PRINCIPALI CRITICHE MOSSE AGLI OGM

- presenza del gene marcatore per la resistenza
a un antibiotico

possibilita di sviluppo di
microrganismi resistenti
(flora intestinale)

* flusso genico - dispersione del transgene
attraverso l'ibridazione






PERCHE?

- Opinione pubblica

- Antibiotici ed erbicidi rallentano la crescita e
la rigenerazione della pianta

- Possibilita di inserire piu geni in fasi
successive senza dover usare marker diversi



1) Evitare completamente l'uso del gene marcatore
PCR per lo screening

2) Uso di geni marcatori che non hanno attivita
biologiche potenzialmente “dannose”

3) Co-trasformazione di 2 costrutti: uno con il tratto
desiderato e l'altro con il marker sequita dalla
segregazione dei due

4) Rimozione del gene marcatore dopo selezione delle
piante trasformate



Uso di geni marcatori che non hanno attivita
biologiche potenzialmente “dannose”

SELEZIONE POSITIVA

“screenable markers”

Composti di selezione non tossici (aumento
dell'efficienza di rigenerazione)

Le cellule trasformate acquisiscono un
vantaggio metabolico o nello sviluppo




“screenable markers”

ESEMPI

SELEZIONE POSITIVA

- fosfomannosio isomerasi (pmi) di E. coli:
capacita di crescere in terreno con mannosio come fonte

di C
(6olden rice II)

- xilosio isomerasi: capacita di crescere in terreno

con xilosio come fonte di C




SELEZIONE POSITIVA

ISOPENTENIL TRANSFERASTI (/p?): i tessuti
proliferano anche in assenza di citochinina

"Extreme shooty phenotype” perdita della
dominanza apicale e assenza di radici

non puo essere usato con un promotore costitutivo
- promotore inducibile
- rimozione del marker



COTRASFORMAZIONE

transgene e gene marcatore
separati

VRN

2 vettori binari
nello stesso ceppo
di Agrobacterium

2 ceppi di
Agrobacterium ognuno
con il proprio
costrutto
(6olden rice)

I trasformanti avranno il transgene di interesse e il gene
marcatore non associati
—p separazione mediante incrocio e segregazione



Co-trasformazione

Svantaggi

- Non utilizzabile per piante propagate vegetativamente,
né per specie con lunghi tempi di generazione (alberi)

- Bassa efficienza, solo una parte delle piante
selezionate avra acquisito anche il transgene per
il tratto di interesse



RIMOZIONE DEL GENE MARCATORE

Il gene marcatore viene rimosso dopo
aver effettuato la selezione delle
piante trasformate

- ricombinazione sito-specifica
- trasposizione

- ricombinazione omologa




Ricombinazione sito-specifica

sistemi basati su ricombinasi microbiche

—p  fiancheggiare il marker con sequenze
riconosciute da ricombinasi

loxP §'ATAACTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATS’ loxP - C h . p1
FRT 5'GAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTT3' oxr - cre Gﬂ'emofago
RS  5'TTGATGAAAGAATACGTTATTCTTTCATCAA3’

o s B FRT - Flp 2u S. cerevisiae

Cleavage

RS - R Zygosaccharomyces rauxii

‘Cleavage

le ricombinasi Cre, Flp e R non richiedono specifici
fattori né modificazioni per funzionare in pianta



Ricombinazione sito-specifica

foxP, foxP,
FRT, FRT,
RS

RS
Cre,
Flp.
R



Ricombinazione sito-specifica

Come viene inserito il gene per la ricombinasi?

- Trasformazione della linea transgenica con il costrutto
che esprime la ricombinasi
(svantaggio: necessita di introdurre un altro marker)

- Incrocio con una linea trasformata con il gene della
ricombinasi

In entrambi i casi il gene del tratto desiderato e il gene
della ricombinasi devono essere separati per segregazione



Ricombinazione sito-specifica

Svantaggi

- E' richiesto l'incrocio sessuale per la rimozione
della ricombinasi —> non si puo usare con piante
propagate vegetativamente

- L'esposizione prolungata alla ricombinasi microbica
puo portare a cambiamenti nel genoma



Trasposizione

Il gene marker é inserito su un elemento trasponibile

l excisione di Ac



ESEMPIO

marker ipt su elemento
trasponibile

“extreme shooty phenotype” L

trasposizione

comparsa di germogli
“normali” da ESP

Trasposizione




Svantaggi

Trasposizione

- Efficienza molto bassa (il trasposone tende a re-

integrarsi)

- Cicli successivi di excisioni e integrazioni possono

indurre mutazioni in loci diversi

- Se il marker é associato all'elemento trasponibile

non autonomo il gene per la trasposasi deve
essere inserito (incrocio) e poi separato per
segregazione




Ricombinasi e trasposasi

- espressione transiente: iniezione "“in vitro” in

protoplasti dell'mRNA

- esposizione transiente della pianta ad Agrobacterium
che esprime la ricombinasi. La trascrizione di T-DNA

non integrato sembra
del marker

- fusione VirE2::Cre -
da Agrobacterium nel
indipendentemente da

sufficiente per I'eliminazione

a ricombinasi viene trasportata
a cellula vegetale

T-DNA



la ricombinasi non puo essere
costitutivamente espressa

utilizzo di promotori inducibili chimicamente




sistema del vettore MAT

(multiautotransformation)

ESEMPIO

RB—m—RS—m ricombinasi R ==  /p} ==RS=m|B

1 Safener

o T — L

il promotore GST é inducibile da erbicidi Safener



—Safener +Safener

in assenza di induttore, l'espressione del gene IPT determina un
fenotipo extreme shooty. in presenza di induttore, I'espressione della
ricombinasi determina la rimozione del marker IPT e quindi un fenotipo
normale



ESEMPIO

prom. G10-90 prom. OlexA-46

RB—}lome ricombinasi Cre ==|oxP -- LB

l B-estradiolo

RB=>loxP=  GFP = LB

il promotore costitutivo 610-90 determina
I'espressione della GFP




sistema del vettore MAT

Vantaggi

- la rimozione del marker e della ricombinasi non
richiede incrocio e segregazione

- l'esposizione all'azione della ricombinasi é breve



PRINCIPALI CRITICHE MOSSE AGLI OGM

- presenza del gene marcatore per la resistenza
a un antibiotico

possibilita di sviluppo di
microrganismi resistenti
(flora intestinale)

» flusso genico - dispersione del transgene

attraverso |'ibridazione




TECNICHE PER IL CONTENIMENTO GENICO

Sterilita maschile non si sviluppa il polline
Terminator semi sterili

(inducibile)
Apomissia produzione di semi

senza fecondazione

Trasformazione cloroplasti



TERMINATOR TECHNOLOGY

inducer
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—
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binding site recombinase gene ‘\‘\.H -.rE
recombinase
| I
GENE 3 —_—
late promoter ! blocker | boxin gene \\3'.'1 @

el
/ toxin
LEA promoter ribosomal inhibitor protein



TERMINATOR TECHNOLOGY
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TERMINATOR TECHNOLOGY

indicer
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TRASFORMAZIONE DEI
CLOROPLASTI

Corllaboss homborlhadou wall



trasformazione cloroplasti

I cloroplasti si trasmettono per eredita materna

!

NON SONO PRESENTT NEL POLLINE



trasformazione cloroplasti

ALTRI VANTAGGI

Elevati livelli di espressione
plastoma: 120-180 kb altamente poliploide

1000 - 10000 copie
genomiche per cellula

Nei cloroplasti si formano i ponti disolfuro

l

produzione di proteine di interesse farmaceutico




trasformazione cloroplasti

DA CpDha,
Chiloroplast Single gene: Cp P M rhemr ﬁn F[*ﬁ' 3
transformation calNA
veclors Multiple genes: P % 1>| f:>| E>E":}—p
RES Y RESY RRS

E' possibile inserire piu geni in un unico
operone sotto il controllo dello stesso
promotore




trasformazione cloroplasti

Ricombinazione
WVildtype
Om0|oga plastid

ganome

]

Transformed
plastid

Gene of gensme
interast

RTR

Gurnzent Cpinion in Flant Biology

Non si ha "effetto
di posizione”




trasformazione cloroplasti

Si utilizzano vettori che permettono l'inserimento del
costrutto in regioni intergeniche in modo da non
alterare I'espressione dei geni endogeni

Si possono usare anche vettori shuttle per il
mantenimento episomiale

Poco usati: la pianta deve essere sempre mantenuta in
condizioni selettive per evitare la perdita del plasmide

Tecniche di trasformazione
- sistema biolistico

- trattamento con PEG




trasformazione cloroplasti

Marker di selezione

aadA - amminoglicoside 3-adeniltransferasi

conferisce resistenza alla Streptomicina/Spectomicina

Selezione positiva
BADH betaina aldeide deidrogenasi

espressa helle piante adattate a crescere in condizioni di stress

idrico-salino

conferisce resistenza alla betaina-aldeide

® e

—= With betaine aldetwde  Higher fransformation efficiency

— ==

Lower transformation efficency
Gane delivery Selection Regeneration




. . trasformazione cloroplasti
Cassetta di espressione

Stem-loop Ribosome Stem-loop
Mg;&—qj— mRMNA Translation
FEen P iy T
- DA Transcrpion
+ Promoter + Coding region + 3'-L.ITR*
Fo +5UTR o m =
83 £5 £ F
2 R — T T
/ AN
promotor leader terminator

PEP: Plastid-encoded plastid RNA polymerase

Il promotore generalmente usato é
prrn = promotore dell'operone rRNA plastidico

5-UTR contiene una struttura stem-loop e sequenze che
facilitano il caricamento delmRNA sui ribosomi
I livelli di espressioni sono influenzati dalla 5'-UTR



trasformazione cloroplasti

Table 2. Accumulation of recombinant proteins in chloroplasts

Protein TSP Plasmid Promoter 5 -UTRY M-terminal Coding F-UTR*  BRef.

concemration fusion region
GUSs 2.5% pJS B0 Poaba pa b - i dd prabA |GG
MPTI 1.0%% pTMH32 Prrn rbcl rhel; BAh neo pahd |21]
MPTII 2.5% pHE3 Frrn atp B - e rbel (1) [&4]
NPT T.0% pHE3D Pron{ 1} atp B atp B 1444  mpeo rbel (1) [22]
MPTII 4.0 pHESD Prrn aip B atp B; 1484°  mneo rbel (1} | 22|
MPTII 4. pHE3S Prrn rbcl - e rbel (1) |G
MPETII 108% pHE3 Pronf 2} rbol rbol; 1444 el rbel {1} [22]
RNETII 031 % pHESd Prrn rbel rbol; 14845 fyl=led rbcl {1} [22]
NPT Z30% pHEAD Frrn TFgid - by l=le] rbed (1 23]
NPT 16.4% pHE3E Prrn TZgid T7gikiddd neo rbcd {1} [Z3]
MPTII 016 % pHE3S Prrn TFgid synthetic e rbel (1) [ £3]
Tatl 2510% pJSTIO Prrn TFgid - tet C-AT rbel {1} [3E]
Tatl 10.0% pJSTi1 Frrn atph - et C-GC rbel (1} [38]
Tatz 10.0% pJSTI 2 Prin T7gid — tetC-AT rbcl (1} [38]
EFSPS 000 1% PROM301Z3 Prrn rbol - CP4bact maTh 2 |31
EFSPS 0,00 2% PRAOM30130 Prrn rbol - CPdaynt maTE 2 [31]
EFSPS 0.2% PRMOM3ETTS Prrn T#gid - CP4bact mpeTE 2 |31]
EFSPFS 0.3% PRAOM 3B T0E Prrn TZgid - CP4syint maTh 2 |31
EFSPS = 1000 PRAOMA5259 Prrn TZgid GFF; 1444 CPadsynt maTh 2 |31
Cre o L (L PR Prrmar TBL = gfp msTE (2} [55]
GFP 5.0% MRZ 20 Prenl 3p rbol - gifio peTE 2 48]
AaD-GRPF B0 pMEKSE Pronf 16 atp B atp B; 1444 aadi-gfip pahd |54
AAD-GFP 18.0% pMSKST Prenl 2f rhcl rbel; 1448 aadi-gfp pabd [58]
Ukiquitin-somato tropin Fiy PRION 38T Prrn TFgid - el (2 [41]
PAT = pEO3 Pronf 1} aitpg atp B; 1444 g-bar rbel (1) [45]
PAT = 0 pEO1E Prenl 1) aipB atp B; 1444 b-bar2 rbcl {1} [45]
CrylAc 5.0 pE5224 Pronl 3} rhcl - ciy 1A(cl malE (2} [36]
Cry2fa2 0% PZ5-KM-cry 24 Bt - cry2AaZ 7 [70]
Cry2fie2, 20-kDs; 29 kDs; CTE  453% pLO-BD Cry2As2  2x-Prm Bt - orff-orf2-cry2da2  psbA |63]

4.1% pLO-LH-CTE Z2x-Prm synthetic - cixg pabA [¥1]




Table 2. Foreign gene expression in chloroplasts of higher plants2

trasformazione cloroplasti

Genes and use

Gene products and uss

Refs

Selectable markers and reporters

aads
npitl
codd
BADH
widA

cat

afp
aadAgio

Aminoglycoside-3"-adenylyltransferase
Meomycin phosphotransferasa
Cytosine deaminase

Betaine aldehyde debydrogenass
fi-glucoronidass

Chloramphenicol acetyl transferase
Gresn fluorescent protain

Selectable or scresnable fusion protein

Plant traits: herbicide resistance

arod
bar

Insect resistance
CryTAc

Cry2Aad
Cry2Aad oparon

Pathogen resistance
msi-94

Dirought or salt tolerance
tp=d

BADH

Armino acid bissynthesis
EPSPS

AsAZ

Phytoremediation
mer A
mer g

Glyphosate resistances
Bialaphos resistance

Hacillus thuringiensis (Hi) toxin
Hacillus thuringiensis (Hi) toxin
Hacilus thuringiensis (Hi) toxin

Bacterial, fungal resistance

Trehalosa phosphate synthasea
Betaine aldehyde debydrogenass

S-enol-pyruvyl shikimate-3-phosphate synthase
Anthranilate synthase (A5) o-subunit

[ercuric ion reductass
Oroanomercurial lyase

Mon-plant traits: bicpharmaceuticals

haT

H5A

msi 99
promsuin
TN e &

Moncclonals
Guy's13
Biomedical polymer
gugw 120

Edible vaccines
cixl

Human somatatropin
Human serum albumin
Anticancer, lylic antibiotic
Humanirsulin, i chains
Human interferon ob

For dental caries against Streplococcus miotans

Bioelastic protein-basad polymer

Cholera toxin f-subunit

[14]
[52]
[53]
[4]
2]
[9,11]
[24,54]
[47]

[2,19]
[18,20]

(1]
[16]
(2]

(171

2]
[4]

[2,19]
[55]

(7]

(171
i

[21]

[E]




Proteine di interesse farmaceutico e
vaccini espressi

in cloroplasti

Therapeufic proteins {Tene Site of Promwoter 53" regulatory elements Yo tsp expression Lab
integration
Elastin derived polymer EG121 rulinmA Erm TTzenelTo:bAa Dy Draniell
Humnan sonstomopin RET raVirps 1257 Prmo®, PprbAP  T7genel(® orprbA®Trpzl6  7.0%% and 1.0%°  Monsanto
Chaolera toxin CoeB rulinmA Frrn Ggazz/ TpshA 4. 1% Draniell
Auntimicrobial peptide MEI-00 rulinmA Frrn Ggazz/ TpshA 21.5% Draniell
Insulin like growth factor IzF-1 mralimmA Frm Pozb A TpsbA 33% Draniell
Interferon alpha 3 INFws rulinmA Erm PpzbATrshA D Draniell
Interferon alpha 2b INFulB rulinmA Erm PpzbATrshA 19% Draniell
Tetanus toxin TerC (bacterial mwVips127  Prm T7 zene 10°, aipB TrdcL 259, 104" Maliza
and synthetic)
Humnan serum alumin hza ruliomA Prio®, PpsbAY  peazs?. prbADTpsbA 0.02%% 11.1%°  Daniell
Interferon garmana IFN-g riécLiaccD PozbA Ppzb A TpsbA %0 Feddy
WMeoneclonal aniibodies iy s 13 mralirmA Pin Geagz TosbA NI Draniell
Avthrax proteciive antigen  Fag mralirmA Frm Pozb A TpsbA 18.1% Draniell
Plagus vaccins CaFl~LerV rulinmA Erm PpzbATrshA 14 8% Draniell
Canina Parvevims (CFV) CTB-IL21L mulinmA Prma Posbh A TpshA 31.1%, 22 6% Draniell WVeramendi

GEP-2121




ANALISI QUALITATIVA E

QUANTITATIVA DEGLI OGM



Analisi qualitativa
verificare la presenza o meno di OGM

Analisi quantitativa
determinare “"quanto” OGM c'e



Identificazione
oM

Negativo
Rilevazione

test OGM oem

Positivo

Autorizzato?

P

b

Analisi dei
singoli
ingredienti

Etichettatura non necessaria

- Meno dello 0.9%

Etichettatura

— Piu dello 0.9%

Quantificazione O6M



= mais
= mais GM

etichettatura
non richiesta

= mais
= Mais GM

etichettatura
richiesta



® mais
B GM mais A
GM mais B

etichettatura
richiesta



Strategie per l'identificazione di OGM

e metodi basati sulla determinazione della proteina

- Western Blot
- ELISA

e metodi basati sulla determinazione del DNA

- Southern Blot
- PCR qualitativa
- PCR quantitativa




metodi basati sulla
determinazione della proteina

esistono anticorpi per le proteina CP4 EPSPS
e Cry 1Ab (Bt)

L'ELISA puo essere usato per screening

Il western blotting ha un uso confinato alla
ricerca



base
pairs
(bp)

500
400
300

200

100

metodi basati sulla
determinazione del DNA

% GMO content
M nt O 0.10.52 100C+

Risultati Amplificazione

A y A A A -

ﬁ
e - <—180bp

Elettroforesi




Sequenze comunemente coinvolte utilizzabili per
la determinazione degli OGM

- CaMV 35S promoter
- NptII

- Nos terminator

- bar

- pat

Primers per PCR disegnati sulla base di
queste sequenze



Specificita nella scelta dei primers

£ rfvee Walor- fowden Gene construct

'__.A.__‘

Promoter Terminator
{start signal) {stop signal)
E I 5
Host DINA Gene coding for new feature Host DNA
{left Mank) (the modified oene) (right Mank)

Targets for PCR based detection of genetic modifications,
ordered after degree of specificity:
1 = low specificity, 4 = transformation event specific



PCR quantitativa

due metodi di base

- Quantitative end-point PCR

Competizione tra un DNA standard e il DNA da determinare

Limite di rilevazione circa 0.1%

- Real-time PCR

La concentrazione del DNA puo essere determinata dal ciclo di
amplificazione durante la fase esponenziale

Limite di rilevazione circa 0.1%



Real-Time PCR - Determinazione del ciclo soglia

0.2 =
0.18 <+
0.16 <+
0.14 T === 10000
= 5000
0.12 <+ 2000
== 1000
0.1 <+ —#=500
=& 100
=== notemplate
0.08 <+
0.06 T+ Threshold
0,0 4 0 Ve —
0.02 <+
N

Cycle Number




