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Accelerazione dei processi di miglioramento genetico delle 
piante ottenibili con metodi classici.

Ingegneria genetica nelle piante: una 
panoramica generale.

Tecniche di ingegneria genetica e genome editing:

Metodiche ad alta precisione: introduzione di mutazioni mirate ad esprimere un 
carattere desiderato senza la trasmissione di altri caratteri casuali. 

Nuove opportunità: l’introduzione di transgeni consente di ottenere caratteri che 
sarebbero di difficile selezione naturale (es. resistenza a stress idrici, a virus etc).

o Miglioramento delle 
qualità nutrizionali.

o Resistenza a insetti, 
erbicidi e virus
(piante transgeniche 
di prima generazione).

o Tolleranza a stress 
biotici ed abiotici.

Perché 
ingegnerizzare 
le piante?

Ad esempio:
§ Resistenza al TYLCV-virus
§ Resistenza al SMV-virus



1. Ingegneria genetica delle piante: il sistema 
CRISPR/Cas9.

u CRISPR/Cas9: sistema della «forbice molecolare»

Costituito da:

• Sequenze CRISPR: sequenze ripetute di 25-50 bp, alternate a sequenze variabili di 25-75 bp, presenti nei genomi di Batteri 
ed Archaea. 

• Cas9: la proteina Cas è una endonucleasi sito-specifica, necessaria per il taglio di sequenze di DNA bersaglio; la Cas più 
utilizzata nei sistemi CRISPR/Cas è la nucleasi Cas9. 

• RNA-guida (sgRNA): RNA specifico che guida la nucleasi a livello del sito da tagliare. Deve compiere un appaiamento di 
tipo Watson e Crick con il DNA bersaglio.

• Motivo PAM (Protospacer-adjacent motif): motivo conservato costituito da tre nucleotidi, fondamentali per l’azione 
da parte della Cas9. La nucleasi taglia il DNA su entrambi i filamenti tre nucleotidi a monte del motivo PAM.

o Integrazione di transgeni.
o Creazione di mutazioni che inattivano 

specifici geni.
o Induzione di resistenza ad alcuni virus.

Possibili usi del sistema CRISPR/Cas9:



Resistenza al TYLCV-virus: il caso del Solanum 
lycopersicum (pomodoro) ingegnerizzato mediante 
CRISPR/Cas9 per contrastare l’infezione.

Nello studio condotto sono state ingegnerizzate piante di pomodoro 
(Solanum lycopersicum) e Nicothiana benthamiana attraverso la tecnica 
CRISPR/Cas9 allo scopo di ottenere piante resistenti all’infezione da 
Tomato leaf curl virus (TYLCV).

Sintomi caratteristici e conseguenze 
dell’infezione:
- Nanismo. 
- Ingiallimento lungo i margini.
- Perdite ingenti di raccolto.

TYLCV: 
6/7 ORF parzialmente sovrapposte, fra le 
quali:

V1: codifica per la proteina del rivestimento CP
C1: codifica per la replicasi Rep

Fonte:
Tashkandi, M., et al, (2017)



Progettazione del vettore di espressione per CRISPR/Cas9.

1. Costruzione dei vettori.
ØSequenze RB ed LB: trasferimento del DNA da A. tumefaciens.
ØGene per la resistenza alla kanamicina: marcatore per la 

selezione delle piante transgeniche.
ØSiti di restrizione SacI. 
ØPromotore U6-26S: espressione dell’RNA-guida (sgRNA).
ØGene per l’sgRNA: ottimizzato per codoni umani
ØPromotore CaMV-35: promotore forte. 
ØSequenze di segnalazione FLAG e gene per la Cas9: 

rilevamento della Cas9 (sequenze FLAG) nelle piante transgeniche.

2. Trasformazione dei vettori in Agrobacterium tumefaciens e poi in cotiledoni di Solanum 
lycopersicum e dischi fogliari di N. benthamiana; selezione e crescita delle piante T1.

Confermato l’ottenimento di piante transgeniche 
che codificano sgRNA per i target CP e Rep. 

3. Infezione delle piantine T2 con TYLCV, assieme ad un gruppo di controllo. 

Gene per la 
proteina Rep

Gene per la 
proteina CP

TARGET 
SCELTI

Fonte:
Tashkandi, M., et al, (2017)
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Ø Saggio T7EI (T7 Endonuclease I): rilevazione delle 
mutazioni indotte da rotture a doppio filamento nel DNA.

Ø Sequenziamento con metodo Sanger.

Ø PCR semi-quantitativa.

Ø Saggio Rolling circle amplification (RCA): 
verificare se il sistema CRISPR/Cas9 determinasse un basso 
accumulo di DNA genomico virale a ssDNA nelle piante 
transgeniche.

Analisi effettuate sul DNA estratto dalle piante T2 
post-PCR e relativi risultati ottenuti.

q Il target da parte della Cas9 verso le 
sequenze scelte come bersaglio nelle 
piante T2 è stato molto efficiente. 

q La quantità di DNA virale nelle piante T2 è 
stata inferiore rispetto a quello accumulato 
nelle piante di controllo.

v Le analisi sono state poi ripetute in generazioni successive per 
verificare se l'immunità conferita dal sistema CRISPR/Cas9 
fosse durevole nel tempo: i risultati sono stati positivi. 

Fonte:
Tashkandi, M., et al, (2017)

q Le piante T2 hanno accumulato una 
quantità di DNA genomico virale a ssDNA 
inferiore rispetto a quelle di controllo.



Possibili limitazioni nell’uso di CRISPR/Cas9 per indurre 
resistenza ai virus.

Meccanismi di riparo dei danni al DNA (NHEJ): possono indurre mutazioni e quindi 
creare varianti in grado di sfuggire all’azione del sistema CRISPR/Cas.

1. Linfa infetta da TYLCV in piante di Nicothiana benthamiana ingegnerizzate per 
colpire il target Rep: inoculati in piante selvatiche della stessa specie.

2. Il DNA delle piante infettate è stato raccolto dopo 7 giorni dall’inoculazione e 
sottoposto ad analisi molecolari.

Sequenziamento Sanger: rilevata la 
presenza di alcune varianti di TYLCV 
che mantenevano ORF funzionali e 

dunque potevano replicarsi 
indipendentemente dall’azione del 

sistema CRISPR-Cas9.
Fonte:
Tashkandi, M., et al, (2017)

Per verificare l’ipotesi:



2. Resistenza al Soybean mosaic virus (SMV): il caso della 
Glycine max (soia) ingegnerizzata per indurre la 
resistenza a virus tramite RNAi (RNA interference).

v Dopo la trasformazione mediante Agrobacterium tumefaciens, il 
ceppo virale SMV-SC15 è stato inoculato nelle piantine T1 e, 

successivamente, anche in quelle della generazione T2.

RNAi

Approccio innovativo: abbattere la trascrizione del gene della soia 
GmVma12, e non del virus, attraverso l’introduzione di un vettore 
contenente una sequenza ripetuta e invertita del medesimo gene.

Fonte: 
Luan, H., et al, (2020)

Piccoli RNA
o Impedimento trascrizione.
o Degradazione mRNA o 

repressione della traduzione.

Obiettivo dello 
studio condotto

Perché questo gene? La proteina GmVma12 interagisce con la proteina virale 
P3, a sua volta implicata nella replicazione SMV.



Analisi effettuate e risultati ottenuti.

q T1: su 160 piantine, circa il 25% sono risultate HR.
q T2: su 38 piante esaminate da due linee, circa il 60% sono risultate HR.
q Le piante MR sono stati i fenotipi maggioritari nella generazione T (circa il 49%); 

osservati anche fenotipi DR. 

q qRT-PCR: nella T2 l’espressione del gene GmVma12 è diminuita del 
70% al 7° giorno dopo l’infezione rispetto al controllo. 

q L’espressione della proteina virale CP è stata inferiore nelle piante 
transgeniche rispetto ai controlli; nelle piante transgeniche è stata quindi 
inibita anche la replicazione. 

q Saggio ELISA per testare l’accumulo del SMV: a 15 e 30 giorni post-infezione, 
nelle piante transgeniche non è stato rilevato il virus. 

Il vettore RNAi ha generato RNA interferenti che hanno ridotto 
l’espressione del gene GmVma12, inducendo resistenza al SMV.

Fonte:
Luan, H., et al, (2020)

q In crescita riproduttiva, la gravità della malattia 
sulle foglie è stata classificata in gradi da 0 a 4. 
Valori medi: 
T1 e T2: 1,12 e 1,08. 
Piante di controllo: 3,07 e 3,20.

Analisi 
molecolari

Analisi visive dei 
fenotipi

qHR: alta resistenza
qDR: resistenza ritardata
qMR: resistenza media
qS: suscettibili

Livelli di gravità dell’infezione. 
Immagine da Luan, H., et al, (2020)



Osservazioni e conclusioni.
§ Enorme contributo al miglioramento genetico delle piante per 

l’introduzione di meccanismi di resistenza ai virus, sia in termini di 
versatilità che di costi.

§ Semplicità 
§ Versatilità
§ Efficacia

Fonti:
Gabriella Pasqua, Cinzia Forni, Biotecnologie vegetali, Piccin, 2022

§ Modifiche genetiche 
mirate.

§ Stabilità della resistenza 
per più generazioni.

§ Silenziamento genico 
tessuto-specifico

§ Possibili utilizzi futuri per creare 
resistenza specifica contro virus nelle 
colture.

Tecniche di 
ingegneria genetica

Studi 
condottiCRISPR/Cas9 RNAi

§ Possibile approccio alternativo per 
ridurre la frequenza di varianti del virus 
ed aumentare la resistenza: targeting 
simultaneo in più sequenze.

Tashkandi, M., et al, (2017)
Luan, H., et al, (2020)

§ Piante trasformate per l’induzione 
della RNAi: sintomi lievi. 
L’attivazione biotecnologica della 
RNAi ha conferito resistenza al SMV.



Riassunto esteso.
Le tecniche di ingegneria genetica hanno permesso di fare un notevole passo in avanti per quanto riguarda il miglioramento
genetico di molte caratteristiche nelle piante. Ingegnerizzare le piante significa trasferire nelle cellule vegetali geni di interesse,
introducendo mutazioni che risultano in fenotipi vantaggiosi nei confronti delle sfide più disparate come, in questo caso, lo
sviluppo di resistenze nei confronti di alcune delle infezioni virali più letali per le colture. La metodica di ingegneria genetica
attualmente più precisa ed efficace è CRISPR/Cas; con tale sistema è stato possibile ingegnerizzare piante di pomodoro
(Solanum lycopersicum) e Nicothiana benthamiana per combattere uno fra i virus più distruttivi di tali colture: il TYLCV. I target
per la progettazione del sistema CRISPR/Cas9 sono state le sequenze Rep e CP del genoma virale. Sono stati quindi costruiti
dei vettori di espressione contenenti sequenze codificanti per sgRNA dirette verso i target e, dopo la trasformazione in
Agrobacterium tumefaciens, le piante di S. lycopersicum e N. benthamiana delle generazioni T1 e T2 sono state infettate con
TYLCV. Le analisi molecolari effettuate sugli ampliconi della PCR contenenti i target di CRISPR/Cas9 hanno attestato che la
quantità totale di DNA virale è risultata essere presente, nelle cellule ingegnerizzate, con un titolo notevolmente inferiore
rispetto a quella dei controlli; anche l’impiego di un test RCA ha dimostrato che il genoma a ssDNA del virus è stato rilevato
in minor quantità nelle piante transgeniche. Questa resistenza al TYLCV è stata mantenuta anche nella generazione di piante
T3, dimostrando dunque la sua efficacia. Anche la biotecnologia della RNAi si è rivelata un approccio molto efficace nel
contrasto alle infezioni virali. Nel corso degli anni, le colture ingegnerizzate per l’attivazione di questo naturale meccanismo di
difesa presente nelle piante sono state prodotte principalmente con l’obiettivo di bersagliare, e quindi degradare, trascritti
virali. Nel caso-studio della soia transgenica resistente a SMV, la RNAi è stata invece sfruttata per interferire con la trascrizione
di un gene della pianta stessa (GmVma12), che codifica per una proteina strettamente implicata nell’invasione del virus nella
cellula attraverso l’interazione con la proteina virale effettrice P3. Sono state quindi inserite in un vettore due sequenze
ripetute invertite del gene GmVma12 e la trasformazione in pianta è stata effettuata con l’impiego di Agrobacterium tumefaciens.
Le piante T1 e T2 sono state poi infettate con il ceppo virale SMV-SC15. I risultati riscontrati nella generazione T2 hanno
attestato sia una riduzione dell’espressione del gene bersaglio di circa il 70% al settimo giorno post-infezione, sia un accumulo
del virus nelle cellule significativamente più basso rispetto alle piante di controllo. Anche la proteina virale CP è risultata essere
presente in minor quantità nelle piante transgeniche rispetto a quelle di controllo. I livelli medi di gravità dei sintomi del virus
nelle piante transgeniche in fase di crescita, classificati con valori da 0 a 4, sono stati notevolmente più bassi rispetto a quelli
calcolati per le piante di controllo. L’espressione del vettore in pianta ha generato una struttura a forcina che, attraverso il
meccanismo della RNAi, ha interferito con la trascrizione del gene GmVma12 inducendo resistenza al SMV nelle piante di soia.
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