule ed embrioni, gid a metd del secolo scorso
erano statl messi a punto sistemi per la cricconservazione di cellule spermatiche uma-
ne. Da allora sono stati fatti numerosi passi avanti nelle tecniche di crioconservazione,
non solo di cellule ma anche di tessuti ed organi, e perfino di embrioni. Le procedure
di crioconservazione prevedono 1'esposizione iniziale € 1'uso di sostanze crioprotettive,
il raffreddamento a temperature inferiori a 0°C, lo stoccaggio, lo scongelamento e
infine [a diluizicne e la rimozione del crioprotettore.

1} congelamento di embrioni & particolarmente utile ai fini della loro conserva-
zione e manipolazione, e del loro trasferimente. I principali fattor: che influenzano la
sopravvivenza di embrioni congelati sono la specie, lo stadio di sviluppo, le sostanze
crioproteitrici usate ed il sistema di crioconservazione adottato. | due momenti di
potenziale pericolo per la sopravvivenza delle cellule sono la fase di raffreddamento



Genomica e proteomica animaie a supporte del miglioramento genetico e deila sicurezza aiimenrare 1103

niziale fine a basse temperature e quella del ritorno a temperature fisiologiche. Tem-
perature di stoccaggio suffictentemente basse consentono la crioconservazione del-
I’embrione, anche per periodi prolungati, senza influenze negalive sulla sopravviven-
zadello stesso. Lo stoccaggio avviene generalmente a—196°C, la temperatura dell”azoto
liquido. Ad una temperatura al di sopra di —80°C, le cellule perdono gradualmente la
loro vitalita ma al disotto di —130°C 'energia disponibile & insufficiente per molte
reazioni. A queste temperature I’acqua si trova alle stato cristallino ¢ nessuna reazione
guidata termicamente avvigne 1n sisleimni acquosi.

11 sole pericolo conosciuto per gameti ed embrioni conservati a —196°C consiste
nella rottura del DNA causata dalle radiazioni ambientali. E stato calcolato che per
danneggiare irreversibiimente il 63% di una popolaziene di cellule di mammifero
crioconservata a —196 “C, sottoposta a radiazioni terrestri di 0,] rads/anno sarebbero
necessart oltre 2.000 anni, mentre per la maggior parte delle cellule di mammifero pia
sensibili, quale I’ovocellula di topo, questo periodo & di ¢irca 200 anni.

Altvalmente, gli embrioni di bovino vengono congelati di routine nei casl di scar-
sita di riceventi rispetto agli embrioni ottenuti dalle donatrici. Recentemente sj € os-
servato un notevole interesse riguardo alla importazione ed esportazione di embrioni
congelali i quali, una volta trapiantati in bovine autoctone, permettono agli individui
dopo la nascita di acquisire immunita coiostrale che 1i rendera resistenti nei confronti
di malarctie diffuse nel luogo, contrariamente a quanto avyiene importando animali gia
scolostrati.

Prima del congelamento gli embrioni di eccellente e buona qualitd vengono equi-
librati attraverso una serie di passaggi in una soluzione di I>-PBS contenente concen-
trazioni crescenti di un crioprotettore, come il glicerolo o il dimetilsulfossido e suc-
cessivamente posti in paiflerte di plastica e congelati graduaimente fino a -30°C, im-
piegando un congelatore biologico programmato. Dopo il

congelamento gli embrioni vengono conservati in azoto li- %'— - e—y
quido fino al momento del trasferimento. Una volta selezio- {7 {"ﬂ ;'//.’.{
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nate le potenziali bovine riceventi, le paillette contenenti gli
embrioni vengeno scongelate in bagno termostatato a 37°C

circa per un minutQ. Prima del trasferimento & tuttavia ne-
cessario rimuovere il crioprotettore, mediante passaggi seriali
in D-PBS contenente concentrazioni decrescenti del crie-
protettore.

Nel 1982 Leibo ha messo a punto un metodo di
congelamento degli embrioni detto “Omne step™ che prevede
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embrioni rimossi dall’azoto hquido, possono essere
scongelati e trasferiti direttamente nell’utero della riceven-
te. Tale metodo ¢ estremamente praiico in guanto non ri-
chiede I'impiego di micropipette, piastre sterili e stereo-
microscopio per il trasferimente di embrioni congelati-
scongelati. Nel complesso, le procedure di scongelamento e
di trasferimento non chirurgico seno considerate relativa-
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mente semplici.

Altra tecnica per la crioconservazione degli embrioni & la vitrificazione descritta
nel [985 da Rali e collaboratori per embrioni di topo, che riduce al minimo il tempe
procedurale ed elimina it bisogno della macchina per il congelamento. Con la
vitrificazione, 1'aumentata viscositd dei soluti che normalmente si verifica durante la
fase di raffreddamento culmina in uno state vitreo-solido sia all’interno che all’ester-
no della cellula.

Fig. 21.57 — Rappresentazione sche-
matica delle fasi iniziali di sviluppo del-
I'embrione nei bovini: dalla feconda-
zione allo stadio di blastociste (prima
settimana); la morula comprende 32
cellule mentre la blastociste precoce
64 cellule.
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Fig. 21.58 — Embrioni bovini allo sta-
dio di morula (A) e blastociste (B).
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Fig. 21.59 - Micromanipoclazione di
cellule e embricni: iniezione can
microago (A) e dissezione con micro-
bisturi (8).

I crioprotettort comunemente utilizzati per la vitrificazione sono il dime-
tilsulfossido, il propilen-glicole, il destrosio ¢ I’ acetamide. Generalmente viene prefe-
rito il dimetilsulfossido per la sua capacith di favorire la vitrificazione, per la
permeabilitd e per la bassa tossicita. Bisogna tuttavia ricordare che la tossicita dei
crioprotettori, in generale, & strettamente correlata alla loro concentrazione € pud es-
sere notevolmente ridotta abbassando la temperatura nella fase di equilibratura e ridu-
cendo il tempo di esposizione dell’embrione al crioprotettore prima di procedere alla
vitrificazione.

Per ottenere buont risultati, indipendentemente dal metodo impiegato, & tuttavia
necessario selezionare gli embrioni da destinare al congelamento. Infatti 1 dati dispo-
nibili indicano una stretta correlazione tra la qualitd dell’embrione dopo lo
scongelamento e le percentuali di impianto. Anche |'eta dell’embrione influenzereb-
be la capacita di sopravvivenza al congelamento ¢ scongelamento: le morule precoci
sopravvivono bene al ciclo di congelamento-scongelamento centrariamente alle
blastocisti tardive (Fig., 21.57). La zona pellucida di blastecisti espanse frequente-
mente si rompe durante il processo di congelamento. Tali embrioni cosi “denudati”
presentano percentualt di gravidanza pit basse e ¢16 potrebbe essere dovuto ai danni a
carico dell’embrione determinati dalla rottura della zona pellucida al momento del
congelamento.

Un’altra possibilita & offerta dal congelamento delle ovocellule. La disponibilith
di ovocellule derivanti da ovaie prelevate al mattatoio immediatamente dopo 1" abbat-
timento degli animali, ha portato a notevoli progressi nelle sviluppo di tecniche per la
maturazione, la fecondazione, la coltivazione e 1o sviluppo in virro degli embrioni.
Tuttavia il periodo di sopravvivenza in coltura defle ovecellule di mammifero ¢ un
fattore che ostacola la messa a punto di numerose metodologie. Questa limitazione
potrebbe essere ovviata mediante la crioconservazione di ovocellule, cosi come viene
attualmente praticata per gli embrioni di molte specie animali. II germoplasma di
fermmine con patrimonio genetico di elevato valere, compresi individui transgenici o
appartenent a specie in via di estinzione, potrebbe essere salvaguardato anche dopo la
perdita della fertilita o la morte dell’animale. Tuttavia & generalmente riconosciuto
che le capacita di sviluppo di ovocellule congelate & estremamente limitata. A tale
proposito sono stati effettuati molti tentativi in diverse specie animali, compresa quel-
la bovina, ma fino ad oggi solo nel topo, nel conmiglio e nell’uomo si & otienuta la
nascita di soggetti vivi e vitali derivanti da ovocellule congelate-scongelate e feconda-
te in virro. Gli insuccessi sono dovuti per 1o pill alla estrema sensibilita delle ovocellule
alle procedure fino ad oggi utilizzate per il loro congelamento che presentano soltanto
piccole modifiche rispetto a quelle seguite per il congelamento degli embrioni.

Gli embrioni a stadi precoct di sviluppo di numerose specie animali (Fig. 21.58),
possono essere micromanipolati per ottenere demi-embrioni, singoli blastomeri e per
trasferire DNA esogeno {geni, pronuclei, nuclei, ecc.). La micromanipolazione degli
embrioni prevede 1'uso di un’appropriata strumentazione e di personale tecnico alta-
mente specializzato. Bisogna disporre di une stereomicroscopio o di un microscoplo
rovesciato, di due micromanipolatori dotati di movinento a trasmissione meccanica o
elettronica, e di micropipette, microlame e microaghi. Per la micromanipclazione,
'embrione, posto in una piastra Petri contenente terreno di coltura, viene teputo in
posizione mediante una pipetta folding collegata ad uno dei due micromanipolatori,
mentre la hisezione o la iniezione di DNA viene praticata utilizzando un microbisturi
o un microago collegato all’altro micromanipolatere (Fig. 21.59). L'iniezione di DNA
esogeno 1n singole cellule viene impiegata per creare animall transgenici, mentre la
produzione di demi-embrioni consente di ottenere gravidanze multiple. Pill in parti-
colare, la micromanipolazione mediante microiniezione € sfruttata per il trasferimen-
to di sequenze geniche o interi nuclei all’interno di ovocellule non fecondate o di
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singoli blastomen. La micromanipolazione mediante disse-
zione &, invece, utilizzata per "ottenimento di gemelli identi-
ci, triplette, quadruplette a partire da un singolo embrione,
grazie alla totipotenza delle cellule embrionali non differen-
ziate. Nel 1979 sono stati ottenuti per la prima volta due agnelli
geneticamente identici ricorrendo alla tecnica cosiddetta di
embryo splitting (Fig. 21.60).

Il trasferimento di meta embrione di classe eccellente o
buona fornisce percentuali di gestazione simili a quelle
ottenibili con embrioni della stessa qualita non micromani-
polati. Quando embrioni di bovino di scarsa qualita sono stat
umpiegati per produrre demi-embrion da trasferire si rileva-
va una notevole riduzione nella capacith di sopravvivenza se compa1 ata con quella di
demi-embrioni di qualita eccellente e buona. Migliori percentuali di gravidanza sono
state ottenute quando coppie di demi-embrioni, piuttosto che un singolo demi-em-
brione, venivano trasferite nella ricevente. Le percentual di gestazioni sono risultate
simili quando le coppie di demi-embrion? venivano trasferite nello stesso como uterino
© una meta in un corno e I’altra meta nell’altro.

Il vantaggio derivante dalla suddivisione dell’embrione & quella di ottenere un
numere maggiore di prole da una singola femmina. Inoltre una meta dell’embrione
manipolato potrebbe essere trapiantata direttamente, mentre 1’altra potrebbe essere
congelata e impiegata successivamente. La micromanipolazione degli embriont pud
offrire numerose opportunitd per approfendire gli studi sulla progenie, per valutare
caratteri recessivi indesiderati e per studiare le correlazioni materno-fetali.

L.a micromanipolazione e stata inoltre applicata a tecniche velte alla determina-
zione del sesse degli embrioni prima del trapianto. Le procedure per I'identificazione
del sesso degii embrioni bovini che prevedono I'utilizzazione di blastomeri oitenuti
mediante microchirurgia includono I’analisi citogenetica e I"individuazione di sequenze
di DNA specifiche del cromosoma Y mediante il ricorso a marcatori molecolari PCR-
derivati.

21.8.2 Sessaggio degli embrioni

La predeterminazione del sesso della prole ba un’influenza diretta non solo sull’inten-
sita della risposta e sull’efficacia de] programma di selezione, ma anche indireita at-
traverso la modificazicne dej sistemii di produzione animale. Sono stati proposti diver-
si metod; per prevedere 1] sesso del nascituro, perd non tutti sono utilizzabili ed
applicabili a livello commereiale. Per quanto conceme le tecniche usate per la deter-
minazione precoce o la predeterminazione del sesso operando sui gameti, $000 0ppor-
tune alcune considerazioni. Dato che nei mammiferi lo spermatozoo & 1l responsabile
del sesso della prole e data la facilith con la quale lo sperma pud essere raccolto, il
sessaggio di questo rappresenterebbe il metodo pill vantaggioso per la determinazione
del sesso della prole. Tuttavia i risultati fino ad oggl otlenuti nen sone indicativi
quante non hanne dato, al momento, una risposta costante.

La tecnica del sessaggio degli embrioni si basa sulla differenza cromosomica che
esiste fra embrioni dei due sessi, in relazione alla presenza o assenza del cromosoma'Y:
gli embrioni di sesso maschile sono portatori di entrambi i cromosomi sessuali XY men-
tre gli embrioni di sesso femminile sono di ipo XX, Per evidenziare questa differenza si
ricorre alla biopsia, cioe all’asportazione di alcune cellule dell’embrione utilizzando
una micrelama, in modo da ottenere un campione di DNA da sottoporre ad analisi.

Attualmente, le fecniche impiegate sono basate sulla determinazione del sesso
degli embrioni a stadi precoct di sviluppo. A tal fine varie tecniche sono state svilup-

Fig. 21.60 - Clonazione via embryo
splitting in pecora: due agnelli gemel-
li insieme alla madre nella quale era-
no stati impiantati i demi-embrioni.
Fonte: University of Davis, CA (USA).
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Fig. 21.61 — Piastre di cromosomi
metafasici e relativi cariogrammi di
bovini di sesso maschile {2n=60, XV)
e femminile {2n=60, XX) {foto: L.
Molteni e A. De Giovanni).

Fig. 21.62 — Sessaggio degli embrio-
ni: (A) micromanipolazione di embrio-
ne; (B) risultato di analisi PCR: la pre-
senza (maschio) o I'assenza (femmi-
na) del prodotto di amplificazione
specifico del cromasoma Y permette
di stabilire il sesso dell’'embrione.

mifero di sesso maschile presentano tale antigene
glicoproteice a livello di membrana cellulare, individuabile per mezzo <i uno specifi-
co anticorpo. La tecnica risulta piuttosto rapida e sufficientemente affidabile per il
sessaggio degli embrioni. Le tecniche basate sulla valutazione dell’ attivith enzimatica
legata al cromosoma X sono state, invece, abbandonate quasi del tutto per la modesta
attendibilita dei risultati o per I'eccessiva laboriosita dei protocolli.

L'identificazione di sequenze DINA specifiche del cromosoma Y in diverse specie
animali, corupresa queila bovina, ha radicalmente cambiato le tecniche di sessaggio.
Attualmente la tecnica PCR rappresenta senza dubbio ta procedura pit rapida e preci-
sa per la determinazione del sesso di embrioni a stadi precoci di svilup-
po. Il DNA iselato da porzioni di embrioni prelevate ricorrendo a biopsie
viene analizzato mediante PCR usando una coppia di primer specifici
per una sequenza nucleotidica del cromosoma Y. Tale tecnica consenie di
evidenziare la presenza o 'assenza del cromosoma maschile e quindi
stabilire il sesso dell’embrione. Insieme al segnale relativo al prodotto di
amplificazione riconducibile ad una sequenza del cromosoma 'Y, solita-
mente si analizza anche una sequenza conservata in modo da ottenere un
segnale di controllo per tutti i campioni saggiati, indipendentemente dal
sesso. I prodetti di amplificazione oltenuti possono essere visualizzati
mediante elettroforesi in gel di agarosio (Fig. 21.62). L’ interpretazione
del risultato & molto semplice: la presenza di una sola banda indica che la
biopsia ¢ stata effettuata da un embrione di sesso femminile mentre la
presenza di due bande indica che la biopsia & stata condotta in un em-
brione di sesso maschile. La diagnosi del sesso € accurata al 97% ed & importante
notare che gli embrioni sessati possono essere congelati esattamente come quelli non
sessatl. Bisogna altresi rilevare che dopo 1'asportazione di cellule mediante biopsia la
maggior parte degli embrioni evidenzia una crescita normale benché le percentuali di
gestazione sembrano essere pit basse di quelle ottenibili da embrioni non manipolati.

I vantaggi delle tecniche di sessaggio degli embrioni basate sulla PCR sono rap-
presentati da rapiditd, affidabilita e facilita di esecuzione. Il sesso dell’embrione pud
infatti essere determinato in poche ore impiegando un singolo blastomero e con possi-
bilita di errere molto bassa.
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Quadro 21,4 - Embriogenesi umana e cellule staminali

Le cellule staminali sono cellule non ancora differenziate, o non
specializate, che essendo totipotenti pessono essere coltivate in
vitro al fine produrre cellule di qualsiasi tipo o tessuto. Il primo
successo fu ottenuto dal gruppo guidato da james Thomson,
dell'Universita del Wisconsin, USA, che riusci ad isolare ed alleva-
re in coltura cellule staminali pluripotenti prelevate da embrioni
umani, natizia resa nota alla comunita scientifica nel navemnbre
del 1998, Strettamente correlata alla ricerca sulle ceflule staminali
& la questione della clonazione. Innanzitutto & opportuno distin-
guere la clonazione riproduttiva dalla clonazione terapetutica: la
prima ha come obiettivo I'ottenimento di un individuo con un
patrimonio genetico identico a quello di un altra individuo, men

tre la seconda ha come obiettivo 'attenimento di :eliula.speda-
lizzate idonee per riparare o sostituire in vivo quelle danneggiate
da lesioni cosi come quelle morte in seguito ad una malattia. Le
biotecnologie applicate alle cellule staminali offrono la prospetti-
va di curare le malattie degenerative e, pil in generale, tutte le
patologie che causano danni non guaribili degli organi e dei tes-
Suti.

Le ellule staminali possono essere caltivate in vitro nei laboratar
per essera innestate in wivo in diversi tipi di tessuto, come nel
cuare, nel cervello o nel fegato. Esistono diversi tipi di cellule
staminali, Una classificazione generale prevede quattra tipl dl
cellule staminali i} fetall, guando sono ricavate da aborti; il loro
impiego in medicina equivale all'uso di organi espiantati da ca-
daveri; i) embrionali, provengono dalle cellule indifferenziate
presenti nella regione interma dell'embriene {a meno di 14 gior-
ni dalla fecondazione); l'isolamento di tall cellule richiede la sop-
pressione dell’embrione; iii) cordononali, quando derivano dal
cordane ombelicale; jv} adulte; sono cellule presenti nei tessuti e
negli argani sviluppati (cellule cerebrali, ossee, cardiache, mu-
scolari, epidermiche, ecc.); provvedono al mantenimento dei tes-
sutie alla lora eventuale riparazione, ma le loro potenzialita sono
ridotte e vengona a mancare quanda i tessuti e gli organi sono
colpiti da patologie, Per le cellule staminali adulte esistono dati
consolidati derivanti da applicazioni ampiamente sperimentate.
Questo tipo di cellule staminall ha permesso la cura di malattie
tumorali del sangue (leucemie), infarti e ustioni. In particolare, le
cellule staminali provenienti dal midollo ossec hanno permesso
di riparare tessuti cardiac:, mentre quelle dell'epidermide posso-
no produrre | precursor delle cellule nervose dimostratisi adatti
al trattamento di malattie neurodegenerative. Tra le potenziall
appl‘caz]unl delle cellule staminali embrionali s possono citare la
cura del diabete, di lesioni di cellule cerebrali (morbo di Parkinson
e di Alzheimer), patolagie cardiache, artrit], ostecporosi e frattu-
Fe Qs5e€, ecc.

I un futurs prossimo, la ricerca sulle cellule staminall potra rivo-
luzionare il modo di curare tante altre malattie mortali come
Iictus, il diabete, le malattie cardiache compreso linfarto e, ad-
dirittura, le paralisi. La possibilita di controllare lo spettacolare
potere delle cellule staminali embrionali, allo scopo di curare vari
tipi di malattie, entusiasma gli studiosi. Per esempio, il morbo di
Parkinson e |'Alzheimer sono il risultato di lesioni in gruppi deter-
minali di cellule cerebrali. Con la realizzazione di un trapianto di
cellule staminali derivate da un embrione alla parte del cervello
colpita, gli scienziati sperano di sostituire la parte di tessuto cere-
brale danneggiata.

Gli atteggiamenti verso |'uso di cellule staminali a fini di ricerca o
di cure mediche variano da uno Stato all‘altro. In italia € in Ger-

mania, per esempio, I'estrazione di cellule staminali da un em-
brione umano & considerata illegale, In Gran Bretagna, invece, &
perfettamente legale, ma le leqgi in materia sono rigorose: gli
scienziati britannici possono utilizzare embrioni umani a fini di
ricerca fino a quattordici giorni dopo la fecondazione dell'ovulo
(Fig. 21.63). In questo momento, 'embrione & un insieme di
cellule, grande pili & meno come un quarto della testa di uno
spillo (D 2 mm). In molti Paesi non esistono ancora Ieggiﬁpﬂdte
atte a disciplinare la ricerca sulle cellule staminali umane, Essen-
do I'utilizzo di embrioni una questione di grande controversia in
terminl eticl, gli scienziati di tutte il mondo cercano altre fonti di
cellule staminali, | tipo di cellule staminali che si trova nel midal-
lo osseo degli adulti sembra essere una possibilita. Queste cellule
staminali sono potenzialmente gia capaci di differenziarsi in una
gran varietd di globuli rossi nell’arco del ciclo vitale. in futuro, gli
scienziatl sperano di manipolare queste cellule staminali adulte
affinché, invece di produrre soltantoe globuli rossi, possana dare
arigine a cellule cerebrali, epatiche, cardiache e nervose. Mono-
stante tutto, & probabile che le cellule staminali embrionali rap-
presentine, nel frattempo, una prospettiva pid immediata per
fuovi trattamenti e cure.

Molti studinsi pensano che, una volta moltiplicate e capaci di
differenziarsi in tutte le celfule e in tutti i tessuti dell’organismao,
le cellule staminali embrionali potrebbero essere utill nella cura
di aleune malattie. Tuttavia, per poterle ricavare, gli embrioni
non devono avere pill di cingue giorni, Per evitare le barriere
etiche e politiche in fatto di cellule staminali embrionali, gli scien-
ziati stanno cercando fonti alternative, Una fonte di cellufe
staminali potrebbe essere il midollo osseo di un adulto. Le cellule
staminali del midollo osseo degli adulti producono normalmen-
te globuli rossi e cellule del midollo osseo. Fino a poco tempao fa,

Fig. 21.63 — Fecondazione e fasi iniziali di sviluppo dello
Fuomo: (A, B) spermatozoi sulla superficie della cellula uove; (C)

zigote nel-

nucles s tico al momento della fecondazione della cellula uovo;
(D} zigote; (E-G) embrione allo stadio di due, quattro  otto cellule;
(H} morula; (1) blastociste.
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gli scienziati pensavano che fosse impaossibile che le cellule del
midallo osseo potessero “tornare indietro nel tempo”, potendo
quindi riprogrammarsi per dare origine a tipi di cellule comple-
tamente differenti come guelle cerebrali, nervose, intestinall o
epiteliali, Tuttavia, alcuni medici statunitensi hanno identificate,
di recente, cellule starminali provenienti dal midollo esseo di un
adulte, in grado di svilupparsi in un altro tipo di cellula, Il prelie-
vo di cellule staminali adulte da un individue consenzients nan
solo sarebbe eticamente accettabile dalla maggior parte delle
persone e dei governi, ma migliorerebbe anche Ja vita di molti
pazienti. MNel caso, ad esempic, di una malattia che sta distrug-
genda le cellule del cervello, le cellule staminali potrebbero esse-
re estratte dal midello osseo del paziente, ed essere successiva-
mente manipolate in laboratorio affinche diventine cellule cere-
bralf e possano essere trapiantate nel cervello, evitando cosi il
rigetto dovulo al traplanto. Se tutto cid dovesse funzionare, si
tratterebbe di una prospettiva fantastica. | primi rsultati sembra-
no promettenti; ma gli scienziati non conoscono l'esatta versati-

voli malattie & per questo la maggior parte degli scienziati sce-
glierebbe di continuare la ricerca su entrambi i tipi di cellula,

L'ultima fonte possibile di cellule staminali & il sangue, normal-
mente eliminato durante il parto, proveniente dal cordone om-
belicale. Le imprese si offrono gia da ora per raccogliere il san-
gue della placenta e conservarlo, a pagamento, nell‘eventualita
in-cui il bambine si ammali. Queste imprese sostengono che le
cellule staminali cosi raccalte potranno essere utilizzate per cura-
re problemi sanguigni, come la leucemnia & alcuni disturbi gene-
tici & immunitar, In futuro, il sangue del cordone ombelicale
potra rappresentare una fonte di cellule staminali importantissi-
ma per curare le lesioni vascolarl o cerebrali, il diabete, le disfun-
zioni nervose e fa distrofia muscolare. La particolarita della rac-
colta di queste cellule staminali & quella di poterle prelevare sen-
za toccare ne la madre né il bambino. Sono inoltre compatibili
con il necnato nel caso in cui sviluppi una certa malattia o abbia
bisogno di cellule staminali, inoltre, queste imprese ritengono
che il sangue del cordone ambelicale possa anche essere utile

come fonte di cellule staminali per | farmiliari (fratelli, sorelle, ge-
nitori & nonnij.

lita defle cellule staminali del midollo osseo. In ogni caso, visti i
risultati, gli studiosi sono molto ottimisti. Finalmente, vari tip di
cellule staminali potrebbero essere fa miglior cura per innumere-

21.9 Biotecnologie genetiche applicate alla produzione di
animali transgenici e alla clonazione

[Vingegneria genetica e le biotecnclogie sono state applicate anche agli animali allo
scopo di trasferire gent eterologhi nelle cellule uovo fecondate o nelle cellule embrionali
per ottenere cosi individui transgenici.

Negli anni settanta del secole scorso R.L. Brinster produsse il primo topo di labo-
ratorio modificato geneticamente, combinando insierme due embrioni di ceppi diversi e
riuscendo ad ottenere un singolo embrione che sviluppandosi in un adulto chimerico
esibiva le caratteristiche di entrambi i ceppi. Una chimera & un organismo formato da
cellule derivate da due differenti individui. Il primo organismo chimerico interspecifico
venne prodotio qualche anno pin tardi tra pecora ¢ capra, portando ad ottenere un
individuo detto geep { goar-sheep) che esprimeva a livello del mantello chiazze caratte-
ristiche dell’una o dell’altra specie (Fig. 21.64). Un organisme di questo tipo riunisce
insieme il patrimonio genetico delle due specie di origine. Sostanzialmente diverso ¢,
invece, 1l concetto di organismo transgenico: in questo caso il patrimonio genetico di
una specie viene arricchito di uno o pochi geni provenienti dalla stessa specie oppure
da una specie diversa, anche molto distante in termini evolutivi.

La definizione di animale transgenico si & evoluta seguendo il cambiamento delle
tecniche di trasferimento genico. In linea generale, il termine fa riferimento ac un ani-
male in cui & stata indotta una specifica modificazione del suo genoma, Nel 1997 John
A. Beardmere con “transgenici” ha definito le cellule o gli organismi contenenti se-
quenze di DNA esogeno nel lore patrimonio genetico, trasferite utilizzando tecniche di
ingegneria genetica ivi incluse quelle di trasferimente e di silenziamento di geni.

Un qualsiasi gene clopato in un vettore adatto puo integrarsi in uno o pit dei
cromosomi e aggiungersi (addizione genica) o sostituirsi (sostituzione genica) ad un
gene esisiente cosi da trasmettersi stabilmente di generazione in generazione (Fig.
21.65). Quando 1l gene clonato & acquisito in un sitg casuale di un cromosoma si parla
di ricombinazione eterologa ed il processo implica una addizione genica. E questo il
caso degli animali transgenici per geni esogeni isolati da una specie diversa da quella
trasformata in grado pertanto di esprimere una nuova caratteristica (gain of function).

Fig. 21.64 - Geep, chimera interspe-
cifica ottenuta combinandc embrioni
di capra e pecora (fota: G.B. Anderson).
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Quando, invece, il gene clonato & integrato 1n un sito specifice di un cromosoma al
posto del gene normale si parla di ricombinazione omologa ed i} processe comporta
una sostituzione genica. In questo caso ghi animali sono transgenici per geni mutanti
provenienti dalla stessa specie e risultano quindi incapaci di esprimere una caratteri-
stica tipica (loss of function). In linea di principio, 1 guadagni di funzione sono perse-
guitl soprattutto negli animali da allevamento al fine di migliorare le produzioni

zootecniche, mentre le perdite di funzione sono utili negli animali da laboratorio per’

studiare particolari patclogie mediche. Negli eucariofi pitt complessi, con genomi molto
grandi, il trasferimento di geni clonati nelle cellule tende a produrre una addizione
genica anziché una sostituzione genica. A titolo di esempio. quando si trasforma una
cellula murina con un gene mutante, i processi di ricombinazione omologa si verifica-
no sole nello 0,1% dei casi.

Riguardo alle tecniche di trasformazione, la microiniezione di DNA esogeno nel
rtucleo di cellule vovo fecondate di topo fu it primo successo nei mammiferi, ottenuto
nel 1980 ad opera di J.W. Gordon e FH. Ruddle. Due anni pii tardi vennero prodotti
topi giganti attraverso il trasferimento del gene di ratto codificante I'ormone della
crescita combinato con 1l promotore del gene di topo per la metallotioneina (Fig.
21.66). Da allora la tecnica & stata applicata con successo in altri animali, come ad
esermnpio ratt, suini, ovini, conigli, uccelli e pesci. In seguito vennero messe a punto
altre due tecniche di transgenesi, quella descritta nel 1986 da A. Gossler e collabora-
tori, che fa ricorso alla transfezione di cellule staminali, ed un’alira ancora proposta
nel 1996 da R. Jaenisch basata sull’utilizzazione di vettori retrovirall.

Lottenimente di mammiferi transgenici, corredat di caratteri nuovi che non
avrebbero mai potuto acquisire con le tecniche naturali, pud essere raggiunto trasfe-
rendo speciali vettori plasmidici in cellule uovo fecondate oppure in embrioni costitu-
iti da poche cellule. I metodi attualmente utilizzabili per il trasferimento genico negli
animali prevedono: 1) I'integrazione di geni in embrioni ad uno stadio molto precoce
per mezzo di retrovirus; ii} la microiniezione di DNA esogeno nel nucleo spermatico
di una cellula vovo appena fecondata; iii) il trasferimento di nuclei geneticamente
modificati in cellule vovo private del materiale nucieare; iv) I'incorporazione nel-
I’embrione, ad uno stadio di sviluppo molte precoce, di cellule staminali geneticamente
modificate; v} il trasferimento di geni mediato da spermatozoi.

L'ottenimento di animali transgenici mediante retrovirus, difettivi ai fini della Joro
replicazione, prevede I’ impiego di questi come vettori per trasportare ed integrare geni
esogeni in embrioni in divisione infettati ad uno stadio molte precece, solitamente allo
stadio di otto cellule. Tale metodo, messo a punto nei topi di laboratorio, non ha ancora
trovato applicazione per la produzione di altri tipi di animali trapsgenici poiché a volte
possong riscontrarsi inconvenient! dovut a contaminazioni retrovirali conseguenti alla
integrazione nel DNA cromosomico della celluta infettata di copie di DNA formate dal
retrovirus stesso. [ vettori retrovirali trovane applicazione soprattutto nella terapia genica
nell’'uomo quando il rapporto rischi/benefici & a favore di quest ultimi.

[l metodo basato sulla microiniezione di DNA consente di inserire il gene esogeno
direttamente nel nucleo spermatico ingrandito (pronucleo) di una celiula uvovo appena
fecondata (Fig. 21.67). In questo caso sono necessarie femmine donatrici superovulate
che dopo essersi accoppiate debbono essere sacrificate al fine di prelevarne le cellule
uovo fecondate. 11 gene pud quindi essere integrato nel genoma dello zigote che, op-
portunamente trapiantato in una femmina ricevente, potra svilupparsi fine alla nascita
di uno o pit animali transgenicl, Una parte delta progenie ottenuta dalle cellule uovo
implantate presenterd il gene esogeno in tutte le proprie cellule. Poiché I'integrazione
dei transgene avviene solitamente in singola copia, determinando una condizione
emizigotica, sard necessario incrociare gli animali transgenici tra loro ailo scopo di
selezionare nella discendenza quelli che presentano il transgene su enirambi i cromo-
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Fig. 21.65 - Integrazione di un gene
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da: R.|. Brooker (2000).

Fig. 21.66 - Topo normale di 29 g
insieme col fratelle transgenico per
I'ormone della crescita di 44 g di peso
(foto: R.L. Brinster).
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som: omologhi. Tali animali sono in grado di trasmettere il
transgene a tutte le cellule della linea germinale.

Il metodo di trasferimento di nuclei geneticamente mo-
dificati in cellule uovo private del proprio nucleo prevede
una successione di fasi. Inuzialmente, I’ oocita di un animale
¢ privato del suo nucleo e, parallelamente, cellule epiteliali
provenienti dallo stesso animale vengono messe in coltura e
speciali vettori plasmidici sono iniettati nef loro nucleo. Il
nucleo di queste cellule viene inserito nella zona pellucida,
corrispondente all’involucro esterno dell’ovulo, a contatto
con 'oocita, e la fusione avviene grazie ad un impulso elet-
trico: il prodotto di fusione cosi otlenuto & coltivato in vifro
e poi (rasferito mediante embryo transfer in una femmina
ricevente. Gl animali che nasceranno saranno cloni dell’ani-
male a cui appartenevano le cellule epiteliali utilizzate, ma
presenteranno anche il transgene.

La tecnica basata sul trapianto nucleare ¢ sostanzialmen-
te quella applicata nel 1997 dal gruppo di lan Wilmut del
Roslin Institute di Edimburgo (Scozia) per la clonazione della
famosa pecora Dolly. In questo caso specifico vennero im-
piegati naclei in fase di quiescenza (G,) di cellule epiteliali
di ghiandola mammaria in coltura per la fusione con cellule
uovo provenienti da un’altra pecora di razza diversa ¢
preventivamente private del nuclec (Kig. 21.68). Dopo la
fusione, la celluta somatica rinucleata fu allevata in vitro fino
allo stadio embrionale, quindi venne impiantata nella madre
adottiva. Tale esperimento ha dimostrate, per la prima volta,
la possibilitd di ottenere individui completi partendo da cel-
lule somatiche in caltura, vale a dire la totipotenza del nu-
cleo di una cellula di individuo adulte differenziata, aprendo
pertanto puove prospettive per produrre animali genetica-
mente modificati e per la loro clonazione. L' ottenimento di
cleni transgenici prevede il trasferimento dei geni esogeni
nelle cellule somatiche in coltura anziché nelle cellule uovo
fecondate o nelle cellule embrionali. [ nuclei prelevati dalle
cellule donatrici geneticamente modificate possono essere
inseriti nelle cellule riceventi enucleate in modo che il gene

Fig. 21.67 - Scherna per la produzio-  egogeno possa trasmettersi aila discendenza ed esprimersi in ogni suo componente.

ne di animali transgenici. Modificato
da: B.R. Glick e ].J. Pasternak (1998).

1l metedo di incorporazione nell’embrione di cellule staminali & quello che at-

tualmente suscita maggiore interesse. Le cellule di un embrione allo stadio di blastocist
che possono proliferare in coltura, conservando " attitudine a differenziarsi in tutt gli
altri tip1 di cellule, comprese quelle della linea germinale, possono essere reintrodotie
per microiniezione in un altro embrione allo stesso stadio. Dato che in coltura le cel-
lule staminali possono essere modificate geneticamente senza alterarne la totipotenza,
& possibile integrare un transgene funzionale in un sito specifico nell’ambito del loro
genoma e rigenerare animall transgenici impiantando la blastocisti selezionata nella
madre adottiva. I vantaggi di questo metodo sono enormi poiché basandosi sugli eventi
di ricombinazione omologa esso rende possibile 'integrazione di un dato gene in
qualunque punto desiderato del genoma, la distruzione mirata di un gene (knock our
genico) o la sua sostifuzione con un altre gene o con il suc corrispondente modificato
{terapia genica) per curare una inalattia. Bisogna tuttavia constatare che 1’animale
transgenico ottenuto dalla blastocisti € in realtd un mosaico per quanto riguarda il
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gene introdotto o sostituite, nel senso che solo una parte delle cellule
stanupali sono state inizialmente modificate. Poiché le cellule prodotte at-
traverso successive divisioni a partire da quelle modificate saranno distri-
buite nei vari tessuti e organi dell’animale adulto, non tutti gli animali
fransgenici di proma generazione esprimeranno il ransgene nelle cellule
germinali e saranno in grado di trasmetterlo alla discendenza. Si devono
quindi identificare gli animali adatti (fondatori transgenici) per ottenere la
seconda generazione di animali fransgenici, composta verosimilmente da
una meta di animali eterozigoti per il transgene. Incrociando tra loro due
eterozigoti potranno essere individuati ammali transgenici allo stato
omezigote per il carattere introdotto o madificato all'interno della terza
generazione, cosl come rappresentato in Fig, 21.69.

Infine, il metodo di trasformazione mediato da liquido seminale & reso
possibile dalla capacita degli spermatozoi di assorbire e veicolare DNA
esogeno, caratieristica peraltro nota da pil di un ventennio. In questi caso
& necessario che il transgene venga mescelato agli spermatozoi prima del
loro impiego per la fecondazione in vitro delle cellule uovo. Tale metodo,
in passato largamente sperimentato nel topo, € attualmente impiegato per
ottenere suini geneticamente modificati, aventi tessuti e organi pit compa-
tibili con I'vomo, da utilizzare negli xenotrapianti.

La microiniezione pronucleare ¢ la tecnica utilizzata da piu tempo per
la produzione di animali transgenici. Nonostante la sua bassa efficienza &
tuttora molto diffusa in quanto applicabile a tutte le specie. Gli cociti ven-
gono prelevati direttamente dalle ovaie e messi in coltura per 24 ore a 37°C
con I’aggiunta di ormoni prodotii dalle ghiandole sessuali. La fecondazione
avviene in vitro: si aggiungono gli spermatozoi e per circa 24 ore si man-
tengono In coliura insieme agli oociti. La microiniezieone avviene grazie
all’utilizzo di un microscopio: il DNA viene iniettato direttamente nel
pronuclec maschile. Dope la microiniezione gli zigoti vengono di nuovo
coltivati in vitro fino allo stadio di blastocisti e quindi vengono trapiantati
in una femmina ricevente.

Nel 1988, vedono la luce ad Edimburgo, presso il Roslin Institute, le
prime pecore transgeniche in grado di produrre un enzima umano,
IPantitripsina di tipo o1, utilizzato nella cura dell’enfisema, o il fattore IX,
associato quando carente ad una forma di emofilia. Tali pecore, che accu-
mulano queste sostanze nel latie, sono state ottenute combinando parti di
genl diversi ¢ sono ritenute utilizzabili per la produzione di farmaci. In
Fig. 21.70 & riportato il costrutto ingegnerizzato impiegato per la pecora
transgenica 7racy: ¢ stata combinata la regione codificante del gene codi-
ficante la antitripsina di tipo ¢ con il promotore della 3-lattoglobulina al
fine di ottenere la sintesi della proteina di interesse solo nel latte. Questo ¢
possibile perché il promotore della B-lattoglobulina permette la produzio-
ne del messaggero corrispondente alla regione codificante del gene per la
ci-aniitripsina sole nella ghiandola mammaria. La successiva traduzione di
tale messaggero comporta la presenza della proteina sole nel latte ¢ in
nessun altro organc o secreto dell’animale (Fig. 21.71).

Trai geni espressi nelle ghiandole mammarie il cui prodotto proteico viene secreto
nel latte per effetto di un promotore cosiddetto galatto-specifico, oltre alla lattoglubulina
& possibile citare quelli che presiedono alla sintesi della caseina e della proteina acida
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to alla pecora Dolly (B). Modificato da:
B.R. Click & ] |. Pasternak (1998).

del siero. Per ottenere I’espressione di un gene umano nel latte di un animale da alle-
vamento, il promotore e le sequenze regolative di questi geni galatto-specifici devono
essere associali in un vetfore di clonaggio con le regioni codificanti del geni di interes-
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Fig. 21.69 - Identificazione di fonda-
tori transgenici e selezione di indivi-
dui omozigoti per il gene esogeno.
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Fig. 21.70 — Elementi di un costrutto
transgenico formate assemblando il
promotore della -lattoglobulina con
la regione codificante del gene per
Iantitripsina di tipo ol.

Fig. 21.71 - La pecora Tracy insieme
ai suoi due agnellini.

se. Solo in questo modo la proteina codificata da un gene
esogeno verra espressa all’interno della ghiandola mam-
maria e secreta nel latte: il latte animale potra essere age-
volmente raccolto al fine di isolare la proteina umana.
La purificazione di una proteina dal latte € considerato
un processo relativamente semplice poiché il latte con-
tiene un nurnero ridotto di proteine diverse (Tab. 21.13).
Bisogna, infine, considerare che il latte dei mammiferi
rappresenta un mezzo molto comodo per recuperare e
purificare proteine che altrimenti sarebbero difficili da
ottenere senza sacrificare I’ammale.

Rispette alla produzione di proteine nei batteri, un
vantaggio notevole & connesso al fatto che certe proteine
sono prodotte correttamente e tendono a funzionare piu

efficacemente quando espresse nei mammiferi. Cio pud essere dovuto a modificazioni

Tab. 21.13 — Composizione in proteine del latte di vacca e di capra (espressa in grammi/litro}.

Proteine (g/1) Vacca Capra
Caseina

Cameina ayy 14,0 120
Caseina o, 34 1B
Caseing & 39 4.6
Caseina 10,0 16,0
Principali proteine del siere

Lattalbumina 1,0 0.8
Lattalbumina f3 3,0 2,8
Altre proteine

Sieralbumina 04 SConoscilto
Lsozima Tracce Konosciuto
Lantalermna 0,1 Sconasciuto
Immunoglabuling 0,7 Sconasciuto
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Proteina Animale Impiego

Lattoferrina Vacca Lisata come integratore di ferro negh alimenti
per l'infanzia

Altivatore tissutale det plasminogeno  Capra Usata come integratore di ferro negli alimentf

(TPA, tissue plosminogen aciivator) per linfanzia

Antitripsing e, Pecora Trattamento dell'enfiserma polmonare

Fattore IX Pecora Trattamento dell'emofilia

Fattore di crescita insufino-simde | Vacca Trattamento del diabete

(G-I, insulin-like growth facior 1)

post-traduzionali che hanno luogo nei mammiferi ma non nei batteri (ad esempio, il
legame di grppi saccaridici). Incltre, alcune proteine di eucarioti possono venire de-
gradate rapidamente o essere ripiegate in mode inappropriato nei procarioti. Diverse
seno le proteine umane di interesse farmacologico che si & riusciti a produrre nei
bovini, negli ovini e nei caprini (Tah. 21.14).

Le principali applicazioni degli animali transgenici nei settori della farmacologia,
medicina e chirurgia e zootecnia sono riassunte in Tab. 21.15.

Settore Finalita Specie animali
Farmacologia Proc e di bisfarmaci nel latte” Pacore, capra, bovird, s, top
Mediicina e chirurgia Modelli sperimentali per lo studio, il trattamento
e la prevenzione delle pit gravi malattie dell'uome Topi, ratti
Donatori di tessuti e organi per xenotraplanti Suini
54 & allevamento di animali resistenti
alle malattie infiettive ¢ peoplastiche Bowini, suini, pofly, pesc
Mighoramento quali-cuantitativo delle produs
ol glEmeenii g Qrgine animie Bowini, suin s, sl

*Riotarmaci per 'uomo gia in produzione da parte di animali transgenici:
ty-antitripsina umana per la terapia dell'enfisema

Proteina C umana per ka terapia delfa trorbosi

Fattari VIR e X di coagulazione del sangue umane per la terapia dell'emofilia
Lattoferrina umana per il trasporto sierico del ferro e I'attivita antibatterica
Attivatore tissutafe del plasminogena umane per la dissoluzione df trombi di fibrina
Emoglabina umana come sostituto def plasma umano nefle trasfusioni

L’impaito della tecnologia transgenica & aumentato notevelmente negli ulimi 10-
[5 anni e €10 s1 evince dal numerosissimi esempi di modelli di animali transgenici
creali per sviluppare specifiche ricerche in campo biemedico e farmaceutico, oltre
che zootecnico. Gli animall pit utilizzatl appartengono alle specie da laboratorio (cir-
ca il 95%), mentre il restante 5% & rappresentato da animali da allevamento. La mag-
gior parte degli animali transgenici presentano il genoma modificato 1 seguito al
trasferimento o al silenziamento (knock-out) di un determinato gene. Nel loro com-
plesso, questi animali hanno permesso un notevole avanzamento delle conoscenze di
base in biclogia.

Gli antmali transgenici consentono potenzialmente ’ottenimento di proteine in
modo migliore rispetto ai sisterni alternativi (batteri ricombinanti): la proteina codifi-
cata dal gene esogeno pud essere secreta nei fluidi corporei, come latte e sangue, & di
raccolta agevole e pud essere prodotta in grandi quantitd. In questi casi, I'interesse
delle biotecnologie farmacentiche & orientato verso la creazione di animali transgenici
quali vacche, pecore e capre, ¢ in misura minore anche conigli ¢ maiali, medificati
usando geni umani sotto il controllo di promotori esprimibili nella ghiandola mam-

Tab. 21.14 - Proteine prodotte nel
latte di animali da allevamento.

Tab. 21.15 - Principali applicazioni
degli animali transgenici e bicfarmaci
per l'uomo.
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Fig. 21.72 — Maiale transgenico per
I'ormone della crescita umano, deno-
minato Beltsville pig, dal nome della
stazione sperimentale del Maryland
(USA) dove & stato ottenuto. Fonte:
Pursel V.G. et ai. (1989) Science, 254:
1281-1288.

maria, capact di secernere le proteine unicamente nel latte. Negli ultimi anni si € svi-
luppata cosi una nuova industria, quella che utilizza gli animali transgenici come
“broreattori” allo scopo di produrre molecole con proprieta farmaceutiche o alimenti
con attivith terapeutiche.

Latecnica di microiniezione di DNA in cellule della linea germinale & quella mag-
giormente impiegata per gli animali da allevamento. Attraverso questa tecnica ¢ possi-
bile migliorare le caratteristiche produttive e qualitative nonché la resistenza a patologie
o Ja tolleranza all’ambtente degli animali, ma anche produrre animali in grado di sinte-
tizzare nel latte proteine ricombinanti di interesse nutraceutico ¢ farmaceutico.

Il primo animale di interesse zootecnico ad essere stato c¢lonate € il suino. Era il
1985. Da allora la transgenesi negli animali da allevamento & stata studiata con I'in-
tento principale di utilizzarla per incrementare la produttivita e le caratteristiche di
qualitd: 1 progett di ricerca in questi campi sono stati finalizzati ad ottenere un mag-
giore e piu rapido accrescimento corporeo degli animali da allevamento, con una au-
mentata massa muscolare e un ridotto deposite di grasso. A tale scopo sono stati pro-
dotti maiali e pecore transgeniche, introducendo 1 geni GH (growth hormone) codifi-
cante I’ormone della crescita e IGF-J (insuline growth factor) codifican-
te un fattore di crescita insulino-simile. In alcuni modelli si & spesso rea-
lizzata una espressione abnonme dei transgeni che ha portato gli animali a
sviluppare anomalie anatomiche ¢ fisiologiche, non sopravvivendo oltre
I'anno di eta (Fig. 21.72). 1l trasferimento del gene per |’ormone della

crescita ha invece consentito notevoli successi in alcune specie di pesci,
m portando all’ottenimento di salmoni transgenici con accresciute dimen-

Fig. 21.73 - Esempio di salmone
transgenice per I'crmone della cresci-
ta a confronto con un individue nor-
male,

sioni corporee (Fig. 21.73). Il peso dei pesci transgenict risulta, in media,
11 volte superiore a quelle dei controlli non transgenici. Questi risultati sono stati
raggionti ponendo il gene codificante per 1 ormone della crescita sotto il controllo del
promotore della metallotioneina ed introducendo il costrutto plasmidico in uova di
salmone per iniezione.

Recentemente sono stati prodotti majali transgenici, detii Enviropig, in grado di
sintetizzare I’enzima fitasi quasi esclusivamente-nelle ghiandole salivari poiché il gene
corrispondente & sotte il controllo di un promatore con elevata specificith di espres-
sione. Tale enzima secreto nella saliva agisce a livello dello stomaco alic stesso modo
della fitasi addizionata nei mangimi: & stato verificato che i maiali fransgenici produ-
cono fitasi in quantita sufficiente a digerire la totalita dei fitati contenuti nei cereali dei
mangimi. Di conseguenza, il fosforo normalmente presente nelle deiezioni & conside-
revolmente ridotto, in misura compresa tra il 55% e il 73%, a seconda dell’eta dei
soggetti. Cio comporta una drastica riduzione delle potenzialita di inguinamento am-
bientale provocato dall’ allevamento dei suini.

Tra gli animali domestici, oltre che nei suini, soggetti transgenici sono stati ottenu-
1l negli ovini, nei caprini e nei polli per miglicrare 1a qualita del latte, della lana o delle
uova. Ad esempio, uno degli obiettivi in ovini e caprini & quelto di ottenere latte con
meno lattosio, disaccaride che pud creare intolleranza, o pin ricco di proteine utili alla
caseificazione. Negli avicoli, invece, un obiettivo & quello di promuovere o di aumenta-
re la sintesi di particolari proteine nelle uova, Ad esempio, presse I'Universitd di Guelph
{Canada) sono stati prodotti polli transgenici in grado di esprimere una maggiore quan-
tita di tisozima nell’albume delle uova. Tale enzima, normalmente sintetizzato nell’al-
bume, & considerato un efficace antimicrobico in guanto degrada i polisaccaridi conte-
nuti nella capsula di rivestimento di molti batteri: per questa ragione, il lisozina ¢ co-
munemente isolato dalle uova e usato come antibiotico naturale per preservare gli ali-
menti. Un secondo obiettive perseguite usando polli transgenici e quello di implemen-
tare la variabidita di tipi di lisozima modificando la composizione amminoacidica della
proteina per ottenere un pill ampio spettro di azione contro i batteri.
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Nel 1990 1n Olanda ¢ stato ottenuto il primo toro transgenico, Herman (Fig. 21.74).
L’anno successivo sono state ottenute vacche trapsgeniche in grado di secernere la
lattoferrina nel loro latte: in questo caso I'obiettivo era quello di usare tale sostanza
come integratore di ferro negli alimenti per I'infanzia e per il trattamento della
setticemia.

Un settore sul quale le applicazioni biotecnologiche potrebbero fornire un contri-
buto molto importante & quetlo connesso ad un aumento della resistenza a malatiie. S1
ritiene che questo settore potrd avere un forte impatto sulla sicurezza alimentare e
sulla salute pubblica. La resistenza alla BSE & sicuramente un aspetto di primaria
rilevanza: nei topi € stato dimostrato che soggetti nei qualt 1l gene PrP, codificanie la
proleina pricnica responsabile delle encefalopatie trasmissibili in diverse specie di
animali, & stafo inatiivato sono resistenti alla BSE. Inoltre, sono state prodotte pecore
transgeniche con il prione inattivato e la loro resistenza alla “scrapie” (encefalopatia
ovina) ¢ in corso di valutazione. Le epidemie pii preoccupanti che hanno recentemen-
te colpito il genere umano — AIDS, influenza aviaria (tipo H3N1), SARS. ecc. - sono
dovute a virus trasmessi da specie animali. Creare animali resistenti a patologie ed, in
particolare, a infezioni virali potrebbe diminuire sensibilmente il rischio per I’'uomo
di contrarre malattie epidemiche.

Esperimeniti pilota di transgenesi sono 1n corso nei suini per inibire, ad esempio,
la preduzione di aminopeptidasi N, una proteina che costituisce il recettore cellulare
primario del coronavirus responsabile della gastroenterite acuta. Ricerche sulla
transgenesi sono in atto anche sui caprini per generare animali in grado di produrre e
secernere nel loro latte proteine del parassita responsabile della malaria, da utilizzare
per la vaccinazione. In particolare, capre geneticamente medificate che secernono nel
latte la proteina MSP-1 (Plasmodium falciparum mervozoite specific protein), agente
della malaria che s1 trova localizzata sulla superficie del plasmodio, sono in fase di
valutazione: se verrd dimostrato che questa proteina ¢ in grado di proteggere gli ani-
mali da esperimento (ad esempio, scimmie) dalla malaria, potra essere avviata una
fase di sperimentazione sull’uomo. Considerando che ogni anno oltre 500 milioni di
persone contraggono la malaria e di queste circa tre milioni muoione, le sviluppo di
un vaccino efficace nmane 1’ obiettivo prioritario.

21.9.1 Potenziali applicazioni delle biotecnologie genetiche animali e con-
siderazioni conclusive

Da millenni I’'uomo ha reso possibili scambi massicei di patrimonio genetico tra spe-
cie diverse: fra cavalla e asino (mulo), fra asina ¢ cavallo (bardotto), fra cinghiale e
maiale, fra cavallo e zebra, fra vacca e bisonte, fra leone e leopardo, creando animali
con genoma ibrido. Questi incroci comportano il rimescolamento di migliaia di geni
di origine diversa. La trasformazione comporta, invece, una modificazione mirata del
patrimonio genetico di un organismo, specificatamente per unc o pochi geni. La cre-
azione di animali con genomi ibridi non ha destato scandali di natura etica e non ha
creato risciii per 'ambiente o per l'uomo, cosi come la produzione di animali con
transgeni non pud innescare squilibri per gli agro-ecosistemi dal momente che 1 sog-
getti vengono allevati in ambienti protetti, sia che si iratii di animali da allevamento
che di animali da laboratorio.

Allo stato attuale delle conoscenze, le possibili applicazioni degli animali
transgenici in campo zootecnico € biomedico sono moelteplici. In particolare, la
transgenesi consente potenzialmente di: 1) introdurre geni di resistenza a patogeni
negli animali da allevamento; ii) migliorare le caratteristiche qualitative dei prodotti
zootecnici, principalmente carne, latte e lana; ii1) produrre proteine di interesse far-
maceutico € biotecnologico; iv) ottenere organi per xenotrapianti con minori rischi

Fig. 21.74— |l tore transgenico Herman
e la sua progenie (Gene Farming, Olan-
da}.
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connessi alle reazioni di rigetto; v) creare animali modello da laboratorio per lo studio
di diverse patologie umane o per la ricerca biologica.
Le applicazioni mirate al miglioramento delle produzioni zootecniche hanno cer-
cato innanzitutto di migliorare la qualith della carne. Molti studi sono stati condotti,
ad esempio, sul gene che controlla la sintesi dell’ormone somatotropo, sapendo che la
sovraespressione di questo gene aumenta la velocitd dello sviluppo muscolare. Allo
stesso modo si & cercato di migliorare la qualita del Jatte, variando 1'espressione delle
proteine del latte. Molte di queste applicazioni hanno lo scopo di rendere 1l latte bovi-
no pib simile a quello umano ¢ di eliminare le proteine che causano allergie o di
risolvere il problema dell’intolleranza al lattosic. Infine, si & anche tentato di miglio-
rare la quantitd e soprattutto la qualita delle produzioni di lana, aumentando la cheratina,
una proteina che entra nella composizione del peli.
Tab. 21.16 - Produzione di proteine [ applicazicne degli animali transgenici che piir & stata studiata ¢ sicuramente
ricombinanti di interesse farmaceuti- - conpessa all’impiego di questi animali come biofabbriche per la produzione di prote-
co nel latte di animali transgerici. . .. . o . Do .

ine di interesse farmaceutico. Sono gid molti ghi esempi di proteine prodotte in questo

 Proteina Specie modo, alcune delle quali sono gia entrate nelle fasi cliniche che perteranno al loro
-] -Anditigsing i utilizzo nell’vomo. come ad esempio 1 fattori della coagulazione del sangue (Tab.
Emoglobing umana  Tapo, Maiale 21.16). Le prospettive nel settore biomedico sono molto promettenti: Iinteresse &
Proteina C Topo, Maiale rivolto alla produzione di vacche da latte transgeniche capaci di esprimere anticorpi
Fattore Vil Topa, Pecora umani attivi nei confronti di malattie molto gravi come, ad esempio, 1l carbonchio o il
Fattare I Tepe, Feco vaiolo, di tossine letali come il botulino o di malattie connesse a deficienze del siste-
Hrachinas Tepa ma immunitario.
A= Tl e oy Capra Un esempio di produzione di una proteina di interesse biotecnologico da parte di
Eg;’p“‘en”a lﬂ;ﬁ::gl‘/jcca un animale transgenico & quello della capra che sintetizza, grazie all’inserimento di
T — un gene 1s_01ato da un ragno, una fibra r_no]to resistente e per tale motivo c_lenopnnata
—— Topo bmacm;uo”. In guesto an_u_nale, come in tutti gli animali transgenici th.l.].l'ZZ'dtl come
r— Gorgli biofabbriche, la proteina di interesse viene prodotta nel latte grazie all’utilizzo di pro-

motori specifici che permettone 'espressione del transgene a livello della ghiandola
mammaria.

La transgenesi pud, in alcuni casi, rappresentare I'unica via possibile per dotare
alcune specie di resistenze a malattie metaboliche, infettive e parassitarie. Un esem-
plo applicativo in questo campo & rappresentato dalla produzione di bovini transgenici
resistenti alla tripanosomiast. La tripanosomiasi, nota anche come malattia del sonno,
¢ causata da un protozoo parassita trasmesso dalla mosca tse-tse. 11 tripanosoma e la
mosca tse-tse riescono a rendere inabitabile, per fa maggior parte delle razze bovine
da latte e da carne, oltre 10 milioni di chilometr. guadrati di territorio, la zona pit
ricca di acqua e, quindi, pilt fertile dei continente africano. La difficolta di allestire un
vaccino & dovuta al farto che i tripancsomi, in grado di svilupparsi nel sangue, sono
rivestiti da un denso strato di materiale, detto mantello, con proprieta antigeniche,
capace di indurre una risposta anticorpale, estremamente variabile e talmente rapida
che 1l tripanosoma pud sfuggire ripetutamente agli anticorpi specifici prodotti contro
il precedente mantello antigenico. Tale evento pud ripetersi per decine di volte nello
stesso animale, rendendo cosi molte difficile produrre un vaccino in grado di contene-
re tutte le variabili antigeniche possibili nel tripanosoma. L’approccio 2l momento
seguito ¢ quelle di rendere 1 bovini resistenti alla tripanosomiasi mediante la produ-
zione di animali transgenici. [ noto, infatti, da molto tempo che alcune razze bovine
sono in grado di sopravvivere e di riprodursi in aree infestate dalle mosche (se-tse e
dal tripanosomi, senza 1 ausilio di farmaci (ripanocidi. Questa caratteristica di resi-
stenza naturale, nota comunemente con il termune di “tripanotolleranza”, & associata
quasi esclusivamente a ridotte popolaziom bovine, localizzate nell’ Africa Occidenta-
le, quali la N'Dama caratterizzata dall’assenza di gibbosita e dalla presenza di lunghe

Fig. 21.75 - Razza bovina africana
suscettibile alla tripanosomiasi (A) e .
razza N'Dama resistente (B). corna (Fig. 21.75).
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Strettamente connessa alla transgenesi & la clonazione. In campo animale la
clonazione pud essere utilizzata come tecnica di riproduzione per moltiplicare anima-
It geneticamente superiori, molto produttivi (riproduttori di razze da allevamento) o
aventi caratteristiche particolari (per esempio, razze 1n via di estinzione). Gli animali
oftenufi rappresentano dei gemelli monozigoti dell’animale donatore della cellula.
L'industria zootecnica potrebbe beneficiare moltissimo dalla clonazione di animali
geneticamente superiori, cosi come 1 programmi di miglioramento genetico poiché la
clonazione consentirebbe di moltiplicare i riproduttori maschi migliorator] da utiliz-
zare per la produzicne di seme. Nel 1999, Galli e collaboratori hanno ottenuto il toro
Gualileo (Fig. 21.76).

I ricercatori hanno messo a punto metodiche per la produzione potenziale di mol-
teplici copie di un singolo embrione. Tali metodiche rappresentanoc una via per ottene-
re un gran numero di animali con capacita produttive identiche tra Joro e superion alla
media. 11 metodo di clonazione diretto ¢ di maggiore rilevanza da un punto di vista
commerciale ¢ senza dubbio quello ottenuto mediante trasferimento nucleare. L'uti-
lizzazione di tale metodo fu ipotizzata dal tedesco Hans Spermann gia nel 1938 e la
tecnica per la sua realizzazione venne messa a punto sugli anfibi da Robert Briggs e
T.J. King nel 1952, Tuttavia, solo molti anni dopo i1l danese Steen Willadsen riuscira
ad applicare con successo nei mammiferi la clonazione usando il metodo del trasferi-
mento nucleare: egli ciond una pecora nel 1984 e un bovino nel 1986. A distanza diun
ventennio la clonazione mediante trasferimento nucleare da cellule embrionali & uti-
lizzata in modo quasi routinario negli ovini ¢ nei bovini. Le potenzialita sonoe enormi:
un embrione bovino allo stadic di morula consente mediamente di produrre fino a 30
nuovj embrioni i quali possono essere trasferiti in bovine riceventi ed i risultanti vitelli
ailevati e valutati per le loro capacitd produttive. Inoltre, gli embrioni non trasferiti
posseno essere congelati, conservati ed eventualmente utilizzat per ulteriori clonazioni.
Alcuni ricercatori stanno studiando la capacita che un embrione congelato-scongelato
ha di essere clonato € se gli embrioni clonati di seconda, terza e successive generazio-
ni sono in grado di produrre animali vitali.

Per quanto riguarda le applicazioni biomediche, I'aspetto pit importante della
clonazione animale ¢ quello di poter ottenere le cellule embrionali staminali da em-
brioni sviluppati per clonazione con cellule dei pazienti. Le cellule staminali hanno la
capacita di differenziarsi in tutti 1 tipi di cellule dell’organisme ¢ la ricerca sta facendo
rapidi progressi per mettere a puntc delle procedure che indirizzino il differenziamento
verso il tipo cellulare desiderato. Le potenzialita applicative sono veramente notevoli
e 1 risultati di queste ricerche potranno riveluzionare la terapia di molte malattie del-
I'uomo come, ad esempio, 1] diabete.

In prospettiva, uno degli obiettivi pili affascinant rimane comunque quello di
produrre € clonare animali transgenici per il trapianto di organi e tessutl nell’'uomo.
Laragione principale dell’attenzione che gli xenotrapianti stanno ricevendo dipende
dal fatto che essi rappresentano una possibile soluzione alternativa alla carenza di
organi umani per i trapianti. L'insufficiente reperibilita di organi e tessufl, unitamente
alle prospettive ancora treppo lontane di avere disponibili metodiche alternative han-
no indotto a focalizzare 1’attenzione negli ultimi anni sugli xenotrapianti. Gli
xenotrapianti possono essere definiti come “ogni procedura che comporti 'uso di
cellule vive, tessuli e organi provenienti da una specie animale e trapiantati o impian-
tati in un essere umano, o usati in perfusione attraverso 1 vasi sanguigni”, ora estesi
anche a “fluidi, cellule, tessuti e organi wmani che abbiano avuto un contatto ex vivo
con cellule, tessuti 0 organi non umani vivi’. Alcune proteine prodotte nel sangue,
dette “dl complemento”, appena individuano una sostanza estranea si aitaccano alla
sua superficie per segnalarlo al sistema immunitario che si attiva producendo anticorpi
specifici. Creare un animale i cui organi interni abbiano in superficie delle proteine il

Fig. 21.76 - Toro Galileo, primo clone
al mondo di un tore adulto provata
(sottoposto ad una prova di valutazio-
ne dei riproduttori) - CIZ Research and
Genetics.
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Fig. 21.77 - Figliata di suini transge-
nici.

fFig. 21.78 - Topo transgenico brevet-
tato.

pil1 possibile simili a quelle umane potrebbe consentire di ridurre o superare 1 proble-
mi connessi alle reazioni di ngetto. Dei quattro tipi di rigetto — iperacuto, vascolare
acuto, cellulare acuto, cronico — solo il primo & per il momento avviato alla soluzione.
Infatti, per quanto riguarda la forma pil grave di rigetto, essa comporta I attivazione
degli antigeni di istecompatibilita, conducendo alla necrosi del fessuto o dell’organo
entro breve tempo dall’innesto. La realizzazione di suini modificati geneticamente
(Fig. 21.77) in modo da indurre una risposta immunitaria pitt ridotta nell’ uomo inteso
come organismo ricevente, ¢ stato V'elemento che ha radicalmente cambiato le pro-
spettive sugli xenotrapianti, facendoli intravedere come una biotecnologia concreta-
mente applicabile nel contesto clinico. Nel 1995 sono stati tentati | primi esperimenti
con pazienli gravissimi in attesa di trapianto, che sono stati assistiti con fegato di
maiall (ransgenici ex vivo, clo¢ con organi non trapiantati all’interno del corpe ma
collegati tramite un macchinario all’esterno. In anni pil recenti, la sperimentazicone &
stata condotta anche per comprendere le reali potenzialitd di trapianti di cuore usando
maiali transgenici.

Attnalmente la sperimentazione sugli esserl wnani riguarda quasi esclusivamente
I'innesto di cellule, soprattutto di tipo neuronali fetati di suini, per la cura del morbo di
Parkinson {disordine del sistema nervoso con tremori e rigidith muscolare) e della
corea di Huntington (contrazione invelontaria dei muscoli), e per la perfusione atira-
verso 1l fegato cosiddetto bioartificiale, in cui sono utilizzati epatociti di suini, di pa-
zienti in attesa di trapianto di fegato.

Certamente I’applicazione pili utile degli animali transgenici e gid ampiamente
usata in specie da laboratorio ¢ quella connessa alla produzione di animali modello
per o studio di malattie umane. I topi seno il primo esempio di animale brevettato in
cui sono stati modificati alcuni geni specifici per provocare l'insorgenza del cancro al
tine di studiare questa patologia (Fig. 21.78). ’impiego di questi animali come mo-
delli per lo studio di malattie umane € possibile perché oltre il 90% dei nostri geni
sono omologhi a quelli del topo. Le potenzialitd della transgenesi nella ricerca in
campo biomedico sono immense ¢ non faciimente prevedibili.

Sommario

Nella societd moderna si avverte un crescente interesse verso le tematiche riguardanti
la sicurezza degli alimenti di crigine animale e la sostenibilitd dei sistemi di produzio-
ne animale. La risposta ai quesiti che tali tematiche sollevano possono essere fornite
ricorrendo a strumenti di analist fondati sulle recenti acquisizioni di genomica e
proteomica. L'insieme delle tecnologie messe a punto per I'analisi delle sequenze
genomiche e del polimorfismo molecolare pud fornire anche un valido contributo al
miglioramento genetico dei caratteri quali-quantitativi cosi come alla salvaguardia
delle razze autoctone, in particolare, ¢ della biodiversita a livello di specie, pit in
generale,

Analisi del genoma animale e selezione assistita da mar-
catori molecolari

La selezione genetica, finalizzata al raggivngimento di una uniformita fenotipica ele-
vata e idonea a massimizzare le produzioni, e la conservazione della variabilitd gene-
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tica nel suo complesso, benché rappresenting argomenti di ricerca differenziati in ter-
mini di finalitd. sone accomunati dal fatto che possono usufruire entrambi dell’enor-
me contributo connesso all’impiego dei marcatori molecolari. L'analisi del genoma
mediante marcatori melecolari € in grado di rilevare la diversita dovuta a mutazioni di
regioni di DNA omologhe in individui diversi appartenenti alla stessa specie o a spe-
cie diverse. Le differenze tra individui a livello di sequenza nucleotidica del DNA
costituiscono un insieme di marcatori genetici con alto potere discriminante e rappre-
sentano un sistema di analisi genomica di grande precisione.

La dispenibilita di marcatori molecolari co-dominanti e facilmente rilevabili, come
ad esempio microsatelliti (SSR, simple sequence repear) e SNP (single nucleotide
polymorphisnt), consente di accelerare 1 tempi richiesti per la selezione genetica e di
aumentare le possibilita di successo dei programmi di miglioramento genetico, ricor-
rendo alla cosiddetta selezione assistita da marcatori (MAS, marker-assisted selection).
La disponibilitd di marcatori molecolar: utili per la selezione assistita pud teorica-
mente apportare cambiamenti di rilievo sui metodi seguiti per selezionare razze supe-
riori che combinano il maggior numero di alleli marcatori e geni candidati selezienati
e quindi di alleli favorevoli ai loci che controllano i caratteri oggerto di miglioramento
genetico. La posizione nella mappa dei loci per i caratteri quali-quantitativi € la varia-
zjone allelica ai Joci marcatori associati sono due informazioni indispensabili per co-
stituire razze superiori in termini produttivi ed 1dentificabili a livello molecolare.

Neile specie animali, caratterizzate tipicamente da riproduzione incrociata, I’uso
di tali strumenti molecolari per il raggiungimento di un progresso genetico attraverso
la selezione assistita, sembra essere pit difficile rispetto a quanto avviene nelle specie
vegetali. Tuttavia, I'identificazione di loci per caratteri quantitativi (Q1L, quantitative
traft focr) e di Joci relativi a geni candidati (CG. candidate genes) preposti al controllo
di caratteri impertanti per le principali produzioni zootecniche (carne, latte, uova,
ecc.) pud essere considerevolmente accelerata ricorrendo a strategie di mappaggio
basate sulla stima del disequilibrio di associazione (LD, linkage disequilibrium).

In termini generali, nelle popolazioni di specie a riproduzione incrociata tale
disequilibrio & osservato soprattutio per loci strettamente associati. Nel settore
zootecnico, I'approccio basato sul LD & atlualmente quello piti promettente per I'iden-
tificazione di marcatori molecolari asscciati a geni qualitativi e soprattutto quantitativi
poiché consente un’elevata accuratezza della mappatura genica. I caratteri guantitativi
mastrano una variabilitd fenotipica continua ed hanno una eredit poligenica dal mo-
mento che sono controllati da piu geni. Le posizioni occupate da questi geni sui cro-
mosomi sono chiamate loct per i caratteni quantitativi ed ognuno di questt loci € prin-
cipalmente associato alla produttivita e alle caratteristiche di qualitd. L'approccio ba-
sato sui CG prevede, invece, la valutazione specifica di alcuni marcatori molecolari
riconducibili a specifici geni che si ritengono potenzialmente coinvolti nell’espressio-
ne del carattere quantitativo di interesse.

L acquisizione di tali informazjoni molecotari richiede un grande sforzo finan-
ziario e logistico iniziale. I vantagpi di ordine tecnico-economico rispetto ai metodi
tradizionali non sono stati, comunque, ancora del tutto quantificati. La conoscenza
dell’eredita e della ereditabilita dei caratteri quantitativi oggetto di selezione appare
determinante per comprendere le reali potenzialitd degli schemi di selezione assistita
da marcatori del DNA,

Attualmente 1'unica certezza ¢ forse quella che riguarda 1’uso degli strumenti di
analisi genomica basati sulla rilevazione di marcatori melecelari per attestare la gua-
litad delle produzioni zootecniche e garantire la tracciabilita di singoli genotipi e/o di
razze selezionate. D alire canto, la possibilita di misurare il polimorfismo genomico a
livello di popolazioni naturali e sperimentali attraverso ["uso dei marcatori molecolari
ha aperto interessanti prospettive anche per il monitoraggio della biodiversita a livello
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di specie € per la salvaguardia delle razze locali, soprattutto nell’ottica di garantire la
specificita delle produzioni zootecniche.

Le nuove sfide dei metodi di valutazione genetica quantitativa riguardano senza
dubbio la possibilita di integrare le informazioni fornite dalla genetica molecolare con
quelle sine ad ora disponibili nel campo dalla genetica quantitativa. L identificazione
di QTL, la validazione di geni candidati ¢ piil in generale la MAS rappresentano solo
alcune delle tantissime sinergie che potranno essere create tra genefisti quantitativi e
molecolari. Ad esempio, un sistema integrato di informazioni provenienti dai marcatori
molecelari usati per aumentare Iaccuratezza delle valutazioni genetiche dei riprodut-
torl in aggiunta alle informazioni fenotipiche rilevate sulle progenie prometie di avere
ricadute di elevato valore applicativo. Un’ulteriore integrazione tra genetica molecolare
e quantitativa pud essere individuata nella marker-assisted introgression ossia nella
possibilita di introgressione di uno specifico gene. Altre, possibili applicazioni riguar-
dano la niarker-assisted conservation, per migliorare I’ efficacia dei tradizionali sche-
mi di conservazione ¢ valorizzazione di risorse genetiche animali a limitata diffusione
e la traceiabilith genetico-molecolare proposta per garantire una tecnica affidabile di
identificazione degli animah di interesse zootecnico e dei loro prodotti alimentart.

in conclusione, I'evoluzione dei metodi di valutazione genetica nel campo ani-
male, ¢ non solc, sara sempre pit influenzata dallo sviluppo e dalla ricerca di nuove
tecniche statistiche o dal recupero ed adatramento di tecniche biometriche gia cono-
sciite in altri ambiti scientifici, associate a nuove conoscenze nell’ambito della
hioinformatica, della genomica e della conoscenza sempre pil approfondita dei mec-
canismi molecolari legati al controllo dell’espressione genica (trascrittomica e
proteomica).

Sicurezza alimentare

LLa sensibilita dei consumaton nei confronti della sicurezza alimentare € nolevolmen-
te aumentata negli ultimi tempi, soprattutte in seguite alle nuove tendenze agrarie
(impiege di OGM) e alle nuove emergenze sanitarie (come, ad esempio, la BSE). Nel
settore zootecnico, in particolare, si sono verificati spiacevoll eventi quali le epidemie
di influenza aviaria e di afta epizootica, che hanno destato forti preoccupazioni nel-
I’opinione pubblica. Quest eventi hanno minato la fiducia di molti consumatori, in-
ducendoli a ridurre il consume o addirittura ad interrompere 1'acquisto dei consueti
prodotu alimentari di origine animale. A questo si aggiunga il disorientamento creato
da troppi e spesso contrastanti messaggi che in tema di prodotti alimentari giungono
ail consumatori dalle varie fontt di informazione. D’altro canto anche gli agricoltori st
frovano ormai inseriti in un sistema commerciale sempre pill globale dove risulta dif-
ficile, senza particolari accorgimenti 0 adeguamenti tecnici, valorizzare le produzioni
locali, legate al territorio, e dotate di specificita e tipicita.

Negli ultimi tempi i consumatori hanno acquisito una maggiore consapevclezza
riguardo alla qualita dei prodotti alimentari, richiedendo garanzie sull’autenticitad det
componenti e sulla loro origine. In passato, I'autenticazione det cibr comprendeva il
rilevamento delle proteine specie-specifiche, con saggi che impiegavano una varieta di
metodi immunologici ed elettroforetici, ma che nascondevanc delle insidie. Essendo |
prodotti il risultate di un processo che prevedeva anche trattamenti col calore, la com-
posizicne proteica complessiva poteva risultare alterata a causa di eventi di denaturazione.
[noltre, la maggior parte dei metodi commerciali era orientata verso 1'uso e ’analisi di
proteine del plasma, che & una frazione facilmente contaminabile e che pud portare a
risuitafi scarsamente interpretabili. Ora I'attenzione si & concentrata verse saggi basat
sul DNA come fonte di informazione. In effetti, il DNA ha numerosi vantaggi rispetto
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alle proteine: 1) & pil termostabile di molte proteine; ii) & presente nella maggioranza
delle cellule degli organismi; iii) pud potenzialmente fornire pin informazioni delle
proteine. Inoltre, Ja tecnologia di analisi del DNA & pib rapida e adatta ad essere
automatizzata, semplificando cosi notevolmente le procedure dj autenticazione.

Un numero sempre maggiore di imprese del comparto agro-alimentare si & dotato
di un sistema di rintracciabilita inferno, o comunque riferito alla parte di filiera di
competenza, ma si pone con sempre pitt urgenza 1’esigenza di poter documentare
I'intera catena agro-alimentare da monte a valle, dal produttore al consumatore, dal
conferimento, alla lavoraziene e/o trasformaziene fino alla vendita. L'Unione Euro-
pea, con I’approvazione del Regolamente CE n. 178 del 28.01.2002, ha reso obbliga-
toria a partire dal 1° gennaio 2005 la rintracciabilitd agro-alimentare, definendola
come la possibilita di ricostruire e seguire il percorse di un alimento, di un mangime,
di un amimale destinato alla produzione animale o di una sostanza destinata o atta ad
entrare a far parte di un alimento o di un mangime attraverso tutte le fasi della produ-
zione, della trasformazione e della distribuzione. Le imprese, con le loro associazioni,
organizzazioni, consorzi, ecc. scelgono la rintracciabilita non solo per otiemperare a
norme obbligatorie, ma soprattutto come strategia di sviluppo per vari obiettivi: 1) una
risposta all'inquietudine del mercato e dei consumatori; i1) uno sttumento di gestione
interna del rischio, di coordinamente di filiera (rapporto clienti/fornitori), di vantag-
gio compeltilivo; 1i1) un requisito di conformita ai fini della certificazione di qualita.

"Con il termine di tracciabilita si intende 11 processo informativo che segue il pro-
dotto da monte a valle della filiera produttiva, mentre per rintracciabilita si intende il
processo inverso che permette di risalire da valle a monte le informazioni distribuite
lungo la filiera. I benefici per i consumatori si possono sinteticamente ricondurre alla
prevenzione delle frodi, all’aumento delle garanzie sulla identificazione di determina-
ti ingredienti presenti nei vari prodotti alimentari, alla possibilita di scelta tra aliment
prodotti in zone e con modalita diverse. La tracciabilitd deve essere riferita ad ogni
singola porzione di prodotto. Risulta pertanto di estrema utilita, specie per i prodotii
animali le cui parti giungone spesso al consumatore separatamente 1'una dall’altra, la
messa a punto di un sistema di tracciabilitd genetica basato su marcatori molecolart,
che possa offrire in qualsiasi momento la possibilita di accertare 1'origine delie carni,
senza 1 margini di errore evidenziati dai tradizionali sistemi di etichettatura.

Lo sviluppe di marcatori melecolari PCR-derivati per 1’analisi del polimorfisimo
genomico (marcatori SSR) e genico (marcatori SNP) ha reso i sistemi diagnostici per
'identificazione genetica degli animali di semplice applicazione, sostenibili econo-
micamente, affidabili e adatti all’automazione. La tracciabilita genetica rappresenta
quindi uno strumento potente ed affidabile per controllare e validare 1 sistemi di iden-
tificazione tradizionali: essa si basa direttamente sul prodotto alimentare ¢ non sul-
I’etichetta del prodotto alimentare, consentendo cosi di tracctare 1 tagli di carne fino al
singolo animale di origine e di verificare la cornispondenza con 1 dati dichiarati nella
sua elichettatura. Si prospetta quindi la possibilita di un’etichettatura basara sulla
tracciabilitd genetica a supporte di quella convenzionale che pud certamente contribu-
1re a salvaguardare il consumatore e a totelare il produttore e il trasformatore da pos-
sibili errori, frodi o alterazion di varia natora.

Biotecnologie genetiche: animali transgenici e clonazione

Le tecniche di ingegneria genetica e di coltura in vitro sono state applicate anche agh
animali allo scopo di trasferire geni eterologhi nelle cellule novo fecondate o nelle
cellule embrionali per oftenere cosi individui transgenici, oppure di clonare ammali
da laboratorio ¢ da allevamento.
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L’ottenimento di mammiferi transgenici, corredati di caratteri nuovi che non avreb-
beroc mal potuto acquisire per via sessuale, pud essere raggiunte trasferendo speciali
vettor: plasmidici in cellule uovo fecondale oppure in embrioni costituiti da poche
cellule. I meted; attualmente utilizzabili per il trasferimento genico negli animali pre-
vedono: 1) Vintegrazione di geni in embrioni ad uno stadio molto precoce per mezzo
di retrovirus; i1) la microiniezione di DNA esogeno nel nucleo spermatico di una cel-
lula uovo appena fecondata; iii) il trasferimento di nuclel geneticamente modificati in
cellule uovo private del materiale nucleare; iv) Uincorporazione nell’embrione, ad
une stadio di sviluppo molto precoce, di cellule staminali geneticamente modificate;
v} il trasferimento di geni mediato da spermatozoi.

11 metodo pin utilizzato & quello basato sulla microiniezione di DNA: esso con-
sente di inserire il gene esogeno direttamente nel nucleo spermatico ingrandito
{pronucleo) di una cellula uove appena fecondata. In questo caso sonoe necessarie
femmine donatrici superovulate che dopo essersi acceppiate debbono essere sacrifi-
cate al fine di prelevarne le cellule uovo fecondate. Hl gene pud quindi essere integrato
nel genoma dello zigote che, opportunamente trapiantato in una femmina ricevente,
potra svilupparsi fino alla nascita di uno o pi animali transgenici. Una parte della
progenie ottenuta dalle cellule uovo impiantate presentera il gene esogeno in tutie le
proprie cellule. Poiché I'integrazione del transgene avviene solitamente in singola
copia, determinando una condizione emizigotica, sard necessario incrociare gli ani-
mali transgenici tra loro allo scopo di selezionare nella discendenza quelli che presen-
tane il transgene su entrambi i cromosomi omologhi. Tali animali sono in grade di
trasmettere il transgene a tutte le cellule della linca germinale.

La tecpica basata sul trapianic nucleare ¢ sostanzialmente quella applicata nel
1997 dal gruppo di lan Wilmut del Roslin Institute di Edimburgo (Scozia) per la
clonazione della famosa pecora Dolly. In questo caso specifico vennero impiegati nu-
clei in fase di quiescenza di cellule epiteliali di ghiandola mammaria in coltura per la
fusione con cellule uovo provenienti da un’altra pecora di razza diversa ¢
preventivamente private del nucleo. Dopo la fusione. la cellula somatica rinucleata fu
allevata in vitro fino allo stadio embrienale, quindi venne impiantata nella madre adot-
tiva. Tale espetimento ha dimostrato, per la prima volta, la possibilita di ottenere indi-
vidui completi partendo da cellule somatiche in coltura, e la totipotenza del nucleo di
una cellula di individuo adulto differenziata, aprendo pertanto nuove prospettive per
la produzione di animali geneticamente modificati ¢ per la loro clonazione.
L’ ottenimento di cloni transgenici prevede il frasferimento dei geni esogeni nelle cel-
lule somatiche in coltura anziché nelle cellule uovo fecondate o nelle cellule embrionali.
I nuclei prelevat dalle cellule donatrici geneticamente modificate posseno essers in-
seritl nelle celjule riceventi enucleate in modo che il gene esogeno possa trasmettersi
alla discendenza ed esprimersi in 0gni sio componente.

Tra gl animali domestici, oltre che nelle pecore, soggetti transgenici sono stati
ottenuti net maiali, nelle capre e nei polli. Gli animali transgenict consentona poten-
zialmente I"ottenimento di proteine in modo migliore rispetto ai sistemi alternativi
{batteri ricombinanti}: 1a proteina codificata dal gene esogeno pud essere secreta nei
fluidi corporei, come latte e sangue, ¢ di raccolta agevole e pud essere prodotta in
grandi quantita. In questi casi, I"interesse delle biotecnologie farmaceutiche & orienta-
to verso la creazione di animali transgenici quali vacche, pecore e capre, € in misura
minore anche conigli e maiali, modificati usando geni umani sotto il controlla di pro-
motori esprimibili nella ghiandola mammaria, capact di secernere le proteine unica-
mente nel laite. Negli ultimi anni si & sviluppata cosl una nuova industria, quella che
utilizza gl animali transgenici come “bioreattori” allo scopo di produrre molecole
con proprietd farmaceutiche o alimenti con attivita terapeutiche.
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Allo stato attuale delle conoscenze, le possibili applicazioni degli animali
transgefici in campo zoctecnico € biomedico sono molteplici. In particolare, la
transgenesl consente potenzialmente di: 1) introdurre geni di resistenza a patogeni
negli animali da allevamento; i1) migliorare le caratteristiche qualitative dei prodotti
zootecnici, principalmente came, latte e lana; iii) produrre proteine di interesse far-
maceutico e biotecnologico; 1v) otlenere organi per xenotrapianti con minori rischi
connessi alle reazioni di rigetto; v} creare animali modeilo da laboratorio per lo studio
di diverse patologie umane © per la ricerca biolegica.

Un settore sul quale le applicazioni biotecnologiche potrebbero fornire un contri-
bute molto nmportante & quello connesso ad un aumento della resistenza a malattie
negli animali in produzione zootecnica. Si ritiene che queste seitore potra avere un
forte impatto sulla sicurezza alimentare e sulla salute pubblica. La resistenza alla BSE
& sicuramente un aspetto di pnmaria rilevanza: nei topi ¢ stato dimostrato che soggetti
nei quali il gene PrP, codificante la proteina prionica responsabile delle encefalopatie
trasmissibili in diverse specie di animali, € stato inattivato sono resistenti alla BSE. Le
epidemie piu preoccupanti che hanno recentemente colpito il genere umano — A1DS,
influenza aviaria (tipo H5N1), SARS, ecc. — sono dovute a virus trasmessi da specie
animali. Creare animali resistenti a patologie ed, In particolare, a infezioni virali po-
trebbe diminuire sensibilmente il rischio per I'uomo di contrarre malattie epidemiche.
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