BIOTECNOLOGIA

I'uso e la manipolazione di organismi viventi,

o di sostanze ottenute da questi organismi,
per ottenere prodotti utili per I'umanita




Il termine biotecnologie é recente, ma la sua origine
risale all'alba della civilta, quando le donne iniziarono
ad addomesticare animali e coltivare piante

circa 10000 anni fa

raccoglitore mm) agricoltore

il cacciatore-raccoglitore
faceva parte della natura ed
era in competizione con gli altri
animali per approvvigionarsi il
cibo, l'agricoltore comincio a
modificare |'ecosistema
adattandolo al fabbisogno degli
uomini




Centri di Origine dell'agricoltura
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mais, zucca,
pomodoro,
cotone,
peperone
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sorgo, miglio,
pisello, caffe,
melone, cocomero

patata, fagiolo,

ananas, cetriolo, banana, noce,

mango, cocco




TEOSINTE e il progenitore selvatico del mais

teosinte —

mais —

baccelli di
pisello

selvatico domesticato



PLANT BREEDING

MIGLIORAMENTO GENETICO VEGETALE

selezione artificiale massimizzazione della
(~ 8000 a.C - presente) ! variazione in laboratorio
(1930 - presente)
incrocio controllato
(1800 - presente) l

mutagenesi,
fusione di cellule



le MUTAZIONTI sono alla nucieus = N
base della diversita L
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Anthocyanin AS
(red pigment) protein
Apple Peel Cell

mutazione nel gene della con la SELEZIONE ARTIFICIALE

, antocianina sinfasi ,  l'uomo ha selezionato e propagato
..ATGACCGAC.. | .a1_c.. mutanti con caratteristiche di interesse
£ .CATGACCTAC...
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selezione della "Delicious” in Towa, 1872
selezione della "Golden Delicious” in West Virginia, 1905



INCROCIO

mandarino X arancio — clementina



Tutte le varieta commerciali sono
state ottenute attraverso il
miglioramento genetico tradizionale




pompelmo rosa
(Texas red)

ottenuto per radiazione

il gene che codifica un enzima che degrada il
pigmento rosso in uno incolore e stato reso knock out

grano duro CRESO (90% della produzione
nazionale di grano duro)

ottenuto per irraggiamento con neutroni della
varieta Cappelli




Incrocio
classico

Ingegneria
genetica
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ORGANISMI GENETICAMENTE MODIFICATI

PGM

PIANTA GENETICAMENTE MODIFICATA
PIANTA TRANSGENICA

_— T~

UNA PIANTA NELLA QUALE, MEDIANTE INGEGNERIA
GENETICA, SONO STATE INTRODOTTE UNA O PIVU
COPIE DI UN GENE PROVENIENTE DA UN ORGANISMO
DIVERSO O ULTERIORI COPIE DI UN GENE GIA
PRESENTE NELLA STESSA SPECIE




DNA

replication
'''' a
RICVOVCVOVE
’ DNA
Single-stranded DNA # N N\
4.- Transcription
Reverse U*anscriptim;‘-»n ’ Transcription
Teeeaaen RNA ~  and replication
Translation
M
C
Protein

Il DNA esogeno inserito nella pianta viene trascritto in RNA
messaggero che a sua volta é tradotto in proteina.

La pianta transgenica produrra la proteina esogena.




Generazione di piante transgeniche

L'elemento chiave che permette di trasformare la
pianta € la capacita unica delle cellule vegetali di
crescere, dividersi e rigenerare l'intera pianta

b TOTIPOTENZA

Cellule vegetali private della parete cellulare
(protoplasti) o parti di tessuto possono essere coltivate
"in vitro”, in appropriate condizioni, in modo da
formare una massa di tessuto indifferenziato noto
come callo




variando la concentrazione degli ormoni auxina
e citochinina é possibile far sviluppare ai calli in coltura
radici o coleottili

(A) (B) (© (D)

Auxin (mg/L)
Kinetin {mg/L)

[=10 N

o

oM .
]
o

I

=

e

Dal callo si rigenerera l'intera pianta




metodi di trasferimento del DNA

Trasferimento
diretto del DNA

Agrobacterium
tumefaciens

Agrobacterium
rhizogenes



Agrobacterium
batterio del suolo Gram-negativo

infetta numerosi generi di piante
(Brassica, Lilium,
Lycopersicon, Nicotiana)

Agrobacterium tumefaciens

induce la formazione di tumori
galla del colletto =)

Agrobacterium rhizogenes

induce la formazione di radici §
avventizie nel sito di infezione




- Il fenotipo alterato & una conseguenza della
trasformazione della cellula vegetale

- Il batterio é in grado di trasferire DNA nella cellule

vegetali
I
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della pianta
P Cromosoma
j (Fitormoni) i
e : N ;
- Colonizzazione l | Tumorigenesi :
___f—"“_-'“:{ Trasferimento di geni_ 4@ | ™~ _ ——— }-._.T_,
L = A &5
(Segnali® « %, Fibrille .+ .(Opine) i oA
da ferlta)'. & di cellulosa . \ —
o =
": H ﬂ Stimolazione della crescita batterica

positiva

[

ﬂ Chemiotassi Coniugazioni fra batteri




2. A virulent bacterium carries a Ti plasmid
in addition to its own chromosomal DNA.
The plasmid’s T-DNA enters a cell and
integrates into the cell’s chromosomal DNA.

Chromosomal
T-DNA DNA
N /
T-DNA
Ti plasmid \ Nucleus—
=)
I
Chromosome/
) Crown gall
Agrobacterium
tumefaciens
o T f d
1. The tumor is initiated p:‘;?\'sc coerlrlne

when bacteria enter a
lesion and attach
themselves to cells.

) 3. Transformed cells
o proliferate to form a
crown gall tumor.

4. Tumor tissue can be"“cured” of
bacteria by incubation at 42°C.
The bacteria-free tumor can be
cultured indefinitely in the
absence of hormones.



Plasmide Ti
(Tumor inducing)
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Trasferimento DNA
Induzione dei coleottili
Induzione delle radici

Catabolismo della nopalina

Catabolosma della octopina
Trasferimento di geni batterici
Geni di incompatibilita

Origine di replicazione
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Agrobacterium utilizza tali
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Gene for Gene for

Genes for cytokinin Genes for octopine
T-DNA auxin biosynthesis biosynthesis tumor growth synthase
: > < { < { > ' > : bl e
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Mutation or deletion

of these regions gives

Ti plasmids that —
initiate tumors with
specific characteristics:

Shooty tumors Rooty tumors produced Large, undifferentiated tumors
produced by tms by tmr mutations or produced by tm/ mutations or
mutations or deletions deletions deletions

\

Genel TIAAM
Gene 2 IAAH

biosintesi auxina

Gene 4  ipt biosintesi citochinine



Ti plasmid
(~200,000 bp)

Agrobacterium

T-DNA
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T-DNA
complex
import to
nucleus and

T-DNA
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a | Auxin and cytokinin
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tumor formation

in Agrobacterium-

9 Acetosyringone COCH;
activates virulence
genes o
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Acetosyringone

Wounded plant
cell produces
acetosyringone

infected plant cells

1 ferita — produzione acetosiringone

2 acetosiringone — adescante chemiotattico

attivatore trascrizione geni Vir

3 proteine Vir — produzione T-DNA
e suo targeting

4 trasferimento T-DNA
5 integrazione T-DNA
6 produzione ormoni e opine

7 formazione tumore
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Agrobacterium é in grado di trasferire nel genoma
vegetale qualsiasi sequenza si trovi delimitata dai right
e left borders

TGGCAGGATATATTGNNTGTAAAC TGACAGGATATATTGNNGGTAAAC

sinistra destra
NN W W E— T I 0 E W@ MW
Plasmide Ti_ gene di interesse __Plasmide Ti

Trasferimento
e integrazione
del T-DNA

I B B BB EEREEREES & B oL g HE B B e e Eaw
DNA della pianta gene di interesse DNA della pianta
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Isolamento e clonaggio del gene di interesse

mRNA
=——AAAAAA
Annealing del primer
==AAAAAA
TTITTT

La trascrittasi inversa sintetizza una copia in cDNA

Sull'estremo la trascrittasi inversa continua ad agire,
formando un prolungamento rivolto all'indietro

TEFTT

Rimozione del’RNA mediante alcali

( = TTTTTT

La DNA polimerasi estende il prolungamento in
un filamento complementare

Q)\"/)\"/)\/,\Y/,\"/, ==

La nucleasi S1 taglia il segmento rivolto all'indietro

sintesi del cDNA

trascrittasi inversa: DNA-polimerasi
che utilizza I'mRNA come stampo

clonaggio del cDNA
in un plasmide
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Le interruzioni
vengono
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Il cDNA deve quindi essere trasferito nel plasmide Ti di
Agrobacterium tumefaciens

Limitazioni all'uso di plasmidi Ti naturali

- la sovrapproduzione di auxina e citochinina (fenotipo tumorale)
non permette la rigenerazione della pianta

- i geni per la biosintesi delle opine non sono necessari

- difficolta nel manipolare plasmidi di dimensioni molto grandi come
il plasmide Ti (200 kbp)

- non hanno un'origine di replicazione per E. coli

sisfema sistema
vettore binario vettore cointegrativo




sisTerr!a : Principio di base: DNA da
vettore binario trasferire e geni vir possono
trovarsi su plasmidi differenti

plasmide Ti “disarmato” vettore binario

Virulence
region

T-DNA
Host
specificity
region
Plasmid A Plasmid B
~170kb ~20kb

Figure 7.11 The binary vector strategy. Plasmids A and B complement each other
when present together in the same Agrobacterivm tumefaciens cell. The T-DNA
carried by plasmid B is transferred to the plant chromosomal DNA by proteins coded
by genes carried by plasmid A.



Per la trasformazione con Agrobacterium si utilizzano piccoli
espianti di tessuti

foglie fusto radici gemme cotiledoni
da cui verra rigenerata la pianta attraverso la formazione del callo

Agrobacterium Ti plasmid carrying
tumefaciens \ desired genes

Cocultivation of
Agrobacterium with
plant pieces

DNA transferred.
to plant cells

Chromosomes with
integrated DNA
encoding desired genes

Shoot regeneration
followed by root
Cell multiplication (callus) regeneration Plant with new trait



Con Agrobacterium si trasformano bene le dicotiledoni

- recentemente é stato dimostrato che é efficace anche per le
monocotiledoni (maggiori difficolta nella messa a punto di
metodiche di rigenerazione)

Arabidopsis: trasformazione diretta dei semi
incubazione dei semi in soluzioni contenenti
Agrobacterium

b crescita delle piantine trasformate

b autofecondazione




metodi di trasferimento del DNA

Trasferimento
diretto del DNA

Agrobacterium
tumefaciens

Agrobacterium
rhizogenes



SISTEMA BIOLISTICO

PARTICLE GUN
1987 Sanford e colleghi

particelle di oro o fungsteno ricoperte di DNA vengono accelerate e

“sparate” sul tfessuto

penetrando rilasciano il DNA che viene integrato nel genoma vegetale

Gas
acceleration
fube

Microcarrier ™~ Stopping
launch screen
assembly

DNA-coated
microcarriers
Target cells

Ta r'g[; et

" shelf

prima si usava
polvere da
sparo per
I'accelerazione
oggi He



SELEZIONE DELLE PTANTE TRASFORMATE

nel costrutto si inserisce un gene marcatore

per la selezione

* Resistenza ad un antibiotico
« Resistenza ad un erbicida

Gene di resistenza

S Bt Plasr'mt:'leL Ti ingegnerizzato
S Gene Gene di resistenza

Cromosoma S ace /a!l‘antibiotico

Gene
estrane
r(*’g(';ﬁ —— Agrobacterium
| | \ =L
I- , I| -I PRI @ 53‘>
Cellule

i | trasformate R
i

Cellule coltivate in
un mezzo contenente
I'antibiotico

Cromatina Cellule di tabacco in
(cromosomei della pianta) coltura di tessuto

Plantula

Cellula trasformata
nella pianta intera

| Pianta di tabacco

nel terreno di
coltura viene
aggiunto
I'antibiotico o
I'erbicida



COME SI PROGETTA UN COSTRUTTO TRANSGENICO?



Struttura di un gene
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I'RNA polimerasi e i fattori di trascrizione si legano al promotore
e trascrivono il gene producendo 'RNA messaggero




COSTRUTTO TRANSGENICO

- o AYEER TeR R

T-DNA

Per I'espressione del gene di interesse non e
necessario utilizzare il promotore di quello
specifico gene



Costitutivi

PROMOTORI

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

- Actina di riso

- Ubiquitina di mais

- Nos, Ocs (nopalina, octopina sintasi)

Inducibili

- espressione regolata
dallo sviluppo

- indotti da luce,

Inducible promoters

Small subunit Rubisco
Chlorophyll a/b binding protein
Alcohol dehydrogenase-1

Heat shock proteins

Chalcone synthase

Potato inhibitor-11

Induction conditions
Light

Light

Anaerobiosis

Heat shock

Fungal elicitors
Wounding

stress, ormoni
- da sostanze chimiche




PROMOTORI

® Tessuto-specifici

- semi
- radici
- foglie
- polline
- etfc.

Tissue-specific promoters

ax-Amylase
Glutenin
B-Hordenine
Phaseollin

Tissue expression

Aleurone
Endosperm
Endosperm

(Cotyledon




- o JFITER TR = TR -

T-DNA

¥

= Nos-P m Nos-T GENE X Nos-T =

T-DNA
Nos-P promotore del gene della Nopalina sintasi
NptII Neomicina fosfotransferasi (resistenza alla Kanamicina)
Nos-T terminatore del gene della Nopalina sintasi

CaMV 35S promotore del RNA 35S del virus a mosaico
del cavolfiore



Applicazioni Ricerca di base



Applicazioni

Tolleranza agli erbicidi
Resistenza a insetti e a patogeni
Resistenza a stress abiotici

Modificazione delle qualita nutrizionali (Vitamine,
Amminoacidi, Amido)

Produzione di proteine di interesse farmaceutico
anticorpi
ormoni
vaccini edibili



Ricerca di base

Favorire la comprensione e lo

studio del ruolo fisiologico di
molti geni

L

Effetti correlati alla
sovraespressione o alla

repressione di geni di
interesse




Sovraespressione di un gene di interesse

»—m-»

T-DNA

* Trasformazione della pianta
* Analisi del fenotipo

+ Saggi biochimico-funzionali



Riduzione dell’espressione di un gene di interesse

T-DNA

* Trasformazione della pianta
» Analisi del fenotipo

- Saggi biochimico-funzionali



5 s AGGTCAGTTA = 3 conso

}

MRNA 5 . AGGUCAGUUA s AAAAAA 3

5 . TAACTGACCT e 3 anti-
3 — ATTGACTGGA senso

}

MRNA 5 ce——— | ) AACUGACC m——— AAAAAA 3’

a1

D' e UCAGUUA s AAAAAA 3

JSAAAAAA— UCC v — b

L'RNA a doppio filamento
viene degradato



