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Dicots-based production systems for immunoglobulin-like molecules 

 

This thesis falls within the field of molecular farming, which consists in the production of 

pharmaceutically important and commercially valuable proteins in genetically modified higher plants. 

The research project exposed here has the purpose of testing the feasibility and optimize the 

production process of immunoglobulin-like molecules in plants, using a molecule of pharmaceutical 

interest (minibody) as a prototype and taking advantage of the tobacco plant as a production 

platform. 

The minibody is an immunoglobulin-like molecule that is designed to be used in active 

immunotherapy for non-Hodgkin lymphoma (NHL). It consists of three functionally distinct regions: a 

patient-specific tumor marker (idiotype), a carrier with stability and immunogenicity properties (CH3 

region from a murine antibody), and a terminal portion with adjuvant function derived from the 

human cytokine interleukin-1-ß (IL1ß  nonapeptide). 

The analyses performed in this thesis have shown the feasibility of the production of minibody 

immunoglobulin-like molecules in tobacco. To deeply understand and subsequently improve the 

production system at multiple levels, different strategies were adopted. The in silico analysis led to 

the replacement of the original signal peptide with PSlyc, the transit peptide of a tomato pathogen-

related protein, whose nucleotide sequence has been replaced in all vectors here created. Four 

prototype forms for the minibody protein have been successfully produced in tobacco, each differing 

by the presence of a human or murine CH3 region and the presence/absence of the IL1ß 

nonapeptide. Crude protein extracts from transformed tobacco leaves were analyzed by ELISA assay 

to test the presence of the minibody and by immunoprecipitation and Western blot to reveal the 

correct molecular weight. The retention of the minibody in the endoplasmic reticulum has been 

proved to increase the expression level of the molecule about 3-fold compared to apoplastic 

secretion. The use of a light-inducible and tissue specific regulation system, based on the RBS 

promoter, was superior to the use of non-specific 35S viral promoter. The use of RBS terminator did 

not show any clear advantage over the use of the most common nos terminator sequence. The 

comparison between two different vector backbones showed the superiority of pSTART vector over 

pCAMBIA vector in terms of rooting and quality of the regenerated plants obtained. Preliminary 

purification tests by affinity chromatography have demonstrated the inapplicability of the 

procedures employing Protein A for molecules such as the minibody. Agroinfiltration assays 

performed to set a fast and reliable system for testing new constructs have lead to promising results, 

although the procedure is still undergoing a setting phase. 

In this work I evaluated the effectiveness of a production system for antibody-like molecules in plants 

and I sought strategies for the improvement of the existing production platform. Minibodies are 

molecules that represent the broad category of immunoglobulin-like molecules. The minibody 

variants studied here were designed for clinical application in the maintenance treatment of NHL, 

and are a good example of a patient-specific drug whose needs are well met by the many advantages 

of molecular farming. Tobacco is a model species for dicots; all the regulatory elements studied in 

this work using tobacco plants can easily be adapted to other dicots. The results and considerations 

presented in this thesis are a valuable starting point for the development of new strategies for the 

production of immunoglobulin-like molecules employing the leaves of dicots as a production 

platform. 
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1. INTRODUZIONE 

1.1 MOLECULAR FARMING 

1.1.1 PRODUZIONE DI PROTEINE RICOMBINANTI IN SISTEMI ETEROLOGHI 

Per molecular farming si intende la produzione di proteine di grande interesse farmaceutico e 

commerciale in sistemi eterologhi, ovvero al di fuori della loro origine naturale (Franken et al., 1997; 

Fischer e Emans, 2000). Questo processo comprende ƭΩidentificazione di una proteina che presenti 

ǳƴΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ǘŜǊŀǇŜǳǘƛŎŀ ƻ ŘƛŀƎƴƻǎǘƛŎŀ ŘŜǎƛŘŜǊŀǘŀΣ ƭΩƛndividuazione della sua sequenza amminoacidica e 

nucleotidica e infine la sua espressione in un organismo ospite. Un classico esempio di molecular 

farming è la produzione di insulina ricombinante in batteri, la prima proteina ricombinante impiegata 

per uso terapeutico (Walsh, 1998). 

[ΩƻōƛŜǘǘƛǾƻ ŘŜƭ ƳƻƭŜŎǳƭŀǊ ŦŀǊƳƛƴƎ ŝ ǉǳŜƭƭƻ Řƛ produrre grandi quantità di una proteina farmaceutica 

attiva e sicura, ad un prezzo sostenibile. Questo processo avviene su due livelli: lo sviluppo di una 

piattaforma di espressione ƻǘǘƛƳƛȊȊŀǘŀ Ŝ ƭΩŜǎǇŀƴǎƛƻƴŜ (scale-up) del sistema a livelli di produzione 

industriale (Fischer e Emans, 2000). 

1.1.2 LE PIANTE COME BIOREATTORI 

Due importanti scoperte hanno rivoluzionato il settore delle biotecnologie applicate alle piante: la 

capacità di una singola cellula vegetale di rigenerare in vitro una pianta intera dotata di tutte le 

caratteristiche genetiche del genitore (Birch, 1997) e la possibilità di trasferire geni nel genoma 

vegetale utilizzando il batterio del suolo Agrobacterium tumefaciens (Van Larebeke et al., 1974). Le 

ǇƻǘŜƴȊƛŀƭƛǘŁ ŘŜƭƭΩǳǎƻ ŘŜƭƭŜ ǇƛŀƴǘŜ ŎƻƳŜ ǎƛǎǘŜƳŀ Řƛ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ ǇŜǊ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ǊƛŎƻƳōƛƴŀƴǘƛ Řƛ ƛƴǘŜǊŜǎǎŜ 

farmaceutico è stato evidenziato fra il 1986 e il 1990. Importanza cruciale hanno avuto la riuscita 

produzione di anticorpi interi e funzionali in pianta (Hiatt et al., 1989) Ŝ Řƛ ƳƻƭŜŎƻƭŜ ŎƻƳŜ ƭΩƻǊƳƻƴŜ 

della crescita umano (Barta et al., 1986), che hanno dimostrato la potenzialità delle piante di 

produrre correttamente molecole complesse di derivazione mammifera. Un grande numero di 

proteine ricombinanti è stato prodotto in pianta da allora (Figura 1.1), a dimostrazione della capacità 

dei bioreattori verdi di competere con i sistemi di produzione industriale esistenti (Barta et al., 1986; 

Mason et al., 1992; Pen et al., 1992, Fischer e Emans, 2000).  

Fra i molti eccellenti esempi presenti in letteratura si vuole porre in primo piano, poiché affine alle 

tematiche presentate in questa tesi, il lavoro di Daniell e coll. e Benvenuto e coll. relativo alla 

produzione di molecole vaccino in pianta, con particolare riferimento alla realizzazione di antigeni 

protettivi contro malattie infettive o autoimmuni e alle strategie di produzione impiegabili (Marusic 

et al., 2007; Daniell et al., 2009; Davoodi-Semiromi et al., 2010; Davoodi-Semiromi et al., 2009; 

Lombardi et al., 2009; Chebolu e Daniell, 2009; Komarova et al., 2010). 

Le piante rappresentano un sistema economico per la produzione di proteine ricombinanti in quanto 

al basso costo di produzione della biomassa vegetale si aggiunge la possibilità di utilizzare le 

infrastrutture esistenti per la coltivazione, trasformazione e conservazione dei prodotti agricoli, il che 

ŎƻƴǎŜƴǘŜ Řƛ ǊƛŘǳǊǊŜ ƴƻǘŜǾƻƭƳŜƴǘŜ ƭΩƛƴǾŜǎǘƛƳŜƴǘƻ Řƛ ŎŀǇƛǘŀƭŜ ƴŜŎŜǎǎŀǊƛƻ ǇŜǊ ǳƴŀ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ ǎǳ ǎŎŀƭŀ 

industriale (Giddings, 2001; Stoger et al., 2004). Kusnadi et al. (1997) hanno stimato che il costo di 

produzione delle proteine ricombinanti in pianta può essere da 10 a 50 volte inferiore a quello delle 



¢Ŝǎƛ Řƛ ŘƻǘǘƻǊŀǘƻ Řƛ {ŀǊŀ wŀŎŎƻǾŜƭƭƛΣ ŘƛǎŎǳǎǎŀ ǇǊŜǎǎƻ ƭΩ¦ƴƛǾŜǊǎƛǘŁ ŘŜƎƭƛ {ǘǳŘƛ Řƛ ¦ŘƛƴŜ 

9 
 

stesse proteine prodotte in E. coli. Le piante, inoltre, possiedono un sistema di modificazione delle 

proteine post-traduzionale simile a quello animale con solo alcune differenze relative alla 

glƛŎƻǎƛƭŀȊƛƻƴŜΣ ǎŜƴȊŀ ǇŜǊƼ ǇǊŜǎŜƴǘŀǊŜ ƛ ǊƛǎŎƘƛ Řƛ ǘǊŀǎƳƛǎǎƛƻƴŜ ŀƭƭΩǳƻƳƻ Řƛ ŀƎŜƴǘƛ ƛƴŦŜǘǘƛǾƛ ǉǳŀƭƛ ǾƛǊǳǎΣ 

prioni e micoplasmi che rappresentano un concreto rischio per i bioreattori a cellule animali (Fischer 

e Emans, 2000). La produzione di proteine ricombinanti in pianta si è generalmente focalizzata 

ǎǳƭƭΩǳǎƻ Řƛ ŦƻƎƭƛŜ όƛƴ ǎƛǎǘŜƳƛ ƻǎǇƛǘŜ ŎƻƳŜ ƛƭ ǘŀōŀŎŎƻύ Ŝ Řƛ ǘŜǎǎǳǘƛ Řƛ ǊƛǎŜǊǾŀ ŎƻƳŜ ƛ ǎŜƳƛ όƴŜƛ ŎŜǊŜŀƭƛ 

ŎƻƳŜ Ǌƛǎƻ Ŝ ƳŀƛǎύΤ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ƛƴƻƭǘǊŜ ǎǾƛƭǳǇǇŀǘŜ ǘŜŎƴƛŎƘŜ ǇŜǊ ƭΩƻǘǘƛƳƛȊȊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ƭƛǾŜƭƭƛ Řƛ ŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜ 

e ƭΩƛƴŘƛǊƛȊȊŀƳŜƴǘƻ ŘŜƭƭŜ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ƛƴ ǇŀǊǘƛŎƻƭŀǊƛ ŎƻƳǇŀǊǘƛƳŜƴǘƛ ŎŜƭƭǳƭŀǊƛ Ŝ ǎǳōŎŜƭƭǳƭŀǊƛ ό{ǘƻƎŜǊ Ŝǘ ŀƭΦΣ 

2004).  

 

 
Piante 

transgeniche 
Lieviti Batteri 

Culture 
cellulari 
animali 

Animali 
transgenici 

Dimensione del 
gene inserito 

Nessun limite Limite non noto 
Limite non 

noto 
Limitata Limitata 

Accuratezza del 
folding proteico 

Alta Media Bassa Alta Alta 

Assemblaggio 
di proteine 

multimeriche 
Sì No No No Sì 

Glicosilazione 

Corretta 
(possibili 
differenze 

minori) 

Non corretta 
(iperglicosilazione) 

Assente 

Corretta 
(possibili 
differenze 

minori) 

Corretta 
(possibili 
differenze 

minori) 

Propagazione Facile Facile Facile Difficile Fattibile 

Resa proteica Alta Alta Media Medio-Alta Alta 

Tempi di 
produzione 

Medi Medi Bassi Alti Alti 

Costi di 
produzione 

Bassi Medi Medi Alti Alti 

Metodo di  
conservazione 

Economico / 
temperatura 

ambiente o -20° 
Economico / -20°C 

Economico /  
-20° 

Costoso / 
Azoto liquido 

Costoso 

Sicurezza Alta Non nota Bassa Media Bassa 

Costi di 
espansione 
industriale 

Bassi Alti Alti Alti Alti 

Scala di 
produzione 

Mondiale Limitata Limitata Limitata Limitata 

Distribuzione Facile Fattibile Fattibile Difficile Difficile 

Tabella 1.1 Proprietà della produzione di proteine ricombinanti in diversi sistemi di espressione  

(da Fischer e Emans, 2000) 
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La qualità delle proteine prodotte in pianta, valutata in termini di folding, modificazioni post-

traduzionali e attività biologica, è comunque un parametro cruciale che richiede una particolare 

attenzione per ogni singola molecola presa in considerazione. La Tabella 1.1 espone le principali 

caratteristiche che differenziano il sistema di produzione in pianta da sistemi tradizionali come 

batteri, lieviti e colture cellulari. 

 

Figura 1.1 Elenco esemplificativo di proteine terapeutiche prodotte in pianta  

(da Lienard et al., 2007) 

 

1.1.3 IL TABACCO COME SPECIE MODELLO 

Il tabacco (Nicotiana tabacum L.) è una pianta dicotiledone, appartenente alla famiglia delle 

Solanacee. Delle 64 specie appartenenti al genere Nicotiana, soltanto N. tabacum L. (Figura 1.2) e N. 

rustica (anche se meno importante) sono oggi diffusamente coltivate (Ceriotti e Amandola, 1979). N. 

tabacum όнƴҐпȄҐпуύ ŝ ǳƴ ŀƭƭƻǘŜǘǊŀǇƭƻƛŘŜ ƴŀǘǳǊŀƭŜΣ ŦƻǊƳŀǘƻ ŘŀƭƭΩƛōǊƛŘŀȊƛƻƴŜ Řƛ ŘǳŜ ǇǊƻƎŜƴƛǘƻǊƛ 

diploidi (2n=24), N. sylvestris e N. tomentosiformis approssimativamente 6 milioni di anni fa 

(Okamuro e Goldberg, 1985). Il ciclo di una pianta di tabacco ŘǳǊŀ ŀƭƭΩƛƴŎƛǊŎŀ 3 mesi, e una pianta 

genera fino a un milione di semi. La brevità del ciclo vitale e la facilità di coltivazione rendono questa 

specie particolarmente adatta alla ricerca scientifica (Ceriotti e Amandola, 1979).  
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Figura 1.2 Nicotiana tabacum L. 

 

Già verso la metà del XVIII secolo furono esaminati alcuni dei primi ibridi e loro discendenti. Studi 

classici di genetica, citologia e fisiologia sono stati compiuti sulle specie di Nicotiana; tra i principali 

ǇǊƻōƭŜƳƛ ǎǘǳŘƛŀǘƛ Ǿƛ ǎƻƴƻ ƭΩŜǊŜŘƛǘŀǊƛŜǘŁ ƴŜƎƭƛ ƛōǊƛŘƛΣ ƭŀ ǇƻƭƛǇƭƻƛŘƛŀΣ ƭe aberrazioni cromosomiche, 

ƭΩŀǳǘƻƛƴŎƻƳǇŀǘƛōƛƭƛǘŁΣ ƭΩŜǊŜŘƛǘŀǊƛŜǘà citoplasmatica, la sintesi degli alcaloidi (nicotina), la fotosintesi, la 

fotorespirazione e la virologia (Ceriotti e Amandola, 1979). La maggior parte delle scoperte nel 

campo della cellula, delle colture cellulari e della biologia molecolare applicate ai vegetali derivano 

Řŀƭƭŀ ǎǇŜǊƛƳŜƴǘŀȊƛƻƴŜ Ŏƻƴ ǇƛŀƴǘŜ Řƛ ǘŀōŀŎŎƻΦ [ΩŜǎǘǊŜƳŀ ǾŜǊǎŀǘƛƭƛǘŁ ŘƛƳƻǎǘǊŀǘŀ ƛƴ ǉǳŜǎǘƛ ǎǘǳŘƛ Ƙŀ Ŧŀǘǘƻ 

diventare il tabacco un sistema modello nel campo della biologia vegetale (Ganapathi et al., 2004). 

Lavorando con piante e colture cellulari di tabacco, Murashige e Skoog hanno sviluppato un terreno 

di coltura in vitro la cui formulazione è diventata uno standard nella trasformazione e rigenerazione 

di molteplici specie vegetali (Murashige e Skoog, 1962). Studi in vitro con colture cellulari di tabacco 

hanno permesso di ampliare la conoscenza sul controllo della crescita e del differenziamento dei 

ǘŜǎǎǳǘƛ ǾŜƎŜǘŀƭƛ όDŀƴŀǇŀǘƘƛ Ŝǘ ŀƭΦΣ нллпύΦ ¢ŜŎƴƛŎƘŜ ŎƻƳŜ ƭΩƛǎƻƭŀƳŜƴǘƻΣ ƭŀ Ŏƻƭtivazione e la 

ǊƛƎŜƴŜǊŀȊƛƻƴŜ Řƛ ǇƛŀƴǘŜ Řŀ ǇǊƻǘƻǇƭŀǎǘƛ ƻ ƭΩƛōǊƛŘŀȊƛƻƴŜ ǎƻƳŀǘƛŎŀ ǎƻƴƻ ǎǘŀǘŜ ǎǾƛƭǳǇǇŀǘŜ ƎǊŀȊƛŜ ŀƭ ǎƛǎǘŜƳŀ 

tabacco, e da qui applicate ad altre specie. Gran parte dei metodi di trasformazione attuali sono stati 

sviluppati per la prima volta a partire dal sistema tabacco (Tabella 1.2). 
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Metodo Riferimento 

Uptake diretto del DNA Paszkowski et al., 1984 

Mediato da Agrobacterium Horsch et al., 1985 

Elettroporazione Shillito et al., 1985 

Mediato da liposomi Deshayes et al., 1985 

Microiniezione Crossway et al., 1986 

Biolistico Klein et al., 1988 

Tabella 1.2 Metodi di trasformazione genetica utilizzati in tabacco 

Lƭ ǘŀōŀŎŎƻ ŝ ǎǘŀǘƻ ƭΩƻǎǇƛǘŜ ŘΩŜƭŜȊƛƻƴŜ ǇŜǊ Ǝƭƛ ǎǘǳŘƛ Řƛ ǇǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ǇǊƻǘŜƛƴŜ Řƛ ƛƴǘŜǊŜǎǎŜ ǘŜǊŀǇŜǳǘƛŎƻ ƛƴ 

pianta, e molte molecole sono state prodotte utilizzando questo sistema (Tabella 1.3). La produzione 

di proteine in tabacco rappresenta infatti un sistema ideale: la proteina eterologa viene espressa 

generalmente in foglia (vengono prodotte approssimativamente 40 tonnellate di foglie per acro) e il 

sistema produttivo non richiede che le piante siano in fase di fioritura. Le foglie contengono il 10% in 

peso di proteina, e si stima che possano venir prodotti circa 2.000 kg di proteina per acro ad anno 

(Ganapathi et al., 2004).  

 

Proteina Applicazione Livello di espressione Riferimento 

Proteina C umana Anticoagulante 0.001% SLP Cramer et al., 1999 

GM-CSF umano Neutropenia NR Giddings et al., 2000 

Somatotropina umana Ormone della crescita 7 % SLP (cloroplasti) Staub et al., 2000 

Eritropoietina umana Anemia 0.01% SLP Kusnadi et al., 1997 

EGF umano 
Riparazione delle ferite 

e proliferazione 
cellulare 

0.001% SLP Cramer et al., 1999 

Interferone beta 
umano 

Epatite B e C 0.01% FW Kusnadi et al., 1997 

Emoglobina alfa e beta 
umane 

Sostituto del sangue 0.05% SP 
Cramer e 

Weissenborn, 1996 

Collagene 
omotrimerico umano 

Collagene 0.01% FW Ruggiero et al., 2000 

Enzima di conversione 
ŘŜƭƭΩŀƴƎƛƻǘŜƴǎƛƴŀ 

Ipertensione NR Giddings et al., 2000 

Alfa tricosantina ¢ŜǊŀǇƛŀ ŘŜƭƭΩIL± 2% SLP Giddings et al., 2000 

Tabella 1.3 Molecole di interesse farmaceutico prodotte in piante di tabacco transgenico 

FW: fresh weight, peso fresco; SLP: soluble leaf protein, proteina solubile da foglia;  

SP: seed protein, proteina di seme; NR: dato non riportato 
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1.1.4 TECNICA DI TRASFORMAZIONE MEDIATA DA AGROBACTERIUM TUMEFACIENS 

Agrobacterium tumefaciens è un batterio fitopatogeno Gram- presente nei suoli agrariΤ ŝ ƭΩagente 

ŜȊƛƻƭƻƎƛŎƻ ŘŜƛ ŎƻǎƛŘŘŜǘǘƛ άǘǳƳƻǊƛ ŘŜƭ ŎƻƭƭŜǘǘƻέ che colpiscono diverse specie vegetali, in particolar 

modo dicotiledoni. La presenza del tumore a livello del colletto impedisce il normale flusso xilematico 

delle sostanze nutritive dalla radice all'apparato fogliare (Stachel et al., 1986) (Figura 1.3).  

 

Figura 1.3 Un tumore al colletto generato da Agrobacterium tumefaciens 

Un fattore determinante per l'insorgenza della malattia è la presenza di una ferita a livello dei tessuti 

dell'ospite, dove la pianta rilascia un succo cicatriziale contenente sostanze fenoliche come 

acetosiringone e idrossiacetosiringone che, oltre a favorire la neosintesi di lignina, richiamano la 

presenza di A. tumefaciens e inducono nel batterio l'attivazione di geni vir, fattori determinanti per la 

patogenicità (Glick e Pasternak, 1999). Il metodo di trasformazione mediato da A. tumefaciens sfrutta 

la capacità intrinseca del batterio di infettare le piante attraverso l'introduzione stabile di un 

frammento di DNA batterico nel genoma della cellula vegetale ospite. La fitopatogenicità del batterio 

è strettamente legata alla presenza di geni vir, a loro volta localizzati in un plasmide chiamato pTi 

(plasmid Tumor inducing) (Glick e Pasternak, 1999) (Figura 1.4).  

 

Figura 1.4 Processo di infezione di A. tumefaciens 
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Un plasmide è un frammento di DNA extranucleare di forma circolare capace, nel caso di molti 

fitopatogeni, di portare ulteriori informazioni genetiche funzionali all'instaurazione della malattia. Il 

plasmide presente in A. tumefaciens (pTi) è uno dei più grandi plasmidi presenti in natura (superiore 

a 200 kb) (Zaenen et al., 1974) (Figura 1.5). All'interno del plasmide si possono distinguere due 

regioni distinte: il T-5b! Ŝ ƭΩƻǇŜǊƻƴŜκǊŜƎǳƭƻƴŜ vir. Il T-DNA, fiancheggiato da sequenze nucleotidiche 

conservate chiamate right e left border repeat (RBR e LBR) (Hansen e Chilton, 1999), contiene gli 

oncogeni che concorrono allo sviluppo del tumore del colletto e i geni responsabili della sintesi di 

opine (mas, ocs e nos), amminoacidi modificati  metabolizzabili unicamente dal patogeno 

(Drummond e Chilton, 1978). La presenza dei geni vir all'interno del plasmide Ti è invece necessaria 

ad A. tumefaciens per stabilire le fasi iniziali del rapporto ospite-patogeno e introdurre stabilmente 

nel genoma della cellula vegetale il T-DNA sotto forma di singolo filamento nucleotidico (ssT-DNA). 

 

Figura 1.5 Struttura del plasmide pTi 

I prodotti dei geni virA e virG sono espressi costitutivamente nella cellula batterica a bassi livelli e 

sono responsabili dell'attivazione a valle di altri geni vir, in seguito al riconoscimento di molecole 

segnale rilasciate dalla pianta in prossimità della ferita. Le proteine VirA e VirG mostrano somiglianze 

con altri  sistemi di regolazione a due componenti riscontrate nei batteri (Winans, 1992). Gli altri geni 

vir sono invece coinvolti nel trasporto del ssT-DNA dalla cellula batterica alla cellula vegetale, 

mediante la formazione di un pilo di trasferimento i cui componenti sono codificati dai geni 

ŘŜƭƭΩoperone virB (Lai e Kado, 2000). Il taglio del T-DNA avviene in corrispondenza del LBR e del RBR 

ed è eseguito da un'endonucleasi codificata da virD1 e virD2. I prodotti dei geni virC aumentano 

ƛƴǾŜŎŜ ƭΩŜŦŦƛŎƛŜƴȊŀ ŘŜƭ Ǉrocesso associandosi ad un'ulteriore sequenza chiamata overdrive, in 

corrispondenza della quale viene specificamente reclutata l'endonucleasi VirD1 (Primrose et al., 

2001). Nel trasferimento alla cellula vegetale, il ssT-DNA neo-formato si associa a diversi monomeri 

della proteina VirE, in grado di prevenire la degradazione del DNA da parte di esonucleasi  presenti 

nel citoplasma dell'ospite. Successivamente la presenza di proteine quali VirE1-E2 e VirF, mediate 

dall'azione di ricombinasi presenti nel nucleo della cellula eucariote, favorisce l'integrazione del T-

DNA nel genoma dell'ospite secondo meccanismi ancora non del tutto chiariti (Figura 1.6).  
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Figura 1.6 Interazione ospite-patogeno: attivazione e ruolo dei geni vir ƛƴ ǳƴΩƛƴŦŜȊƛƻƴŜ Řƛ A. 

tumefaciens 

[ΩǳǘƛƭƛȊȊƻ Řƛ A. tumefaciens nella trasformazione di cellule vegetali è reso possibile dalla sostituzione 

della sequenza del T-DNA originario, presente sul plasmide Ti, con la sequenza genica di interesse. In 

questo modo, alla fase di infezione della cellula ospite ǎŜƎǳŜ ƭΩƛƴǘǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ ǳƴ ŦǊŀƳƳŜƴǘƻ Řƛ 5b! 

ŜǎƻƎŜƴƻ ŀƭƭΩƛƴǘŜǊƴƻ ŘŜƭ ƎŜƴƻƳŀ ǾŜƎŜǘŀƭŜΦ Al fine di ovviare ad alcune caratteristiche negative 

intrinseche del plasmide Ti, quali il basso numero di copie e la facilità di rottura, sono state apportate 

alcune modifiche strutturali; la regione del T-DNA risulta infatti fisicamente separata da quella 

codificante i geni vir perché portata su un diverso plasmide, consentendo quindi la trasformazione 

delle cellule bersaglio solo in presenza di entrambi i plasmidi internamente alla cellula batterica. 

vǳŜǎǘƻ άǎƛǎǘŜƳŀ ōƛƴŀǊƛƻ Řƛ ŜǎǇǊŜǎǎƛƻƴŜέ ǊƛŘǳŎŜ ŎƻƴǎƛŘerevolmente le dimensioni del plasmide Ti, in 

ǉǳŀƴǘƻ ǇŜǊƳŜǘǘŜ ƭΩŜƭƛƳƛƴŀȊƛƻƴŜ ŘŜƛ ƎŜƴƛ ŎƻƛƴǾƻƭǘƛ ƴŜƭ ŎŀǘŀōƻƭƛǎƳƻ ŘŜƭƭŜ ƻǇƛƴŜΣ ǉǳŜƭƭƛ ŘŜǇǳǘŀǘƛ ŀƭƭŀ 

coniugazione e altri geni codificanti funzioni non essenziali. La creazione di ceppi di T-DNA disarmati 

è statƻ ǳƴ ƳƛƎƭƛƻǊŀƳŜƴǘƻ ƴŜƭƭŀ ǘǊŀǎŦƻǊƳŀȊƛƻƴŜΣ Ƴŀ ƭΩŀǎǎŜƴȊŀ Řƛ ǘǳƳƻǊŜ Ƙŀ ǊƛŎƘƛŜǎǘƻ ƭΩƛƳǇƛŜƎƻ Řƛ ǳƴ 

metodo alternativo per identificare i trasformati. Per risolvere il problema sono stati preparati T-DNA 

contenenti marcatori di selezione, così che le cellule riceventi i costrutti possono essere selezionate 

sulla base della presenza di resistenze a farmaci o a erbicidi (Primrose et al., 2004)Φ [ΩƛƴǘǊƻŘǳȊƛƻƴŜ Řƛ 

marcatori (come i geni hpt e nptIIύ Ƙŀ ǊŀǇǇǊŜǎŜƴǘŀǘƻ ƛƭ ǇǊƛƳƻ ƳŜǘƻŘƻ ǇŜǊ ƭΩƛŘŜƴǘƛŦƛŎŀȊƛƻƴŜ 

semplificata dei trasformati vegetali. Il marcatore e il transgene vengono infatti clonati in tandem 

sullo stesso T-DNA (Sheng e Citovsky, 1996). 

1.1.5 LE STRATEGIE DI ESPRESSIONE IN PIANTA 

Nelle piante trasformate e nelle loro progenie si registra spesso una considerevole variabilità di 

espressione del transgene inserito. Considerato che tra il numero di copie integrate del transgene e il 
























































































































































































































































































































































































































