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TECNICHE DI EVOLUZIONE ASSISTITA
PER IL MIGLIORAMENTO GENETICO
DELLE PIANTE AGRARIE

Gene edltlng tecnica innovativa per il
miglioramento genetico delle piante agrarie

Sergio Lanteri
DISAFA -UNITO



L'uomo nel corso dei millenni ha selezionato piante geneticamente nuove
completamente diverse rispetto ai progenitori selvatici

» aumentando la dimensione della parte commestibile
» eliminando composti tossici
» eliminando la dispersione dei semi

» modificando la struttura della pianta
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Corn and its ancestor, teosinte

Mais attualmente coltivato



Evoluzione produzione mais
10

5/20.000 kg/ha)

1500 kg/ha

5/6000 anni 250 kg/ha
150 kg/ha /

Teosinte 1500 1930 Oggi
Anno




Una rivoluzione agricola si verifica agli inizi del 1900 con la riscoperta

del lavoro di Mendel (sperimentazione 1857-1865)




Una delle prime e piu importanti applicazioni delle leggi di Mendel e |a
creazione del mais ibrido F1
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Nel 1908 Georg H. Shull ottiene un
mais ibrido F1

George Harrison Shull



Rivoluzione Verde

Nella seconda meta del ‘900 la resa delle colture aumenta vertiginosamente
(frumento, mais e riso - “pilastri” dell” alimentazione)

Norman Borlaug (1914-2009)

Principi della Rivoluzione verde

» Ottenimento di piante a taglia ridotta

» Maggiore capacita della pianta di rispondere

Premio Nobel per la pace nel 1970. a concimazioni (azotate)
Resistenza a patogeni (ruggine)

Y

» Insensibilita della pianta al fotoperiodo



Anni’70: enormi progressi nel campo della biologia molecolare
Alla ‘Rivoluzione verde’ si aggiungono altre 2 rivoluzioni:

1. Lo sviluppo di tecniche di sequenziamento del DNA

2. Lo sviluppo di tecniche di ‘manipolazione genetica’
Piante gm (OGM)
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Anni’70: enormi progressi nel campo della biologia molecolare
Alla ‘Rivoluzione verde’ si aggiungono altre 2 rivoluzioni:

1. Lo sviluppo di tecniche di sequenziamento del DNA

2. Lo sviluppo di tecniche di ‘manipolazione genetica’
Piante gm (OGM)
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GM CROPS

. A story in numbers

In the nearly two decades since they were first commerclaiized, genetically modified (GM) crops
have galned ground on thelr counterparts. The vast majority are grown In five
Four crops with two main traits: herbicide tolerance and Insect resistance.

1,5 billion hectares
Arable land worlwide

154 million hectares .-

In top 5 countries
USA Brasile Argentina Canada India

SHUTT ERSTOCK

Rest of the
world

#1USA* #23 Bangladesh
71.5 Million Has. #23 Portugal <005 Million Has.
Maize, Soybeans, Catton, Alfalfa, <0.05 Million Has. || #17 Spain* Brinjal/Eggplant
Canola, Sugar beets, Potatoes,
Papaya, Squash, Apples Maize 0.1 Million Has.
i3 #28 Ethiopia #7 China*
#4 Canada* <0.05 Million Has. 3.2 Million Has.
12.5 Million Has. #15 Sudan* Cotton Cotton, Papaya
Canala, Soybeans, Maize, 0.2 Million Has.
S beets, Alfalfa, Pot 1 * e s
e e ﬂ :cm'g;ﬂ;ﬂ. #12 Philippines*
0.9 Million Has.
Cotton Maize
- #24 Indonesia
=0.05 Million Has.
SUgarcane
#16 Mexico*
0.2 Million Has.
#20 Honduras Cotton
<005 Million Has.

#29 Costa Rica
<005 Million Has.
Cattan, Pineapple

— #5 Indig*
#10 Bolivia* L 11.9 Million Has.
1.4 Million Has. Cotton

Soybeans

#18 Colombia*
#14 Myanmar*
':;:u“"”“" Has. 0.3 Million Has.
i #26 Nigeria Cotton
221 Chil <0.05 Million Has. r
ile .
<0.05 Million Has. faen #22 Malawi #19 Vietnam
<005 Million Has.
Maize. Canala - 0.1 Million Has.
#8 South Africa* Cotton ek
P — 2.7 Million Has.
rgenting .
24 Million Has. Maize, Soypeans, Comon | | #27 eSwatini #13 Australia*
Soybeans, Malze, Cottan, Alfalfa DS MIRox Has. 0.6 Million Has.
#2 Braril* . Catton, Canala, Safflower
#6 Paroguay* 52.8 Million Has.
4.1 Million Has. Soyheans, Maize,
Soybeans, Maize, Catton | | | Cofton. Sugarcane
#11 Uruguay*
1.2 Million Has.
Soyheans, Maize

D *19 biotech mega-countries growing 50,000 hectares, or more, of biotech crops.

Source: ISAAA, 2019




280 197.2

RESISTENZA A INSETTI

140 1235

RESISTENZA AD ERBICIDI

MILLION HECTARES

329 34.7

20

78% 76% 30% 29%
SOYBEANS COTTON MAIZE CANOLA
B CONVENTIONAL B siorecH

Ottenute piante g.m.
» Tolleranti a condizioni ambientali sfavorevoli
» Che forniscono un prodotto : - con migliori caratteristiche nutrizionali
- piu adatto alla trasformazione industriale
» Resistenti a funghi patogeni, virus, ecc.
» Utilizzate come biofabbriche per molecole di interesse industriale e farmaceutico



La ricerca si e orientata sull” ottenimento di piante
CISGENICHE

Manipolazione con geni della stessa specie

o di una specie interincrociabile

Non si possono controllare a priori il numero di copie del gene inserito

Non si pu0 stabilire a priori dove il gene si va a inserire nel DNA della pianta g.m.

Nonostante 50 anni di tentativi non si sono ottenuti risultati analoghi con strategie di
miglioramento genetico classico.

Le varieta dotate di tale gene non posseggono le stesse qualita del frutto (aroma e
consistenza) delle varieta elite



Nell’ultimo decennio si e realizzata un’ulteriore rivoluzione




Tra le diverse tecniche disponibili la piu veloce, economica ed accurata si € dimostrata quella definita

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
associate alla proteina Cas9 (un enzima in grado di tagliare il DNA)

La sua messa a punto & valsa nel 2020 il premio Nobel per la chimica alle due ricercatrici:
Emanuelle Carpentier e Jeniffer A. Doudna

Z KUNGL.
NOBELPRISET | KEMI 2020 Y VETENSKAPS.

THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2020 / AKADEMIEN

THE ROYAL SWEDISH ACADEMY OF SCIENCES

ta

Emmanuelle Charpentier Jennifer A. Doudna
Born in France, 1968 Born in the USA, 1964

Max Planck Unit for the Science of University of California, Berkeley, USA
Pathogens, Germany Howard Hughes Medical Institute




La tecnologia CRISPR-Cas9 sfrutta un sistema naturale di difesa dei batteri nei confronti delle infezioni
da parte di virus (batteriofagi) identificato nel 2012.
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CRISPR-Cas9

Nel DNA di un batterio (Streptococcus pyogenes) & presente una regione costituita da un insieme (array) di
sequenze di DNA ripetute - Clustered Regularly Interspaced (nero) tutte uguali
che si alternano a sequenze di DNA diverse tra loro - Spacer DNA (colorate)

Analisi delle sequenza hanno evidenziato che le sequenze diverse del DNA corrispondono a porzioni di sequenza del
genomadi virus

Clusters of Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPRs)

Enzima Cas cas genes
taglia il DNA

U J l_fl A
CRISIylocu¥ Sequenze DNA
ripetute

cromosoma batterico

Spacer DNA
(piccole porzioni di DNA virale)



1. Il virus inietta il proprio DNA

oo
Ccas

genes




2. Si attivano geni (operone) che producono I'enzima Cas9




3. Viene copiato in RNA |o Spacer DNA che corrisponde alla porzione del DNA del virus integrato nella
regione CRISPR (crRNA = Crisper RNA) che si lega al complesso delle proteine Cas




4. 1| crRNA riconosce il DNA del virus

& CrRNA

EEEEE .
Cas CRISPR

genes




5. la proteina Cas 9 taglia il DNA del virus degradandolo
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Charpentier e Doudna hanno identificato in Streptococcus pyogenes oltre al
crRNA anche un secondo tipo di RNA: il tracrRNA ( RNA tracer) che
contribuisce al trasferimento del crRNA (Crisper RNA) e della Cas

trgchNA |

0.

Jennifer Doudna Emmanuelle Charpentier
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CRISPR




Charpentier e Doudna hanno creato una chimera, cioe fuso insieme il crDNA e il
tracrRNA, chiamata: RNA guida (guideRNA) e legato alla Cas 9

trcrRNA-crRNA
chimera

Costruendo in laboratorio un RNA guida con una sequenza complementare a quella
di una qualsiasi sequenza del DNA taget, 'RNA guida e in grado di riconosce la
sequenza target ed indirizzare 'enzima Cas 9 ad effettuarneiil taglio



Una sequenza del gRNA riconosce la sequenza bersaglio e |la doppia elica del DNA si apre



I’ enzima Cas 9 effettua un taglio in corrispondenza della sequenza riconosciuta



Mutation

Meccanismi di riparo
della cellula compiono
errorie il gene e
disattivato

Inserimento di un
NUOVO gene O sua
modifica



Sistema CRISPR-Cas ingegnerizzato

Ed

“knock-out”:
delezioni/inserzioni casuali e
Riparazione precisa perdita di funzionalita del gene

(Ricombinazione omologa)
—
“Editing”:

modifica precisa (delezione o
DNA “stampo” ) f g ( )
. inserimento) di una porzione
contenente la modifica

di DNA
desiderata

Taglio del DNA

(enzima Cas) Riparazione imprecisa
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La disponibilita di approcci innovativi di biologia molecolare e la possibilita di
intervenire in modo mirato su uno o piu geni
ha consentito e consentira di sviluppare varieta di specie agrarie :

piu efficienti nello

, Ridotto utilizzo di
sfruttamento di E> concimi
sostanze nutritive

del suolo » Adozione di

. Ridotto utilizzo di pratiche di

dotate di resistenza P

X . [> fitofarmaci | coltlva.2|c‘>r1e

a patogeni sostenibili

» Aumento della
produzione/ha

tolleranti a stress [> Ridotto apporto idrico
termici e idrici (cambiamenti climaticiin corso)

Dotate di migliori caratteristiche nutrizionali



Grazie per l'attenzione

-
%
b 4

(@) FONDAZIONE CRC



