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SELEZIONE DELLE PIANTE TRASFORMATE

nel costrutto si inserisce un gene marcatore
per la selezione

e Resistenza ad un antibiotico

e Resistenza ad un erbicida



selezione’

gene (prodotto) sorgente fenotipo
nptII (neomicina E. coli resistenza antibiotici
fosfotransferasi) aminoglicosidici (neomicina,
kanamicina)
hpt (igromicina Klebsiella resistenza antibiotico
fosfotransferasi) Iigromicina
aad (aminoglicoside Shigella flexneri  resistenza alla streptomicina,
acetiltransferasi) spectomicina e sulfonammidi
dhfr (diidrofolato Topo resistenza al metotrexato
reduttasi)
epsps (5-enolpiruvil Petunia hybrida rgsis’renza all'erbicida
shikimato 3-fosfato glifosato (Round-up)
sintasi)
bar (fosfoinotricina Streptomyces resistenza alla fosfoino.’rr'icina
acetiltransferasi) hygroscopicus (PPT), componente degli

erbicidi: glufosinato, Basta,
bialophos



GENI REPORTER

Permettono di “vedere” |'espressione di un gene
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GENI REPORTER
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selezione.

Emissione di
luce in
presenza di
luciferina

+ AMP & PP + CCJE + Light



GENI REPORTER
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regolatori ﬁj’"‘* )
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antocianine

Aumento della pigmentazione

. GFP
reen fluorescent o _
gr'o1'eir]|c : Emissione di fluorescenza
I(Dmedusa Aequorea intrinseca alla luce blu-UV
victoria)

Vantaggi: non richiede substrati,
sensibile, uso sulla pianta vitale
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perché la GFP & fluorescente?




O

OH

CH2 H
| o OH
—LH— NH,—CH—C
NH, E% \H; ( 3,
0 0
Tyr 66 Gly 67
OH
. r"-l-::HH"' J_:;f,..EH
f't Ilu' The final fluorophore contains
N_I:H a series of conjugated double bonds
PR Hll'.l
C=0
OH

OH

oxidiation

T /
LA GIn6Y

Yho lLE
Phel65 GIn94

l)-[-ﬁ(l i ("\(‘7 |

Tyr145 \
’ 4
Glu222 4.

Ser6s

Ser205

Leu220 l.eudd







COME SI PROGETTA UN COSTRUTTO

TRANSGENICO?
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T-DNA



PROMOTORI

- COSTITUTIVI

- TESSUTO-SPECIFICIT

- INDUCIBILI



o Costitutivi

- CaMV 35S (elevati livelli di espressione)
RNA 35S del virus a mosaico del cavolfiore

- Actina di riso
- Ubiquitina di mais

- Nos, Ocs (nopaling, octopina sintasi)



VI

virus a mosaico del cavolfiore

MP: movement protein

ITF: insect transmission
factor

CP: capsid protein
PR: protease
RT: reverse transcriptase

TAV: translational
activator



PROMOTORI

e Tessuto-specifici

- semi
- radici
- foglie
) zﬂ:llne Tissue-specific promoters Tissue expression
. a-Amylase Aleurone
Glutenin Endosperm
B-Hordemne Endosperm

Phaseollin (otyledon



PROMOTORI
e Inducibili

- espressione regolata

Inducible promoters Induction conditions
dallo SV"UPPO Small subunit Rubisco Light
. . Chiorophyll a/b binding protein Light
- indotti da |UC€, Alcohol dehydrogenase-1 Anaerobiosis
: Heat shock proteins Heat shock
stress , ormoni Chalcone synthase Fungal elicitors

Potato inhibitor-11 Wounding
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gene di interesse

NPT 1 {Kon')

pB"21 Sma |

""""""""" TCT AGA GGA TCC CC6 GGT HGT CAG TCC CTT ATG o Clontech
bal BamH | catalogue 1996 / 97
siti di clonaggio

vettore binario in commercio



Infezione con Agrobacterium

Cellula Agrobacterium
vegetale

Eliminazione di Agrobacterium

:» dopo co-coltivazione

aggiunta di antibiotici
- carbenicillina

Sospensione con - cefotaxime
Agrobacterium




Infezione con Agrobacterium

selezione delle
piante trasformate

3 4
% G e

aggiunta dell'antibiotico o
erbicida nel terreno

Pianta transgenica



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

GERMINAZIONE

Semi di pomodoro, sterilizzati in superficie,
sono posti in piastre petri contenenti mezzo
nutriente per la germinazione



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

ESPIANTTI

Dopo 7-10 giorni le piantine di pomodoro
sono allo stadio in cui i cotiledoni possono
essere tagliati (espianti) ed utilizzati per la
trasformazione



TRASFORMAZIONE POMODORO
- AGROBACTERIUM
SIS

TAGLIO DEGLT ESPIANTTI

Gli espianti di cotiledone sono tagliati dalle piantine. Le
cellule ferite ottenute dal taglio saranno il sito del
trasferimento del DNA dall’Agrobacterium

ESPOSIZIONE ALL'AGROBACTERIUM

Dopo un periodo di adattamento (24 h) nelle piastre ottimali
per l'infezione, gli espianti sono competenti per la
trasformazione e sono quindi esposti all’Agrobacterium



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

ELIMINAZIONE DELL'ECCESSO DI AGROBACTERIUM

Si elimina dagli espianti con carta assorbente per evitare una
eccessiva crescita dei batteri durante la co-coltivazione.

TRASFERIMENTO DEL DNA (CO-COLTIVAZIONE)

Gli espianti sono co-coltivati per 48 h per permettere il
trasferimento del DNA dall'agrobatterio alle cellule vegetali.



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

RIGENERAZIONE DELLE PTANTE DI POMODORO

Gli espianti sono posti in un mezzo contenente:

- antibiotico per il controllo dell’Agrobacterium (es. carbenicillina)
- regolatori di crescita delle piante: auxina e citochinine

- antibiotico per la selezione dei calli trasformati (es. kanamicina)

Time point: 3 settimane



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

FORMAZIONE DI PLANTULE

Dopo 6 settimane si prelevano i calli dai cotiledoni e le piantule
che si cominciano a formare sono trasferite su un mezzo fresco di

crescita.

Time point: 9 settimane



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

MEZZO DI RADICAZIONE

Le plantule di pomodoro rigenerate dai calli vengono trasferite su un
mezzo che favorisce la radicazione (no citochinina) sempre in
presenza dell'antibiotico per la selezione

Time point: 11 settimane



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM

TRASFERIMENTO NEL TERRENO

La piantine sono trasferite in terra in contenitori chiusi.
Le piante devono essere acclimatate all'aria lentamente in
un tempo di 4-5 giorni.

Time point: 13 settimane



TRASFORMAZIONE POMODORO
AGROBACTERIUM
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TRASFERIMENTO IN SERRA

Le piante trasgeniche sono pronte per essere trasferite in
serra.

Time point: 15 settimane



