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RIASSUNTO

A partire dalla coltivazione in pieno campo deffrime varieta transgenice, nel 1996

f QA Y ONB Y Sy i 2intdReSshte &alle ZolnuigeNdfidar®ehe modificate (GM) stato
costante negli anni.

Attualmente letecniche di transgeneghanno portato a2 2 (i (i S ydi nGiSefose2varieta GM
per molte delle specie coltivate

Tuttavig in tempi recentj si e assistit@llamessa a puntali nuov metodiperla modificamirata
dei genomi vegetai RSYy2YAYylI GA ¢SOy2f23AS LISNI f Q9@2f «
genomico.

Questo lavoro, a partirela urintroduzione generale riguardantde varieta GM attualmente
coltivate, approfondiscele tecnologie dcisgenesi ed editing genomicdengono analizzate le
principali caratteristiche che differenziano queseznichedalla transgenesi, la loro situazione
legale y” SWnforie Europea, lo stato di avanzamento dei nuovi prodottbn alcuniesempi

applicativirelativi a colture agrealimentari.



ABSTRACT

Starting from open field cultivation of the firttansgenic varietiesn 1996, the increase of the
areas devoted to genetically modified (GM) crops has been constant over the years.

Currently, the transgenesis techniques have led to the development of numerous GM varieties
for many of the cultivated spmes.

| 26 SOSNE Ay NBOSyd GAYSas 4SQ@¥S aSSy GKS R
modification of plant genomes, called New Breeding Tiegles: cisgenesis and genome editing.
This work, starting from a general introduction concerning the GMetias currently grown,
explores the technologies of cisgenesis and genome editing. The main characteristics that
differentiate these techniques fra transgenesis are analyzed, as well as their legal framework
within the European Union and the progress efnproducts with some application examples

relating to agrefood crops.



1.INTRODUZIONE

ApartireRl 3t A | f 6 2 NJuraRrtSifpéricdo HdaolikicdOp Q dzazX2 § [t f | Oz2y
di metodi per incrementare le rese agricole.

Tutti gli innumerevoli sforzi e scoperte scientifiche avvenute nel corso della storia
RSt fQFaINRO2f GGdzNF = RI f t QA § @dg indlezoje ShinkcBe, ha® | NI ( |
avuto un solo obbiettivo principale: garantire cibo sufficiente per la sopravvivenza del genere
umano.{ 2f I YSY iS I LI NLGANB RF3IAtA | yyAipraQutimie RSt &
primi fenomeni di inquinament@ambientale dovuti talvolta,ad una malagestione derodotti

chimici si e affermato umuovo fabbisognola qualita delle produzioni alimentari.

In questo complesso binomio dato da quantita e quatiéi prodotti alimentarj si va ad
interporre forse lascoperta scientifica piimportante, Y St € I & ( 2 NJA lreceRt8 fat QI 3 1
possibilita dimodifica artificialedei genomi vegetaliSebbendale processomediabR I f £ Qdz2 Y 2
in maniera pil 0 meno consapevolauna praticainiziata nelNeoliticocon la domesticazione

delle specie vegetali selvatiche solo a partire dal secolo scorso che si € riusciti ad intervenire in
maniera pill precisa a carico dginomi vegetaliln pochi decenni si é pass& | f f QA RSY G A F 2
della struttura a doppi&licadella molecoh di DNA, alla successigapacitadi sequenziamento,

fino adarrivare all&acoltadi modificarne lasquenza

A partirepoi Rl f f QA RS defli ehzin® Hi Irekt@zifrie negly V' A , s&rsviluppatala
possibilita di intervenire sullamstzi G dzZNI RSt 5b! X AYGNRRdJzO8yR2 3
determinati geni, modificandone quindi la manifestazione fenotipica.

Questo lavoro vuole analizzare, a partire dai gia affermati metodi di modificazione genetica, le
piu recenti tecniche che hawrcome obbiettivo la modificeniratadei genomi delle colture agro
alimentari, denominateTecwlogie LISNJ f Q9 @2 f dATRA}, yinSlingliadidglesiéwi | I
Breeding TechniquéBlBT)[ Q200 ASG0A P2 & RA Sal YAY !l NEstall f A
tecnico, ma soprattutto di valutarne gli effetti sulla produzione agroalimentare e delle

implicazioni sulla sostenibilita ambientale.



1.1ORGANISMO GENETICAMENTE MODIFICATO: DEFIKBRIGNHCA E SCIENTIFICA

La definizione giuridica di orgamis g/ SG A OF YSYy (1S Y2RATFTAOI (2 ohDa:
edzNR LIS | T  articéd 2(della d¥rettivd 2001/18/CE del 12/03/2Q0he esprime quanto

& S 3 da$orgarismo, diverso da un essere umano, il cui materiale genetico & stato modificato

in mododiverso da quanto avviene in natura con l'accoppiamento e/o la ricombinazione genetica
naturale.

Dal punto di vista scientifico definisce OGMIn organismo vivente che possiede un patrimonio
genetico modificatotramite la tecnologia del DNA ricombinantehe O 2 Y LJ2 NJi | f QF 3.
f QSEAYAYIT A2y ST | YEAONDEUDDP:/WRE.facdgyietelyf Sy G A 3 S
Latecnologia del DNA riconmmante sfrutta la capacita di determinati enzimi di restrizione (0
desossiribonucleasi Il) di tagliare la molecolaDNA e successivamente di unirtpazie agli

enzimi ligasianche con molecole non derivanti dallo stesso organis@oesto € reso possie

RFffl LINSNRIFIGAGDBI RA dadzyABSNERIFIfAGE RSt O2RAO0
codifica esattenente per lo stesso prodotto genico in qualsiasi organismo.

In particolare viene definito transgene la sequenza di DNA esogeno che viesr@oins

F NGAFAOALF € YSY(dS y Sdspitedredianté tecniRhe ©ifinQegyridiihlgghitidhy 2
transgene, risptto al DNAoriginarioche si vuole modificare, puo derivare giaa specie vegetale
differente o anche da un organismo appartenente a ufed#inte regno (es: batterio).

Questa porzione di DNAsogem> LIJSNJ I NI YyIANB Af &a4dz0G@8@az
geneticamente modificato, dewd Sy A NBE Ay G0 SANI Gy S paradtikRaysgaa 2 Y A
corretta replicazione la suacorretta esressione fenotipicae la trasmissione ai discendenti.

(Clark et al., 199)

1.2CENNI STORICI

Gli interventi di mdifica del genoma sono una tecnolog@&ativamenterecente.

Il punto di partenza di tutti i successivi studi e scopgft€ f £ QF Yo A (G2 RSt QAy 3¢
devono a Paul Berg, che nel 19ZINK d a2 f Q! Yy A O dsEthin kitro Rprima G y F
molecola di DNA ricombinanté€lackson et al., 1972)

[ QL yy2 &dz00Saair@2 OA Fdz f I ONB modikicaty ®oddrr®:f  LINJ

Herb Boyer (Universita della California) e Stanley Cohen (Universita di Stanford), sfruttando un



plasmide, elempto genetico circolare autoreplicante presente nei batteri, riuscirono a trasferire

un genedi rana Kenopus laeviBaudin nel batterioEscherichia col{Cohenet al., 1973

Apartire ddla fine degli- y y7A RSt &S502f 2 & 02 N& mZionedlendm@i y A |
degli organismi pluricellulari, si gettano le basi per la produzione su larga scala delle piante
transgeniche. Questo e potuto accadegeazie alla scoperta che il batteribgrobacterium
tumefaciens (home scientifico aggiornatd?hizobim radiobacte)y (Kuykendall et al.,2001J),

agente vettore del cancro del colletto, poteva essere sfruttato per il trasferimento e

f QAYGSANIT A2y S RA 3ISy A(CHitan2eB 8.y 1082)y aftidoldre QIS t  dzt
batterio, in natura,puotrasferireun segmento di DNA {DNA) alle cellule vegetali, integrandosi

e ricombinando il DNA delle cellule stesse. In periodi successivmero poi ideati ulteriori

metodi per il trasferimento diretto del DNAS & 23Sy 2 | f €t QAYUSNYy2 RSt
elettroporazione, microiniezione e con sistema biolistico.

Le prime piante transgeniche prodotte con successo furono opera di quattro differenti gruppi di
ricerca, negli anni 1980982. Il gruppo dNA OS NOIF RSt f Q! yAOSNBRAGL RA
Schell e Marc Van Montagu, aveva ottenuto piante di tabacco resistenti alla kanamicina (sostanza
antibiotica) (Hernalsteens et gl.198Q La stessa resistenza venne prodotta dai ricercatori

R S f ivedsjtaydi Saintduis (USA), guidati da MaBell Chiltm. (Bevan et al., 1983) gruppo
3dZARF G2 RIF W2Ky YSYLI S ¢AY2GKe | Ffft>x RSttQ!y
gene di fagiolpcodificante per la glicoproteina faseolina,f fer@Qo\dy'una pianta di girasole.

(Murai et al, 1983 Risutati analoghi furono ottenutanchedaA NJA OS NI 6 2 NA RSt f Q
Company, Robert Fraley, Stephen Rogers e Robert Hdvshiuscirono a produrre piante di

pisello resistenti alla kanamia. (Fraley et al, 1983 Tutte queste ricerche avvennero
principalmente a carico di piante modello, ma in poco tempo gli studi si spostarono su piante di
interesse agrario, con lo scopo di migliorare le caratteristiche agronomiche e commerciali.

In Cinaavvenne la prima coltivazione su larga scala di una etransgenica: nel 12venne
introdotta una varieta di tabacco resistenteCaicumber mosaic virg€MV) (James, 1997

Per il primo prodotto vegetale modificato geneticamenéeitorizzato per il consumo umano,
bisogna invece attendere il 1994. La variegR®A L2 Y2R2NB RSYy2YAyl Gl
O2YYSNOAFEtATT Gl yS3tA {135 &aA LRYSOI Q20604
la stabilita delle caratteristiche organoleth OKS>X 3INI T AS | ff QAYy (i SNFSNE

poligalatturonas(P@, che svolge un ruolo essenziale nei processi di maturazione della frutta.



Questo enzima normalmente degrada le pectine nelle pareti cellulari e provoca
I'ammorbidimento deifrutti, cio causa una minoreshelflife del prodotto, rendendolopiu
suscettibie a danni meccanici e daessere attaccato da infezioni fungine.(Vessey, 2002

[ Q2 0 0 & Satohaggligtomediantef QA Y A SNA YSyYy (1 2 ROK Szyo tRSGE T
RSttt QSYyT AYlF Ay | dapsstditdcolddimd LI2yNIILYF WIRATCRR! t R ONEBE QF §
un determinato genel@ss of functiopsfruttandof QI T AfRYABNtiFRIE6 (asRNA)plecokh

di RNA non codificante compestla 1923 nucleotidi, complementare dIRNAmMessaggero
(mRNA)con cui si lega. Questa interazione tra asRNWRNA portalf QA Yy § SNF SNBy T |
di trascrizionee alla successivaepressione dellaintesiproteica]| QA 0 NA RF T A2y S { NI
porta allaformazione di una molecola instabidé RNA a doppio filamentalestinata a subire una

rapida degradzione nella cellulgXuet al,, 2018

Nel caso del pomodor€ | @ Nuindi, @ldliaterventoK I LJ2 NJi lazibge inibiRicedmsi Q
confronti dellasintesiR SdnZinga poligalatturonasi.

Successivamentesi sono sviluppate varieta transgeniche ditéule principali colture agrarie:

soia, mais, cotone, riso oltre ai gia citati pomodoro e tabacco.

| caratteri interessati dal trasferiemto genco sono aumentati nel tempoed interessano
oggigiorno non solo caratteristiche agronomichea anche proprig& qualitative e di controllo

dello sviluppo del sistema riproduttivo della piadta v dzS & G Qdzft G A Yl OF NI¥ & G
notevole imporeinza, con la possibilita tiesmetteregeni che inducono laterilita maschile o
femminile Questo porta un notevoleantaggioA Y Yy dzYSNR &A YO AGA | LI
della maschisterilita & sfruttag per la costitutuzione di varieta ibridd N> T A S £ t Q203G S
linee esclusivamentiEemminili,evitandoquindiil ricorso a costosi interventi manuali 0 mecaani

di castrazionenelle specie vegetali ermafroditéWu et al, 2016) La maschiosterilitai pud

inoltre sfruttare per il contenimento della diffusione dei transgeba sterilita femminile
garantisceancheuna maggiore durata del periodo di fioriturearatteristicache interessa le
speciecoltivate per scopprnamentali Un@lteriore appli@zione & Q A y Ratlal par2nérpia,

cioé lo sviluppo del frutto privo di semi a causa della mancata fecondazione, caratteristica
ricercata in frutticoltura ed dicoltura, in quanto permette la produzione di frutti anche in
presenza di condizioni anfbiy G £t A F GBSNES LISNJ f I (Bar&éke/ RI T A
Falcinelli2019

Successivamente alla diffusione su scala globale e in maniera preponderanteeste qu
1SOy2t23ASs A fSIAaflTG2NR YITA2YIEA S fQ2LRAY
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crescente a queste nuove tecnologie ed ai prodotti ottenuti. Se, coaeemo in maniera piu
F LN F2Yy RAGE Ay &aS$S3dzi G 2ica ediilyegislatore dagianald dcdettaio, f Q 2
senza o con limitate rimostranze, i prodotti ottenuti da tattniche in altri Paesi tali piante sono

maggiormente osteggiate e laro diffusione e fortemente limitata se non assente.

1.3PIANTE GENETICAMENIKEDIFICAE OBBIETTNAD APPLICAZIONE

DuranteA f O2 NER 2 RA (dzl i)} Qfde2 YR(G KNRA 4 SRFIINGSQ FOBNNBOD i f2 (
le piante agrarie che piu rispdevano alle caratteristiche desiderate.

Successivamente alla scoperta della tnéssione dei caratteri in maniera ereditaria, grazie agli
studi compiuti da Gregor Mendel, la capacita di sviluppare nuove varietée@aratteristiche
desiderate,ando aumatando. Gli studi sugli incroci dndividui con caratteristiche superiori
ando cescendo sempre pjufino ad arrivare alle scoperte del secolo scorso, grazie
principalmente alle attivita di Nazareno Strampelli e Norman Borl@grgauwen e De Smet
2017

Gli obbiettivi del miglioramento genetico convenzionale e di quello molecotare smedesimi:
ottenere varieta di specie coltivate con caratteristiche supérgfruttando la variabilita genetica
esistente mediante il trasferimento di caratteribe apportande caratteristichedesiderate
Ovviamente la differenza risiede nellaivkrsa maniera in cui avviene tale trasferimento. Se nel
miglioramento genetico convenzionale si sfruttano i fenomeni di ricombinazione genatitta
dalla riproduzionesessuata, nel miglioramentbasato su tecnichemolecolar si mira ad
ottimizzare questprocessiutilizzando anche geni esogeni.

Per convenzione possiamo distinguerei@nte geneticamente modificat®GM in tre differenti

tipologie:

1 PGM di | generazie: obbiettivo € aumentare la produttivita, la resistenza a stress
abiotici e bioticifacilitare le operazioni colturaigronomicheridurre i costi.

1 PGM di Il generazionebbiettivo &€ incrementare la qualita del prodotto finglanche per
renderlo idoreo ad utilizzi industriali diversi

1 PGM dilll generazionebbiettivo e creare piantecon nuove proprietadgapaci di produrre
metaboliti nuovi, utilizzabili in ambito farmacologico, come vitamine, vaccini, ormoni,

enzimi terapeutici, componenti dshngue, o anche industriali, ad esempio bioplastiche.

11



Nelle PGM di | generazione la resistanad erbicidinon selettivie insetti, principalmente
lepidotteri, sono le caratteristiche maggiormente ricercatelle varieta transgeniche di soia
(Glycine max.), mais Zea mayd.), colzaBrassica napuk,), cotone (Gassypiumspp.) (Bonny,

2015) (Talakayaleet al., 2020

La tolleranza ad alcuni virus e stata introdotta in varieta di patatdafum tuberosurh), bietola

(Beta vulgarissar.ciclalL.), pomodoro (ycopersicon esculentuln) e tabacco Nicotianaspp.)

(ISAA, 2017 come il ritardo ddh maturazione in pomodorgVessey, 2002e la maschio

sterilita, per agevolare la produzione di varieta ibride di coBwagsica napuk). (ISAA, 2017

Tra le varieta maggiormente diffuse di PGM di | generazione € doveroso ricordare il mais e cotone
B NBaAaAdGSYydA I € SLIAR2GGSNR vaatddal HatferioBatilfluQ A y & S
thuringiensis e la varieta di soi®R® (Roundup ReadyNB & A & G Sy (i Sionlsdletti@®S ND A (
glifosate.(ISAAA, 2017 (Bonny, 205)

Le PGM di Il generazione hanmomportato interventi permodificare gli aspetti di tipo
qualitativo del prodotto finalel principali caratteri @tervento, sperimentati in pieno campo,

sono riportati inTabella 1. (Barcaccia Falcinelli2019

Tabella I Principali caratteri modicati in PGM di Il generazione.

CARATTERE MODIFICATO SPECIEEGETALE
I 2YLI2aAl A2y S H Patata, pisello, frumento, mais
Composizione zuccheri Bietola, cicoria
| 2YLI2aAl A2y S Colza, girasole
Sintesi del glicogene Patata
Sintesi della ligna Pioppo, betulla, festuca, tabacco
Contenutol -carotene (provitamina A] Riso
Digeribilita del foraggio Erba medica, mais
Colore e morfologia fiorale Petunia, viola, crisantemo

QX
NS

[ S tDa 02y OF NI GGSNR&(A OKBSMLdAIGgererdzogadtiond h & S
fase sperimentaleln questo caso le piante acquisiscono il ruolo di bioreattori, cioé organismi
sfruttabili per generare reazioni biologichinalizzate allasintesi di prodotti specificper la

0 SNI LA I Y S Re\nggli anynélit f Qdz2 Y 2
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Le sostanze prodotte da questa tipologia di piante consistono principalmente in anticorpi

(immunoglobine) e vaccini (proteine immunogengarcacciae Falcinelli 2019 Si tratta, al

momento attuale, di realizzazioni di tipo sperimentat®n ancora pronte per un impiego in

campo su base produttiva anche perché, in molti casi, il livello di espressione in pianta dei

transgeni non e sufficiente a rendere economicamentetaggiosa tale produzione.

Studi, riguardanti la produzione di antigorin PGM, sono stati effettuati a carico dwltterio
Streptococcus mutangesponsabile della carie dentale, sfruttando piante di tabagrazie
£ € QAYy G NRRdZ A 2 yifi anfi®ipib &8 O Srovéndxiti §a clSladbtapkiMa et
al., 1995

Per contrastareinvecela trasmissione del viruslerpes simplexirus 2 (HSV2), vettore della
YEEFGGAL RSt f QKSNLISA 3 Sy A inelke SuEcellald & stata Aavataile
medesima capacitdpresente nelle cellule dei mamferi, di esprimereanticorpi monoclonali
(Mab)con azione terapeutica nei confronti S/-2. (Zeitlinet al., 1999

Altre ricerche sono poi state svolte a caricolel®GM sud sviluppodi anticorpi contro antigeni
tumoriali.

La sintesi di vaccini, medige piante PGM,potrebbe essereagevolata dal fatto che la

NA

somministrazione per via orale (ingestione) & una via piu pratica e meno dispendiosa rispetto alle

iniezion. Il principio e di sintetizzare nei tessuti vegetali le proteine immunogene di detetimina
patogeni, per somministrarle poi come alimento a uomini e animghrantendone

f QA Y'Y dzy A(Fidura LYArgtaérdal, 2009

Figura 1- Foglie dpiante liofilizzate contenenti antigeni vaccinali, preparate per il consumo

umano in capsule digatina.
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Echiaro che un impiego diretto di questo tipo pone molti problemi, ancora non risolti, relativi al
controllo del dosaggio del principaitivo che de/@ssere somministrato.

La scelta della specie vegetale influenza il tipo di prodotto da usane eimento.Inizialmente

sono state sfruttate quelle specie piu facilmente trasformabili, come pomodoro, tabacco, patata.

| semi di ceralpero sono ritenutipit adatti in quanto, grazie al loro elevato contendigroteine

solubili garantiscono ua maggioreconservazione nel temp@Barcaccia Falcinelli2019

Tra le principali malatti®iraliOKS ' GG OOFy2 f Qdz2Y23X OKS &air 8§
j dzSadat GSOy2ft23Al X { MBpgtikisBYismediant@l irdsfdrinen® 8l f Q S L.
geneHBsAgn tabacco, patatapomodorg banana(Guanet al, 2010; il virus della rabbigRabies
lyssaviruya NI T A S | f defafratdidndambihahtggp-rixB, derivante @lla gliproteina

della rabbia (RGP) elth catena B della tossimklla ricina (RTB) pomodoro(Singhet al., 2015;

il virus del colera\(ibriocholerad grazie allo sviluppo di una suwimita B della tossina del colera
(MucoRiceCTB)n riso(Kashimeet al.,, 2016.

1.4DIFFUSIONEBELLEOLTUREEBETICAMENTE MODIFEA

Nota: tutti i dati presenti neseguent paragrafia 2y 2 S&AGNI LRt FGdA RI 3f
(International Service for the Acquisition of Agiotech Applications associazione
internazionalenonprofit che si pone come obbiettivo quello di condividardormazioni e
conoscenzeper alleviare la fame ndtaesi in via di sviluppaon particolare interesse riguardo

le varieta biotecnologichdJames, 2001

Dove non diversamente specificato i dati fanno riferiment®ra&f 53 (anno2017), ovverossia

f Qmief réport annuale disponibile integralmentepnOdzA € QL { ! | | | ciffelsfor’e N/ |
delle varieta GM in tutti i Paesi del mondSAAA, 2017)

{22 AYTF2N¥YIFTA2YyA LI NI ALFTA(SARBA/20I8RAALIZYAOAT A
Il brief RS f f Q019/&yaP momento non disponibile, presumibilmente a causa di un ritardo

dovuto alla pandemia da COVID.
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1.4.1 SUPERFICI

La coltivazione di piante transgeniche e oggigiorno una pratica consolidata in molti Paesi,
riguardantenumerosespecie vegetalili interesse agrario.

[ QF dzYSy 2 RA &adzLISNFAOAS A yas&duB pattite ddl 1995} annd | £ A

in cuie iniziata la coltivazione estensiva in pieno can{pabella 2

Tabella 2 Superficie globale destinata a colture GM, 1293 .8 (ISAAA, 2018)

Ettari Anno Ettari Anno Ettari Anno Ettari

Anno (milioni) (milioni) (milioni) (milioni)

1996 1,7 2002 58,7| 2008 125,0| 2014 181,5
1997 11,0 2003 67,7| 2009 134,0| 2015 179,7
1998 27,8| 2004 81,0| 2010 148,0| 2016 185,1
1999 39,9| 2005 90,0| 2011 160,0| 2017 189,8
2000 44,2 | 2006 102,0| 2012 170,3| 2018 191,7
2001 52,6| 2007 114,3| 2013 175,2| Tot. 2.531,2

Attualmente le superfici interessate da colture agra@blsi attestano a 191,7 milioni di ettari,
coltivati da 17 milioni di agricoltqrdigribuiti in 26 Paesidel monda (ISAAA, 2018)

Aspetto interessante riguardante la distribuzione delle superficisviluppo tecnologico dei vari
comparti primari nazionali che sfruttano tali tecnologie & la scoperta e le prime
commercializzazioni dali piante sono state appannaggio di economie piu sviluppate, a partire
dal 2012 i Paesi in via di sviluppo hansoperato, in termini di superficie, le nazioni
industrializzate(Figura 2 In particolare la distribuzione delle colture GM interessa sélaBsi
industrializzati, che coltivano il 46% (88,6 milioni di ha) della superficie totale complessiva a
colture GM, e ben 21 Paesi in via di sviluppo, con il restante 54% (103,1 mitiapddsuperficie
(Figura 3)Questo dimostra la relativa facilith gestione delle coltivazioni transgeniche, che non
richiedono costosi imput energetici esterni 0 complesse conoscenze testigatifiche da parte

dei coltivatori, e dimostrano concretagnte uno degli obbiettivi principali che la loro creazione
hacerato di raggiungere: la facilita di gestione e la riduzione dei costi di produzione, evitando la

riduzione delle rese, a parita di superficie.
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Questo e pienamente dimostrato dal costantexanto di superfici, principalmente in Paesi dove
i coltivatori hamo scarsa possibilitd economica e strutturale di assicurarsi imput energetici

esterni.

1996 1957 1998 1559 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2008 2010 2011 2012 203 2004 2015 2096 2017

| ot = industriaized Counies Developing Courtres |

Figura 2 Superficie globale destinata a colture GM, 1294 7: Paesi industrializzati ed in via di

sMluppo (milioni di ettar).

Anche se permangono dubbi lku coltvazione @lle piante transgenichen molti Paesi del
mondo, la crescita su scala globale delle superfici a colture GM € prevista in aymento
prossimi anni. Questo grazie anche alla cowadiffusione nei Paesi in via di svilupmmve
permangono prolemi legati alla malnutrizionein cui i beneficicollegati ad una maggiore

produttivita sonoconsiderati prioritari. (ISAAA, 2018)

1.4.2 PAESI DI COLTIVAZIONE

Tra le nazioni con unaaggiore superficie dedicata a colture GM troviamo principalmente Paesi
del continente americano, con gli USA stabilmente ai vertici didksifica da quando e iniziata

la commercializzazione diante GM.

Importante diffusione € present@iAsia

La oltivazione inOceania e rappresentata dalla sola Australia

Nel contirente africanola coltivazione di piante GM é presenteSud Africa ein maniera piu
marginale, Sudar(Figura 3)Edi questi giorni la notizia che il Kenya sta avviando la coltinazio
su larga scala di cotorigt. (ISAAA, 2020)
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1. USA 75.0 million
2. Bragzi® 50.2 million
3. Argentino® 236 million
w 4. Canada 12.1 million
£ - 5. Indig* 11.4 million
- * [} & Porgguay® 3.0 million
T 7. Paokistan® 3.0 milliom
8 Chimg* 2.8 million
9. South Africa® 2.7 million
10. Bolivig™ 1.3 million
<+ 11. Uruguay* 1.1 million
12. Australia 0.9 milliom
13. Philippines® 0.6 million
14. M * 0.3 milli
24 countries which have adepted biotech crops 15. Slﬁ;ﬁar 02 m:"ﬁ:
16. Spain 0.1 million
. 17. Mexico™ 0.1 milliom
In 2017, global area of biotech 18. Colombig* 0.1 million
crops was 189.8 million hectares,
representing an increase of 3% Less than 50,000 hectares
frqun 2016, equivalent to 4.7 Vistnam®* Portugal
million hectares. Henduros* Bangladesh*
Chile* Costa Rica®
Source: I5AA8, 2017 * Developing countries

Figura 3 Superficie globale destinata a colture GM per PgeX#L7 (ettari).

1.43 UNIONE EUROPEA

La diffusione delle piante GM in Europa, a differenza di tutti gli altri continenti, € molto limitata.
Questo & dovuto principalmente ad aspetti legislatiati dr A fy Q@ SNIIS y (i 2eurép&al f Q! vy
ma anche a un diffuso scetticismo da parte dei consumater confronti delle colture GM.

6221 yALl SGd £t PIT HAHND

In UnioneEuropea tutte le decisioni riguardanti le tecnologie digegneriagenetica sono
sottoposte al principio di precauzione. Tale principio implica una condotta cautelativa, nei
confrontidelle decisioni politiche riguardaraspetti scientifici ritenuti controversi.

La procedura per ottenere la registrazione da parte delle autootapetenti, per la coltivazione

2 f QA Y LM Wiieta trangyghiBhe regolata dalla Direttiva 2001/18/Ef@)ativa al rilascio
deliberatoRA hDa ySff QFYoASY(dSs &S 3 dzielativo &yl dlimemtS 32 € |
e mangimi modificati gerteeamente.

Sottostandoa queste normativeE A a2 33ISGGA NAOKASRSYUGA Af N
la varietd transgenica desideratdevono inoltrare una dettagliata valutazione dei risatisk(
assessmerit | £ £ QF dzi 2 NA (£ v sirigdb Page nieBbrodi cvilviéng Sfgttiiafa R S €
la richiesta Questi, dopo averla valutata, la invidraf £ QF ISy T Al 02 Y:dzQ® K NR |
(European Foodafety Authority).

La successiva valutazioné d LJI NBEgBnzi&Rs €ividexa in quattrasi: identificazione dei
LISNRO2ft A OFNIYGUGSNARTTEFEIA2YS RSA LISNRAO2ftAX @I
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Successivamente falG@igazioneda LI NI S R St € 2 LIB@dh#Hig & Earico della

varieta GM considerata viene im@to alla Commissione europea, che provvedera a esanainarl

[ QS@SyidzZ £ S LINRPLRAGE RA dzi2NRATTITA2yS @SNN
rappresentanti di tutti i Paesi membiio Standing Commitee on the Food ChégCFCAHEe

dalla votazionadello SCFCAHhe deve essere a maggioranza qualificdd&esse risultarparere

negativo o nessun parere, la Commissione europea rielabora la epagta di approvazione e

laNA LINBaSyal Fft2 {/ C/! | RAppal Cofmritep unatafivid l&alo 2 y S
di rappresentaza dei Paesi membri, per una decisione sempre a maggioranza qualificata. Tale
O2YYAaaAz2y S Lz NABNGASE NSa IR YEMNR Ok y S 2§ &y 2L
Commissione europea pyirendereuna decisione, ovwverb QI dzi 2 NAT T T A2y S & N
[ QF dzG 2 NRAT T | T Al&®sofaé sdldoeb undSstap& piéiso, riguardo una determinata
GFrNASGLY OKZ2E GOZAVBPINNRARSKk2 YIFIYyIAYAET aaoz2l
motivazioni tra le precedenti.

A segiito di una decisione favorevolésingoli PaesnembriLl2 8 a2y 2 NA OKA SRSNB
proprio territorio nazionale,nei confronti dellavarieta transgenicaautorizzata.La durata
RSEfQFdzi2NATT T A2yS & RA wmn | ¥nfakeSunalntiovaiie8 NJY A y
aggiornata valutazione dei rischi.

Al 2015 le autorizzazioni rilasciate hanno riguardato per il 9&%motivazionid | € A YSy G A
myIAYAE S aa&OrRatal R§IR dzA G NR | £ A €

Tra le varietdautorizzate dallaCommissione europeacon uno o piu dei precedenti scopi di
utilizzo, troviamovarieta transgeniche di cotone, mais, soia, barbabietola da zucchero, colza.

In contrasto ai®, moltit  S&A YSYoNR (i Nletat®ldzoltivhzidheidellé Vatielr K |-y
autorizzate sul proprio territorio nazionale.

Ldddza £ YSY(GSs f Qdzy duGuperfiilcondidgravigier Bcapo 6dh spéringhitale, |

e rappresentata dalla varié transgenica di mais MON810. Questa variédacui autorizzazione

scadra nel 202°€ caratterizzata dalla resistenzgimalide Ostiinia nubilidis Hibner), mediante

f QA y aSNRYSy c1ARSdErivaiond batterm 8atiffus thuringensis

Tale varieta & coltivatattuaimentesobA 'y RdzS t I SaA YSYONR RSttQ!'y
e in superfici molto limitateLa Repubblica Ceca aveva iniziato la coltivazione di mais GM nel
2005, ma a partire dagli anni seguenti le superfici sono andatentinua diminuzione, fino ad

arrivareallo stop della coltivazioneel 2017.
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Sempre in Repubblica Ceca era iniziata nel 2010 la coltivazione della varieta GM di patata
AmfloraR) resistente agli antibioticiLa coltivazione e terminata nel 2012, in ségual
trasferimento negli USA del comparricerche de | T A t&dgska BASF, tonseguenzalla
LREAGAOF y2y Fl @2NB@26S RI LI NIOS RSttQ!yAazyS
La Slovacchia é stato unraltPaese che ha aperto la possibilita alla coltivazione di piante GM.

Nel 2006 e iniziata la semina della varietardais MONB810, fino ad arrivare a un estensione
massima di 1900 ha nel 2008. Attualmente la coltivazione di tale varieta € cessata, a seguito delle
difficolta da parte degli agricoltori dispettare le stringenti none di rendicontazione che
regolano le produzioni GM.

E importante considerare che la quasi totalita del mais GM coltivato in Repubblica Ceca e
Slovacchia aveva come scopo la trasformazione in biocarburanti o0 mangime per allevamenti. A
seguito dello stop & coltivazione in territdo nazionalele ditte importatrici hanno ripreso ad
acquistare mais GM proveniente dal mercato estero, con conseguente danno economico causato
agli agricoltori locali.

Il maggiore produttore di colturransgenichd f f QARSE S NI 2/ A 2 Yy S adhalzNP LIS | ¢
La coltivazione di mais GM e iniziata nel 1998 e persiste tyttamahe se con superfici

altalenanti Al 2017 la superficie risulta essedt 124 227ha.(Tabella 3

Tabella 3 Superfici destinate a mais GM in Spagna per regione,-2013 (ettari).

Regione 2013 2014 2015 2016 2017
Aragona 54 451 54 04 42 612 46 546 49 608
Catalogna 33 996 36 381 30 790 41 567 39 092
Estremadura 16 979 13 815 9 827 15 039 13 976
Navarra 7013 7264 6 621 8 066 7778
CastigliaLa Mancia 8 766 7973 5734 5932 5069
Andalusia 12 862 10 692 11471 10 919 8 013
Altri* 2 895 1371 695 1011 691
Totale 136 962 131 538 107 749 129 081| 124 227

* Castiglia e Léon, Comunita di Madrid, Comunita Valenciana, Baleari, La Rioja, ConMmitiadCanarie.
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Al 2017in Spagnarano numerose le varietiiansgenichenggetto di studio in camper soli

fini scientifici,tra cui frumento (tolleranza @ erbicida glufosinate e stress idricQolza(durata
della fioritura), tabacco(produzionedi biomasa) patatae mais (aumentalel contenuto di
amido)

Il Portogallonel 2005¢é stato il secondo Paese europeo ad aver autorizzato la coltivazione di
varieta GM per uso alimentaréAttualmente le superfici sono in diminuzione, dopo aver
raggiunto unaosviluppo massimo nel 201@nche se nel 2017 si é verificato un leggero aumento

A v A~ A

rispettod f QF yy 2 I(INBIAERSY (S

Tabella 4 Superfici destina a maisGM in Portogallo per region@0132017 (ettari).
Regione | 2012 2013 2014 2015 2016 2017

Nord 165 85 78 60 100 46
Centro | 774 853 933 1013 1485 1609
Lisbona |2 322 2215 2074 20@ 2138 2 466
Alentejo | 5796 5041 5 457 4942 3 346 3187
Algarve |13 8 0 0 0 0
Azzorre | 208 0 0 0 0 0
Totale 9278 8 202 5542 8 017 7 069 7 308

Questa iduzione di superfici € avvenuta in seguito alla decisione di aleuhestrie alimentari
locali di non utilizzare prodotti derivanti da colture GM, per motivi puramente commerciali.
Attualmente le regioni in cui leoltivazionedi mais MONB810 € ancorafiia sono quelle centrali
del PaesdCentro, Lisbona, Antelejojioveé piu forte la pressionéella piralide del maid.a
coltivazione ditale mais nela regione del Nord € stata quasi completamente abbandonata in
quanto, a causa del clima piu freddopl@ssione da parte del parassita € minore.

Un altro aspetto che favgce la coltivazione nelle regioni centralia dimensione delle aziende.
Per rispettare i regolamenti comunitari le coltivazitminsgenichelevono essere separate dalle
varieta convemionali da debita distanz&uesto risulta piu facile nelle regiorardrali, dove la

dimensione media delle aziende agricole € maggiore che nel resto del Paese.
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1.4.4PRINCIPAIGOLTURE GM

Sono quattroé colture che rappresentano il 99% deR&Mcoltivate su scala globalenais, soia,

colza, cotone.

Inalcune specie vegetalad¢endo riferimento alle superfici totali di coltivazione su scala globale,

fS GINASGL Da KI yy 2 Ingsftiodae hal BaSofli sbia exxdtclesyardiah O G A
GM sono coltivate irsuperfici maggiori rispetto alkearieta convenzionalConsiderando invece

mais e colza, le varieta transgeniche risultano essere una mingraeagre nei confronti delle

varieta convenzional{Figura 4)

S 197.2

14 1235

80

MILLION HECTARES

78% 76% 30% 29%
CONVENTIONAL . BIOTECH

Figura 4 Tassdi diffusione globale (%) delle quattro principali colture Gigpetto ale
rispettive varieta convenziona2018 (ISAAA, 2018)

In particolare nel caso di cotone e sojguesto e dovutal fatto chei principali Paesi produttori
az2y2 yIT1Az2ydd vaniéta OMA pefmesdeleAréqientdSA, India e Pakistan per il
cotone e BrasileArgentinae USA per la saia

[ iGcremento esponenziale di soia GMFigura 5 & dovuto principalmentel f £ todzY S
def £ QdziAf AT T 2 néyh USH dzBradiiger laQpPotiuizialzldli biocarburang come
alimento negli allevamentil che hacomportatouno svilupponotevole celle superfici.

Anche la produzione di mafSM e in aumento, anche s maniera pitaltalenante in tempi
recenti, e con una riduzione media delPo a partire dal 201§Figura 5QQuesto principalmente

a causa di condizioni metereologiche e di mercato avverse in Sud America, che hanno comportato
una riduzione generale della semina di mais, anche convenzidi®fAA, 2017 atteso perd
unrecupe2 RSt f S & dzLJS NFritofylbb@la deRazichidsta i cdrnie, fe Qi tods¥gbienza

di mais insilato come alimento per bovini, ma anche a causa della destinazione per produzione

di etanolo negli USA e in Brasi|¥anat et al., 2018)
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In Africa le vaetadi maistolleranti gli stressdrici, con incremento delle caratteristiche Water

Use EfficiencyWUE),stanno portando ad un aumento delle superfitti particolarenotevoli

sviluppi sondegai al programma WEMAWater Efficent Maize for AfrigaQuesto progetto,
supportatodavak &Gl GA T FNRAOIYAZ | da20ATA2yA RA NI
di selezionarevarieta tolleranti la siccitagche garantisanoun aumento delle rese anche se
sottoposte a stress idricoTali PGM, coraumentato WUEsono state ottenutemendiante

f Qdzi At AT 1T ZLspR&ifinarioNalla/piioRiSa/B3lel batterBacillus subtilisgia utilizzato

nella varieta di mais transgenico MON874§Adebayoe Sebeta 2020 (African Centre for
Biodiversity, 20.9)

[ QF dzySy (2 RStftS & dzra@dgdikalFigurad)sand lddteA principal@ehtié 2 y S
RFEffQF dzySy G2 RA chdlale 2dlkisa hR Avutdy” seiiQuktini 2aniuesto ha
comportato un@levata richiesta dcotone da parte delle aziende tessdei Paesi europei e
GiapponeStatiA y OdzA fF LINBaSyill RA GFtS O2ft Gddz2NIT 8
avvienespessala nazioni in cui la coltivazioneRIGM e concessa differenza di Unione Europea

e Giappone, in cui la quasi totalita elarieta coltivate e di origine transgenicgXanatet al.,

2019{ AAYAFAOlI GAG2 & Af RIG2 RSt {dzR ! FNROI X OtF
Da RSf omp:s NRALISGI2 fQlFlyy2 LINSOSRSyGSo
Riguardo la coltivazione di colza GNhaggioriPaes produttori sono USA, Canada e Australia.

[ QF dzYSy (12 RGiguta$)e datizipiddidaihedtedal Q A y O Nib qG&sié inazioni
RStfQdziAft AT T 2 RA 2f A2 RAXa@etal 2019LISNJ f I LINR RdzZ

| m Sobiean Maze mmm Cptton Canola |

Figura 5; Superficie globale destata a colture GM per coltura, 199®17 (milioni di etta.
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1.4.5CARATTERI TRANSGENICI INTRODOTTI

Un fattore importante da considerare, strettamente collegato alla diffusione aelleire GM,

sono le tipologie di stressn particolarebiotici, che sicerca di contrastarelLe resistenze gli
areali geografici di coltivazione si influenzano reciprocamdatgndovariare enormemente la
distribuzione delle varieta: alcune resistenze che hanno importanza in determinati Pagai
causa del clima o dalsituazione pedologica, la assumono invece in differenti areali.

A partire dalle prime varietdransgenichesi e cercato, come caratteristiche di resistenza
principali, quelle nei confromdi erbicidi(HT¢ Herbicide tatrant) ed insetti(IR¢ Insectresisteny.

Nei primi anni di sviluppo la ricerca si € principalmente concentrata su questi due aspetti
aAy32fF N¥YSyaSz az2f2 adz00SaaArgdrYSyasS aa s

piramidizzazione genetic&{acked Trails(Figura 6)

—

= Hericide Tolerance Stacked Traits

m— |rsect Resistance (Bt

Figura 6 Superficie globale destinata a colture @er caratteristica19962017 (milioni di

ettari).

Attualmente i fenomeni di piramidizzazione piu ricercati sono a caricogdei Bt, per la
resistenzaagli insetti (Figura 7)Y ali geni, originari del batteriBacillus thuringiensigortano alla
formazione di endotossine proteiche, clbausanouna lisicellulare mediante la formazione di
OFyltA aStSGIAGA LISNI A OFldA2yAz | fA@Stf2 R
Questo effetto tossicmon avviene a carico dei sistemi digerenti dei mamméeategli uccelliin

quanto per la maifestazione della tossicita € richiesto un ambieatealing situazione che si
manifestasolamentey’ St £ QF LILI NJ (2 RiGHeNIKsfal.SIomSIt A AyasSi
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Varie tipologie di transgert sonoutilizzati nellePGM IRper indurre resistenza, principalmente

nei confronti dilepidotteri e coleotteri ma anche ditteril principalisonoCrye Cyt (Tabashnik

et al, 2013

UnQlteriore tipologia di resistenzabbiettivo di piramidizzazionet quella legata ai geni che
codficano per la tolleranza agli erbicidi. Questo aspetto risulta fondamentale in quanto, sulla
rotazione deidifferenti meccanismi di azione (@R), si basa il principale metodo per evitare

f Qokggra di fenomeni di resistenzeei confronti dellemolecole chimiche

Le strategie di resistenzaa caricodegli erbicidi sono principalmente tre: alterazione del sito
RQFT A2y SS GFENRFT A2yS ySt LINRPOS&aaz2 RA dell af 2
@St 20AGL RSt YSi(BshieflLovéBoith, 2R $Lia may§Giox ake@alRSM BT

O2f ALK (ST &d2y2 NBaAAGSYyGA | f tstudndo? MBT REY 6 QFf
transgeneepsps Questo ha comportato un notevole ¥ilS y 12 y St f QdziAfcon 1 2 R
un relativoincrementodei fenomeni di resistenz@ 2 Y 8 A RSN} yR2 OKS |f Hnawm
globale di tale erbicida era destinato a colt@& HT(Benbrook, 2016

fONR ISy A dziAf AT arietdl AT sad8 iNgeripdd, 2tie c@igrisce $olletafiza R A

I £ £ QS ND A O Adhimonia, fil dEnéaadA ydr %,4D (cido 2,4diclorofenossiaceticop

AOPP dryloxyphenoxypropionay), il genegm-hra LIS NJ A Yy A 0 A(écetdlditasi Ribtdsiiil Q! [ {
geneDMOper dicamba(Commissione europe&020.https://ec.europa.eu/info/index_en

E facilmente intuibile il motivo della rapida diffusione di varieta GM che presentano
caratteristiche multigeniche:la capacitadi prevenire fenomeni di resistenza da parte didtti

ed infestanti, in combinazione cola possibilita di utilizzo di prodotti chimici con diversi
YSOOlIyAaYA RQIFITA2ySsS JINIyGAad2y2 dzy y20S02f
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1.4.6CARATTERISTIGHBIFFUSIONEH.-OBALE

Al 2020, su scala globale, risultavano autorizzate alla coltivazione 32 specie vegetali GM, per un
totale di 526 caratteri transgenici indott(lSAAAdatabase 2020 GM Approval Database.
Consultato il 03 Nov. 2020, https://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/default.asp

Di seguito vengono discusselamente le specie ag@imentari GM con maggiore diffusione

globale o che presentano caratteristektransgeniche innovative e/o di recensequisizione.

1 SOIA(Glycine max..} la principalecaratteristicae rappresentata dalla resistenza ad
erbicidi, con 69,3 milioni di ettgrprincipalmente nei confronti di glifosafearieta RR-
Roundup readye dicamia.
Seconda per diffusione é la resistenza multipla ad erbicidi ed insetti, rappresentata dalla
cultivar Intactat, con 26,6 milioni di ettariTale varieta manifesta resitenza combinata
YSA O2yFNRYGA RSttt QSNDAOARL epdsentizentronts = 3 1
dei lepidotteri defogliatori, grazie alla presenza di tossine derivanti daRjeni
Tra le altre caratteristichdcerd 1S G NB GAl Y2 f QI dzySy G 2el®St O
conseguenteNRA RdzZl A2y S RA I OA R 2izzd defazetrBlagld 2ERNAY SR A |
interferencg RNAI), sfruttando gefad2efatby OKS o6t 2001 y2 f QF f  dzy
degli acidgrassi.
LQwb! A & dzy YSOOI yAayY2 -tRdcrizianale GVESH indwt® gaflaz 3 ¢
formazione nella celluldi una molecola di RNA a doppio filamento, in grado di interferire
S aLS3IySNBE fQSaLINBaaAz2yS 3Syikdégradazioneakeh (i 2
MRNA (RNA messaggero) complementare, ed alla successiva diminuzione della proteina

da esso codificatgBarcaccia Falcinelli2019

1 MAIS (Zea maysL.} le principali varieta presentano in maniera combinatale
caratteristichelRe HT, con 47,8 milioni di ettasu scala globale
Le varieta tolleranti gli erbicidi, principalmente glifosate, dicamba, glnfdeammoniq
sono rappresentate da 5,6 milioni di ettari.
Le varieta di mai8t, con sole caratteristicheR| in passato rappresentavano la quasi
totalita del mais GM coltivato. Oggi invece occupano minori superfici, con un estensione

di 5,5 milioni dettari.
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Sono inoltre presenti, anche in superfici minori, varieta di mais tolleranti la siccita. Le
varieta dimais Genuit®e DroughtGuargd (MON87470) sono state rilasciate nel 2013
negli Stati Uniti, garantendo maggiore tolleranza agli stress ,idraiie diQ S & LINS &4 & A 2

delgene che codifica per la proteit@spB(Kumaret al, 2020

COTONESo0ssypiunspp): le varieta piu diffus@resentano caratteristiche IRpn 18,14

milioni di ettari. Seguono poi le varieta con resistenza multipldRcon 5,97milioni di

ettari. Infinele varieta tolleranti gli erbicidcon 757000 ettari

Sia per le arieta a resistenza multipla HT/IR che esclusivamente HT, la principale
NEBairadSyll 8§ NROSNDIFGF ySA O2yFTNRYFA RS

epsps

COLZA(Brassica napud..) le varieta piu diffusepresentano tolleranza ad erbicidi,
principalmente glifosategrazie ai genepspsS | f f QI@pyidsateYaxidas¢GOX).
(EFSA2020 https://lwww.efsa.europa.eu/enllteriori caratteristiche HT sm espresse

nei confronti di glufosinatemmonio, grazie genipat.

Un ulteriore aspetto ricercato € lpossibilita di controllo del sistema riproduttivo, per
FLEOAEAGINBE fQ200SYAYSYUZrSRA L P06 8 $ @A vy A& BRR
ribonudeasiBarnase derivant dal batterioBacillus amyloliquakiens checodifica per

la distruzione del tappeto delle antere causando maschiosterditéausa della mancata
produzionedipolind [ FSNIAf AGL Llzs5 SaasS NfoteiNd & G 2 NG
denominataBarstar, chelegandosi alla ribonuckesi neA y A 6 A & O.§Marfia@iét alji A G A
1992

La varieta di recente introduziori@HA (aido docosaesaenoifpapprovata nel 2018 in

Nuova Zelanda, Australid £5A aggiunge alle caratteristich¢T un maggior contenuto di

acido oleico.

[ QS a il S ymalk 8 ydza GM, Bommando differenti caratteristiche delle varieta

transgeniche, e di 10,1 milioni di ettari.

ERBA MEDICMMedicago satival.) la resistenza piu diffusa € quella nei confronti
RSt f QSNDAOARI 3If ACFRoandup Eeady O yha duperfict® [diNIKLS G t

milioni di ettari
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Larecente@| NA St (InikioNddltivazieien pieno campo nel 2058 avendo
diffusione #mpre maggiore grazie alle caratteristiche dicremento delle rese (+15
20%), minore contenuto di lignina quindi migliori caratteristiche di digeribilita nel
campo della nutrizione animaléttualmente la superficigglobale coltivata in USAe

Canadarisulta essere di 12800 ettari.

PATATA(SolanumtuberosumL.) e coltivata la varieta di patata GM Inres) divisa in
generazione 1 e 2, coltivata esclusivamente ngg§lA

La generazione 1 garantisce una minore produzieh&f f QF YYAyYy 2 OAR?2
NEaLRyaloAftS RSEflF AAYYBRRS RS {1QONMRIZY YA
sostanza tossicahesi forma durante la fase di cottura ad alte temperature, &€ nociva per

la salute umana in quanto classificata come potenzialmente cancerogena. In questa
varieta la produzione di acrilammide risultdatta del 5872%.Questo risultato e stato

ottenuto medi- Y 1 S £ I S O yinfeffePeAck silenRaBdo il Gewebrésponsabile
RStfl aAydSair ASSfdpaddgialsihittdsiiIA y I = OA 28§

Nei confronti di tale varieta €& statdnoltre ottenuto un ritardo nei processi di
imbrunimento, mediante il silei@mento del gene che codifica pef Q Sy PRPOY |
(polifenolossidasi

¢FfS Syl AYlF OFGIFtATTI tQ2aaARFTA2YyS RSA L
di frutta e verdura. Come per il geeéhlz I y O K SPPG Y dilenAako mediante

lateOy 2 f 2 3 A | (WRIB, Rd1FLe supefficte di coltivazione della generazione 1 & di

800 ettari.

Nella generazione 2 invece, sono presenti geni che garantiscono resistenza al patogeno
Alternaria ®lani (alternaria della patata e del pomodoro). La sdmée di coltivazione

della generazione 2 € di 900 ettari.

Tutti i geni utilizzati per la sintesi della varieta Inr@tsono originari da piante di patata.

(Rosenberg2015 Di conseguenza, tale vata, risulta essere di origine cisgenica.

MELO(Malus domesticaorcK): la varieta GM di melo Arctic® e coltivata negli Stati Uniti
ddz dzyl adzZZISNFAOAS RA unn SGGFINARZT O2y OF N
frutti. Tale varieta, ottenuta partire dalle cultivar Granny Smith e Golden Deliceus

successivamente Fujg stata autorizzata al consumo umano dalle autorita competenti
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nel 2015 neglUSA(FDA¢ USFood and Drugs Amministratipe nel 2017 in Canada

(Canadian Food Inspection Aggnhaisultando in commercio a partire dal 2018mith,

2020
Nella varietd Arctic®, come per la varietd GM di patata Inndte®S y PPO& dtato
AATSYTAILG2 YSRALFYGS 1 (SOy2ft 23lkhep®St f Qwl

Esso ha portato alldlh Rdzl A 2y S RSt f (PPAAGREIAROSFRYchR S A 3
controllanoi processi di imbrunimentqFigura8] QAY aSNAYSy 2 RSt (NI

con metodo mediato d&grobacterium tumefaciengFirko,2016

f

Apple Variety ; Apple Variety

\-——--._;_.J'

Figura & Varieta di mela trasgenicaArctic® rallentamento del processo dnbrunimento a

aS3dzA 12 RSt aAif PPOBGIFLRG G2 RSt QSyTl A

1 ALTRE COLTURfarticolare importanza assume la coltivazione di barbabietola da
zucchero(Betavulgarisvar.saccharifery, con superficdi 506000 ettari, ripartiti traUSA
S /IYlFIRIFIET 02y OFNIYGGSNRAGAOKS RpsppbaradcSy
Sempre neglUSAsono coltivate varieta GM di zucca Cucurbitaspp.)con superficiedi
1000 ettari,con resistenza multipla arasi. La resistenza si manifestainconfronti di
Cucumber mosaic virg€MV) Zucchini yellow mosaic vir(8YMV) &Vatermelon mosaic
viusO2 a+x0d vdzSad2 8§ adlid2 L2aaroAif SpetYlRALI Y
manifestazionalellaproteinacp, componente del capside virale.
Varieta dipapaya(Carica papayd.) resistenti al virus PRSRapaya ringspot virjssono
coltivate su 1000 ettarinelle isole Hawaii.
La varietadi ananas Ananas comosut) t A y |1 3 tod aumEntato contenuto &l
caroteroide licopenegrazie alla tecnologia del RNpiesentaun particolare colore rosa

della polpa (Figura 9Essa coltivata in Costa Rica su una superficie di 21,7 ettari.
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In Indonesia @resentedal 2013 su una sperficie di 1240 ettariuna varieta GMli canna

da zucchero(Saccharm officinarumL) tollerante la siccitaQuesta caratteristica € data
RIf f QS aLINB dath, GeyivanteRI& battedE ScifeBchia codi Rhizobium meliloti
¢F-tS 3ISyS O2RATA Gdidrodeladithd cibiazd 1a Yormaziore fdal y |
composto osmoprotettorgrimetilglicina (TMG)dhe aiuta I'adattamento allo stress idrico
stabilizzado gli enzimi e le strutture proteicheraentenendol'integrita della membrana
cellulare durante le condizioni di stresQuesta vaieta transgenica puo resistere in
situazione di siccita piu di 36 giorproducendo un contenuto di zuccheri maggiore del
10-30%, rispetto alle varieta convenzionali sottoposte al medesimo stfi€¢smaret al.,

2020)

Figura & Varieta di ananas transgénOl  t AW QAWM Sw G 12 02y (0 Sy dzi 2

licopene garantiscalla polpaun colore rosa(Dal Monte Foods2020
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2. METODI DTRASFORMAZIOKHENETICA

2.1TECNOLOGIA DEL DNA RICOMBINANTE

Tutti gli avanzamentisulla possibilita di modifica delle molecole di DNAsi devono alla
fondamentale scoperta di enzirdi origine battericain grado di tagliee in maniera specifica le
molecole dDNAche possono poi venire saldate da enzimi ligasi.

In particolae gli enzimi in gdo di tagliareAf 5b! a2y 2 RSTdignediA ydz
frammentazione che prende il nome di restrizione. Essi sono in grado di rompere i legami
fosfodiesterici tra nucleotidi adiaceniin corrispondenza di specifiche sequenzawsando la
creazionadi frammenti polinucleotidici di differenti dimensioni.

Gli enzimi nucleasi sono differenziati in due categorie, in base alla posizione del taglio della
molecola di DNA. Se esso avviene nella parte centrale della molecola si defirisdonacleasi,

mentre se avviene nei punti terminali si definiscono esonuclddsliQA y 3S3y SNk I 3IS
esonucleasi ricoprono scarsa importanza, in conseguenza alla loro azione a carico dei nucleotidi
presenti in posizione terminal@ella molecolali DNA

Le nucleasi piimportanti sonaquindile endonucleasi di restrizione, perché in grado di effettuare

fl t2NR T A2yS &AL adz Y2t S02tS tAYSINR OKS C
molecole di acido nucleico a doppio filamento e determinati punti, dove avviene |l
NAO2y2a0AYSyid2 RA dzyl aLISOAFAOF &SldzsSSyill RA
Sono definitligasi invece quegli enzimi che ricongiungono la molecola di DNA a seguito del taglio,
cioesonoin grado dcatalizzare la fanazione di legami fosfodiesterici tra nucleotidi adiacelti

diversa origine causandone la loro uniondale fenomeno e defito ligazione.(Barcaccise

Falcinellj 2019

[ QOARSYGATAOIT A2y S RA 1jdzSadA &y blduM batri, o& y Yy S
sistema di difesa dai virudegradavano il DNA virale estraneo grazie a enautoprodotti. Gli

enzimi di restrizioa sono in grado di distinguere i filamenti estradai DNA battericopoiché

j dzS & ( Q dxf coriispordenza delle sequenze amosciute dagli enzimi di restrizione,
vienemetilato. Il processo di metilazione agisce come un primitivo sistema immunitario, nei
O2yFNRYGA RSt 5b! o0FGGSNARO2d vdzSad2 Ay |ljdzr yi
del genoma ospite nei céronti delle attivita delle endonucleasi.

[ QF T A &tyiva di tald@nzima si manifesta mediante la formazione di un legame da parte di

un gruppo metile{CH) con una base azotata, citosina od aden{Bdowet al., 2016 (Figura 10)
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NH, NH,

wa | SN
N N0
H H

Cytosine methylated Cytosine
Figura 1Q; Metilazione di una molecola di citosirfarmazione di un lgame con un gruppo
metile (CH).

Ad oggi sono conosciuti piu di 400 enzimi di restrizit@bertset al, 2015, ognuno ci qualié
capace di riconoscere ed effettuare un taglio della molecola irisgpmndenza di una
determinata sequenza nucleotidid@erconvenzione ogni enzima acquisisce il nome del batterio
da cui deriva, nelle prime tre lettere, seguite poi da un numero rom@rabella 5)

Tabellaxkb 2 YSYy Of | 1 dzNI RSt tEadRY T A Yl RA NBal

ABBREVIAZION SIGNIFICATO SPIEGAZIONE
E Escherichia Gerere
Co coli Specie
R RY13 Ceppo
I Prima identificazione| Ordine di identificazione nel batterig

Ciasun enzima riconosce una sequenza specifica nel DNA formata da 4 o 6 coppie di basi azotate,
raramente 5 0 8denominag G LI f AYRNRBY2¢ 3 Ay |jdz yi PuedtodSy i A
comporta che la sequenza é la medesima per entrambi i filamenti di DNA, quando letta in
RANBIT ADON® pQ

Ly QdzfE G SNA2NBE RAFTTFSNBYIT Al [adalg Boddkid il duiene Sagflibtd YA R
la sequenza di riconosciment8e le endonucleasi producono dei frammenti di restrizione con
estremita piatte si parla dolunt ends mentre se tali frammenti hanno estremita esposte ci si

riferisce asticky ends(Fgura 11

CCCGGG GIAATTC
GGGCCC CTTAAIG

Figura 11¢ Frammenti di restriziondlunt endgsinistra) esticky endgdestra)
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Le estremitasticky endssi formanoin quanto il taglio della sequenza puo avvenire in maniera
FAAYYSGNROF @SNER2 Af pQ 2 LIJzNBt diorEshifiche chri 0 Q
dzy QS a G NB YA U tn ayxOBES3 i BR R ke\dhdbriiSeadi chgerrefariolidky (i NI @
endssonoquelle maggiormenteutilizzatenel clonaggio dei frammenti di restrizione. Attraverso
fQrT A2yS RSt I lekaldadé téaloro due kaynméni di restrikiitheé cori estiemita
complementarj grazie alla formazione di un legame fosfodiesternetalizzab da tale enzima.

Anche i frammenti di restrizione con estremita piatte possono venire saldate tra loro, ma
utilizzando concentrazionpit elevateR S t f QIf)g5i (Bavthccia Falcinelli2019

Grazie alla loro specificita, questienziliS N St G2y 2 f Q20 0SyAYSy (2 RSt
singola molecola, come un plasmide, o di un intero genoma, in maniecgupibile.

Ogni endonucleasi genera frammenti di restrizione con estremita complementari, caratteristica
che permette disfrutta® | dz=Sa G A Syl AYA LISNI f QFaaSyofl3I3aaz
200Sydzil RIff QdzyA2y S RAisnFdiera(Fgad2) LINR GSyYy A Sy
La possibilitadi tagliare ed unire in maniera artificiale e controllata delle sequenze di DNA,
derivanti da organismi divergiransgene) garantisce la tecnologia di base su cui si sviluppano

tutte le successivéecniche ditrasformazionegenetica.

]
Cleavagel EcoRl
Sticky ends

5’ I G L AATT C
3 — C T T AA G I 5’

Figura1X Al A 2y S RS { E2SRfdBayiarOdstiky @ndisomposte da 4 nucleotidi
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2.2DUPLICAZIONE DEL DNA ESOGED®IRUTTOMETTORI DI CLONAGGIO

Latecnologia del DNA ricombinante parmessdo sviluppode A Yy 3ISIY SNA L ISy SiA
possibilita di intervento selettivo a carico delle molecole di DNA.

Un aspettofondamentale, in questa tecnologia, € la possibilita di ottenere numerose copie del
DNA di interesse, per essere successivamente trasferifo @2 NHI yA&aY2 23aLIAGSo
grazie ai vettori di clonaggio.

Un vettore di clonaggio € una molecola di DAlAloppia elica, in cui € possibile inserire un
frammento di DNA esogen@ostrutto), sfruttando la tecnologia del DNA ricombinan{Eigura

13) Tale vettorepuo replicarsi autonomamente in una cellula ospite.

Il costrutto di DNAoggetto di inserzion@ foNX' | 12> 2t GNB OKS RIFf 3ISyS
due specifiche sequenze nucleotidiche: promotore e terminatore. Tali sequenze delimitano a
monte ed a valle il gendFigura 14)

llpromotore§ f I NX3IA2YyS RA 5b! | Y2y4S RSt 3IASyS RI
iniziare la trascrizione. Ha lunghezza compresa tra 100 e 1000 pb, generalmente @Uatspn

et al, 2015

Il terminatore invecee la regione di DNA a valle della segza codificante, che costituisce |l

punto di arresto della trascrizione. In corrispondenza del terminatore il complesso enzimatico
RSt fQwb! LI22fAYSNI&aA &aA RAA&2O0M0NLuRPI 5b! X N

Insert
DNA Ligase

Plasmid

Figura 13; Il costrutto di DNA esogeningerthy § GNJF & FSNA G2 |t QAy SNy
(plasmid, sfruttando la tecnologia del DNA ricombinanteQl T A2y S RA €t A3 T A2y

ed il costrutto, avviene a carico di dusteemita complementari del tipsticky ends
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Per verificare IGhtegrazione del DNA esogegbdS t £ Q2 NA | ysknaaYddveratiehderd 15
AQAT dzLILI2  O2YLIX SG2 RSttt QAYRAQGARIzZ S f I o2y
£ f QA Y &S NR Y 8¢ injeny 1Bdrcat@e?(gedeldiren (Figura 14)

A YR

Promoter Gene of interest Marker gene Terminator

Figural4{ SljdzSy 1 I RSt O2 & NUzi (irgentRriel vé&tore di clohagydioS a G A

Il gene marcatorgpermette di osservare facilmentelurante le prime fasi di rigeneraziome

vitro, in quali cellule/plantuleil DNA esogen@ presente ecorrettamente integrato Tale
operazioned faciimente verificabilgi 2 G 1 2 LI2y Sy R2 3t A AYRAQDGARdAzA 213
sostanze per cui tale gene codifica la resistenza.

Nella costruzione el codrutto, solitamente viene incluso un segmento di DNA che codifica per

una regione di collegamento polipeptidica 8ésile, in modo che il geneeporter ed il gene
RQAYGSNBaasS AYyGSNFSNRAOIy2 (Lihaudg 2 O2y Ul (NP
Le caratteriiche fondamentali che un vettore di clonaggio dewguindi possedere sono la
presenza di uno o piu siti tistrizione polylinked > Ay OdzA | GBASYS f QAYyaS
dQ A y U SdBMB pods8dere la capacita di replicarsi in un organismo osgitessere fornito di

uno o piu geni marcatori selezionak{gjenireporter), che garantiscano il riconoscime delle

cellule contenti i vettori(Barcaccia Falcinelli2019

| vettori di clonaggio disponibili, si differenziano in base alle dimens@rraimmenti di DNA da
replicare. | primi vettori utilizzagono statii plamidi batterici, per itlonaggio di frammenti di

DNAdi dimensioni modestefiio a 10kb). La necessita di trattare frammenti piu lunghi ha
portato alla sintesi di vettori di cl@ggio quali i cosmidi, derivati dal batteriotag(lambda) ed

in grado di clonare frammenti lungfino a 44 kb.

| cromosomi artificiali di lievito (YACYeast Artificial Chromosomesono invece vettori che
permettono di lavorare con sequenze maggdiri00 kb (Murray e Szostak1983

| vettori di piu recente scoperténvece risultano essere cromosomi artificiali batterici (BA€

Bacterial Artificial Chromosomggon capacita di utilizzare frammenti di DNA anche maggiori di

300 kb.(Shizuya e Koas-Mehr, 2007
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2.3VETTORI DI CLONAGGIO: | PLASMIDI

I plasmidi sono elementi genetiextracromosomici, formati da molecole circolari di DNA a
doppio filamento, in grado di replicarsi in maniera autonoma nella cellula batterica.

Una caratteristica fondanrgale € la presenza di una sequenza di origorg,(necessaria per la

propria replicaione. Questo permettal plasmidedi duplicarsi in maniera indipendential DNA
cromosomicoAnche se costitutiscono una piccola parte del DNA batterietia maggioparte

RSA Ol aA -2%,(RébétfeaNJR009 cbrite®gano geni cheodificaro per importanti
informazioni, come numerose malattie delle piante.

[ QdzGAf AT T 2 RSA 0 {0, SiNta la®e ¥aPacitd 8iindogpdtdre nBl propd f 2 v I
genomaF NI YYSYGA RA 5b! S&23Sy23 LINBaSydiA yStfQl
ricombinazione omologa. Questa caratteristica viene definita trasformazione batterica.
(Johnstoret al, 2019

| vettori attualmente utilizzati nelle tecniche di modifcazione genetica derivano

daf £t QAY IASIAYSNRIT T I 1T A 2pyiSipalménie diEstHerichiaAcRIGalayakt(aldzNI £ A
2019) Comunque, ache se derivanti da organismi diveligplasmidipresentano caratteristiche
comuni.In particolare le @nension sono limitate (minori di 75 kb E. colj per garantire una

migliore stabilita del plasmide stes®9Q 8§ f I LINBASY T I R ori)dag awialsd |j dzS y
RdzLJX AOIF T A2y S Fdzi2y2Yl RSt LX I & YA R&ionedri€diiA y G SN
di restrizione(polylinke) che consentond QA Y a SNAYSy (i2 RSt GififelaSa2 3¢
presenza di uno o piu geni marcataegorter).

LOGdzk £t YSYGSET OGN A 3ASYA YIFNOFG2NR Liag&aledzi A £ A
troviamo quelli che codificano per le resistenze agli antibiotici, come tetracictit), (
cloramfenicolo ¢mf), kanamicinakar® e ampicillina&dmp?), 02 y  |j dzS attuaokzhte piuy 2
utilizzata (Brown, 2016

Il DNA plasmidico puo essere inseritelle cellule battericha vitro, mediante assunzione diretta

dal terreno di colturaattraverso i pori della membrana plasmatica.

Mediante questi vettoripossono essere inseritel genoma della pianta ospiteammenti di DNA

esogeno fino a 10 kb.

| plasmidi si replicano in maniera efficiente in cellule batteriche, meno negli eucarioti.
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| plasmidi sono attualmente il metodo piu utilizzato per la sintesi delle P@\VglTenzimidi
restrizione piu ulizzatiper questi vettoritroviamo Ecdrl,BanHI, Pstl, Sam, Hindll, SpH e Sal.

(Figura 15)Barcaccia Falcinelli2019

HindITI
EcoRI | EcoRv
BamH1

AT 0D e

Pstl

Figura b ¢ Rappresentazione schematica del vettore plasmidico pBRB&2dei primi utilizzati
nella tecnologia del DNA ricombinant&jginario diEscherichia coli siti direstrizione sono

indicati in colore blu(Balbaset al,, 1989

2.4VETTORI DI CLONAG@ERIVATI DA BATTERIOFAGI E COSMIDI

Per non compromettere la stabilita dei plasmidi, essi non possono essere caricati con frammenti

di DNA esogeno troppo grand?er permettere quindi la clonazione di molecole di DNA con
dimensioni maggiori sono stati idealei vettori a partire dal batteriofage, virus che infetta le

cellule del battericEscherichia coli

Lf 3 Sy &csmpodioida una molecola lineare di DNA a doppio filamento lunga 48,5 kb, ma
una parte della sequenza pud essere rimossa, in quaiitéé O2 RAFA Ol a2t G yis:
del fago nel cromosoma @scherichiacolv dzZA Y RA  fF NA Y21 A2y S y2y Ay
infettare le cellule batteriche e di promuovere la sintesi di nuove particelle fag(Emeston,

2003

Tale rimozioe avviene a carico della parte centrald dettore, dividendo cosi il batteriofago in

braccio destro e braccio sinistro, diviso dalla regione cenpalginker in cui sono presenti i siti

di restrizione. La dimensione massima dei frammenti di DNA esogjee possono essere clonati,

in seguitoalla rimozione della regione centrale, & di 18 kb.
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Esistono due tipologie di vettori derivati dal batteriofaga vettori di inserzione ed i vettori di
sostituzione.

Nei vettori di inserzione il braccaestro e sinistro sono separatildzto di restrizionelnvece i

vettori di sostituzionetra il braccio destro e sinistro € presensnche un frammento di
riempimento, che vieneeliminato e sostitutito con il DNA esogent entrambi i casi dovra
esserdé £ QFT A2yS RA dzyl SyR2ydzOf SIaiA | OFNAO2 a
predisporre entrambi alla successiva ligazigqBarcaccia Falcinelli2019

Ulteriori vettori risultano essere i cosmidi, che manifestano caratteristiche ricobiiusia ai
plasmidi che ai fagOltre alla regiongolylinkere al gene marcatore presernia una sequenza

ori, per la sua replicazione ischerichia cglied wn sito cosderivato dal batteriofago<, che
permette la circolarizzazione della moléaqFHgura 17)

Il cosmide quindi presenta la capacita del batteriofago di accettare frammenti di DNA piu lunghi
rispetto aiplasmidi,fino a 44 kboltre alla capacitai replicarsi in maniera indipendente dal

cromosoma ospite, tipica dei plasmi¢iarcaccia Falcinelli 2019

2.5VETTORI DI CLONAGGIO: CROMOSOMI ARTIFICIALI DI LIEVITO (YAC) E DI BATTERI (BAC
Ly Qdzf GSNA2NB (GSOy2ft23Al Rriormddte B Wimehdohi2dZDNAIS NJ A
esogeno da inserire nel vettore rappresentato datromosani artificiali di lievito (YAG Yeast

Artificial Chromosome e dai cromosomi artificiali batterici (BAC Bacterial Atrtificial
Chromosomg

Gli YAC, propagasdusivamentenel batterioSaccharomyceserevisae, permettono di clonare

in maniera ottimale, cio8enzaperdite o riarrangiamenti del DNA esogeframmenti di DNA di
dimensionifino a 100 kb Essi non sono basati su plasmidi o virus, ma su cromosoficialiti

(Murray e Szostak, 1983)

| vettori BAC inece si sviluppano a carico del plasmide della fertiftai{Escherichia colEstato

sfruttato questo plasmide in quanto relativamente gran@equindi in grado di garantire una
maggiore stabilitd e pssibilita di accettare inserti di DNA esogeno dnelisioni maggiori,

rispetto ai normali plasmidi.

| vettori BAC sono in grado di clonare frammenti di lungh@&npaa 350 kb.(Shizuya e Koures

Mehr, 2001)
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3. TRASFERIMENTO DEL DNA ESOGENO

Successivaméa alla costituzionedi molecole di DNAchimeriche, contenenti il transgene
ROQAYGSNBaasSy S tQdziatAal 12 RSA @SGiE2NRA RA Of 3
RSt YIFIOGSNAFES 3ISySiGAoOz Sa2 3 SizandodspiantlchblyiratiS NI/ 2
in vitro. La PGM vea quindi rigenerata a partire da espianti cellulari, in cui & stato trasferito il
transgene Questo pudavvenire utilizzandsia cellule integre (espianti e callina anche cellule

senza parete cellulare (protoplas

Questa fase sfrutta la totipotenza delle cellule vegeteilbéla capacitq anchedi una singola

cellula, didedifferenziarsi gigenerare un organismo complet(Barcaccia Falcinellig019

Il trasferimento delmateriale genetico esogeno puavverire in due modalita differenti: in

maniera diretta o0 mediata.

3.1 TRASFERIMENTO GENETICO DIRETTO: METODI FISICI E CHIMICI

I metodi chimicefisici utilizzati per trasferire i transgeim maniera direttasono essenzialmente
quattroY f QS f S i (i NiictdRidklorie laFugiGZ deprotoplasti e il metodo biolistico
(bombardamento).

Lo scopo finale, medesimo per tutti i differenti metodi di trasferimento, é che il transgene possa
essere correttamenténtegratoy’ St ISy 2 Yl RSt f Q2 NBivayhante ¥spresdS 3 S
fenotipicamente.

[ QSt S G NBful Nlkgli ImPusiSelettrici, che generano dei pori momentanei nella
membrana citoplasmatica, attraverso i quaklDNA puo peetrare nela cellula | parametri di
elettroporazione vengono influehzi A @I NA I yR2 f QAyiSyaArdtr RSt
trattamento./ 2 aW FIF OSyR2 § Ll2aairoAit S 2004 Ainfckebshth NB  f
(cellule dello stoma, ante, zigote, embrione maturo/immaturo, mesofillo, nodi del meristema).

LOA Y G Sy a A i KV cRSvaria Qdi il hasetalia Bpecie vegetale trattata, in quanto ognuna
possiede un range ottimal@®isogna porre particolare attenzione ad ampiegoadeguab degli
AYLlz aA St SGGNROAZ Kigppolplezhte ielcanfpdaliiritopud pdrt@e RA A

a un eccessivo surriscaldamento delle cellule trattate, che ne causera la @uyggit 2020
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La microiniezione sfrutta invece un micromanipolatore, mediante il quale la soluzione
contenente il transgene e iniettatdirettamente nel nucleo di cellule integre (di espianti, calli,
embrioni somatici)(Masaniet al,, 2014

I metodo dellafusione deiprotoplasti (celule vegetali private della parete cellulaggazie a
trattamenti chimici o enzimati§i consistenella fusione ci nuclei didue diverse cellule,
provenienti da organismi diverdiJ2 8aA0Af S 3IANIT AS | f CToaviedg 1 I R
sfruttandof Qdzi A€ AT T2 RA AYLlz &A St SGGNROAZT OKS Lk
nuclei Questo garantiraquindi la presenza dmateriale genetico derivante da due differenti

cellule, nel medesimo citoplasma. La cellula ottenuta da questo pgioento e definita
eterocarionte da cui si procedera poi a rigenerare un individuo compl@tianget al., 2012)

Il metodobiolisticoinveceA RS+ 42 y St mdpyt RIF W2KYy [/ & {FyT2N
di Cornell (USAJKlein et al, 1987, risulta essereil piu utilizzato tra i metodi diretti di
trasferimento, sfruttato soprattutto a carico dé¢ speciemonocotiledoni. Viene utilizzo un
particolare accelleratore di particelle, mediante il quatmoa LI NI G A | € f QA Yy G SNY 2
microproiettili di oro o tungsteno, dal diametro molto piccolo (&,5um). Questi proiettili sono
rivestitidaf 5 b ! OKS aA @ dadiddla celyila, rachhitatdISullal stiperizie fidl S
proiettili. Successivamente f £ I LISYSGUNITA2yS Fff QAY(iIiSNy2 RS
DNA esogeno € in gradidintegrarsistabilmente con quello origima della cellulaanche se con

dzy” Qckeiza lon molto elevata.

Questo metodo e stato impiegato con successo nelle piu importanti colture agrarie,rnaisg
frumento, riso e orzpma anche a carico delle conifevali altre mocotiledonispecie per le wgli

il meteodo mediato dagrobacterium tumefacienson € attuabile(Liuet al.,2019%) (Masaniet

al,2014! vy @I yal33rz2 RA ljdzSaidl (G§SOy2ft23AlF § &aAold
le specie vegetali sono trattabili, in quanto non sussisproblema derivato dé manipolazione

dei protoplasti.

Altra caratteristicainteressante €& la possibilita di intervenire a carico del DNA plastidiale,
mediante il bombardamento dei tessuti fogliari. Questo perraeditrisolvere i problemi derivanti

dalla diffusione dei trargeni, in quanto i cloroplasti sono ereditati quasi esclusivamente per via
YEOGSNYF® [ QSALINBEdaA2y S RaSri quadto Nl congedthiBoneNdeid dzf
cloroplasti nelle cellule é elevata, inoltre generalmente norsmsiieno problematiche dovetal
silenziamento genico, in quanto il DNA esogeno € integrato in una specifica regione del DNA del

cloroplasto, attraverso un evento di ricombinazione omold@arcaccia Falcinelli2019

40



3.2TRASFERIMENTO GENICO MEDMIROS E AGROBATTERI

IYSG2RA RA OGN AFSNAYSYyG2 YSRAFGO2 LINBGOSR2y2
FANROFGOSNRE RA LISYSGUNINB IffQAYy(iIiSNy2 RStftS

Il transgene, prew clonaggimegliappositi vettorj viene inserito entro virors plasmidi (vettori

di trasformazione), ottenendo cosi il trasferimento mediato da un batterio o da un virus.

Il trasferimento mediato davirus fitopatogenideve il suo utilizzo alla capacita di tali virus di
NBLJX A O NS A LINE LINJellelcélllleR/agetafiEzs) 6n8 ik Grado di difforlarst i S Ny
rapidamentenel tessuti della pianta ospite, medianiigpassaggio attraverso i plasmodesmi.

| virus utilizzatin questa tecnica sono sia a singola elica di RNA che a doppia elica di DNA
(Barcaccia Falcinellj 2019

Il genoma dei virus utilizzati per il trasferimento genetico sara composto da tre elementi
fondamentali: i geni per la replicazione del materiale d@mwe (replicase, il gene per il
Y2@BAYSy G2 ySt i gowRdnygerkeddl gRedpedlalsiftesi della proteina di
rivestimento del capsidecfat protein geng A questi tre elementi si andra ad aggiungere il
transgeneR QA v (i Fiydaibi S

[ QdzGAE AT T 2 RSA GANHzZA FAG2LI G23Sy A OpvdcBlar®S (i G 2
GrtA SyaGAdt o0A2ft23A0KS KlIyy2 dzyQStS@Fidl S:
YySEEtQ2NHFIYAAY2Z YI y2y AyiSasdtfy@z2 atIAsE8e Vv dz8 D
dzy QSaLINBaaAz2yS RSt (NI ya3 sighSla (ets risdita S&geke sdoS F A y
un ospite temporaneo e la modificazione data dal transgene avviene totalmente a carico del solo

genomavirale.

REPLICASE MOVEMENT GENE COAT PROTEIN GENE
A ——— _ -
TRANSGENE
B ——— — RN —
Figura B ¢ Rappresatazione schematica di un genoma virale, vettore modello per
f QS aLINB & a A 2ynJend esdgygna ih GrganiSmoRegetaleA: elementi di un

genoma virale. B: costrutto virale con transgene.
Gl agenti viralmaggiormenteutilizzati in questa teaplogiasonoil virus del mosaico del tabacco
(TMV¢ Tobacco Mosaic Virpe il virus demosaico del cavolfiore (CaMMCauliflower Mosaic

Virug. (Abrahamianet al, 2020
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La trasformazione transiente viene quindi utilizzata solamente a scopo di rigeraeerificare,

ad esempio, la funzionalita del promotore o il compartimento cellulareuinl transgene viene
espresso.

Nel trasferimento mediato dagrobatterid A & F NHzG G I LINR y Agkobdictérivins y G S
tumefaciensvettore della patologia del cancro del collettAgrobacterium rhizogenesettore

della malattiahairy roots

Entrambi i batteri sono caratterizzati dal possedere un plaspuldeltre 200 kb di lunghezzehe

Ay &aS3dzaidz2 | ff QA yel @plidagist&ralRiSE @A vy LS NIYA | REBIAILE G C
tratto del proprio DNA. Questa piccola porzione di acideleico viene definita-DNA ed e

02y G Sy dzi | £ f QA yumSNdARing SA. tulifacién¥® nd flasnide Rio
(Root induaig plasmidd  JASriiiZog@nesHwanget al, 2015! f ft QAY G SNy 2 RSt € |
DNA, di lunghezza di 22 kb risiedono i geni delle rispettive patogenesi, che vengwasferiti

SR AYGSANIGA ySt 5b! ONPRYZ2A42 Y MOparteRIS bdttepia. & LIA (
Questo causera il manifestarsi della malattia. regione del plasmide che compone-DNA e
contenual f f QAY G SNy 2 RA ,Baspb daSdirdz3igfiniteft berder(LBPaigiR 2
border(RB), fondamentali per la sua excsione ed integrazione nel DNA nella cellulaldsiiéte.

zona di TDNA delimitata da LB e RBono presenti lenformazioni genetiche che portano alla
sintesi di auxindiaa) e citochinine(ipt) in A. tumefaciensla cuiespressione causano sviluppo
cellulareabnorme che porta alla formazione dei tumori

In A. rhizogenesnvece, la presenza delle citochinine @stitutita da genirol (root locj, che
portano allo sviluppo accentuato di radaiventizie

In entrambi gli agrobatteri sono poi presemeni che codificano per la sintesiagiine, composti

prodotti dalle cellule tumorali per condensazione di un ammeiacido con uno zucchero,
ySOSaalNA LISNJ f2 AQAf dzZII2 RSEfQFINBOFGGSNR2GT
Esternamente al -DNA €& po presente una sequenzari, per garantire al plasmide un
mantenimento stabile nelle cellule batteriche in fase di divisione, ed una sequenzehe
includei geni della virulenza e la sequenza preposta alla funzione di coniugagiagera ¥) In
particolare, sono le proteine codificate dai gesi a riconoscere la pianta ospite, trasferire e
integrare il TDNA nel DNA cromosico della cellula, aspettadéonentale in quanto i geniir

sono esterni alla regione delONA.(Figura 18)

Solo successivaménS | £ f QA y (i S Tchindsdmicy” &lla\cdidla végbtale, i prodotti

genici causeranno il manifestarsi della malatfi@hristie e Gordon, 2014)
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Cytokinin

Auxin Opine
T-DNA Region ‘
Left Barder Right Border

Ti Plasmid

Opine
Catabolism
Virulence ’
Region Origin of
Replication

(ORI)
Figural7 ¢ Plasmide Ti: particolare della suddivisione nelle varie zone di codificazione

Virulence region
w'rA_ virB _w'rG_\-'r'rC_w'rD_vfrE wirF wirH

Figural8 ¢ Particolare del plasmide Ti: gli operoni che compongono la regiongaioley et
al., 1991)

Grazie #a scoperta dguestk attivita, da parte del batterio elel suo TDNA si € provveduto a
modificarei plasmidiT= Ay Y2R2 OKS y2y (NI a7 Gghddanie® NR f ¢
sviluppo detumore del collettg ma il transgene di interesse. Si fa quindi riferimento a plasmidi
definiti disarmati, cioe pvati dei geni responsabili della sintesi della patologia.

Riguardo i plasmidi Ri invece, non e stato necessario questo passaggio, in quanto risulta possibile
la rigenerazione di tessuti transgenici con sviluppo di radici avventizie.

LY TAYSS sdimeatdBi un derfie fanfatore, sono stati rimossi i tratti genetici che
codificano per informazioni non funzionali allo scopo di vettore del plasmide, come la sintesi delle
opine.(Hwanget al, 2019

[ Qdzi At AT 1T 2 RS Mperildrasferivenddei tréhagani Melé Ipidnierevede quindi
chevenga inseritmei plasmidiTe RA £ ISy S S a 2 IAchyad in BscherichiaSodidh & a S
inserioy St £ QF ANRPoOol GGSNA2 YSRAIFIYGS LINRPOSaaz2 RA Oz
Il trasferimento mediato da agrobatteri e utilzato maggiormente a carico delle specie
dicotiledoni, erbacee e arbore®uestoin quanto le specie monocotiledoproducono speciali
sostanze chimiche che agiscotmA Y A 6 A G 2 NA Yy I G dzNI f A = & Fonf@@iNB y R 2

degli agrobatteri.
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Ad esempio in mais, specie monocotiledone resistente alla trasformazione mediatd da
tumefaciens vengono prodotti metaboliti come,4-dihydroxy7-methoxy-2H1,4-benzoxazin
3(4H}one OIM-BOA e 2hydroxy4,7-dimethoxybenzoxazi3-one (MDIBOA, cheinibiscono

f QI GRIS{ZAGI I NBchein présridd d2 segnali cime inducono lo sviluppgHwanget

al, 2015

Attualmente, nei metodi di trasferimento mediati da agrobatteri, il ricorscfadumefacien®

piu frequentein ambito applicativorispetto ad A. rhizogenes

La principale limitazionenei confronti del metodo mediato dA. rhizogenese la presenza del
transgene limitata alle radici avventizie, che si vengono a formare in sefjutoQA y ¥ ST A 2y S
del patogeno. Questo comporta quinidinecessita di rigenerazione della pianta transgenica, a
partire dalle cellule radicalil ricoro ad A. rhizogenesia comunque degli aspetti positivi

quanto la rapida formazione delle radici avventizie, grazie ai gehpresenti nel plasmide Ri,
svdgono il compito di marcatori morfologici, indicando la corretta integrazione del DNA esogeno
neff Q2 AALFYIS NA O2 NNBE NB[ @ dzii DAlZhizdgeReerpiefghito kuundiddl A OA ©
OFaz2 Ay OdzA 8§ €I NI RA OSenfodd NI egogendl i quantidSla a | G
rigenerazione della pianta non & necessaria e quindi il prioveato risulta piu veloce e meno
costoso. Questo vettore viene quindi sfruttato principalmente per geni che codificano la
manifestazione fenotipicadi un cardtere a livello radicale. (Bahramnejadet al, 2019

(Fernandeifian et al.2019

44



469/ bh[ hDL9 t 9w [ Q9 +INTRODLUZIDMEREFIN{ZIONE ¢ L ¢ !

A patrtire dalle primemanipolazioniin laboratorioa carico di piante modellgassand@er le
coltivazioni in pieno campo e su ampie superfici, le tecnichrgdgneriagenetica ssono evolute

sempre piu.

Come analizzato in precedenzalivello globald Q dziidk viarkefa trahsgeniche & crescente
aumentonegli anni, cosi come la tfpgia di informazioni genetiche checgirca di trasferire

Giadai primi anni di sviluppdi queste tecnologiesonopero sorti forti dubbie preoccupazioni,
riguardof Q dzii Airffomadiofi geRétiche non derivanti dal mdo vegetaleQueste perpless
riguardano sia la salubrita di tali prodotsiaaspetti ecologiced etici

Talipreoccupazioni sonad oggifortemente diffuse soprattutto nei Paesuropej Italia inclusa,

fattore che contribuisce alla diffusione mollimitata di tali piante netomparto agricolo del
Vecchiocontinente.(Lucht,2015

E perod indubbio chenei prossimi annt QF I NA O2f G dzZNI R2ONEX O2y FNRy
RFEffQFdzySydG2 RStEflF LRLREIT A2y S 3faia pafteSdei I A
consumatori dprodotti di elevata qualita. Tutti aspetti che sono imprescindibili dalle applicazioni
delle tecniche dmiglioramento genetico in campo agrario.

In questo contesto si inserisconodeoperte degli ultimi annin cuisi € arivati a ideare nuove

vie di miglioramento genetico delle piante agalimentari: il breeding cisgenicoe QS RA G A Y
genomico.Queste tecniche, che vengono incluse entrambe nella definiziofechologie per

f Q9 @2t dzl A gagfdhimd TEA)Arapprasénitano le piu recenti scopegkaampo della
modificazione geeticaa carico delle specie vegetdiklGA2020)

Breeding cisgnico & editing genomic&k I yy 2 f Q200ASGGAB2 RA Tl OAf .
hanno gli stessi esiti di quelli che possono verificarsi con le mutagpamtanee mediante

f QAVONROAZ2 GNF QIFNARSGEL RSttt abbsaal &aLISOAS 2
Tali tecniche garantiscono cambiamenti genetici mirati e sostanzialnmeim@noun processo

evolutivo basato sulle mutazioni.
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5. CISGENESI

Lt GSNX¥AYS diOdathi@IiR906daikicercagoriHenk Sthauten, Frans AKrens e

EvertWI 0206 4Sy s RSt f Q! yA @S NE [SihbuteRfal.,2006HSYy Ay ISy ot
Per definizione la cisgenesi viendicata come la mdificazionediun LA F y i YSRA | y i
di un gene derivante da un individuo sessualmente compatiailehe di altra specidale gene,

definito cisgene, include i propri intrgnpromotore e terminatore, con normale orientamento.

[ S & LINE @end teasfefito @uthtli sotto il controllo del proprio promotore e terminatare

con totale mancanza di DNA esogeno e relativi marcatori di selezione.

La pianta ottenuta puo conteae uno o piu cisgeni, ma nessun transgene.

La differenza tra cisgene e trsgene risultan® @2t S aAAF LISNJ ft Q2NAIAY S
Nel caso del transgene, la cui origine puo essere non vegetale, la struttura puo essere modificata
IR SASYLA2 O2y fQdziAf AT T2 RA LINRBY2G2NR RA dzy
La trasmissione del cisgepE f QAY U SNy 2 RSt f Q2NHIyAaY2 2aLIAGS
GSOy2t23AS dziAtATT I GS yStt ®eriid petie Yioflédani eRA L
utilizzato principalmente il metodo mediato dfa tumefaciensPer le specie poco sensibilieall
infezioni di taleagrdbatterio e lespeciemonocotiledoni e invece preferito il metodo biolistico.

Una differenzarispetto alla transgenest presente nel metodo mediato dA. tumefaciens

riguard le sequenze di confine deldNA nel vettore plasmidic@lcuni autori ritengono che le
sequenze di confine del vettore plasmidico devono provenire da genomi del regno vegatale, d
specie affini sessualmente compatibili. Queste sequenze denomimBiEA, molto simili al-T

DNA, sono state identificate in diverspecie vegetal(Yan eRommens2007)

FfONR [ dzi2NAZ Ay @SOS I-DNA 2 Fdlafivgnieate dcurd) i JuaritoQlelzi A f
aS1jdzSyTS RA O2yFAYS RSNAGIYGA RIFI 2NBHIFIYAAYA ¢
dei genomi delle piantgJbshiet al.,2011) Inoltre le sequenze apportate nel genoma ospite dal
T-DNA sono di ridotta dimensione e non codificanti, quindi non comportano la manifestazione
fenotipica di nessuna caratteristicgschouteret al., 2006)

[ QFdaaSyil I RS Aeziod &Ndbo degliNdspettRfondaiéntali della cisgenddn
procedimento per raggiungere questo obbiettivo, prevede il trasferimento di un vettore ridotto,
O2y iSySyidS az2t2 LINRBY2(i2NB>X 3ISyS RQAYyGSNXaas
ricorso dla PCRRolymerase Chain Reactioiz ~ LJS NJ fiektiva geéskenddSdel hed&inserito,

con conseguente aumento dei costi e delle tempistiche.
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Inoltre, questa procedurae possibile solamente con il trasferimento biolistico o mediatdAda
tumefaciensm: &2t I YSYydS Ay OFa2 RA aLISOAS FtdlFYSy
(Dalla Costa et al., 2016)

Esempi di sviluppo di piante cisgenichreassenza di marcatgsono riportati a carico di mejo
mediante il cisgeneMdMYB1Q codificante per un fatore di trascrizione coinvoltanella
regolazione della biosintesi delle antocianine, che porta alla formazione di frutti e petali rossi.
(Krens et al.,, 2015)a ridotta applicabilita di questo procedimentoomporta il ricorso a

proOS RdzZNBE OK S ttikd dy rimBovelreCl/2 madcat@e/i presente/i. Questo in quanto il

loro utilizzo e frequente in cisgenesi, per valutare la corretta integrazione dei geni esogeni
yStf Q2 NHBI (Vakblete eRall, RIK 1) &Krkns et al., 20H)lla Costa et al., 26}

Attualmente \arie tecniche sono utilizzatper garantire la rimozione.

L'y LINRPOSRAYSy({2 aA ol al adzZ f QAyYRdz A2 QD&%stRA &K
e stato testato su vite\{itis viniferalL), con la rimaione del gene marcatoraptll, dopo il
trattamento delle cellule transgeniche a temperature di 42p@r intervalli di 68 ore La
NAY2T A2yS & adldl LR2adaAroAtsS ANITAS ftEQlITA2Y
del genedellaricombinasiflp, che ha indotto& ricombinazione e conseguente excisiongi, una

specifica cassetta genica (FRahked bo¥ contenente il marcatorecon la conseguente
espressione del gene a valle di tale cass@&SP)(Figural9)

L@ssenza del maatore nptll € stata poi verificea mediante PCR, che ha confermato

f Q20 0SYAYSyYy (2 RDala@C8staetdst, 16DA a ISy A OKS

LB | 35SP < <FRT gusA |Tnos| RB

Figural9 ¢ Particolare della struttura del-DNAdel vettore,contente la cassetta genica FRT

flanked box

Sono stattinoltre sviluppat altri metodi diexcision&& 6 | & (A  &odtAnfethimichet A T 1 2
come desametasone (DEX) e flucitosin& (3.

Studi sono stati effettuati a carico di linee transgeniche di melo var. Gala, trasfomeali@nte

A. tumefaciensconsuccessiva seleziomamite kanamicih = O2y f QA Yy ARBviédhey Sy G 2

codifica per resistenza a ticchiolatuNenturia inaequalis
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In particolarei tessuti transgenigono statiposti in soluzione coBEX perindurrela rimozione
dei marcatorj per un periodo di 17 orgn completaoscurita Successivamente sorsbati inseriti
in unQ@lteriore soluzionecontenente sia DEX cheF&; inducendoli alla rigenerazion®opo
quattro settimanee avvenutoil trasferimento in stuzione contenente solamente-BC, per lo
sviluppo dei germoglDopo la costituzione e la conferma della natura cisgenica dei rigeneranti,
mediante PCRylteriore moltiplicazione e preparazionger l'innestoe stataeseguiti su terreno

senza 5-C (Krenset al., 2015)

5.1 CONFRONTTRACISGENESI E MIGLIORAMENTO GENEDONVENZIONALE

5.1.1 LINKAGE DRAG

bSf YAIEA2NI YSyid2 3ASySiAaA0z2z O2y@Syil A2yl fSs
solamente il trasferimento dé gene/i dhferesse, maiuttosto di interi tratti crosomici.

[ QA Y G NB INB & a A 2c6i8osoRiki, enyfalzai@i dal midliaraiepud comportare

I OO yid2 IfftQl OljdzA &A1 A 2 piddifedRassi dcatatteNhefaiivd QuBstaR A A
situazione e chiamattinkage draged € determinata dalla stretta associazione del gene o del
QTL, he determina la manifestazionfenotipica favorevolalel carattereR Q A y (i, 8o Bl & S
geni, che controllamo caratteri sfavorevol. LOS A LINE A4 aA 2y S RSt OtoNdlla G SNB
quindi anchda manifestazione iccaratteri indesiderati

Illinkage dragnelle specie vegetalpuo inoltre determinare la comparsa di carattadgativi che
interessand- Y OK S dofiajz®] ¥empida sintesidi tossine e/o allergeni nei frutti(Telem

et al, 2013

| fenomeni diinkage dragpossono essere evitation la cisgenesin quantovengono inseriti nel
genotipoda migliorare solamente i geni desideratgn assenzdi qualsiasi frammento di DNA

che non sia il cisgene in questionaducendo quindi il rischio di manifestazione djuesti
fenomeni negativiGrazie &io, la cisgenesi € generalmente considerata piu sicurdreding
tradizionale nella trasmissione dcaratteristiche di resistenza, nei confronti di avversia
abiotiche che bioticheQueste caratteristiche positiy@dssono essere piramiiate in un unico

genotiposenza particolarensorgenzali effetti negativ. (Telemet al, 2013
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5.1.2MANTENMENTO DEL GENOTIPO ORIGINARIO DELLEANEIETE

Nel miglioramento genetico convenzionale, mediante i processi di ibridazione, inpatd
geneticodella progeniedttenutaR I £ f Q Asgr@iNEBullaiatella ricombinazionelei genotipi
dei parentali.Nelle situazioni in cui si voglia introgredirecua pochi caratteri favorevoli in una
cultivar dielite, € poi necessario procederdaaticostruzione del genotipo superiore attraverso
lunghi e costosi processi di reincrodma¢kcrosk

Questo aspetto € ancora piu importante in specie propagate peveggtativa, come melo e
patata, in quanto caratterizzate da elevata eterozigosi, eegebbe manifestata in caso di
fecondazione incrociatdJacobser Schouten, 200y

Lt NAO2NR2 Fffl OAA3ISYSar LISNXSG G Smantenendd S NR Y
inalterate le caratteristiche tipichR St £ Q2 NH | y5& kol ger |PaatteMstics codificata
dal cisgene Questo evita quindil manifestarsi dellaricombinazione geneticaa seguito di

fecondazione incrociata.

5.1.3TEMPISTICHE E COSTI

Nel miglioramento genetico convenzionale le tempistiche per ottemereve varieta pesono

essere notevoli e suscettibili a molte variabili: avversita abiotiche e biotiche, fenomarkadje

drag, tempistiche dovute alle numerose generazioni di individui da svilupgerdano ad un
allungamento notevole dei tempi di selezione. Vengoaggiunte tempisticheli almeno 1520

anni nelle specie arboree per la selezione di caratteri poligerEtachowsky et gl2011), come

ad esempiaa carico dei ger¥f che regolano laesistenza a ticchiolaturd/énturia inaequalis

nel mela (Chizzalet al., 2016

[ QdziAf AT T 2 RA OA&3ISYA Llz5 NA RIZNNE SepZoNMS Y Sy (
ydz2 S G NASGE OKS LISNI f QAYINRBRdzZI A2y SQuURegto & A Y =
in quanto le caratteristiche ricercate vengm espresse gia a partire dalla prima generazione e

non sono richiesti successivi cicli di reinaoo@er fissare il carattere ricercato nella nuova
varieta. Questa caratteristica ovviamente e la medesima dei processi di transgengsarito

varia la tpologia di gene inserito ma nonpitocessacon cui esso avviene.
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5.2 CONFRONTO TRISGENESI E TRANSGENESI

5.2.1TIPOLOGIA DEI CARATTERI TRASFERITI

Nella transgenesi, grazie alla possibilita di ricorrere a gedhedi differente origine, possan
essere inseriti nel genomdella specie che si vuole migliora@ratteri che risultancessere
completamente assenti in hatu@nelle specie affini.

Nel caso della cisgenesi invec@ool genetici che possono essere sfruttati sono pid limiati.
quindi possibiletrasferire solamente alcune caratteristiche, gia presenti in natura per una

determinata speci® in specie affini(Telemet al, 2013

5.2.2LEGISLAZIONE E OPINIONE PUBBLICA

In tutti i Paesi che prevedono la coltivazione e/o commerciatibree di piantetransgeniche,

sono previste in base alla legislaziomazionale, procedure atte a valutare il rischio che tali
colture comportanoLe preoccupazioni riguardano principalmente la diffusione incontrollata dei
transgeni in naturaf Q A Yy ad2pkaBISMIR salute umana e/o animateperplessitadi natura

etica. (Lucht 2019

Queste incertezzanteressanosolamente in partde piante cisgeniche, in quanto le modifiche

RSt 3Sy2Yl AYR204S al NBooSNR L} (dfQussto h&@BSy A
AYFEdzSy T G2 tQFratsSaid2 y2NXIFGIAG2 RA (USAN (GSOY
cui i prodotti cisgenici nosono considerati modificati geneticamen{g&ucht 2019

Inoltre tale tecnologia8 3ISYSNI € YSY (S Ydididna pubblic) Gspéita alla I R
GNFY yaaSySaasz Ay ljdzryid2 fQ2NRIAYS .®RESSligreéeé S RS
Rousseliere2017)

523¢9atL{¢L/ 19 9 /h{¢L toOw [ QONE¢ hwlL %%! %LLhb9 !
Le tempistiche pelo sviluppodi una nuova varieta transgenica, dallo studio di fattibilita al lancio
commerciale, sono molto lunghi. Studi recenti riportano tempistiche di circa 13 anni, per il
completamento del process@Kumaret al., 2020 Una parte consistente del tempo necessario,

@ subordinato al superamento dei passaggiocratici e legislatiy SOS & al NA LISNJ f QF
a cui sono sottoposte le varietdon convenzionalill tempo medionecessario per ifilascio

RSt f QI dzii geNdorifronti di Aira Walieta transgenicda parte degli enti competentié

stato di 1763 giorni nel periodo 19915, in Unionduropea.
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Sono occorsinvece2467 giorni negluSA nel periodo 1998015 (Smartet al, 2017

Se le varieta cisgeniche,agie alle loro caratteristiche/enisseroconsiderate affini alle varieta
ottenute da miglioramento genetico convenzionale non alle varieta transgenichejo
comporterebbe una notevole riduzione liletempistiche necessarie allagistrazionevarietale
Questo gia avviene ad esempio neg¢BA in cui levarietacisgeniche non sono considerate dalle
autorita come geneticamente modificaté.ucht 2015

La riduzione delle tempistichavverrebbe grazie a un notevole snellimenta geocedimenti
burocratid, legat al rispetto delle normativeLariduzione della complessita dei procedimenti
burocratici e legislativi, e conseguentemenmtei costidi gestione collegatigarantirebbe poi la
possibilita a piu aziendesia pubblicheche private, di entraran tale mercato, riducendo cosi
f oliyopolio attuak in fatto di brevetti di varieta transgeniche, che a causa dei costi elevati puo
essereattualmente sostenuto solamente da poche multinazionaton tutti i rischi che ne
conseguono(Kumaret al., 2020

Il costo medio globale, per effettuare una valutaze del rischior{sk assesnent) e successiva
registrazione di una varietéansgenicae stimato attualmente in 35,01 milioni di dollgumar

et al, 2020

5.3LIMITI CISGENESI

Gli aspetti positivi déh cisgenesi sono sicuramente molti, ma persist@anchealcuni dubbi

riguardo tale tecnologia.

Lo sviluppo di varieta cisgeniche implica conoscenze, competenze e tempistiche maggiori rispetto
alla transgenesi, con conseguente aumento dei costi. Questchpda clonazione dei cisgeni

RQA Yy (i S NBenzaSlizmarkajori di &elezione, richiede tempistiche maggiori rispetto alla
transgenesi(Holme et al., 2013)

Ly dzf GSNA2NB | aLISGG2 RI O2yaAARSNINBE 8§ fQAYL
compresi nel pool genico sessualmente compatib@eesta risulta essere una caratteristica
intrinseca della cisgenes,non propriamente un limite, che pero rida di molto numerosita e

tipologia dei caratteri su cui si puo intervenif@elem et al., 2013)
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5.4INTRAGENESI

[ QA Y (NI ISy $a MdzyNPdZ defSINIR 2NBa IOy 2T 23AA S ySE €
Lt GSNI¥YAYS dAgbhiskadataug Bl.aRbramess nél #0bF§sPracchiude sia degli

aspetti tipici della transgenesi, che altri della cisgen@immenset al.,2007)

I DNA sogeno da integrare viene definito intrageresso & un gene chimerico, che non include

introni ma la solgresenza di esoni, in cui la sequenza codificante da trasféerassemblata con

le sequenze regolatrici di altri geni e/o la sequenza codificaneavereorientamento opposto

a quello di origine/ 2y f QAYGNF 3SySaA |jdzi yRA cadificarted & SY 0
promotore, terminatore) provenienti da pit geni/ 2y A4S3dzSYyiSYSyiS  f ¢
RStfQAYGNI 3SyYy S Lizs S i a SiNiBegotariond diierde Idaiguelledmativel A T 1
(Barcaccia e Lucchin, 2016)

Lt LINRPOSaaz2 RA agedelriSufaiduidy mioko sinfief af qQanty awidne nella

GNF yaasSySairio [ RAFFSNBYI I NAREAASRS y Sfofl Q2 NAR:
donatore € un organismo appartenente alla stessa specie 0 comunque a specie sessualmente
compatibile (Figura B)

bStf QA ypoiNle 3&yelza kodificanti, possono essere presenti nello stesso senso di
2NASY (Gl YSYy (S RSt fqunaddd hayidaliayiPgualadnb ldifupzidRe, oppure in
senso oppostplj dzF Y R2 f Q206 0 A S Uske@mmeRtb gehi@®NB S I dzA NBE § A f

P ~ Promotore Cisgene Terminatore
/" gene1 (gene 1) ~ lgene )
g suis R B 7 .
gene 2 \ P-DNAT-DNA sequenza codificante (gene 1) P-DNAST-ONA
C IS )
gene 3 Promotore Intragene Terminatore
(gene 2) {guadagno di funzione) (gene 1)
W s
. gene 4 i [ N
\ PO sequenza codilicante (gene 3) P-ONATT:ONA
: ' Promotore Intragene Terminalore
Genl appartenenti a specie affini; (gene 2) (perdita di funzione) (gene 1)

A B

P-DNAT-DMNA " " P-DNAT-DNA
sequenza codilicante sequenza codificante

; (gene 4) (gene 4)
gene 5 : spaziatore (gene 3)
T Promatore Transgene Terminatore
[ gene 8 (gene 4) (gene 6) l
Ny m I |
_ ! _ TONA | sequenza codificante T-ONA
Geni appartenenli a specie diverse: Gene (gene 5)

pool genici sessualmente iIncompatibili marcatore

Figura D ¢ Cisgene, intragene e transgene: differenza delle varie regioni di composizione



Led SOy A OKS dzii mimantodilpién& mbdSidale framBelinirafenesi sono le stesse di
guelle adottate in transgenesi e cisgenesi. In particolare il metodo mediatotdenefacienger

le specie dicotiledoni ed il metodo biolistico per le monocotiledoni e le specie pocetsiitic
£t QAYTST A 2 ya§rb&terio.LJr NIiS RA G €S

Come per la cisgenesielmetododi trasferimentomediato daA. tumefaciensé considerata la
differente possibilita di utilizzo di plasmidi[PNA (origine vegetale) cONA (origine batterica).

(Baracciae Falcinelli2019

5.4.1 ©ONFRONTORA INTRAGENESI E CISGENESI

LaprincipaleOl NI G GSNRA&aGAOF OKS RATT SiNSsifittira delfgéhg y i NI
esogeno da trasferireNella cisgenesi il gene in questiopeesentail suo promotore nativo,

introni e terminatoe. Esso & una copia completamente identiehgene presente in natar.

b St fagehegi invece non sono previsti reqtiisguardanti introni e sequenze di regolazione
(promotore e terminator):  f Qdzy A OF & LISéhzaTdai Qenilinquestione @ bpedidh NJi
sessualmente compatibili.

bSftf QAy dndpréviStyinSltiercostiutti di RNAI (RN#erferencd, meccarsmo mediante

Af ljdzr €S £ OdzyA FNIYYSYGA RA wb! &az2y2 Ay 3N
grazie allaloro azione didegradazione del mMRN&RNA messaggero) complementaesl alla
successivanancata sintesilella proteina codificata.

La £conda differenza tra le due tecnologie risulta essere che nella cisgenesi non esistono specifici
requisiti riguardantile sequenze di confindo¢rder9 del T-DNA od altro DNA norcodificante
trasferito (Barcaccia Falcinelli2019, mentre nef QA y G NI 3 Sufti§laelementyg@retdiS
devono derivare da specie sessualmente compatibili

I Yy OKS fdirhaicdidsi fi bdlezione @ una caratteristamamune acentrambe le tecnologie.
Tuttavia solamente la cisgenesi puo garantiraggiungimento di risultati conseguibili anche con

i metodi di miglioramento convenzionale, nean gli aspetti positivi analati in precedenza.
vdzSaid2 LISNOKS O2y fQAY(INI ISYSar OSsgqivyfala | Ol
manipolazioneartificiale del pool geneticagche non sono invece possibili in piante cisgeniehe
derivanti da breeding tradizionale. Per qué®dzf GAY2 Y20iA @2 Ay Y2f (A
paragonata alla transgenesi, inatuis Unione EuropedEFSA2012)
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55t w9 { 9b%! 5L {9v! 9b%9 bhbDNAEBNA)! [L bO9[[ QLb{
Le piante cisgeniche ed intrageniche,i@mne da definizione da pardialcuniautori (Schouten

et al., 2006)(Jbshi et al., 2011), non hanno specifici requisiti rigudo f Q 2 Ndel® regiéni
fiancheggianti il costrutto genicatilizzato nel metodo di trasporto mediato da tumefaciens

Joe sia esso di origine vegae (RDNA) o batterico (DNA).

Questo aspetto ha sollevato alcuni dubbi riguardo le tecniche dirgsje intragenesi, che fanno
RStfQlaasSyl I RA YLl {SN& prihcihale Bubtg 8ilifdrz 2ispeyf@ gfla @S 3
transgenesi.

£ £ QA Y pI&NieTi, IRNA & affiancato dalle ripetizioni del bordo sinistro (LB) e destro
(RB), composte dan massimo di 25 paia di basiotate IIT-5 b | (i NI a A fiNdfadiens R f f
alla piantageneralmente contien& nucleotidi dal bordo destre circa22 nucleotidi dal bordo

sinistra | nucleotidi LB possono codificare per un massimo dim8ninoacidi.(Figura 21)
(Jacobsen e Schaart, 2009

insertion into the plant genome:

Figura 4 ¢ Particolare del DNA contenuto nel plasmide batterico: ripetizione del bordo

sinistro LB (22 paia iasi azotate) e ripetizione del bordo destro RB (3 paia di basi azotate)
Durante l'inegrazionenel DNA della pianta ospifgossono verificarsi delezioni casualiunao

aentrambe le estremita del-DNA,con conseguente assenza di queste sequenzemfine nel

genoma ospite(Kimet al.,2003 (Windelset al.,2003 (Hwanget al,, 2015
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Diversi sudi hannoinoltre dimostrato che nelle piante si possono naturalmente trovare delle
sequenze simili ai 22 nucleotidi del borsinistro(Rommens 200y dati da infezioni precedenti

dei batteriA. tumefacien®/o0 A. rhizogeneqIntrieri e Buiatti, 2001)

Questo aspetto risulta essere di notevole importanza, in quanto dimostra come in natura queste
4S1jdzSy1T S o6 GGSNROKS LJ2aal ygendanivegetdliaeagGindiSl lotaINS & &
utilizzo sia sicuro esattamente come quello dd&dIRA.(Schouten et al2006
Schouten e Jacobsef®008)K I yy 2 | FFSNXN I G2 LISNBZ Ay dzyl &adzOC
di -DNA nelle piante cisgeniche sarebbe coipuizS dzy QS @Sy iGidz- €t At Rl LINZ
motivi di opinione pubblicaPertanto sono stati costruiti vettori specifici per approdsgenici

ed intragenicj che utilizzano sequenze di DNA provenienti dalla stessa specie vegetale o specie
sessualmate affini,per inserire geni esogenaggirandad problemi derivanti dall'uso di sequenze

di confine batteriche e della loro eventuale indusione nelgenoma della pianta ospite
(Rommens, 2004puesti vettori sono rappresentati daiPNA.

Aconfermaddl QF a3 Sy T I RA N a DKA < e eRare§sael 2BR1R f yE KIS, Af £ R A
che considera questo aspetto come non fonte di possjigricoli per la salute umana e

f QI Yo ESRDSDP

In ogni cas@ possibile procederalla costituzionali nuove piante cisgeniche ed intrageniche

utilizzandosia RDNA che DNA, comeala esempriportati in Tabella 6 (Holme et al., 2013)

Tabella & Metodi utilizzati per generare piante cisgeniche e intrageniche: utilizzo-D&l&

COLTURA GENE TRASFERI METODO DI TRASFERIMEN P-DNA
PATATA GBSS Agrobacterium No
PATATA PPO Agrobacterium Si
PATATA StAsl Agrobacterium Si

ERBAMEDICA Comt Agrobacterium Si
FRAGOLA PGIP Agrobacterium No
MEILO HcVi2 Agrobacterium No
ORZzO HvPAPhy a Agrobacterium No
FRUMENOD 1Dy10 Biolistico No
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5.4 APPLICAZIONE PRATIOHEISGENEEBINTRAGENESI

Attualmente gli studiriguardo cisgenesie intragenesi applicae alle specie vegetali agro
alimentari, sono in continuo aumento.

Di particolare interesse risulta esseilemigioramento a carico delle specie che vengono
riprodotte per via vegetativa, come patata, melo, vite e fragQaesto perché il miglioramento
genetico convenzionalacaricodi queste specieé molto complesso e laborioso.

Le caratteristiche maggiormentdcercate sono sia di natura migliorativdella qualita di
resistenza nei confronti di patogeni e/o di caratgiche fisiologiche, ma anche di silenziamento
genicoy St OF a2 RSttt QAYGNI ISySaa

Di seguito vengono riportagilcuni esempi, tra gli studi piigsificativi compiutiad oggi.

5.4.1PATATA

La patataSolanum tuberosurh.)e una delleprincipali colture al mondper diffusione sfruttata

sia per consumo umano diretto che per trasformazione.

| patogeni che attaccano questa coltura sono molti, ma im particolare ha diffusione pressoché
globale ed e stato fautore di numerose carestiel worso della storia: ipatogenofungino
Phytophthora infestangperonospora della patate del pomodoréo ® ! LI NI A NB R
patogeno in Europa, circa 1&Mni fa, € iniziato il tentativo, mediante miglioramento genetico
convenzionale, di seleziare varieta resistentiHaverkort et al., 2009)

Dal 2006 al 2018 stato sviluppatonei Raesi Bassiin collaborazione tra il governo olandese e

f Q! v A @S Né&nihgerdun prdgramrha di miglioramento genetico, denominato Programma
DuRPh (Durable Retsince againsPhytophthorg, che ha portatoalla costituzionedi varieta di

patata resistental fungo, mediante cisgenegHaverkortet al., 2019

[ QF LILINPtadoOquello dd incéementare la resistenza dultivar gia coltivate, mediante
piramidizzazione in essdei geniR che inducono resistenzd & Q| @ Q&edid gelcHgin

passatQ il patogeno si era dimostrato molto abile nel superare le resistenze iadott
RIff QS a LdNskgoh dedi §adBo skiti identificati quindi3 geni R a partire da specie
selvatichedi Solanumspp. Si & provvedutoi a trasferire tali genisingolarmente o come
cassettagenica contenentéJA G ISY A I | f f RAuyela8aty 2 RSt OGS0 G2 NX
Le varieta di patatacelte per il trasferimento dei gef sonostate Premiee, Désirée Aveka

Atlantic e Bintje
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Inizialmente é stato utilizzato il gene marcatonptll, che codifica per la resistenza alla
kanamicina, per valutar@ qualicombinazioni gen®&varieta e/o combinazioni di gerR meglio

veniva espresso itarattere ricercato.DNJ 1 A S | £ € QdziAt AT T 2 RSt Yl
aStSTA2yFNB p 3ISyArsz OKS laYdsiagtendaRpiedn2 Rghibg Rpi £ QS & |

vntl.l, Rpichcle Rpistol (Takella 7)Successivamente il gene marcatogll € stato rimosso.

Tabella &, Manifestazionali resistenzalei cinque genRselezionati, su cinque varieta
differenti di patata € indicata la percentuale di eventi di resistenmanifestati (4070 eventi

testati per varieta)

R gene Désirée Premiére Aveka Atlantic Bintje
Rpi-edn2 95 5 90 95 -
Rpi-blb3 90 30 80 90 30
Rpi-vntl. 1 95 95 90 95 80
Rpi-chel 50 5 45 50 -
Rpi-stol 75 80 80 85 90

Con successiva analisi molecolare mediante PCR si & valutato se i geni inseriti risultavano presenti
nel genotipo e successivamente, con test di resistenzZ8 RA I Yy S f QAy 2 0dzZ 2 RS
manifestazpne fenotipica della resistenza era soddisfacente.

5FffQ2aaSNBIFT A2yS RSA R (A, sikFpbtodbksérikare RamieJ2 f Q
manifestarsidella resistenza varia in base al singolo gddérasferito. In particolare una
resistenza totalesi @ avuta soleon lapiramidizzazione dipitgeni Ay ljdzF yi2 f QSa L.
singologen®RK I O2YLIR2 NIl 023 FyOKS &S 02y AyuSyaridt
(Figura 2)

Questostudio ha quindi dimostrato che, mediante cisgenegipsésibile modificare delle varieta

di patatasensibili al patogen@hytophthora infestans varieta resistenti. (Figura3p

DNITAS FffQSEtAYAYITA2YyS |ljdzl &A {aprddudfioBe gRbale |j dzS a
di patate potrebbe aumentare @0 milioni di tonnellate, contribuendo in maniera significativa

alla produzione globale di cib@Haverkort et al., 2016)
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Figura 2 ¢ Monitoraggio della virulenza su varieta Désirée nel 2011 staely(Paesi Bassi),
utilizzando la varieta convenzioledDésiréee le varietacisgenichecon uno o piu geriR
INRGIF NR2 ySttQAYFSTI A2yS & OFtO2ftF {2 GNI YAGS
patogenoin campoe la prima infezione al clone interessatn ritardo maggiore id0 giorni

(colonne grigie)ndica che il clone non é stato infettato durantetaula stagione.

Figura 3 ¢ Confronto ta varieta Premiérecisgenicaprovvista di genR(con foglie) a fianco
della medesima varieta convenzionale, defogliata a cauda @el y ¥ Sgderbrvsp&a (R
aSGUAYLFYS R2L12 fQAy202008 1 A2yS RSt LI
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5.4.2MELO

Il melo (Malus domesticaBorkh) e unatra le coltureche meglio si presta al miglioramento
genetico tramite cisgenesha causadei notevoli tempi impo8 nel miglioramento genetico
convenzionale, datialla lunghezza del ciclo vitale della pianta

Una caratteristica molto importante® Q I Y LJA | I d@li® &uliivarpid diff@sgda parte dei
consumatori (es: Gala, Golden Delicious), fattore che pamtiaa difficilediffusione di nuove

varieta a causa di motivi commerciali. Risuftercio molto interessante la possibilita di inserire

un determinato gene di resistenza in una cultivar gia affermata.

La cisgenesi nel melo & poi favorita daaltarateristichee  O2 YS f QI dzidellay O2 YL
specie, che impedisce di fissare in condizione omozigote geni di intetasgaroduzione delle

Odzt GADFNI ASYSNIfYSYyGS LISNI @Al @S3aASGFdAgr S f
Tra i vari patogeni che attaccano questa cafuguello che richiede un maggiore intervento
chimico alle nostre latitudini, € indubbiamen¥enturia inaequaliqticchiolatura del melo).

(Ugolini, 2018)

Lapresenzadi resistenzanella specieselvaticaMalus floribundaé nota gia dagli inizi del secolo
scorsoLJISNJ Odza fF &LISOAS § adlal AYLASIHOGE 02YS
resistenti al patogenptramite miglioramento genetico convenzionaléCrandall, 1926) a
successiva identificazione che taésistenzaeracontrollatada speifici geniVf, ha garantito la
possibilita di disporre di materiale genetico per procedere al miglioramento tramite cisgenesi.

LY LI NOHAO2fI NB addzRA azy2 adldA STFSidded GA |
cisgeneHcrVf2 derivante @illa cultivar Florina, resistente a ticchiolatufdanblaereet al.,2011)
Inizialmente il cisgene in questionestato clonato nel vettore pMF1derivante daEscherichia

coli (Figura 2), e adz0O0SaaA @ YSy (S diyra fikdfatciens retlidn@A y (i S|
elettroporazione{ A § LINRPGOSRdziz2z LIRA IffQAy20dzZ I TA2YS
cultivar Gala, coltivaiin vitro. Per verificare la corretta integrazione del DNA esogegofatto

ricorso al gene marcatoneptlll, resistente a kanamiaa.

Successivamente allo sviluppo dei tessuti cisgenici, ottenuti mediante micropropagazione, si €

provveduto al loro innesto su portainnesto M9.
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pMF1 with HerfVi2
17434 bp

SodA-nptil

Figura 2 ¢ Rappresentaziondel vettore pMF1 contenente il gertécrVf2 Il segmento
compreso tra il bordalestro (RB) e sinistr@RB) € trasferito entro le cellule della pianta ospite,
mentre il segmento compreso tra i siti di ricombinazione (Rs) & rimosso mediante delezione, dai

processi di ricombinazione. Il gene marcataglll conferisce resistenza allakamicina.

La presenzal/assenza del gederVf2e del gene marcatoreptlll nei tessutj € stata verificata
YSRAIFIY(GS t/wX 02y fQdziAt Al I 2¢ RRBehper NBWN&E2LE8 i G A DA
primers pmf_bb3 e pmf_bb4 peptlll. Si € potuto gindi osservare come il cisgemerVi2

avente banda di dimensione 856 psse presentgoltre ovviamentechenella cv Floringanche

nelle linee cisgeniche T7.1, C7.1.49, T11.1, C11.1.53, T12.1, CXEifj4a. 25)(Vanblaere et

al., 2011)

17.1 €749 T11AC11.153 21012149 Gala pMF1 Florma H20

1800
1000
700

Lo0

Figura B ¢ Analisi genomica del DNRCRutilizzando i primers specifici per il geHerVf2
frammento visibile a 1050 bp risulta dalle seqae omologhe presenti nella cv Gdla.cv Gala
S QI OljdzZ az2y2 adGrkaS dziAat AT T I te8plddmidePMFRD2 vy i NP

(vettore diHcrVf) come controllo positivo.
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5.5NORMATIVAN UNIONE EUROPEACISGENESI

LOA ¥y (i S NEgslat@ecdnSritarioriguardole¢ SOy 2 € 2 3A S LIS NJ ,ffa0ehdd2 f dzl
riferimento a cisgene®d intragenesisonoiniziateimmediatamente dopda loromessa a punto
Suvoleredella Commissione europea venne richiestd 20111 f f QRugedn Fabd Safety

Authority), agenzia comunitaria che fornisce consulenza scientifica riguardo i rischi associati alla

catena alimetare, RA @I f dzii I NB QS geBedliipdrtia sdluteLiiNBnarStylil || R A
tecnologie
WAAlLES Lt wHamuH fF LINRAYIF LdzootAOFT A2yS &0AS)

sicurezza di cisgenesi ed intragen@SESA, 2012k richieste dedl Commissiondéurono due:1)
determinare la necessita di disporre di nuove linee guida pletta tali tecnologie ) valutare

il rischio che tali prodotti potrebbero comportare a carico della salute umana, animale e

R Sdmbiénte, indifferentemente chesse vengano equiparate o meno alla transgenesi.

[ QF 3SyT Al O2y aAi RS NXerim@rto alONIP ODBddswdBssid lé D& ygiRdd N
utilizzate per gli studi a carico delle PGiMlesse a puntmegli anni 201QGuidance on the
environmental risk asssment of genetically modified plapte 2011 (Guidance for risk
assessment of food and féérom genetically modified plantQuesto perché gli eventuali effetti
ySaAF GAGA adz €1 alfdziS dzykyl S adzZtQl YorSYyGS
RFEffQ2NAIAYS RSttt (SOy2f23Al o

Dopo la valutazione degli aspetti tecnigit LI RFA flRcBd disgeBesi e miglioramento
genetico convenzionale sono due tecnologiguiparabili, in quantocomportanoi medesimi

NA &OKA® [ QA Yy (NI 3t & tiarsgedesi leygidrli@sideiatdl po@zidimente
pericolosa Questoin quanto i geni, anche se originaa specie sessualmente compatibili, sono
manipolati artificialmente e quindi possono generaffetti indesiderati.

A seguito di questo parar@avorevole nei confronti della cisgenesi, non ci fu pero un riscontro
positivoda parte del legislatore comunitario. Con sente@Za28/16 del 25 luglio 2018a Corte

di giustiziaR S f f Q Fuybped faSlecretato lo stop delle ricerche. Questo in qudatpiante
cisgenichesono stateequiparatedallasentenzaa quelle ottenute da transgenesi, evidenziando

pero la necessita che vengano modificate le vecchie e superate normative risalenti air001
fatto di organismi transgenici(Sansavinj 2018 Questa necessitaderiva dal fatto chele
¢SOy 2t 23AS LISNI f dx§ededifedzintfageyeSi intluse Aoadiskate lconcepite
4dz00SaaA@dl YSyGS Iff QSy i Niegbla la Aiffusiode degli Ndganists t |

geneticamente modificati, cioa Idirettiva 2001/18/CE.
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5.6 CISGENESIHETTADINEUROPEI

[ QAYUSNBaasS RSt t exadidleyrdpei § semprddaandditd\f@dte, neSconR@th

delle tecnologie adottate aarico delle colture agealimentari.6 2 21 YA 1 2020S 4 | f @
Anche per questo motivo sono numerosi gli studi a carico delle piante di origine transgenica, e
piu recentemente cisgenica, effettuati anche direttamente dalle istituzioni eurofieaskell et

al., 2010)In queste rilevazioni si evde come il consumatore europeo sia generalmente scettico
YSA O2yFTNRBYGA RStfS GSOYyAOKS RA Ay3ASIAYSNRL
YIEGdzNI € S¢ S OKS y2y | LILRNIF  ydaisidaydoqai®iylsS T A OA
legislazione comutaria molto stringente nei confronti di tali piante.

In particolare, nefdltima rilevaziore effettuata dalla Commissione europeahe ha coinvolto
30800 cittadini comunitari e di Norvegia, Islan@ajzzera e Turchmaggiori di 15 annil favore

nei confronti della transgenesi risultava addirittura in ¢alepetto alla rilevazione precedente
(Figura 26)Gaskell et al., 2010)

Figura B ¢ Cittadinieuropeie approvazionealei prodotti alimentari derivanti da colture GM
confrontotra 2005 e 2010.

Come precedentemente affermato, una delle cause dello scarso favore nel confronto della
GNyyaaSySaar s I O2yaARSNIIT A2ySpaid dalglebtd (S
considerazione si e ipotizzato cormeceil processo di cisgenesi, riteto maggiormente affine

al miglioramento genetico convenzionalEFSA, 2012possa avere una migliore percezione
YySEt Q2LIAYA2Y SQuest potediha/adudatoniertndliiktidPaesi comunitari, in cui

e stat analizzaa f Q| LILINPJE kittadir néiSconfronti di mele di origine transgenica e
cisgenica (resistenti a ticchiolatur@uestoha dimostratocome nella maggior parte dei casi

f QI LILINE dfia cisdeBegoSse &idirittura maggiore del 5086l campione(Figura 28)
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