
INGEGNERIA GENETICA 
 NELLE PIANTE 



la trasformazione genetica offre l'opportunità di introdurre geni di qualunque origine nelle 

cellule vegetali. 

Queste cellule vengono, quindi, rigenerate producendo piante transgeniche che contengono ed 

esprimono la nuova informazione genetica. 

 

La maggior parte delle piante transgeniche viene generata usando due metodi generali che 

sono: 

1) La trasformazione mediata da Agrobacterium 

2) La trasformazione diretta con DNA (tecniche biolistiche, elettroporazione, permeabilizzazione 

di protoplasti mediata da PEG) 

INGEGNERIA GENETICA: Insieme di tecnologie che permettono la manipolazione in vitro di 

molecole di DNA, in modo da provocare cambiamenti predeterminati nel genotipo di un 

organismo 



1. Preparazione di un costrutto 

contenente il gene d’interesse (GdI)  in 

un  vettore adatto ad assicurarne la sua 

espressione nella cellula vegetale; 

 

2. Un sistema per introdurre il DNA 

all’interno della cellula vegetale; 

 

3. Un sistema di rigenerazione che 

consenta di ottenere una pianta GM 

dalla cellula trasformata. 

Passaggi necessari per ottenere una pianta 
geneticamente modificata 



Promotore: controlla dove, quando e quanto un gene è espresso. 

SS Sequenza segnale: indirizza la proteina verso la corretta localizzazione subcellulare. 

Es.: sequenza segnale di RbCS (RUBISCO small subunit) -> cloroplasto 

Regione codificante: codifica il prodotto proteico del gene 



I vettori di clonaggio sono 

particolari molecole di DNA, 

naturale o anche artificiale, 

impiegate nelle tecnologie 

molecolari di clonaggio. 





 Elettroporazione: mediante l’impiego di impulsi di corrente elettrica che creano nella 

membrana plasmatica pori transitori attraverso i quali il DNA può penetrare all’interno del 

protoplasto 

METODI DI TRASFORMAZIONE GENETICA 
Trasferimento genico diretto con sistemi chimico-fisici 



 Microiniezione: in questo caso la soluzione di DNA è iniettata con aghi sottilissimi 

direttamente nel nucleo di protoplasti o cellule integre (di espianti, calli, embrioni somatici, 

ecc.) usando micromanipolari 

METODI DI TRASFORMAZIONE GENETICA 
Trasferimento genico diretto con sistemi chimico-fisici 

 Bombardamento:  per mezzo di un 

acceleratore che consente di sparare nel 

nucleo di cellule intatte microparticelle di 

metallo rivestite di DNA (metodo 

biolistico) 



METODI DI TRASFORMAZIONE GENETICA 
Trasferimento genico diretto con sistemi chimico-fisici 

 trasformazione con PEG (sostanze, in parte di origine naturale, usate come emulsionanti, 

ossia per mescolare le parti oleose con quelle acquose) il DNA plasmidico penetra 

direttamente nei protoplasti per assorbimento diretto, grazie all’azione del PEG che rende 

permeabili al DNA le membrane cellulari. Il PEG viene aggiunto a una soluzione contenente il 

DNA e i protoplasti. 



• Batterio Gram- negativo 

bastoncellare del suolo 

• Infetta piante attraverso 

ferite 

• Causa galle o tumori del 

colletto 

• La formazione di tumori 

dipende dalla presenza di 

un plasmide, detto 

plasmide Ti (“Tumor inducing”) 

Agrobacterium tumefaciens 

METODI DI TRASFORMAZIONE GENETICA 



Tutto il DNA compreso tra 

i bordi L (left) ed R (right) viene 

trasferito alla pianta 

• I geni sul T-DNA sono 

necessari per la sintesi di 

opine (aminoacidi non 

proteici) e di ormoni vegetali 

(auxine e citochinine) 

Plasmide Ti 



Il meccanismo del trasferimento del T-DNA 

contatto cellulare mediato dalla interazione di proteine batteriche di adesione superficiale 

(prodotti dai geni chv) con specifici recettori della cellula vegetale (proteine simili alla 

vitronectina). 

Il sistema di percezione-trasduzione del segnale utilizzato da Agrobacterium 

classe di regolatori batterici a due componenti in cui una istidina chinasi recettoriale 

(VirA), dopo aver percepito il segnale specifico (acetosiringone), si autofosforila e 

trasferisce un residuo fosfato ad un secondo componente indipendente attivandone le 

Proprietà di attivatore trascrizionale (VirG). In seguito all'attivazione di VirG questi 

attiva tutti i geni vir legandosi a specifiche Vir box presenti sui loro promotori. 





L'induzione dei geni vir induce la formazione di una copia a singolo filamento del T-DNA, T-

strand. 

 Il T-strand, complementare al filamento codificante del T-DNA, si forma ad opera di due 

endonucleasi specifiche rispettivamente per LB e RB: VirD1 e VirD2. Le due endonucleasi 

rimangono attaccate all'estremità 5' del filamento. 

In seguito alla ricostituzione del filamento complementare del T-DNA, ad opera del sistema di 

riparo della cellula batterica, si excide un filamento a singola elica del T-DNA con la proteina 

VirD2 attaccata all'estremità 5' che le conferisce una polarità distinta. 

Il T-strand viene immediatamente ricoperta da ss-DNA binding proteins codificate da VirE che 

proteggono il T-strand dall'attacco di proteasi e gli conferiscono una forma bastoncellare che ne 

facilita la fuoriuscita dalla cellula batterica e l'ingresso in quella vegetale, utilizzando un canale e 

un pilus formati dall'assemblagio di numerose proteine codificate dal locus VirB. 

L'intero processo di attraversamento del canale richiede energia probabilmente fornita 

dall’attivita' ATPasica di VirB4 e/o VirB11 



La traslocazione del complesso-T al 

nucleo sembra essere mediato sia da 

VirD2 che da VirE2. 

Entrambe le proteine, infatti, 

presentano Nuclear Localization Signals 

(NLS) funzionali. Dopo aver raggiunto la 

membrana nucleare, il complesso-T 

entra nel nucleo e, una volta dentro 

il nucleo, il T-strand si integra nel 

genoma vegetale con un meccanismo 

di ricombinazione non omologa, che 

coinvolge numerose proteine vegetali 

e Vir D2 eVirE2. 



I plasmidi Ti  non sono adatti ad essere usati come vettori di trasferimento, perché: 

• sono troppo grandi 

• non hanno siti di restrizione adatti per i clonaggi molecolari 

• inducono tumori vegetali non rigenerabili come piante fertili 

• L’analisi molecolare dei plasmidi Ti ha dimostrato che, mentre RB e LB sono essenziali per il 

trasferimento del T-DNA, paradossalmente il T-DNA stesso non lo è. 

Dai plasmidi Ti vengono derivati vettori di trasferimento in cellule vegetali 

• E’ stato dimostrato sperimentalmente che qualunque sequenza di DNA inclusa tra le border 

repeats (LB e RB) viene trasferita nelle cellule vegetali dall’apparato di trasferimento di 

Agrobacterium. 



Il modo più semplice per produrre piante transgeniche è quello che prevede l’ingegnerizzazione del plasmide 

Ti (wild-type), sostituendo il T-DNA con il gene di nostro interesse, in tal modo applichiamo delle modifiche 

consistenti in : 

 

1. eliminazione dei geni codificanti per l’auxina e la citochinina, in quanto i 2 fitormoni impedirebbero la 

rigenerazione dell’intera pianta a partire da singole cellule sottoposte a trasformazione; 

2. allontanamento del gene codificante per l’opina, in quanto la loro sintesi da parte delle piante 

transgeniche è inutile, dato che l’opina è metabolicamente utile solo all’ Agrobacterium; 

3. i plasmidi Ti sono troppo grandi, di conseguenza sarà opportuno alleggerirli eliminando tutti quei tratti 

di DNA inutili per il loro impegno come vettori; 

4. è opportuno dotare il plasmide di un sito di origine, che ci consente di clonare il vettore ricombinante in 

E. coli, per ottenere più copie; 

5. è assolutamente necessario mantenere inalterata la sequenza di confine del T-DNA perché giocano un 

ruolo determinante nel favorire l’integrazione del T-DNA stesso nel genoma vegetale; 

6. inoltre l’inserimento di una regione poli-linked tra le due sequenze di confine del T-DNA favorisce 

l’inserimento del gene di interesse; 

7. infine la presenza di un gene marcatore selezionabile che codifica par le neomicina-fosfotrasferasi 

consentirà di selezionare le cellule trasformate che risultano resistenti alla Kanamicina. 



 Vengono rimossi i geni vir 

 Dal T-DNA vengono rimossi i geni che 

codificano per enzimi della biosintesi di 

ormoni ed opine 

  I bordi L ed R sono mantenuti 

  Il DNA da integrare nel genoma della 

pianta viene inserito tra i bordi L ed R 

  Viene anche inserito nel T-DNA un 

marcatore di selezione (es. resistenza a 

kanamicina) 

 Richiesto anche un altro plasmide, che 

contiene i geni vir ma non il T-DNA 

(plasmide helper) 

Modificazione del plasmide Ti 





Il plasmide Ti così ingegnerizzato manca dei geni vir indispensabili per l’escissione del T-DNA e 

per la sua integrazione. Per questo motivo sono state messe in atto una serie di strategie per 

risolvere tale inconveniente. Un sistema si basa sull’utilizzo di due plasmidi e per questo 

definito metodo del vettore binario. Un plasmide che porta il gene di nostro interesse sarà 

dotato di due siti ori, uno per E.coli e l’altro per Agrobacterium (vettore di clonaggio), ma privo 

dei geni vir. Questo plasmide consente di clonare quante volte si vuole il gene di nostro 

interesse lasciando che il plasmide ricombinante si replichi all’interno di E. coli. Il vettore 

ricombinante viene poi trasferito in A. tumefaciens precedentemente dotato di un plasmide Ti 

privo della regione T-DNA ma dotato dei geni vir (plasmide T-helper) 





Dopo aver effettuato un qualsiasi metodo per produrre cellule modificate geneticamente, è 

indispensabile identificare le cellule che sono state trasformate.  

 

Geni marker o reporter: hanno la caratteristica di rivelare le cellule che hanno integrato il DNA 

esogeno. Esempi di geni reporter per cellule vegetali trasformate sono: 

 

• Gene per la neomicina-fosfotrasferasi: In presenza dell’antibiotico kanamicina crescono solo 

le cellule che hanno inglobato ed esprimono il del gene per la neomicina-fosfotrasferasi. 

• Gene GUS (E. coli): Codifica l’enzima -D-glucuronidasi in grado di idrolizzare l’acido 5-bromo-

4-cloro-3-indolil-D-glucuronico (incolore), il cui prodotto di idrolisi mostra una colorazione 

bluastra. Quindi, in tal modo può essere evidenziata l’attività del gene GUS che sarà presente 

solo nei tessuti vegetali trasformati. 

Geni reporter  





IL SILENZIAMENTO GENICO MEDIATO DA PICCOLI RNA 

RNA silencing 

Insieme di processi basati su piccole molecole di RNA che hanno come risultato l’inibizione 

dell’espressione di geni specifici 

microRNA (miRnA) 

 siRNA (short-interfering RNA) 

RNAi (RNA interference)  

RNA di circa 22 nucleotidi  che appaiandosi a 
mRNA endogeni ne determinano la 
degradazione/ inibizione della  sintesi 
proteica/ modificazioni della cromatina 



NUOVE BIOTECNOLOGIE SOSTENIBILI: 
EDITING GENOMICO 

Il “genome editing” comprende un insieme di tecniche in grado di correggere, rimuovere, 

inserire o sostituire specifiche sequenze di DNA in un punto preciso del genoma. In altre parole, 

l’editing genomico consente di produrre mutazioni mirate in siti specifici del genoma 

avvalendosi di enzimi nucleasi capaci di tagliare la doppia elica del DNA e sfruttando i 

meccanismi cellulari di riparazione. Si possono così realizzare diverse modifiche del genoma a 

seconda del percorso di riparazione delle rotture del DNA: la congiunzione delle estremità 

terminali non omologhe (non-homologous end joining, NHEJ) o la riparazione basata sulla 

ricombinazione omologa (homology directed repair, HDR). 



Negli ultimi due decenni, sono state individuate quattro diversi tipi di endonucleasi, ognuna 

delle quali possiede una particolare struttura in grado di scindere una specifica sequenza di 

DNA:  

  Meganucleasi 

  Zinc finger nucleases (ZFNs)  

 Transcription Activator-Like Effector-based Nucleases (TALENs) 

 Sistema CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)-Cas (CRISPR-

associated). 

 

Fino a qualche anno fa, gli strumenti principali di modifica del genoma erano le nucleasi ZFN e le 

TALEN. Entrambe sono endonucleasi ingegnerizzate composte di due elementi principali: un 

dominio in grado di legarsi al DNA e un dominio nucleasico per l’induzione della rottura del DNA 

nella posizione desiderata del genoma. Solo di recente il sistema CRISPR/Cas9 è risultato essere 

il metodo più efficace per l’editing genomico, grazie alla sua semplice struttura e la facile 

applicabilità ad una vasta gamma di organismi. 



L'enzima FokI, presente in natura nel batterio Flavobacterium 

okeanokoites è un’endonucleasi di restrizione  costituita da un 

dominio N-terminale, legante il DNA e un dominio C-

terminale, che taglia il DNA in maniera aspecifica. Il dominio di 

taglio non specifico del DNA dell’endonucleasi FokI può essere 

usato per costruire nucleasi ibride aventi siti di legame al DNA 

più specifici come le Zinc finger nuclease. Grazie 

all’ingegnerizzazione di specifiche endonucleasi è quindi 

possibile introdurre un taglio in una regione determinata del 

genoma.  

La ZFN legherà i siti specifici sul genoma bersaglio e l’enzima FokI lo taglierà inattivandolo. Se oltre a questi 

enzimi ZFN si trasfetta nella cellula un frammento di DNA ricombinante (gene ricombinante) contenente alle 

estremità brevi sequenze omologhe a quelle fiancheggianti il sito di taglio nel DNA bersaglio il DNA esogeno 

sarà inserito nel punto in cui hanno agito le endonucleasi grazie al fenomeno della ricombinazione omologa 

Gene editing usando  
Zinc finger nucleases  



Gli effettori TAL (simili a ZFN) sono proteine che vengono secrete dai batteri Xanthomonas, che 

le iniettano nelle cellule delle piante, dove arrivate nel nucleo attivano la trascrizione di geni 

specifici, che rendono la pianta più suscettibile all'infezione Il dominio legante il DNA è formato 

da una sequenza altamente conservata di 33-34 aminoacidi ripetuti con il 12°e 13° aminoacido 

divergenti. Queste due posizioni, sono indicate come Repeat Variable Diresidue (RVD) sono 

molto variabili e fortemente correlati al riconoscimento specifico dei nucleotidi sul DNA 

bersaglio 

Gene editing usando Transcription Activator-Like Effector Nucleases 
(TALEN)  

TALEN associati ad enzimi di restrizione 
possono essere progettati per legarsi 
praticamente qualsiasi sequenza di DNA 
desiderato, in modo che quando 
combinato con una nucleasi, il DNA può 
essere tagliato in punti specifici 



Oltre a nucleasi (associato a ZFN o a TALEN il 

sistema CRISPR/Cas9 sta diventando uno 

strumento di primo piano nel campo della 

modifica del genoma. 

Sia la nucleasi le ZFN, che le TALEN, richiedono 

tuttavia l’ingegnerizzazione e la sintesi di 

proteine personalizzate per ogni sequenza 

target di DNA un processo più complesso e 

lungo rispetto alla sintesi degli RNA guida 

mentre i CRISPRs sono molto più facili da 

progettare perché richiedono solo una breve 

sequenza di RNA da associare a Cas9 e alla 

sequenza target del DNA. 

Gene editing e CRISPR/Cas9 



Crispr-Cas9 :una tecnologia all’avanguardia che 

consente di realizzare interventi di 

microchirurgia sui geni, modificando una 

sequenza di DNA in un punto preciso del 

cromosoma con precisione e facilità mai 

raggiunte prima. 

Mentre le vecchie tecniche genomiche si 

limitano ad aggiungere materiale genetico, 

CRISPR permette anche di intervenire per 

cancellare o modificare sezioni specifiche di 

DNA, offrendo la possibilità di riscrivere il 

genoma secondo le proprie esigenze. 

Crispr-Cas9 



Per Crispr si intende Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, locuzione che 

indica segmenti di DNA che contengono brevi sequenze regolari e ripetute. Si tratta di sequenze 

particolarmente frequenti in natura: sono state osservate, infatti in circa il 40 % dei genomi 

batterici sottoposti a sequenziamento.  

Le sequenze Crispr sono particolarmente importanti per l’ingegneria genetica perché a esse è 

associato un complesso di geni, il Cas (ovvero Crispr-Associated) che codificano enzimi in grado 

di tagliare il DNA.  



Il compito di «danneggiare» il DNA non è affidato ad agenti chimici o fisici, ma a specifiche 

proteine che ‘leggono’ tutto il genoma e tagliano nel punto desiderato, attraverso un 

meccanismo di riconoscimento della sequenza di DNA. Esistono diversi tipi di ‘forbici molecolari’, 

ma quelle più in voga al momento per la versatiità e facilità di utilizzo si chiamano CRISPR-Cas, 

ispirate a un meccanismo batterico di difesa contro i virus. È un sistema fatto da due 

componenti: 

- un enzima capace di tagliare il DNA (nel caso specifico quello del virus, ma può essere utilizzato 

per tagliare il DNA di altri organismi), la Cas9 endonucleasi. 

CRISPR/Cas9 = L’acronimo sta per l’enzima prodotto dal gene Cas9 e i Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats, le ripetizioni palindromiche di gruppi di DNA estraneo (di 

virus o quant’altro) disposti a intervalli regolari. 

- una molecola di RNA (guida) ogni volta diversa, che serve ad indirizzare l’enzima CAS9 su una 

sequenza corrispondente nella doppia elica del virus, dove avverrà l’incisione. 

FORBICI MOLECOLARI 



CRISPR esiste in natura da chissà quanto tempo, infatti i batteri lo utilizzano come meccanismo di difesa 

contro l’attacco dei batteriofagi. Un batteriofago altro non è che un virus che attacca batteri, in quanto virus 

non è un organismo autosufficiente, ma ha bisogno di “parassitare” un batterio per riprodursi. 

In genere, quando il fago inietta il suo DNA all’interno del batterio, si attuano dei meccanismi molecolari tali 

da costringere il batterio stesso a produrre, assemblare e rilasciare all’esterno nuove particelle fagiche, 

rilascio con cui coincide la morte del batterio. 

In questo contesto CRISPR agisce da meccanismo 

di immunizzazione e immunità nei confronti dei 

fagi: non appena un fago rilascia il suo DNA 

all’interno del batterio, esso viene intercettato da 

alcune proteine del sistema CRIPSR/Cas che hanno 

il compito di tagliarlo e di conservarne un 

pezzettino all’interno del genoma del batterio 

stesso. In questo modo, se per caso il batterio 

dovesse essere attaccato da un fago dello stesso 

tipo, sarà il trascritto del frammento integrato 

precedentemente a guidare le proteine CRISPR 

(solitamente diverse da quelle precedenti) verso il 

DNA fagico per attuarne la distruzione. 



Il complesso molecolare CRISPR/Cas 9: 

Riconosce mediante la sequenza spacer crRNA le sequenze di un virus infettante 

complementari, funzionando da «guida» e dirigendo il complesso CRISPR/Cas 9 sul DNA target 

poi l’attività nucleasica della Cas 9 taglia il DNA bersaglio. 

L'associazione CRISPR/Cas costituisce un sistema immunitario procariotico che conferisce 

resistenza al batterio nei confronti di elementi genetici estranei (plasmidi e fagi) 





Per queste sue caratteristiche, il sistema 

CRISPR/Cas è usato nell'ingegneria genetica 

(aggiungendo o modificando la sequenza di 

geni specifici) in molte specie introducendo 

la proteina Cas9 (che effettuerà il taglio del 

DNA), un RNA guida complementare alla 

sequenza che si vuole tagliare (e che 

indirizzerà Cas9 nel giusto . In questo modo il 

genoma può essere tagliato in qualsiasi 

punto in maniera estremamente precisa. 

CRISPR/Cas9  apre la strada all'alterazione 

del codice genetico con numerose 

applicazioni nella manipolazione del genoma 

di piante nell’agricoltura, del bestiame da 

allevamento, ma anche umano. 

Ovviamente le prospettive potenziali di 

questo metodo sollevano importanti 

questioni etiche. 



Applicazioni e implicazioni nel miglioramento genetico delle piante 

Le piante ci forniscono cibo, mangimi per animali, medicinali, prodotti chimici, materiali rinnovabili e 

biocarburanti. L'addomesticamento delle piante ha coinvolto lo sviluppo di strategie per migliorare le 

prestazioni di colture e adattare le loro proprietà. L'allevamento convenzionale fa affidamento alla variazione 

genetica naturale esistente e ampi programmi di back-crossing sono necessari per introdurre i tratti 

selezionati. La disponibilità di alleli benefici in natura limita quindi ciò che può essere raggiunto utilizzando 

questo approccio. Nuovi alleli possono essere introdotti da mutagenesi casuale, ma a questa deve seguire lo 

screening di grandi popolazioni per identificare mutanti con proprietà desiderabili che comporta un enorme 

dispendio di tempo. L'editing del genoma può quindi accelerare questo processo consentendo l'introduzione 

di modifiche precise. Il sistema CRISPR / Cas9 è particolarmente vantaggioso perché più tratti possono 

essere modificati contemporaneamente 



Confronto tra miglioramento genetico tradizionale  
e trasformazione genica 





RESISTENZA A PATOGENI (es. virus) 







Overespressione di alcuni geni specifici di difesa 

 può conferire resistenza alle malattie 

 Tabacco trasformato per la produzione di una fitoalessina di vite: resistenza a al fungo B. 

cinerea 

 Tabacco trasformato con chitinasi e glucanasi: resistenza a numerosi funghi 

 Overespressione di proteine PI: resistenza ad insetti 







Il fitorisanamento  (fitorimedio o fitorimediazione) è una tecnologia naturale di bonifica dei suoli 
che utilizza alcune piante che sono in grado di fitoestrarre metalli pesanti e/o indurre la 
degradazione di composti organici in terreni contaminati. 

Phytoremediation  

 Geni che codificano 

per i trasportatori di 

metalli 

 Geni coinvolti nei 

percorsi di 

disintossicazione 

 Geni che codificano 

per proteine leganti 

metalli 

Pianta migliorata 



Piante ingegnerizzate 

Silene vulgaris Populus angustifolia 

Miglioramento dell'accumulo di metalli 
pesanti rispetto a una corrispondente 

pianta selvatica 

Overespressione del gene che 
codifica per la  

glutamilcisteina sintetasi 



Geni introdotti in  Arabidopsis thaliana 
(Brassiciaceae): SMT (selenocisteina 

methytransferase), LAC1 (laccasi secretoria), 
CdPCS1 (fitochelatina sintasi), AsPCS1 e GSH1 

(sintasi) 

maggiore fitovolatilizzazione di Se, maggiore 
resistenza a 2,4,6-triclorofenolo (TCP), aumento 
dell'accumulo di Cd e As e maggiore produzione 
di fitochelatine, rispettivamente 

Arabidopsis thaliana  





Non è ancora chiaro se gli organismi prodotti con queste procedure debbano essere regolati 

dalle attuali leggi previste per gli OGM. 

Gli Stati Uniti hanno deciso di focalizzare la loro attenzione sul prodotto finale e, quindi, 

nonostante le piante siano ottenute attraverso tecniche di ingegneria genetica, il prodotto finale 

non contiene DNA esogeno e la mutazione indotta non è distinguibile da una mutazione 

spontanea. Per questi motivi gli Stati Uniti hanno già approvato l’utilizzo in agricoltura di diverse 

varietà derivanti da editing genomico.  

Diversa è, invece, la situazione in Europa, dove la direttiva 2001/18/CE del Parlamento Europeo 

“sull’emissione deliberata nell’ambiente di organismi geneticamente modificati”, stabilisce che 

un OGM è un organismo “il cui materiale genetico è stato modificato in modo diverso da 

quanto avviene in natura con la riproduzione sessuale e/o la ricombinazione genetica 

naturale”. 

Perciò, anziché focalizzare l’attenzione sul prodotto finale, com’è accaduto negli Stati Uniti, 

l’Europa pone l’attenzione sulla tecnologia cui si ricorre e si utilizza per crearlo. 

OGM? 


