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• Cosa sono le biotecnologie 

applicate agli artropodi?



BIOTECNOLOGIE APPLICATE AGLI ARTROPODI



Temi che possono creare interesse 

nell’impatto ambientale ambientale

coinvolgente artropodi







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.)

• Più di 30 anni fa alcuni studiosi proposero l’ibridazione interspecifica 
come tecnica di miglioramento genetico di insetti utili!



• 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 
indubbiamente compiuti

• Alcuni metodi di manipolazione genetica 
sono stati studiati con successo anche su 
altri insetti o artropodi e tali traguardi fanno 
intuire importanti progressi nei 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 dei 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 è 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 richiederà lo studio e l’applicazione di approfonditi 

e complessi protocolli di rischio, che porrà problemi metodologici, studi a lungo 
termine e in definitiva aumento dei costi



Da Hoy, 1994





Trasformazione degli artropodi: sintesi 

dei principali metodi per trasferire DNA 

ad artropodi 





Trasformazione degli artropodi: sintesi 

dei principali metodi per trasferire DNA 

• Uso di trasposoni (transposable elements

vectors)

– P-elements

– Hermes

– Hobo

– Mariner

– Minos

– piggyBac



Fra i trasposoni troviamo anche i 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

– codificano un polipetpide con attività di 

trasposizione

– La presenza delle ripetizioni invertite

“intatte” è condizione indispensabile

affinchè i P element possano muoversi

– Copie multiple di P element sono sparse

nel genoma dei “ceppi P” di Drosophila

– Il movimento dei P element causa

mutazioni  inattivando geni, alterando il

tasso di trascrizione e alterando

l’espressione genica 

– I P element sono stati geneticamente 

manipolati per l’utilizzo come vettori di 

DNA esogeno  da inserire nel genoma di

Drosophila

– Testati anche su altri insetti (mosca della 

frutta, zanzare, ecc): la trasformazione è 

avvenuto ma l’efficienza è bassisima

(<0.1%)







• Uso di vettori virali: molti virus sono stati 
modificati per l’utilizzo come vettori per 
ottenere trasformazione stabile, o per 
trasformazione nel breve periodo di tessuti 
infetti (vettori d’espressione)

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

• **alcuni Baculovirus ricombinanti sono stati 
ipotizzati come vettori di geni per la 
trasformazione di mammiferi



Microiniezione materna
• Le uova dei 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 questa 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

espressione
nelle larve nate

da uova
iniettate

trasformazione
stabile confermata
nelle generazioni

seguenti mediante
PCR



IDENTIFICAZIONE DEGLI ARTROPODI 

TRASFORMATI: ALCUNI MARCATORI POSSONO 

COMPORTARE RISCHI???

marker visibili

(colore occhi)

gene -

galattosidasi

(lacZ) clonato 

da Escherichia

coli e regolato

dall’hsp70 di

Drosophila

dihydrofolate

reductasi

gene (dhfr)gene per la 

resistenza ad 

antibiotici, es. 

neomicina

(neo)

gene per la

resistenza a 

pesticidi

(opd gene)

usato nel 

famoso

esperimento

di

trasformazion

e di 

Metaseiulus

occidentalis)
questo gene può

essere scoperto

mediante un

saggio che

produce una

colorazione blu 

negli individui

trasformati

il lancio di 

fitofagi con 

tale gene può

essere di 

rischio per la

diffusione dei

tratti della 

resistenza

alla

popolazione!

Per Drosophila

ma molti insetti e 

acari mancano di tali

sistemi

proteina

fluorescente

proveniente da una 

medusa

bioluminescente



Proteine fluorescenti  (Green 

fluorescent protein, GFP)
• Estratte dalla medusa Aequorea aequorea (= A.

victoria).

• In seguito il gene (gfp 10) codificante GFP è 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.

• Il gene codificante GFP è stato in seguito sottoposto 
a tecniche di mutagenesi chimica per produrre geni 
GFP ingegnerizzati con caratteristiche ottimali





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



Altri metodi

• Paratranasgenesi: a essere modificato 

geneticamente è 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; può colpire il sistema neurovegetativo afferente
al tubo digerente.
Trasmesso da insetti Reduviidae (Triatomini) (Kissing bugs, Assassin
bugs)

Rhodnius prolixus

Rhodococcus rhodnii
(Actinomicete)

batterio simbionte
(trasmesso fra la popolazione

con la coprofagia)

Trypanosoma cruzi
(Protozoo)

agente infettivo

Triatomini Aposimbionti

Sterilizzazione uova,
all. in condizioni

asettiche

>tempi di sviluppo
alta mortalità

preimmaginale

Trasformazione
genetica

Rhodococcus
rhodnii

Espressione
L-cecropina A
(peptide di 38
aminoacidi)

Attiva contro
Tripanosoma

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







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”è molto generico in quanto comprende anche

bio-tecniche che hanno lo scopo di “eradicare” popolazioni di 

insetti

• Queste bio-tecniche sono applicate molto spesso per insetti di 

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 di 

importanza agraria (es mosca della frutta).



Meccanismi e tecniche usati nel controllo genetico:

• Letalità dominante, dominant lethality, che è la base della Tecnica 

dell’insetto sterile (Insect Sterile Techique, SIT, spesso 

denominata Tecnica del Maschio Sterile, MST)

• Semi-sterilità o Sterilità parziale, nei Lepidotteri

• Traslocazioni cromosomiche (autosomi) e cromosomi composti

• Sterilità causata da ibridi, che comprende l’Incompatibilità

Citoplasmatica determinata da batteri del genere Wolbachia



Principi generali

• Il 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)

• Le tecniche di Controllo Genetico si basano quindi sulla 

trasmissione, per almeno una generazione, di materiale 

ereditario “alterato” e richiedono che avvenga l’accoppiamento 

fra l’insetto lanciato (portatore del carattere letale) e gli insetti 

“naturali”

• Questo implica un’importante conseguenza: queste tecniche 

sono specie-specifiche (tranne qualche eccezione per la sterilità 

degli ibridi, vedi dopo)



Tecnica del maschio sterile

PROCEDIMENTO:

Si allevano gli insetti
Si sterilizzano i 

maschi

i maschi sterilizzati
sono liberati

all’interno della
popolazione naturale

dell’insetto da
combattere

allevamento
massale, insettari

(vedi)
1. mezzi fisici

(radiazioni ionizzanti)

2. mezzi chimici
(chemiosterilizzanti)

3. meccanismi genetici
(incompatibilità
citoplasmatica)

vedi requisiti



Considerazione generali

• E’ UNA BIOTECNOLOGIA 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?







Incompatibilità citoplasmatica e Wolbachia

• = interruzione della discendenza a seguito dell’unione di maschi e

femmine della stessa specie ma di diversa provenienza geografica.

• Dovuta a fattori  extra-cromosomici

• Recenti scoperte hanno evidenziato come l’incompatibilità 
citoplasmatica sia determinata da  microrganismi del gen. 
Wolbachia

• APPLICAZIONI PRATICHE DELLA I.C.: “Con questo metodo in tre mesi 

si è ottenuta la soppressione di una zanzara (Culex pipiens
quinquefasciatus) in un villaggio 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

L’analisi molecolare
mediante rRNA 16S

ha rivelato
l’appartenenza di tale

entità alle
“Richettsia”

si trova principalmente nei
tessuti riproduttivi, ma è 

stato anche trovato nei tubi
malpighiani

Simbionte intracellulare obbligato
-

Presente, all’interno degli
Artropodi, negli Aracnidi,

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

anche nei Nematodi

responsabili di importanti fenomeni legati alla riproduzione negli insetti:

- incompatibilità citoplasmatica

- partenogenesi telitoca in alcuni insetti (imenotteri)

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

- processi di “femminizzazione” negli isopodi

ceppi incompatibili
possono essere

trasformati in ceppi
compatibili, con un

trattamento di
antibiotici (es.
tetracicline)

di forma
rotondeggiante o 

bacilliforme,
circondato da 2

membrane
cellulari, più una
terza che sembra

originaria
dell’ospite

- Trasmesso
solitamente dalle
femmine, ma in
certi casi sia da

maschi che
femmine

- eredidato
attraverso il
citoplasma

- non è stata
finora osservata

trasmissione
orizzontale fra

individui



La CI rappresenta un
“sistema naturale” di
produzione di sterilità

metodo alternativo per
indurre sterilità in una

popolazione di insetto, per
potenziare le tecniche di

autocidio (tecnica del
maschio sterile di tipo

genetico)-

es importante:
CI usata per combattere una

zanzara in Birmania,
mediante il lancio di ceppi

europei e il successivo
incrocio

modificare la struttura di età di
una popolazione di un insetto
vettore di malattie per ridurre

la capacità 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
l’espressione di geni)

Wolbachia: utilizzo pratico



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 
TETRACICLINA!)

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

• Yp1 = ENHANCER







Problema:

• Un metodo siffatto comporta un rischio?

• Vedi analisi dei rischi



RISCHI ASSOCIATI AL LANCIO DI 

ARTROPODI TRANSGENICI
• 1) Il protocollo di rischio deve tener conto del livello 

trofico dell’insetto o artropodo target:

• è fitofago (o vettore di malattie) o entomofago?

• 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’è possibilità di trasmissione orizzontale?

IL CASO DEI P-ELEMENT IN DROSOPHILA

• I P-element sembrano aver invaso Drosophila
melanogaster, probabilmente da una specie del 
gruppo di Drosophila willistoni

• I 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)



• Il trasferimento dei P-element da D.

willinstoni a D. melanogaster è un evento 

raro ma possibile e dovrebbe prevedere

le seguenti condizioni:



• due Drosophile di specie diversa devono 
deporre le uova vicino;

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

• l’uovo “ricevente” deve essere in uno stadio 
particolare di suscettibilità (sviluppo embrionale 
precoce)

• l’uovo ricevente deve incorporare una copia 
completa di P-element all’interno di un 
cromosoma prima che esso sia degradato  da 
enzimi del citoplasma

• l’embrione dell’uovo ricevente deve 
sopravvivere all’attacco dell’acaro

• l’adulto che si sviluppa dall’embrione deve 
trasmettere i 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)

• L’esame del DNA ha mostrato che i mariner

presenti nei due diversi insetti ha una 

somiglianza del 97%

• I mariner sono stati rinvenuti anche in altre 

specie di artropodi molto lontani 

filogeneticamente: (Lepidotteri) e Acari



In conclusione…

• questi trasposoni (mariner) sembrano 

presenti negli artropodi da molto tempo

• sembra possibile il trasferimento 

orizzontale



ENDOSIMBIONTI (ES. BATTERI) POSSONO 

TRASFERIRE ORIZZONTALMENTE GENI?

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

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

• Il passaggio orizzontale di simbionti batterici è 
forse più frequente di quanto se ne sappia 
poiché molti microrganismi sono coinvolti nei 
fenomeni di incompatibilità citoplasmatica



Analisi generale 

delle fasi che si 

susseguono in un 

progetto di 

trasformazione di 

artropodi:

Hoy, 1993



Esempio di risk

assessment:

Hoy, 1992






