


•Cosa si intende per “genome edi�ng”

•Meccanismi molecolari 

•Tecniche di miglioramento gene�co delle piante basate sul 

“genome edi�ng”

      ‐Mutagenesi Oligo‐Dire�a

      ‐Meganucleasi, Nucleasi ZFN e TALEN

•Alcuni esempi di applicazione sulle piante (da� in 

le�eratura o applicazioni commerciali)

•Parametri di confronto con le altre tecniche di 

miglioramento gene�co



Grazie ai proge* di sequenziamento del genoma le tecnologie basate sul 

“genome edi�ng” hanno trovato una rapida applicazione nei campi della 

ricerca di base, biotecnologico e medico. 



“L’edi�ng del genoma ha lo scopo di introdurre un’alterazione 

precisa o delle mutazioni casuali in un punto preciso del genoma. 

Si realizza sfru�ando il naturale sistema di riparo/ricombinazione 

del DNA a*vato dall’u�lizzo di nucleasi sito‐dire�e (SDN), 

molecole di acido nucleico esogeno (oligonucleo�de), o la 

combinazione di entrambe.”  [Royal Netherlands Academy of Arts and Sciences]



• Sono a*va� da una ro�ura a doppio 

filamento del DNA 

     La ro�ura può essere determinata:

• Dall’esposizione ad agen� chimici (es: 

specie rea*ve dell’ossigeno) o fisici 

(es: raggi UV) 

• Da processi fisiologici (es: 

ricombinazione meio�ca)

• La scelta tra i diversi meccanismi di 

riparo dipende dalla fase del ciclo 

cellulare e dalla natura delle 

estremità generate dalla ro�ura a 

doppio filamento

• Due meccanismi principali: 

ricombinazione omologa (HR) e 

ricongiunzione delle estremità non 

omologhe (NHEJ) 



•Meccanismo a*vo 

principalmente nelle cellule in 

replicazione

•Riparazione di una molecola 

di DNA a doppio filamento 

che sfru�a la sequenza di una 

regione omologa 

(fisiologicamente il croma�de 

fratello o il cromosoma 

omologo)

•Error‐free



• Meccanismo a*vo nelle cellule 

soma�che

• Le estremità generate dalla ro�ura 

sono dire�amente legate senza la 

necessità di un templato omologo 

• Error‐prone



1) Molecole di acido nucleico esogeno complementari alla 

sequenza target � Mutagenesi Oligo Dire�a (ODM)

2) Nucleasi che riconoscono una sequenza specifica di DNA 

(Site‐Directed Nucleases ‐ SDN)

•Nucleasi proteina‐dire�e (meganucleasi, TALEN, nucleasi a 

dita di zinco)

•Nucleasi RNA‐dire�e � RNA guida + nucleasi 

(CRISPR/CAS9)



Una molecola di acido nucleico di lunghezza variabile (20‐100nt) viene 

introdo�a nella cellula target mediante i comuni sistemi di trasformazione 

(sistemi biolis�ci o trasformazione PEG‐mediata)

•La sequenza dell’oligonucleo�de sinte�co deve essere iden�ca a quella della 

regione target di DNA genomico ad eccezione delle basi che si vogliono 

modificare 



• In seguito ad appaiamento tra oligonucleo�de e DNA genomico si formano 

dei mismatch che a*vano il sistema di riparo

• Gli enzimi coinvol� nel riparo tagliano uno dei filamen� di DNA in 

corrispondenza del mismatch, rimuovono alcune basi da uno dei filamen� e 

le sos�tuiscono u�lizzando l’altro come stampo

• Il DNA sinte�co si dissocia dal DNA genomico e viene completamente 

degradato



•La tecnologia ODM è stata u�lizzata principalmente per introdurre 

mutazioni a singolo nucleo�de e conferire a differen� specie la resistenza 

agli erbicidi (tassi di conversione dell’ordine di 1x10^‐4)

[Plant Biotechnology Journal (2016) 14, pp. 496–502]



Tecnologia RTDS (Rapid Trait Development System‐

CIBUS)�miglioramento dei tassi di conversione mediante 

o*mizzazione della lunghezza dell’oligonucleo�de e rendendo 

chimicamente più stabili le sue estremità. 

•Applicazione a protoplas� 

transgenici di Arabidopsis che 

esprimono la BFP

•Edit C�T (CAC�TAC‐H66Y)

•Conversione della BFP in GFP

•Efficienza dello 0,05%

[Warburg, Z.J., Miller, R., Mozoruk, J. and Sauer, N.J. unpublished data] 



La classificazione dei prodo* si basa sul �po di sistema di riparo che interviene e 

sulla presenza di DNA esogeno 



• Induzione del meccanismo di NHEJ

• Introduzione di mutazioni casuali (inserzioni/delezioni) in posizioni specifiche del 

genoma

• Generalmente l’effe�o è la perdita di funzione del gene bersaglio

• Si possono indurre ro�ure in due pun� diversi del genoma generando delezioni, 

duplicazioni o inversioni delle sequenze tra di essi comprese

 



• Induzione del meccanismo di HR

• Si u�lizza una molecola di DNA donatore portatrice della modifica

• Il gene viene “editato” in una o più posizioni in maniera specifica

 



• Induzione del meccanismo di HR

• Si u�lizza una molecola di DNA donatore contenente un lungo segmento di DNA 

esogeno (interi geni)

• Il gene esogeno viene integrato nella regione bersaglio

• Consente di o�enere un prodo�o di transgenesi, cisgenesi e intragenesi ma con 

maggiore specificità 



Il sistema che ripara il DNA è endogeno ma l’effe�ore del taglio va fornito alla cellula 

dall’esterno� Nucleasi sito‐specifiche



• Appartengono ad una famiglia di nucleasi ba�eriche che 

riconoscono e tagliano sequenze uniche o quasi nel genoma 

(12‐40 bp).

• Famiglia delle “homing” nucleasi e delle RNA maturasi

• Sono meno tossiche per la cellula rispe�o ad altri sistemi

• E’ possibile ingegnerizzare ques� enzimi in modo che taglino 

una sequenza di DNA specifica (Ashworth et al., 2010)

• Processo di produzione lungo e costoso

• Pochi da� in le�eratura in ambito vegetale



• Enzimi chimerici che combinano una nucleasi (enzima 

Fok1) e un dominio di legame al DNA con mo�vo a dita di 

zinco 

• La porzione C‐terminale (residui ‐1, 3 e 6 dell’alfa elica) 

del mo�vo a dita di zinco riconosce una sequenza 

specifica di 3 bp



• Mo�vi a dita di zinco differen� possono essere fusi come 

moduli indipenden� risultan� in un pep�de disegnato 

per legare una sequenza predeterminata di DNA

• Generalmente le sequenze target sono di 9 bp e, visto 

che l’enzima Fok I agisce in forma di dimero, la sequenza 

riconosciuta consiste di 18 bp (+5‐7 bp di spaziatore).



1° obie(vo�Ina*vazione del gene IPK1 responsabile della biosintesi 

dell’acido fi�co, un fa�ore an�nutrizionale e inquinante, principale 

forma di accumulo del fosforo nei semi di mais

� Nel genoma di Zea mays sono presen� due copie paraloghe del gene 

(IPK1 e IPK2) con una percentuale d’iden�tà del 98%



• Selezione di un pannello di nucleasi ZFN in grado di riconoscere regioni specifiche 

del gene IPK1 (contenen� degli SNPs rispe�o a IPK2)

• Analisi dei livelli di a*vità sui geni IPK1 e IPK2 con un sistema reporter in lievito 

e selezione delle ZFN più specifiche    



• Sequenziamento di IPK1 in cellule di mais in coltura con espressione transiente 

della nucleasi ZFN‐12

• Iden�ficazione di molteplici delezioni o inserzioni indo�e da meccanismo 

NHEJ in corrispondenza del sito di taglio prede�o delimitato dai si� di legame 

della ZFN

• Il sequenziamento di IPK2 in 5 diverse piante editate in corrispondenza di 

IPK1 ha mostrato solo sequenze wild type (no OFF‐TARGET)



2° obie(vo� Inserzione del gene PAT nella regione editata  per conferire 

alla pianta la tolleranza agli erbicidi (glufosinato)

• Trasformazione di calli embrionali di mais con:

      ‐costru�o plasmidico contenente delle regioni di omologia alla sequenza    

       bersaglio di IPK1 che fiancheggiano il gene PAT 

      ‐costru�o plasmidico codificante per le nucleasi TALEN precedentemente   

       selezionate



• Geno�pizzazione mediante PCR dei calli embrionali e selezione di quelli con 

l’inserto in eterozigosi e omozigosi

• Clonaggio e sequenziamento dei prodo* per dimostrare che l’inserzione del 

gene PAT è avvenuta in maniera precisa e omologia‐dire�a



• Enzimi chimerici che combinano una nucleasi (molto spesso 

basata sull’enzima FokI) e il dominio di legame al DNA degli 

effe�ori TAL (fa�ori di prodo* dal ba�erio Xanthomonas) 

• Il dominio di legame al DNA ha una stru�ura modulare e 

programmabile



• Ogni modulo ripetuto è cos�tuito da 

33‐35 residui amminoacidici e include 

in posizione 12‐13 un di‐residuo 

variabile che determina la specificità

• Ogni di‐residuo lega uno specifico 

nucleo�de

•  Selezionando una combinazione di   

      moduli appropria� e giocando sul    

      numero di ripe�zioni è possibile   

      bersagliare una specifica sequenza 

      della lunghezza desiderata 

�sistema più flessibile rispe�o a quello  

basato sulle ZFN



Ting Li, Bo Liu, Mar�n H Spalding, Donald P Weeks & Bing Yang

Obie(vo � Edi�ng del promotore del gene Os11N3 coinvolto 

nel trasporto cellulare del saccarosio per impedire il legame dei 

fa�ori di virulenza AvrXa7 e PthXo3 (effe�ori TAL) indo�o 

dall’infezione del ba�erio Xanthomonas oryzae ma per 

consen�re il normale funzionamento del gene.



• Disegno di due nucleasi TALEN specifiche per le regioni 

riconosciute dai fa�ori di virulenza (Pair 1 e Pair 2) senza alterare 

la sequenza della TATA‐box



• Trasformazione tramite Agrobacterium tumefaciens di cellule embrionali di 

riso con i costru* plasmidici codifican� per le nucleasi TALEN e per la 

resistenza all’igromicina 

• Selezione dei calli resisten� all’igromicina

• Sequenziamento del promotore di Os11N3

• Iden�ficazione di 16 mutazioni (inserzioni o delezioni) sito‐specifiche

• Analisi dei feno�pi e iden�ficazione di piante mutan� resisten� al ba�erio



• Le piante mutan� selezionate risultavano tu�e morfologicamente 

iden�che alle piante wild‐type (preservata la funzione fisiologica del gene 

Os11N3)

• L’azione delle nucleasi TALEN è risultata specifica sul gene Os11N3 poiché 

altri target dei fa�ori AvrXa7 e PthXo3 risultano comunque indo* in 

seguito a infezione

• E’ stata inves�gata la possibilità di o�enere delle generazioni di piante 

editate prive dei costru( TALEN e del marcatore di selezione mediante 

segregazione gene�ca



Selezione di alcuni parametri considera� dal SAM High Level 

Group per favorire un confronto tra le diverse tecniche e 

inquadrare le nuove metodiche di miglioramento gene�co delle 

piante nel contesto norma�vo sugli OGM



• PRESENZA DI DNA ESOGENO: nel prodo�o finale e/o nei prodo* 

intermedi

• EFFETTI NON INTENZIONALI: OFF‐TARGET, effe* non intenzionali dovu� 

alla modifica ( effe* di posizione, effe* pleiotropici)

• EFFICIENZA

• VELOCITA’ E SEMPLICITA’ DI UTILIZZO

• COSTI

• CARATTERISTICHE DEL PRODOTTO FINALE: differenze con CBT e ETGM

• STATO DELL’ARTE DELLA METODICA:  Stato di avanzamento e applicazioni 

della metodica



• PRESENZA DI DNA ESOGENO: NO nel prodo�o finale‐SI nel prodo�o intermedio

• EFFETTI NON INTENZIONALI: OFF‐TARGET molto rari, va verificata l’integrazione 

dell’oligonucleo�de nel genoma da rimuovere eventualmente con una 

generazione di backcrossing, possibili effe* pleiotropici

• EFFICIENZA/VELOCITA’ E SEMPLICITA’ DI UTILIZZO: Bassa efficienza, elevata 

specificità, semplicità di u�lizzo dipendente dalla specie (cultura in vitro)

• CARATTERISTICHE DEL PRODOTTO FINALE: Rispe�o a prodo* di metodiche CBT 

presenza di un limitato numero di cambiamen� a livello di uno specifico gene

• VELOCITA’/COSTI: 6‐8 anni in meno delle CBT per o�enere una varietà 

commerciale. 

• STATO DELL’ARTE DELLA METODICA: Colza tollerante alla sulfunilurea 

commercializzata dalla CIBUS nel 2017 o�enuta tramite ODM 

      



• PRESENZA DI DNA ESOGENO: NO nel prodo�o finale‐Possibile nel prodo�o 

intermedio (eliminabile con una generazione di backcrossing)

• EFFETTI NON INTENZIONALI: OFF‐TARGET rari o assen� , possibili effe* 

pleiotropici. E’ semplice rilevare gli OFF‐TARGET perché le sequenze candidate  

sono simili o corrisponden� al target della nucleasi. 

• EFFICIENZA/VELOCITA’ E SEMPLICITA’ DI UTILIZZO: Elevata efficienza 

(sopra�u�o se si u�lizzano sistemi CRISPR‐CAS9). Semplicità di u�lizzo 

dipendente dalla specie (cultura in vitro)

• CARATTERISTICHE DEL PRODOTTO FINALE: Piccole inserzioni/delezioni (meno 

estese rispe�o a quelle o�enute per mutagenesi)

• VELOCITA’/COSTI: Molto veloce ed economica. 6‐8 anni in meno delle CBT per 

o�enere una varietà commerciale. 

• STATO DELL’ARTE DELLE METODICHE: Diversi livelli di applicazione (verifiche 

teoriche, prove su organismi modello, sperimentazioni in campo, 

commercializzazione)� CRISPR/CAS9



• PRESENZA DI DNA ESOGENO: NO nel prodo�o finale‐Possibile nel prodo�o 

intermedio (eliminabile con una generazione di backcrossing)

• EFFETTI NON INTENZIONALI: Rari o assen� OFF‐TARGET, possibili effe* 

pleiotropici. E’ semplice rilevare gli OFF‐TARGET perché le sequenze candidate  

sono simili o corrisponden� al target della nucleasi

• EFFICIENZA/VELOCITA’ E SEMPLICITA’ DI UTILIZZO: Approccio più complesso e 

laborioso di quelli di :po SDN1 ma più efficiente dell’ODM. I sistemi CRISPR‐

CAS9 sono quelli più efficien�. Semplicità di u�lizzo dipendente dalla specie 

(cultura in vitro)

• CARATTERISTICHE DEL PRODOTTO FINALE: Piccole inserzioni/delezioni o 

sos:tuzioni pun:formi (in base alle cara�eris:che del DNA donatore). I 

prodo( SDN2 sono meno frequen: di quelli SDN1 (ricombinazione omologa 

meno frequente)

• VELOCITA’/COSTI: Molto veloce ed economica. 6‐8 anni in meno delle CBT per 

o�enere una varietà commerciale 

• STATO DELL’ARTE DELLE METODICHE: come per SDN1



• PRESENZA DI DNA ESOGENO: Presenza del gene portatore del tra�o di interesse 

nel prodo�o finale‐ Possibili integrazioni di altri costru* nel prodo�o 

intermedio (eliminabili con una generazione di backcrossing)

• EFFETTI NON INTENZIONALI: OFF‐TARGET rari o assen�. E’ semplice rilevare gli 

OFF‐TARGET perché le sequenze candidate  sono simili o corrisponden� al target 

della nucleasi. Possibili effe( di posizione ma meno frequen: rispe�o ai 

prodo( ETGM. Si prevedono meno effe( pleiotropici nei casi di cisgenesi.

• EFFICIENZA/VELOCITA’ E SEMPLICITA’ DI UTILIZZO: Molto veloce ed economica. 

      L’efficienza è legata al locus genomico in cui è dire�a l’integrazione. Più   

      semplice e veloce rispe�o alle metodiche ETGM per lo schema di selezione   

      semplificato.

• CARATTERISTICHE DEL PRODOTTO FINALE: I prodo( SDN3 ed ETGM sono 

paragonabili ma i primi il nuovo gene è inserito in maniera mirata in un punto 

specifico del genoma mentre nei secondi l’inserzione è casuale

• STATO DELL’ARTE DELLE METODICHE: Dimostrata la fa*bilità su piante modello, 

ancora pochi da� pubblica�.   




