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Riassunto — Il trasferimento dell’informazione genetica nei batteri e nei microfunghi
avviene verticalmente oppure orizzontalmente mediante meccanismi di sessualita, para-ses-
sualita ed anche in assenza di veri e propri fenomeni di sessualita. Il trasferimento orizzon-
tale nei batteri pud coinvolgere larghe porzioni del genoma, fino a 300 Kb, ed & unidirezio-
nale. Nei microfunghi il trasferimento orizzontale non determinato da sessualita & mediato
dalla formazione di ponti anastomotici ifali che consentono il movimento di interi nuclei da
un’ifa ad un’altra, anche appartenenti ad individui ed isolati diversi. Nei batteri & stato dimo-
strato che fino al 16% del DNA codificante di una specie ¢ mobilizzabile lateralmente e puo
essere acquisito orizzontalmente da un’altra specie.

Queste recenti acquisizioni sono ritenute importanti ai fini della valutazione del trasfe-
rimento d’informazione genetica tra popolazioni microbiche nel terreno sia autoctone sia
introdotte come ceppi selvaggi o geneticamente modificati. E possibile sviluppare dei modelli
predittivi, almeno per i batteri, della frequenza di fissazione di un transgene in una popola-
zione, sia esso neutrale o positivamente selezionabile, entro un determinato tempo e numero
di generazioni.

I modelli disponibili possono costituire un valido contributo alla valutazione d’impatto
ambientale e alla migliore comprensione di fenomeni evolutivi dei microrganismi procarioti
ed eucarioti.
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1. TRASFERIMENTO DI INFORMAZIONI GENETICHE

1l trasferimento di informazione genetica tra organismi avviene in natura sia
verticalmente che orizzontalmente. L'acquisizione di geni alloctoni da parte di un
organismo puo essere seguita da eventi ricombinazionali del DNA ed ¢ determinata
da fenomeni di sessualita e parasessualita sia nei microrganismi a struttura proca-
riotica che eucariotica, ma si verifica anche in assenza di esogenoti cellulari (ricom-
binazione attraverso trasformazione nei batteri).

L’adattamento alle condizioni ambientali e presumibilmente la stessa evolu-
zione sono determinati sia da eventi ricombinazionali che mutazionali; questi ultimi
possono avvenire durante e dopo I'evento di ricombinazione.

Mentre il trasferimento di informazione genetica di tipo verticale attraverso
divisione clonale nei batteri implica che I’adattamento di questi organismi alle
diverse condizioni ambientali avvenga attraverso mutazioni, appare sempre pil
chiaro che I'altro meccanismo di trasferimento di materiale genetico, denominato
trasferimento orizzontale dei geni (HGT) avviene all’interno di una popolazione
con meccanismi indipendenti dai processi di moltiplicazione. Questo trasferimento
di DNA puo avvenire tra individui della stessa specie ma anche tra individui appat-
tenenti a specie diverse e a generi diversi. In natura puo avvenire tra procarioti e
eucarioti (pensiamo al caso del T-DNA di Agrobacterium tumefaciens che viene
integrato nel genoma della pianta ospite), o tra piante e batteri come specifiche-
remo piu avanti, oppure infine tra virus e procarioti o piante. I batteri possono tra-
sferire lateralmente porzioni minori di genoma, meno di 300 Kb, in un singolo
evento ma la quantitd complessiva di informazione genetica che pud venire trasfe-
rita lateralmente in pit eventi & notevole. Ad esempio Ochman ez a/. (2000) hanno
analizzato il profilo d’uso dei codoni e il contenuto in GC% di 19 genomi batterici
sequenziati arrivando a stimare che oltre il 16% del DNA codificante era stato
acquisito orizzontalmente. Perna et /. (2001) hanno comparato il genoma del
ceppo O157:H7 di Escherichia coli a quello del ceppo commensale K-12 e sono
giunti anch’essi alla conclusione che la maggior parte dei tratti di patogenicita
erano stati acquisiti orizzontalmente. Ulteriori studi sulle variazioni nucleotidiche in
E. coli, Neisseria meningitis e Streptococcus pneumoniae hanno indicato che tali
variazioni avvengono pill per ricombinazione che per mutazione, con un rapporto
di 5-50:1 tra i due meccanismi (Guttman e Dykhuizen, 1994; Feil et al., 2001).
Viene spontaneo a questo punto porsi la domanda se THGT sia compatibile o
meno con il concetto di specie nei batteri, o viceversa, se & ancora lecito parlare di
specie nei batteri dato il flusso continuo d’informazione che rende il genoma bat-
terico estremamente dinamico; in altri termini, batteri che vivono in prossimita
I'uno dell’altro possono scambiare lateralmente informazione genetica ma rimanere
specie genetiche distinte? La risposta & positiva in considerazione del fatto che se i
caratteri trasferiti orizzontalmente, come per le mutazioni, non conferiscono un
vantaggio selettivo al nuovo ospite, avranno la tendenza ad essere perduti dopo un
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certo numero di generazioni. Per la fissazione di un nuovo carattere in una popo-
lazione batterica, entro un lasso di tempo ecologicamente significativo, & necessaria
cioé una selezione di tipo positivo. Poiché ¢ possibile che 'HGT si verifichi anche
tra DNA nudo e cellule riceventi vive, in questo caso se si tratta di specie distanti
tra di loro, il carattere ha scarsa probabilita di essere trattenuto nella popolazione
ricevente per diversita di sequenza, per diversa capacita di espressione genica, per
il diverso uso di codoni, a causa di modificazioni post-translazionali, per la man-
canza di riconoscimento di promotori o per la perdita potenziale di funzionalita
dovuta a condizioni citoplasmatiche diverse da quelle originarie.

2. Farrort crrtict DELLUHGT IN SUOLO E RIZOSFERA

Cercando di quantificare il trasferimento laterale d’informazione genetica, &
importante conoscere i fattori critici che possono influenzarne I'entita e la velocita.
Trevors e Van Elsas (2001) propongono i fattori riportati in tab. 1.

Tab. 1 — Fattori critici che influenzano la quantita e velocitd del trasferimento oriz-
zontale di geni.

¢ suolo: densita, tipo, disturbato o non, pH, umidita, aerazione, presenza di
sostanze tossiche e di piante

¢ livello di studio: laboratorio. micro/meso-cosmo, pieno campo

e cellule: donatore/ricevente, densita, VC/VNC (*), presenza e tipologia di
sistemi di restrizione-modificazione e di fattori di competenza

* DNA: replicone, spettro d’ospite, dimensioni, sequenza, tipologia funzioni,
marcatori

¢ tempo: durata in relazione a fattori abiotici

® monitoraggio: molecolare, cellulare, valutazione d’impatto target/non target

(*) VC/NC = rapporto tra cellule vitali coltivabili (VC) e vitali non coltivabili (VNC).

E possibile quantificare 'THGT nel suolo mediante I'uso di metodi combinati
di tipo cellulare e molecolare, basati sia sull’estrazione di DNA dal terreno sia su
metodi di coltivazione della frazione coltivabile della biomassa microbica terricola,
sia infine su metodi di studio 7 situ. Recenti rassegne dei metodi molecolari, che
tra I’altro consentono di valutare anche la biodiversita di microrganismi del suolo,
sono disponibili (Nuti ez /., 2002) insieme a rassegne sui metodi di quantificazione
del’HGT in suolo e nella rizosfera (Trevors eVan Elsas, 2001).
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3. CASI DI STUDIO

Nell’ampia casistica disponibile (reperibile in una letteratura di ca. 300 voci
bibliografiche) vengono presentati alcuni rilevanti casi esemplificativi, il primo dei
quali & quello di Acinetobacter sp. BD4, che viene geneticamente trasformato dal
DNA di Ralstonia solanacearum in tessuto necrotico in planta (Kay e Simonet, 2001).
Ralstonia solanacearum infetta alcune solanacee (patata, pomodoro, tabacco ad esem-
pio) attraverso colonizzazione del tessuto vascolare che provoca la successiva necrosi
della pianta. In queste condizioni ecologiche R. solanacearum & capace di HGT con
batteri della stessa specie anche se questi sono opportunisti non associati a quella
particolare pianta, come Acinetobacter sp. Cid & dovuto alla formazione di fattori di
competenza che, 7z planta, portano allo scambio di informazione genetica.

I funghi micorrizici arbuscolari (AM) mostrano un’alta diversita genetica che
puo dipendere da eventi ricombinazionali (Vandenkoornhuyse er /., 2001). 1
funghi AM esercitano un ruolo di estrema importanza per la formazione ed il man-
tenimento di ecosistemi vegetali terrestri. Le spore di questi zigomiceti contengono
un numero elevato di nuclei, anche diversi tra loro; probabilmente le variazioni
intrasporali sono dovute ad anstomosi ifali (Giovannetti ef al., 1999) che permet-
tono lo scambio d’interi nuclei. Genomi multipli sono stati recentemente dimostrati
in Scutellospora castanea (Kuhn et al., 2001), fungo micorrizico arbusculare.

Il monitoraggio post-rilascio di barbabietola da zucchero geneticamente modi-
ficata ha consentito a Gebhard e Smalla (1999) di verificare la persistenza di DNA
transgenico nel terreno ed anche 'HGT. De Vries ef 4/. (2001) sono riusciti a tra-
sformare dei batteri con transgeni vegetali. La trasformazione naturale di batteri
opportunisti con lisati cellulari di Acinetobacter, Pseudomonas fluorescens e
Burkholderia cepacia & stata descritta da Nielsen (2000 a, b).

4. EsPoSIZIONE AMBIENTALE, HGT E FISSAZIONE DI TRANSGENI

In un recente studio, Nielsen e Townsend (2001) valutano i fattori limitanti
del’HGT di transgeni cromosomali tra agenti di controllo biologico di fitopatogeni
e batteri opportunisti. La fissazione di un transgene ¢ una funzione della frequenza
di ricombinazione, ma ben diverso sara il caso di trasformanti dove si ha selezione
negativa del carattere trasferito (con tendenza quindi alla perdita del carattere
stesso nella popolazione in poche generazioni) dal caso in cui la selezione sara
neutra o positiva. Nel secondo caso la probabilita di fissazione del transgene sara
pitt 0 meno equivalente alla velocita ed entita di comparsa di mutazioni spontanee,
nel terzo invece la selezione positiva di un trasformante raro costituira lo scenario
che presumibilmente genera un impatto ecologico. In altri termini I'effetto della
selezione naturale ¢ il fattore decisivo per la fissazione di un transgene in una popo-
lazione batterica ricevente. Per il secondo e terzo caso questa probabilita si esprime
matematicamente con
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ny/NL e 2n,s/)

dove r ¢ la frequenza dellHGT, n, ¢ la dimensione della popolazione batterica
esposta al tempo zero, che & parte di N (popolazione effettiva), A & la velocita espo-
nenziale della diminuzione all’esposizione ed s esprime il coefficiente di selezione,
cio¢ la differenza tra ’'adattamento («fitness») relativo dei trasformati nei confronti
degli individui non trasformati.

5. HGT E VALUTAZIONE DEL RISCHIO NELL'USO DI OGM

Nella valutazione del rischio ambientale nell’'uso di OGM, la Direttiva
2001/18/EC del 12.03.2001 introduce la definizione dei termini «effetti diretti,
indiretti, immediati e ritardati» degli OGM, dove per effetti diretti s’intendono gli
effetti primari sulla salute umana o sull’ambiente che siano un risultato dellOGM
stesso e non quello di una catena di eventi; «effetti indiretti» sono quelli che risul-
tano da una catena di eventi attraverso meccanismi quali le interazioni con altri
organismi, trasferimento di materiale genetico o cambiamenti dell’'uso di prodotti o
della gestione; «effetti immediati» ed «effetti ritardati» si riferiscono al periodo del
rilascio. Dunque 'HGT rientra tra i possibili effetti indiretti e, come tale, deve
essere valutato sia in termini di probabilita dell’evento sia come previsione conse-
quenziale degli effetti (Traxler et al., 2001). E interessante notare che, come ripor-
tato nel paragrafo precedente, siano gia disponibili dei modelli matematici per
I'HGT tra microrganismi e che, al momento, ’evento di HGT tra piante e batteri
venga considerato un evento molto remoto, per quanto biologicamente possibile.
In tal senso giochera un ruolo importante sia la quantita che la stabilita del DNA
biodisponibile nell’ambiente (Tappeser et al., 2001).

6. CONSIDERAZIONI CONCLUSIVE

LHGT tra microrganismi & un fenomeno possibile anche indipendentemente
dai fenomeni riproduttivi. Cio & stato verificato a livello di laboratorio, mesocosmo
e in sistemi complessi quale il suolo o 7 planta sebbene per questi ultimi le evi-
denze sperimentali siano pitt scarse. UHGT si verifica in natura anche tra virus e
piante o tra batteri e piante con frequenze che sono sperimentalmente calcolabili.
Ben pitl remoto sembra, per quanto biologicamente possibile, il trasferimento oriz-
zontale di geni da piante a batteri. Sono stati infine sviluppati di recente modelli
matematici, basati sulla genetica di popolazione, per calcolare la probabilita di fis-
sazione di un transgene in popolazioni batteriche che sviluppano fattori di compe-
tenza entro tempi, e numero di generazioni, definiti.
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