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applicate agli artropodi?
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Insetti transgenici: scienza o fantascienza?

“There is no reason why a wide variety of useful characters cannot be
similarly moved from one species to another and combined to form
strains of insect parasites or plant pollinator that are superiorly
adapted to the environments where they are needed.”

(da: Sailer, 1961. Possibilities for genetic improvement of beneficial insect.
In: Germ plams resources.American. Assoc. Adv. Sci. Washington, DC.)

Piu di 30 anni fa alcuni studiosi proposero l'ibridazione interspecifica
come tecnica di miglioramento genetico di insetti utili!



e Allo stato attuale la manipolazione genetica
di artropodi (sia dannosi che utili) ha
superato la fase “embrionale” ma necessita
di molti progressi: grazie agli studi su
Drosophila, notevoli progressi sono stati
Indubblamente compiuti

e Alcuni metodi di manipolazione genetica
sono stati studiati con successo anche su
altri insetti o artropodi e tali traguardi fanno
Intuire importanti progressi neli prossimi anni



Stato dell’arte

mancanza di un efficiente metodo di trasformazione “universale”. se per
ogni insetto target devono essere sviluppati vettori di clonaggio specifici
e/o tecniche specifiche, la trasformazione genetica rischia di essere
limitata a poche specie di grande importanza economica, a causa degli alti
costi e del lunghi tempi richiesti per perfezionare tali sistemi

esigenza di approfondire le conoscenze di base, soprattutto per quanto
riguarda le tecniche per ottenere trasformazioni stabili e i promoter da
utilizzare

Il numero di geni clonati negli artropodi e ancora basso: le ricerche
riguardano principalmente la resistenza a pesticidi, lo sviluppo di marker
per l'identificazione di trasformanti oppure approfondimenti della ricerca di
base (regolazione genica negli insetti)

Argomento molto delicato e caratterizzato da certi rischi:

— Il lancio di insetti transgenici richiedera lo studio e I'applicazione di approfonditi
e complessi protocolli di rischio, che porra problemi metodologici, studi a lungo
termine e in definitiva aumento dei costi
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Selected Gienes Cloned from Insecs Ocher than Drvosophila

Actin Muscle contraction.  Cenatitis capitans Maymer et &l 1990 Table 5.1 {continued)
Aracin Immene response Hyalophora cecropla  Sam 1 al. 1991 Giene coding for: Function(s) Insect References
Crcrpine mw e me mﬂ . et al. .Ifﬂ Serine proteases Digestive proteases Haematobda éritans Elvin e al, 1993
1988 Serpins Inhibitors of serine Manduca sexa Jiang et al. 1994
Ceraiis capitata~ Rosento et al. 1993 proteases
Chitinases Digest chirin in exoe  banduca sexma Krsmer e al. 1593 Silk gerves, Serl, Silk Bombryx mori Michaille et al.
sieleton Ser2 1986, 1990
Cuticle proteins ~ Component of cuticle  Manduea sesza Rebers et al. 1987 Galleria mellonell Furovec et al. 1992
Cyeochrome P40 Detowify santhotonin  Papelo polyxenss Cohen et al. 1992 )
ey, Steroid receptor  Regulation of ec- Manduca sexa Segraves and
CYPBI superfamily, E73  dysone response Woldin 1993
Cytochsome P430, Energy solwirate moe  Blbena diccidall  Bradfield et al, 1991 and MHR3 Palli ez al. 1992
family 4 bilizateon Triosephosphate  Glycolysis Culex tarsalis Tittiger ct al. 1993
Eclosion hormone  Trigpers ecdysis Manduca weata Horodyski er al. somerase
Bombrwed  Himais aal. 1962 Vitellogenin Yolk proteins Aionons s Trewic e l. 1992
Heisones Chromaosome struc:  Chironomaus thamml Hankein and Ceraciis cophaa T;Pl
tre Schanidt 1991 ' . e el
husulin mipetfamily Unresolved—growih  Loouso migraionis Lagpesiee et al. 1980, Hl:ﬂllh.!: o 1991 amashi
and differentia- Ebberink et al.
toa ) il Vitelline mem-  Membrane 1 Asdes aegypi Lin et al. 1993
Liciferase Firefly ensyme Ligiols mingrelica  Devine er al. 1993 brane proteins
Lysosomal sspareic  Terminate copenesis!  Asdes aegypti Cho and Radkhel
protease 1992

Pempeide pesdstance  Amplified esterases Cudex mosquitces  Mouches en al. 1990
Miyrus persicar Ficld et al. 1988
Enockdown pesis- Musca domeises Williamson et al.

tane (kdr} 1993
Protesss Vitellin degradation  Bombyx moni Tkeds ec sl 1991
Pupal cuticle pro-  Pupal strectural pro-  Bombryx mori Maloaro er al. 1592
Ein tein

Sapein Imemune response Sarcophaga peregring  Matsuyama and
Matori 1963

Sarcotaxin Immmune regponae Samophaga peregring Kanai and MNatori
1953

{ consimiees )

Da Hoy, 1994
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Trasformazione degli artropodi: sintesi
deli principall metodi per trasferire DNA
ad artropodi



14 6. What Germ-Line Transformaiion MMethods A Available? A51

Table 14.3. Gene Transfer Methods for Developing Transgenic Arthropods

Sashle or transient
Method of inserting DNNA transformation Host range species, ceder(s)
Gene targeting .
Homaolepous recombination Stable . melanogasrer, Dipiera;
nol vet wsed with other msects
Targeted peme replacemend Scable . melamogasier, Diplera;

mot yet used with other insects
Mmmmqw-fm

Gt symbiosis Symbeonts chosen have narmow host range
Transposable element vectors
Hermes Stable Froemn Musca domesrica, Diptera; ransformed

. melanopaster, Apdes aegypti, Tribolium
casieneum, Ceratitis capifala, Stomoxys
From [, melanogasrer, Diptera; transformed

Hobo Stable
. melanogaiter and [, wirilis, Dhiptera

mariner Stable Widespread; transformed [, mauririana,
M. domestica, Bombyx mori cells, Diptera and

Mimos Stable From Drosophila hyded, Dipiera; Transformed
. capitato and Anopheles stephensi, Diplera

pipgyBac Srable From Tricoplusia ni, Lepsdoptera; Transformed

Virnl vectors

Baculoviral vectors Transient Used 10 express proteins in insects or insect cell
cultures; primarily Lepadoptera, but can
infegrate into mammal chromosomes; efforts
10 produce stable transformation are underway

Pantropic retraviral vectors Stable (goal) Evaluate genes and regulatory clements; very

Engimcered with broad host Transient now broad host range due to modification,

range incheding humans
Parvovirdas vectors Tramsicnt Host range is limited 10 mosquitoes (7)
Saable in future

Polydnavinas vedions Sanhls Tramsfoems lepidopleran and coboopieran cells in
calture

Retrovimases and Potentially stable Modify gwpry 1o be a vectorT

retrotransposons
Simdbis vinus veciors Transient Evalusic genes and regulatory elements; vines

hwost range primanly Culex and Aedes
via water and canmibalism; wertical
transmassion via venereal trarsmission (Th



Trasformazione degli artropodi: sintesi
del principali metodi per trasferire DNA

e Uso di trasposoni (transposable elements
vectors)
— P-elements
— Hermes
— Hobo
— Mariner
— Minos

— piggyBac



Fra | trasposoni troviamo anche 1 P
elements: causano la Hybrid Dysgenesis In
Drosophila

Caratteristiche dei P-element:

— dimensioni: 2907 bp
— 4 esoni (separati da corti introni)
affiancati da ripetizioni invertite di 31 bp CTCTOAMDAWCAMEGTOGTOSGTES  COACOACCACCTITGTIRITTCATCATS

— codificano un polipetpide con attivita di =
trasposizione
— Lapresenzadelle ripetizioni invertite
“intatte” € condizione indispensabile B d
=por

affinche i P element possano muoversi
—~ Copie multiple di P element sono sparse E"mﬂ ﬁl‘fﬁf:ﬁmf;*mﬂ“;mmﬁ"m%ﬁﬂ
nel genoma dei “ceppi P” di Drosophila I877-2907) are indicated by the filled arrows. There are akio 1l bp of inverved repeats at
— Il movimento dei P element causa wocurices 126-136 and 2763-2773. (Modified from Engels 1989.)
mutazioni inattivando geni, alterando il
tasso di trascrizione e alterando
I'espressione genica

— | P element sono stati geneticamente
manipolati per I'utilizzo come vettori di
DNA esogeno dainserire nel genoma di
Drosophila

— Testati anche su altri insetti (mosca della
frutta, zanzare, ecc): la trasformazione é
avvenuto ma l'efficienza e bassisima
(<0.1%)



154 Chapter 10 P Elements and P-Element Vectors for Transforming Drosophila

A)  Structure of P-alemant derivative: Camaegie 20
Inteet DNA a3 rogured
/ 81 b imverind repeal (IR

B) Strueture of halpar P-alemant dorvative: pr 25.7 wings dipped

23 b of 1A doloted, thavslony
eannat bo tanipoed
0 1 2 3 /
L L | II =" B guaa
iR l
Encodes tranaposase

Figare 10.3 Examples of modified P-element vectors. (A) The Camegie 20 vector
contains a 7.2-kb segment of DNA coding for the rosy gene. [t contains a_poly
inserting exogenous DNA and retains the 31-bp inverted repeats (IR, dark arrows). This
vector cannot transpose without a helper elemént Because it cannot make transposase.
{B) The helper clement, pn25.7, wings clipped, produces transposase, but 23 bp of
inverted repeat have been deleted ar one end so this vector cannot insert Into the
chromosome.



14.8. What Genes Are Available to Insen? 459

Table 14.4. Current and Potential Methods to Deliver Foreign DNA into Arthropod Tissucs

Method of delivering DNA

Exampleis) (selected references)

Artificial chromosomes
Insert gpenes into artificial chromosnme,
insen chromosome into genome
Biolistic Methods
“Gene gun"

Electroporation
Electric current punches holes in
membranes, latting DMA in

Microinject ogps after dechorionation
Method onginating with I melanogaster
(Samamaria 1986), modilied for cacl cgg

type
Microinject abdomens of females
Maternal microinjection

Microinject testes
Muchear (ransplantion
Sperm-mediated transformation

Insert DNA into genome via artificial
Insemination

Not yet achieved with insects but feasible wath yeast and
mice (Peterson ¢t al. 1997)

N melanagaster (Baldarelli and Lengyel 1990)
Anopheles gambiae cggs (Mialbe and Miller 1594)
Rombyx mori salivary glands (Horard et al. 1994)

Buombyx movi ¢ggs {Sharmla and Mathavan 1908}
. melanopasier. ransient cxpression (Kamdar et al. 1%%.2)
Helicoverpa zea, Musca domestica (Leopold et al. 1996)

Bombywx mori (Nikolaev et al. 1993, Nagaraju et al. 19946)
Musca domestica { Yoshiyama et al, 2000b)

Pectinophora gossypieila (Feloguin ct al. 1997)

Metaseiulus ovcidentalis (Presnail and Hoy 1992)
Cardiochiles diaphaniae (Presnail and Hoy 1596)

Bombyx mori (Shamila and Mathavan 1998)

. melanogaster (Zalokar 1981)
Chimeric larvae of honey bee produced (Cmibolt et al. 1993)

In vitre association of DN A with sperm (Atkinson ef al.
1991)
Apis mellifera (Robinzon et al. 2000)




e Uso di vettori virali: molti virus sono stati
modificati per I'utilizzo come vettori per
ottenere trasformazione stabile, o per
trasformazione nel breve periodo di tessuti
Infettl (vettori d’espressione)

e *certi Baculovirus sono stati trovati in
cellule epatiche umane, Ipotizzando un
utilizzo nella terapia genica

e **glcuni Baculovirus ricombinanti sono stati
Ipotizzati come vettori di geni per la
trasformazione di mammiferi



Microiniezione materna

e Le uova del Fitoseidi sono estremamente
difficili da decorionare e deidratare!

 Presnail e Hoy (1992) hanno sviluppato una
tecnica di trasformazione del fitoseide
Metaseiulus occidentalis:

— giovani uova nello stadio pre-blastoderma in
femmine gravide sono microiniettate con un ago,
attraverso la cuticola

— con guesta tecnica si sono ottenute trasformazioni
stabili con discreti livelli di efficienza senza utilizzo
di trasposoni




Procedura dell’esperimento:

il gene reporter
batterico lacZ
regolato da hsp70

uova di femmine
gravide

A —
espressione IRt == ——
nelle larve nate [— L L oy

da uova
iniettate

trasformazione
stabile confermata
nelle generazioni
seguenti mediante
PCR



IDENTIFICAZIONE DEGLI ARTROPQODI
TRASFORMATI: ALCUNI MARCATORI POSSONO
COMPORTARE RISCHI?7??

dihydrofolate
reductasi
gene (dhfr)

gene per la
resistenza ad
antibiotici, es.

gene B-
galattosidasi
(lacZz) clonato

marker visibili
(colore occhi)

gene per la
resistenza a

proteina

pesticidi neomicina fluorescente .
(opd gene) proveniente da una da ESChe”Chla
(neo) medusa coli e regolato

dall’hsp70 di

] ] ] bioluminescente .
Per Drosophila il lancio di Drosophila
fitofagi con
tale gene puo
ma molti insetti e es%ere (El)i ufsato nel
acari mancano di tali ) i ampso
sistemi rischio per la esperimento
diffusione dei di
tratti della trasformazion
resistenza edi
Metaseiulus
aIIa_ occidentalis)
popolazione! questo gene pud
essere scoperto

mediante un
saggio che

produce una
colorazione blu
negli individui

trasformati




Proteine fluorescenti (Green
fluorescent protein, GFP)

« Estratte dalla medusa Aequorea aequorea (= A.
victoria).

* In sequito il gene (gfp 10) codificante GFP e stato
clonato (Prashar et al., 1992) ed espresso in
Escherichia coli senza l’intervento di cofattori
specifici provenienti dalla medusa, aprendo la strada
per il suo utilizzo in campo entomologico.

e |l gene codificante GFP e stato in seguito sottoposto
a tecniche di mutagenesi chimica per produrre geni
GFP ingegnerizzati con caratteristiche ottimali



COLOR AIGURE 2 GFP expressed in different insects, (A) Larva of Ae. aegypil infected with
TEA"2GFP virus (uninfected control on right); (B) Pupa of Anopheles gambiae infected with
TEA 2frecombinant GFP; (C) adult Ae. aegypti with TE/A 2WGFP; (D) larva of Ae. aegype infected
with recombinant densovirus (AeDNVY; (E) pupa of Ae. aegypri infected with recombinant dens-
ovirus (AeDNV); (F) section of embryo of Tribolium castaneun infected with TER J/GFP,
(G) wing of adult Papillio glaucus infected with TEA"2VGEP, (H) eggs of Anastrepha suspensa
transformed with pigevBac vector pB[PUb nls EGFP] (nontransformed control in upper left);
(1) lurva of A, suspensa transformed with pigegyBac vector (control on aght); (1) adult of A, suspensa
transformed with pigeyBac vector (control on night); (K) larve of Ae, aegypii transformed with
Hermes, (L) adult Ae. aegypti transformed with Hermes. Photo credits: A and C (Higgs, 5. et al,
Biotechnigues 21, 660-664, 1996, With permission). B (courtesy of 5, Higgs). D and E (counesy
of T. Ward). F and G (courtesy of D, Lewis). H=J (courtesy of A, Handler), K and L (courtesy of
A. Pinkenton and P. Atkinzon),




Specie di insetti (o cellule) nel quali sono stati espressi varianti GFP

TABLE 5.2

Species of Insects and Insect Cell Lines in Which GFP Varianis Have Been Expressed

GFP Varant
OFP BA5T GFP
S65T GFYY
ELiF

QFP. 3585T GFP
EQFP

aep
SEST PP
EGFF

EGF*
BT

ECFe

S65T GFP
EilFP

Fe
EQFP

EGFP

EGHP

ELFF

EGFP

GFT, 3857 GFP
SAST GFP
S65T GF
HEST

Insect Species
Adad dogype
AL EENIT
Ar. oepypl
A& relieriiim
Mrrsreephun duTpeard

Asopdiel pambiae
M apsphanel

Bogcrmee g aaaails

Hobrer marri
Crrarinly i

Cuder quitnquefmrriais

Cr pipaem
I'.'.rrllu'lfﬂu'h melancprier

L0 mtfrmcpa ther
. melonopasier

Chmeapeitn fosishe
Precie coems
Popelle plasecss
Trihoinm canuneam
COI6 the. albopiches)
OB e, albopa )

ATC-15 (Ar. aeppif)
ATl LA,

e wdonaralfarnis)

Delivery/Expression
Lystem

ST
AeDNV
Hermis

deSEN

gy e
daSiy

AR

PR gy B
AcKPY
PIREY i
He=rmes

dSIN
AnSIN

Faoindiady pesl relsovene:
PIpEy Bac

B
SSIN aad SioReps
&N
ST and SinkepS
B DT o
AchiNy
(5N (MRE-16 versiom)
whSTH P RE-16 seinbuns)

Red,
Higge =1 al, 1006
Afnnasiov e al | 1569
Firksmon of al, 1999
5. Hipes (unpublished)
A Hasdler (porsonal
USRI RN )
Higgs et al., 1990 Do o al.,
1958
£, Haggs wsall O Randlag buey
dianpasboleided
A Hasdler (peronsl
TS A 150
Yurmn et al., 1959
A Hamdier (personsl
CoemamumE alion )
M Allen. C. Levesgue,
k. O Brechin, . Atkinsca
{personal commisnicatina)
Higgs =t al., 199G
A Baymi-Keller {perennal
COSEETIUSRCRiR )
1 [ fpersnmal
CommTUmkCTboe
A Handler ipemonal
. Lowss ot al., 1999
D Lowm o al, 1999
I Lrire o ml | 1005
0. Lows o al, 1999
Hipea et al, Y90
Afamasicy of al, [559
5. Higps (enpublished)
8, Higgs funpuddaimi)



Altri metodi

e Paratranasgenesi: a essere modificato
geneticamente e un simbionte dell'insetto

* Insetto paratransgenico

 Es. Trasformazione di batteri simbionti
per la lotta alla malattia di Chagas



Trasformazione di batteri simbionti per la lotta alla
malattia di Chagas

Morbo di Chagas

Colpisce circa 16-18 milioni di persone in Centro-Sud America

Non esiste vaccino e cura efficace per le infezioni croniche

Parassita cellule del sistema reticolo endoteliale, con frequenti lesioni
al muscolo cardiaco; puo colpire il sistema neurovegetativo afferente
al tubo digerente.

Trasmesso da insetti Reduviidae (Triatomini) (Kissing bugs, Assassin
bugs)

Rhodococcus rhodnii
(Actinomicete)
batterio simbionte
(trasmesso fra la popolazione
con la coprofagia)

Rhodnius prolixus
Trypanosoma cruzi
(Protozoo)
agente infettivo
Triatomini »  Aposimbionti

Sterilizzazione uova,
all. in condizioni
asettiche

>tempi di sviluppo
alta mortalita
preimmaginale

- Attiva contro
Espressione

Tripanosoma

Trasformazione Rhodococcus L-cecropina A

genetica > rhodnii » (peptide di 38 |—» _
aminoacidi) NO attiva
contro
batteri
simbionti
CRUZIGARD

Pasta con sostanze attrattive che simula le feci di
Rhodnius e che contiene batteri modificati
Da spargere negli ambienti domestici per la lotta
ai vettori del tripanosoma




FIGURE 16.1 The sctinomycele symbiont Bh rhodaif lives in the gut of B, prodicic, in direcl proximity to
the Chagas disease apeil Trypaaotoma crgi,

FMGURE 16.2 Essential symbionts are tramsmitted from adult to progeny through coprophagy — the ngestion
of feces. [msects Ul do not soquine ke symbiont die.



(Transmission) (Ne Transmission)

=

Cure Insecl of Remfecl msact with
Symbiom transformed symbiont

isodaic Transiorm
symbionis | \ symbilont

FIGURE 16.4 The symbiont Rh. rhodnii can be isolated from R. profixus, genetically modified 1o express
an anti-1, ¢rugt gene product, and placed back into K. profivus, rendenng the insecl incapable of transmitting
the Chogas discasc agent 7. cruzi. (From Beard, C, B, et al., Emerg. Infect. Dis., 4, 581-591, 1998.)



Controllo genetico di insetti dannosi, o
Autocidio

Comprende un insieme di tecniche finalizzate alla gestione di
problematiche causate da insetti, basate su un approccio di tipo
genetico (= studio di geni e cromosomi degli insetti e loro ruolo
nell'interazione insetto-ambiente)

Il termine “controllo”e molto generico in quanto comprende anche
bio-tecniche che hanno lo scopo di “eradicare” popolazioni di
Insettl

Queste bio-tecniche sono applicate molto spesso per insetti d
Importanza medico-veterinaria, che causano danni al bestiame o
che trasmettono malattie ad animali e all'uomo (Insetti a “soglia
molto bassa”)

Alcune tecniche sono comunque anche applicate per insetti d
Importanza agraria (es mosca della frutta).



Meccanismi e tecniche usati nel controllo genetico:

Letalita dominante, dominant lethality, che e la base della Tecnica
dell'insetto sterile (Insect Sterile Techique, SIT, spesso
denominata Tecnica del Maschio Sterile, MST)

Semi-sterilita o Sterilita parziale, nei Lepidotter
Traslocazioni cromosomiche (autosomi) e cromosomi compost

Sterilita causata da ibridi, che comprende I'Incompatibilita
Citoplasmatica determinata da batteri del genere Wolbachia



Principi generall

* |l principio del Controllo genetico si basa sul fatto che un insetto
portatore di un carattere genetico “letale” possa essere lanciato
In campo, accoppiarsi con la popolazione naturale e causare un
effetto negativo “a catena” su di essa (es. crollo della
popolazione o eradicazione)

o Le tecniche di Controllo Genetico si basano quindi sulla
trasmissione, per almeno una generazione, di materiale
ereditario “alterato” e richiedono che avvenga I'accoppiamento
fra I'insetto lanciato (portatore del carattere letale) e gli insettl
“naturall”

 Questo implica un'importante conseguenza: queste tecniche
sono specie-specifiche (tranne qualche eccezione per la sterilita
degli ibridi, vedi dopo)



Tecnica del maschio sterile

PROCEDIMENTO:

I maschi sterilizzati
sono liberati

Si sterilizzano i all’interno della
Si allevano gli insetti :> maschi >popo|azione naturale
dell’insetto da
combattere

allevamento
massale, insettari

_ 1. mezzi fisici
(vedi) (radiazioni ionizzantr) vedi requisiti

2. mezzi chimici
(chemiosterilizzanty)

3. meccanismi genetici
(incompatibilita
clitoplasmatica)




Considerazione generall

» E'UNABIOTECNOLOGIA ALTAMENTE
SELETTIVA (DA ALCUNI CONSIDERATA UNA
TECNICA DI LOTTA BIOLOGICA “MODERNA”)

» "CONTRASTA" IN PARTE COI PRINCIPI DELLA
LOTTA BIOLOGICA

 MOLTO EFFICACE IN AMBIENTI CONFINATI

(ES. ISOLE)




LA TIS PUO" CAUSARE PROBLEMI?

PROBLEMI ECOLOGICI:

RIDURRE LA POPOLAZIONE DI UN INSETTO AL DI SOTTO DI UNA
POPOLAZIONE MINIMA PUO’ ESSERE CONTROPRODUCENTE

IL POSTO VUOTO (NICCHIA) POTREBBE ESSERE OCCUPATO DA UN ALTRO
INSETTO DANNOSO

QUESTO FENOMENO E’STATO RISCONTRATO IN :

gfgﬁ; I7(-/37(-§39 CAPITATA (SUBENTRATA) -DACUS DORSALIS (ELIMINATA) (ISOLE

TORTRIX VIRIDANA (SUBENTRATA)-L YMANTRIA DISPAR (ELIMINATA)
(PENISOLA IBERICA)

SPECIE VEGETALI INFESTANTI (SUBENTRATE) ~MELOLONTHA VULGARIS
(COMBATTUTA)

(PASCOLI)

PROBLEMI ECONOMICI:

ALTI COSTI INIZIALI (ALLEVAMENTI, ATTREZZATURE, PERSONALE
SPECIALIZZATO, EFFICACE ORGANIZZAZIONE OPERATIVA)...

... COMPENSATI PERO’ DALLA SPECIFICITA’ E PERSISTENZA DEL METODO e
SALVAGUARDIA AMBIENTE










Incompatibilita citoplasmatica e Wolbachia

= Interruzione della discendenza a seguito dell'unione di maschi e
femmine della stessa specie ma di diversa provenienza geografica.

Dovuta a fattorl extra-cromosomici

Recenti scoperte hanno evidenziato come l'incompatibilita
citoplasmatica sia determinata da microrganismi del gen.
Wolbachia

APPLICAZIONI PRATICHE DELLA I.C.: “Con questo metodo in tre mesi
si e ottenuta la soppressione di una zanzara (Culex pipiens
quinquefasciatus) In un V|Ilagg|o asiatico della Birmania distribuendovi
maschi di provenienza europea”



Osservato per la prima volta negli
ovari e nei testicoli della zanzara
Culex pipiens nel 1924, con un
microscopio ottico

di forma
rotondeggiante o
bacilliforme,
circondato da 2
membrane
cellulari, pitu una
terza che sembra
originaria
dell’ospite

FHSURE 151 Trasmi v chrouos micrograph of el b sl o divchyuag sprensis of dhe mof
P et it AP CF el & L it el mind’ Flavsrmgares dndurrssrad Peroscerpomsioms ol 4 rioh s
R fam. Chykiml Ulsevonaty Pros., Chibond. 8. By pretssscs of 40 fond Lnissreirsy Pross

Simbionte intracellulare obbligato
Presente, all’interno degli
Artropodi, negli Aracnidi,

Crostacei, Insetti (trovato in
almeno 32 famiglie!); trovato
anche nei Nematodi

- Trasmesso
solitamente dalle
femmine, main
certi casi sia da
maschi che
femmine
- eredidato
attraverso il
citoplasma
- non é stata
finora osservata
trasmissione
orizzontale fra
individui

si trova principalmente nei
tessuti riproduttivi, ma é
stato anche trovato nei tubi
malpighiani

ceppi incompatibili
possono essere
trasformati in ceppi
compatibili, con un
trattamento di
antibiotici (es.
tetracicline)

responsabili di importanti fenomeni legati alla riproduzione negli insetti:
- iIncompatibilita citoplasmatica
- partenogenesi telitoca in alcuni insetti (imenotteri)

- spostamento della sex-ratio in favore delle femmine (male killing
bacterial)

- processi di “femminizzazione” negli isopodi




Wolbachia: utilizzo pratico

/

La Cl rappresenta un
“sistema naturale” di
produzione di sterilita

metodo altrnativo per
indurre sterilita in una
popolazione di insetto, per
potenziare le tecniche di
autocidio (tecnica del
maschio sterile dr tipo
genetico)-

es importante:

Cl usata per combattere una
zanzara in Birmania,
mediante il lancio di ceppi
europei e il successivo
Incrocio

v

modificare la struttura di eta di

una popolazione di un insetto

vettore di malattie per ridurre
la capacita infettante

¥

scoperto un ceppo virulento di
Wolbachia che si replica nei tessuti
nervosi di D. melanogaster portando a
una morte precoce (popcorn strain)

Questa prospettiva si basa
sull’assunzione che le malattie
veicolate da insetti, sono
solitamente trasmesse da una
piccola frazione di individui
“vecchi” (vedi ciclo)

trasformazione di
Wolbachia per
esprimere geni
esogeni in popolazioni
di artropodi
(scoperto
recentemente un
promotore endogeno
che potrebbe essere
utile per guidare
I’espressione di geni)




STUDIO DI'UN SISTEMA LETALE
FEMMINA-SPECIFICO ATTIVO SU CEPPI
TRANSGENICI DI INSETTI DANNOSI

ESPERIMENTO ESEGUITO SU DROSOPHILA MELANOGASTER

OBIETTIVI:

LANCIARE MASCHI TRANSGENICI CHE ACCOPPIANDOSI,
INDUCONO L'ESPRESSIONE DI GENI LETALI SULLE FEMMINE

ESTENDERE TALE SISTEMA AD ALTRI INSETTI (ES. MOSCA
DELLA FRUTTA) SUSCETTIBLI DI AUTOCIDIO.



Componenti;

COMPONENTI DEL SISTEMA LETALE:

t TA=TRANSATTIVATORE CONTROLLATO DALLA
TETRACICLINA(NON FUNZIONA IN PRESENZA DI
TETRACICLINAI)

Gene terminatore hid = CAUSA LA MORTE DELLE
FEMMINE (DANNEGGIA LE CELLULE DEI CORPI
GRASSI)

Ypl = ENHANCER




TATA

tetO

= % AT
T e WL R T R

\/'+++
Female fat body

Fig. 1. The tetracycline-regulated female-killing system. Expression of t
contralled with the female- and fat-body-specific transeription snhance |
the yp 1 gene (18). In the absence of tetracydline, tTA binds to 1etO and ind
expression of the proapoptotic gene hid. The loss of fat boady resul
female-specific lethality. In the presence of tetracycline, females are

viable, because the binding of tTA to tetO is inhibited, switching ofi

Bxpression.




Tetracycline

female

male

Fig. 2. Expression of tTA i confined to the female fat body and i inhibded
by tetracycline. Chmbang thirg insiar larvae were wexed, gnsecied. and siained
for f-galactotidase exprewsion 25) SUrGNG SLaINInG Wwas seen m TaT body af
h:r--;__'|||d LA 3¢ r._'||1|,.|_11j Oy T al metdniuim .l“ll DT Mot |||-|---_j|||||. 1Al ol @i
tetracycline (10 g/ mi; H). Litte sStaining above Dackground kevel was seen in
fat body from male larvae raned on sither narmal medium () or medir

supplemented with wetracycline (D)



Problema:

 Un metodo siffatto comporta un rischio?

« \edi analisi del rischi



RISCHI ASSOCIATI AL LANCIO DI
ARTROPODI TRANSGENICI

« 1) Il protocollo di rischio deve tener conto del livello
trofico dell’insetto o artropodo target:

e fitofago (o vettore di malattie) o entomofago?

o VEDI PROTOCOLLI DI RISCHIO DELLA MARJORIE
HOY':

. Hoy A.M., 1994. Insect molecular genetics. Academic
Press

« Hoy A.M., 1992. Criteria for release of genetically-
Improved phytodeiids: an examination of the riskc
associated with release of biological control agents.
Experimental & Applied Acaralogy, 14: 393-416.




« 2)C’e possibilita di trasmissione orizzontale?

IL CASO DEI P-ELEMENT IN DROSOPHILA

* | P-element sembrano aver invaso Drosophila
melanogaster, probabilmente da una specie del

gruppo di Drosophila willistoni

* | P-element possano essere stati trasferiti da una
specie all’altra di Drosophila da altri organismi?
— L’esempio riguarda il ruolo di un acaro semiparassita
(Proctolaelaps regalis)



e |l trasferimento dei P-element da D.
willinstoni a D. melanogaster € un evento
raro ma possibile e dovrebbe prevedere
le seguenti condizioni:



due Drosophile di specie diversa devono
deporre le uova vicino;

'acaro deve attaccare e mangiare prima il
“donatore” e poi “il ricevente” nell’esatto ordine

'uovo “ricevente” deve essere in uno stadio
particolare di suscettibilita (sviluppo embrionale
orecoce)

'Uovo ricevente deve incorporare una copia
completa di P-element all'interno di un
cromosoma prima che esso sia degradato da
enzimi del citoplasma

I'embrione dell’uovo ricevente deve
sopravvivere all’attacco dell’acaro

I'adulto che si sviluppa dall'embrione deve
trasmettere | P-element alla progenie




IL CASO DI ALTRI TRASPOSONI
(MARINER)

* Gli elementi mariner sono stati trovati in specie
di due gruppi abbastanza separati (lontani):
Drosophila e Zaprionus (Diptera Drosophilidae)

e L'esame del DNA ha mostrato che 1 mariner
oresentl nel due diversi insetti ha una
somiglianza del 97%

e | mariner sono stati rinvenuti anche in altre
specie di artropodi molto lontani
fllogeneticamente: (Lepidotteri) e Acari




In conclusione...

guesti trasposoni (mariner) sembrano
presenti negli artropodi da molto tempo

sembra possibile il trasferimento
orizzontale



ENDOSIMBIONTI (ES. BATTERI) POSSONO
TRASFERIRE ORIZZONTALMENTE GENI?

o Certi batteri endosimbionti di zanzare,
Coleotteri, mosche, possono essere trasmessi
orizzontalmente

 Esami dell’lRNA ribosomiale ai simbionti di insetti
anche distanti flogeneticamente, mostrano una
certa “somiglianza” fra tali microrganismi

|l passaggio orizzontale di simbionti batterici e
forse piu frequente di quanto se ne sappia
poiché molti microrganismi sono coinvolti nel
fenomeni di incompatibilita citoplasmatica



Step 1a Step 1b Step 1c
* dentify genetic characters critical * Consider how transgenic * idontity and evaluate risks,
1o targed species impact | SIrin Might be deployed | g ncluding:
costs, benelits in & pest managemant stability of trait
and risks with other control tactics Pragn g, A """""'"“m"“'
* Evaluale sase of rearing horizontal transfer risk
= Consull regulalony agencies

Phase two
Step 3
= Transform langet afhropod
Step 4a Step 4b Step 4c
* Evaluate rearing methods and Evaluate fitness and officacy * Davedop and test population
develop quality control eriteria in penetic modeds for deployment
: 1 ;
- Step § ——
e+ Evililyiby strain In greenhouse of small
field plots after approval from regulatony agencles
Phase three ¥
Step &
s+ Conduct risk analysis, then deploy iransganic siran in pest

management program aker approval from regulatory agencies

'

Step 7
» Evaluate atficacy, costs, benefits and environmental impact of
program

Fig. |, ik nasesarmnent bsues influence the steps employed in devslaping transgenic pest or beneficial arthropods for pest management
programs. Risk assesiment issues thould be coniidered early in the project, 33 well 23 prior 1o evaluaticns in che feld,

Analisi generale
delle fasi che si
susseguono in un
progetto di
trasformazione di
artropodi:
Hoy, 1993



TABLE 5

Facion for risk asscsement of a hypothetical transgenic sirain of the phyteseisd M. oocidemialiy, Mo vector
was used to insert an OP-resistance pene cloned from & prokaryote, the strain was sebecied for leck of dis-
Plass, aad i secepdible 1o other pesticides. Differest iransgenic phytosciids should be evalusied scparately®

THmdomoe? Lo

Degres of wrutsny fequared

Maore

# indicates estimated degree of scruting for phytoneisd enginoered with a pestic
cide resivnee gene derived from a prokeryose a8d istseduced without a vins
or trasdpsiabls element vector

A Attributes of penetic marerial

Chargsterized

Saability

Mavare of aleeration

Source of DRNA

Verior

B, Atiributes of wild rypw orpasiing

Level of domasiscaiean

Ease ol subssquent
coatrol

Cretgim

Haba

Pest mming

Sarvival ender adverse
conditions
Ceographic range

Prevalenss ol pene
eichangr is nafural
Populatsans

lF'I.lIl:r Faarly
#High Lo
{ehromosomal ) {entea-chromosomal )
Giene deletions whdd sizgle geas Add multigie
pones
Same Closely related o Linzelsed specics
s Mane Mon- sell- Lald
trassmidashile {ranamissible
Uzabls o Semi-domeiticabod w Self-propagating
reproduce wild/ feral populations wikd
sCoatrol agests known Mone known

# e igemorus Exotic
1 Pathogenie,

[

*Fros living parsitic, iymesalc
wRelatives not pests Relatives poits Pean jrself
Short term = Long 1eren
Magegw ™ Brosd ' unksorem
Mane w Frequent

Esempio di risk
assessment:
Hoy, 1992



Hazard componeni® Less Degree of scratiny required More

windicaies esiimared degree of sonatiny for phytoseiid engineered with a pesti-
cide resistance gene derived from a prokaryoie and imiroduced withoat & vinas
oF Iranspoashile Elemeat vector

i Phenctypic altribubes af enginecred onpanien n comparison with pareat orpanism

Fiiness Redsced irreversibly a Reduced reversibly Insrcased
Frey range s Unchanged Broademed /shified
Environmental limits 1o
growth of
reprodsition wNarrowed, sl shifted Broadensed  shifted
Susceptibilng 1o coabmal
by biocides Increascd #Unchanged Drecreased
Expression of traif Indepeadeni of Similar s Diependent
environmenial conbext o CORTERE

Similpricy 1o phemolypes

previously used safely  Jdentical #Similar Diasimilar
v Atrribanter af the envirowmemenr
Selecibon pressuge for

enginieentd trait Absent » Present
Wild relatives within

dizpersal capability wA BRI o Present
Fuange of envircnments

for sesting/ase;

pabential

ghographic ranpe Very resiricied . Broad
Skrmalation of 1es DhifTecaln 1o simulane

cosrditions Mo difficuln M realistically
Public access to fest site  « Tightly contzalied Limited Uncontralled
Effectivensss of

MaNILarEE Untested funkikely 1o

and mitigation plans  Proven efective - be effective

“Adepied ﬁ'ﬁm-ﬂullrll[ll:]ﬂ?“.ndTlﬂjtrllL[Iilﬂill_
*Posilion on scale i qualitative or semi-gaantiative. The importance of posiieon on ose seabe may be con-
lingent on another scale, The imponance of particular scales will vary wiih different cases,





