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In sintesi

New Breeding Techniques: cosa sono?

Perché discuterne?

— Innovazione? Impatto prevedibile?
— Problemi?

— Aspetti normativi

Contesto internazionale
Esito della consultazione

“Niente e piu insensato di una risposta a una domanda che non si pone”
(R. Niebuhr)
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Cosa sono le NEW BREEDING TECHNIQUES?

Insieme eterogeneo di tecniche recenti o molto recenti usate
anche nel miglioramento genetico (breeding) delle piante

Nucleasi a dita di Zinco (ZFN), meganucleasi & tecnologie TALEN
Mutagenesis mediata da Oligonucleotidi (ODM)

Cisgenesi and intragenesi

Metilazione del DNA mediata da RNA (RdDM)

Innesto (su portainnesto transgenico)

Miglioramento “inverso” (reverse breeding)

Agro-infiltrazione ("sensu stricto", agro-inoculazione, floral dip)
Genomica sintetica

CRISPR/Cas9 - per “genome editing” (revisione genomica):
prevedibilmente la tecnica con maggior impatto



Mutagenesi di precisione: due ingredienti

TALEN
Transcription Activator-Like Effector Nuclease

Sito-specificita Nucleasi
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CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

RNA “guida” (gRNA) e nucleasi non-specifica Cas9 (CRISPR-associated protein 9)
L'RNA guida determina la specificita, cioe il bersaglio

cambiando gRNA (2-3 €)
- si cambia bersaglio!

bersaglio

—> Piante con il genoma “rivisto” ma senza transgene

...Cioe, un cambiamento genetico dove volete!

Spesso il cambiamento genetico che volete!



Perché discuterne?

E’ innovazione? - Situato nel contesto
della mutagenesi e

Impatto prevedibile?
della domesticazione

Problemi?

Aspetti normativi = Contesto della ricerca
& sviluppo e commercio
internazionale

Negli USA diversi prodotti sono gia stati deregolati
(non soggetti a controllo da parte delle agenzie, es. USDA-APHIS)

Alcuni prodotti gia in commercio (negli USA colza tollerante alla sulfonil-urea)
o prossimi all'immissione (lino tollerante al glifosate, mais waxy)



Aspetti normativi

Le piante ottenute per genome editing sono legalmente OGM?

Devono sottostare alla Direttiva EC/2001/187

In molti casi il prodotto finale (pianta/animale) non é transgenico

Molti cambiamenti indistinguibili da mutazioni naturali o indotte
casualmente



Definizioni (Art.2) Direttiva EC/2001/18

...«organismo geneticamente modificato (OGM)», un organismo, diverso da un essere umano,
il cui materiale genetico|é stato modificato in modo diverso da quanto avviene in natura fcon

l'accoppiamento e/o la ricombinazione genetica naturale.

Ai fini della presente definizione:

a) una modificazione genetica é ottenuta almeno mediante I'impiego delle tecniche elencate
nell'allegato | A, parte 1; (= ingegneria genetica e altri metodi)

b) le tecniche elencate nell'allegato | A, parte 2 non sono considerate tecniche che hanno per
effetto una modificazione genetica;

Deroghe (Art.3)

1. La presente direttiva non si applica agli organismi ottenuti con le tecniche di modificazione
genetica di cui all'allegato | B.

Allegato I B

Le tecniche o i metodi di modificazione genetica che implicano I'esclusione degli organismi dal
campo di applicazione della presente direttiva, [...] sono:

1. la mutagenesi;

2. la fusione cellulare [...] .
2001/18 NON é solo una normativa di processo!




Problemi con l'inquadramento normativo

* OGM: Definizione legale, senza consistenza scientifica
* Impossibile prevedere gli sviluppi tecnologici

Impossibile dare oggi un’interpretazione univoca della norma

La UE non si € ancora pronunciata, nonostante ripetuti annunci

Si attende il pronunciamento della Corte di Giustizia Europea (2018)
L'incertezza normativa e un freno all'innovazione

Pareri di societa e accademie scientifiche e altri enti: forte consenso

Si propone l'esclusione del genome editing dall'lambito della Direttiva
2001/18 (non sarebbero legalmente OGM), quando non presentino
nuove combinazioni di materiale genetico




PP: possibili paradossi 1

l

mutazione

\ /

Nuova varieta '

retromutazione

\J

Varieta identica a quella di partenza,
ma ottenuta con genome editing

Identiche, quindi indistinguibili,
ma diversamente normate?



PP: possibili paradossi 2

processo o prodotto?

Mutazione

\ /

Varieta prodotta tramite genome editing

I I EIFFIE ENENDT (I T IR DR NENEENNIIN/S I HNENEER

Varieta prodotta per mutagenesi casuale

Diapositiva di F. Fornara, unimi



Accademie, Societa Scientifiche e altri enti
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Pareri su NBT (o specifici prodotti) di Contesto

internazionale

EPSO - European Plant Science Organization

BBSRC - Biotechnology and Biological Sciences Research Council

EASAC - Comitato consultivo delle Accademie Nazionali delle Scienze dei paesi EU
EFSA - European Food Safety Authority

ACRE - Advisory Committee on Releases to the Environment (UK)

SBA - Swedish Board of Agriculture

DEFRA - UK

Swedish Gene Technology Advisory Board (Competent Authority)

BVL - German Federal Agency for Consumer Protection and Food Safety
SIGA-SIBV (Societa Italiana di Genetica Agraria e Societa Italiana di Biologia Vegetale)
JRC —Joint Research Center

ZKBS (German Biosafety Commission)

DFG - Deutsche Forschungsgemeinschaft (Fondazione Tedesca per la Ricerca)
Nationale Akademie der Wissenschaften Leopoldina

Acatech — Deutsche Akademie der Technikwissenschaften

Union der deutschen Akademien der Wissenschaften

HLG-SAM (2017) "New techniques in Agricultural Biotechnology””
National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine — USA (2017) “Preparing
for Future Products of Biotechnology”



Esito della consultazione

» 1) La regolamentazione delle varieta vegetali prodotte mediante NBT

E” fortemente auspicato che ciascuna varieta vegetale prodotta mediante
NBT debba essere regolamentata sulla base del carattere o dei caratteri
modificati o introdotti e in relazione al possibile incremento del rischio
per la salute e per I'ambiente rispetto al rischio comunemente associato
alla pianta da cui essa origina.

» 2) La tracciabilita delle varieta vegetali prodotte mediante NBT

Problemi intrinsechi di tracciabilita di varieta approvate per la commercializzazione,
con esempi di situazioni reali paragonabili. Possibili perturbazioni sui mercati.

» 3) Le importazioni e la coltivazione delle varieta vegetali prodotte
mediante NBT
In caso di applicazione della Direttiva 2001/18 alle varieta ottenute mediante

NBT, sarebbero inevitabili gravi ripercussioni sulle importazioni e sulla
disponibilita di alcuni prodotti oltre ad un aumento dei costi



» Linteresse dell'agricoltura italiana per le NBT

Notevole il potenziale di miglioramento della resistenza a malattie e a stress di
molte colture italiane per cui sono gia disponibili risorse genetiche, genomiche e
biologiche.

NBT: uno strumento eccellente per introdurre in tempi rapidi alleli di resistenza
lasciando inalterate le caratteristiche varietali o in colture poliploidi, che sono
difficilmente trattabili con altre tecniche

» Benefici e rischi delle NBT

Ogni combinazione coltura/carattere deve essere valutata singolarmente nel
contesto delle pratiche agronomiche utilizzate per la coltivazione, considerando la
base genetica del carattere d’interesse e la strategia riproduttiva della pianta.

| rischi connessi alle principali applicazioni delle NBT sono paragonabili a quelli
delle tecniche convenzionali, che sono giudicati accettabili dalla normativa attuale.

La maggior differenza tra questi due approcci consiste nella maggior precisione
delle nuove tecniche e, quindi, nel minor rischio di effetti imprevisti.

Prevedibile una significativa riduzione (70-90%) dei fungicidi per alcune colture.

Genome Editing e cisgenesi appaiono importanti per migliorare la sostenibilita
ambientale, economica e sociale delle pratiche agricole




IN SINTESI

Auspicabile un approccio basato sul prodotto e non sul metodo impiegato

Il genome editing & molto piu preciso dei precedenti metodi di mutagenesi
e quindi molto piu prevedibile negli effetti.

| prodotti del genome editing, ove non presentino nuove combinazioni
genetiche, non dovrebbero cadere sotto la Direttiva 2001/18 al pari dei
prodotti della mutagenesi casuale.

Normare i prodotti del genome editing ben oltre quelli della mutagenesi
casuale sarebbe un errore sotto I'aspetto scientifico, normativo, logico ed
economico.

-> Siveda anche il parere del CNBBSV sul documento del HLG-SAM
“New Techniques in Agricultural Biotechnology”



“A knowledge of the laws of mutation must sooner or
later lead to the possibility of inducing mutations at will
and so of originating perfectly new characters in animals
and plants. And just as the process of selection has
enabled us to produce improved races, greater in value
and in beauty, so a control of the mutative process will, it
is hoped, place in our hands the power of originating
permanently improved species of animals and plants”

de Vries (1909)

Grazie per lI'attenzione


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/tpj.13469/full#tpj13469-bib-0123




Mutagenesi di precisione <---> Mutagenesi casuale

Mutagenesi casuale
» Agenti fisici (Rx, UV, y...), chimici (iprite, aflatossine...) e biologici (trasposoni...)
e 1.000 - 1.000.000 mutazioni per individuo

* Impossibile predire numero, posizione, effetto e interazione tra mutazioni
* Milioni di mutanti generati nei vegetali a partire dal 1928

* >3000 specie/varieta rilasciate nell'lambiente e moltiplicate a milioni/miliardi, es.:

—> Effetti su salute e ambiente positivi - problemi molto rari

Mandarino Kinnow e KinnowLS, foto: T. Williams, UC Riverside.

* 1974 F

Cappelli
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Il contesto della mutagenesi? La domesticazione
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Nucleasi
\ % taglio
e ™ N Y
[ NHEJ | riparazione
senza donatore con donatore con donatore con donatore
inattivazione KO inserzione KO/GoF conversione inserzione KO/GoF
(a) (b) (c) (d)
SDN-1 SDN-1/3 SDN-2 SDN-3

Correzione genomica con nucleasi di precisione. Le rotture nel DNA a doppio filamento
indotte da nucleasi (stilizzata con le forbici) possono venir riparate per giunzione di
estremita non omologhe (NHEJ) (a,b) o per ricombinazione omologa (HR) (c,d). (a) La
riparazione causa di solito I'aggiunta o la rimozione di poche basi al punto di rottura, che
spesso causano l'inattivazione del gene. (b) Se sono presenti frammenti di DNA compatibili,
guesti possono essere inseriti nel punto di rottura. (c,d) Nella ricombinazione omologa, il
DNA donatore non ¢ inserito per intero nel genoma, ma ricombinato, cosi da sostituire la
copia endogena con quella introdotta, sia (c) introducendo piccoli cambiamenti, sia (d)
inserendo nuovi geni. | vari destini avvengono con frequenza diversa, in funzione anche
della disponibilita di DNA donatori (da Bortesi, 2015, ridisegnato).



Cross mutagenesis
-3 chemicals/radiation
x @ | X' pems
donor 7
n>5 selection

Conventional breeding

elite variety with desirable traits

protoplast fusion

Genetic modification

transgenesis

-3
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trans-GMO

cisgenesis
(intragenesis)

-

-
-

cis-GMO

Genome editing

CRISPR/Cas9

GEC

https://gmo.geneticliteracyproject.org/FAQ/what-is-crisprcas9-and-other-new-breeding-technologies-nbts/
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(a) Individuo emizigote per la nucleasi

NN

Target sequence

(b) Modificazione del bersaglio da parte della nucleasi (T)

- |
rssw" ll “ I!ni' ii “ l
|

| expressnon

(b) Segreganti T, omozigoti per la mutazione ma senza nucleasi

INLENETT

Target edited

il costrutto che esprime la
nucleasi (SSN) viene inserito
nel DNA della pianta

la nucleasi agisce nel DNA
della pianta in modo sito
specifico introducendo una
mutazione

Dopo la meiosi, 1/4 della
progenie sara senza costrutto
per la nucleasi. 3/4 avranno la
mutazione in omozigosi o
eterozigosi.

In molti casi il prodotto finale (pianta) non e piu transgenico - problema



