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Costrutto PV-GMGT04

Costrutto utilizzato nella soia Roundup 
Ready



Soia Roundup Ready 

• Nel genoma della pianta risultano 
inserite almeno 2 copie del gene 
CP4EPSPS (tolleranza al glifosato)CP4EPSPS (tolleranza al glifosato)



Costrutto pCIB4431 (derivato di pUC)

Costrutti utilizzati nel mais Bt176

Costrutto pCIB3064 (derivato di pUC)



Mais Bt176 geneticamente modificato 

• La pianta produce la proteina tossica 
per la piralide

• Nel genoma della pianta sono state • Nel genoma della pianta sono state 
inserite 6 copie del gene CryIAb e del 
gene bla (resistenza alle penicilline) 
ed almeno due copie del gene bar 
(tolleranza al glufosinato)



Costrutto pZO1502 (derivato di pUC)

Costrutto utilizzato nei mais Bt11 e Bt10



Mais Bt11 geneticamente modificato 

• La pianta produce la proteina tossica 
per la piralide

• Nel genoma della pianta sono state • Nel genoma della pianta sono state 
inserite 1 copia del gene CryIAb e del 
gene pat (tolletanza al glufosinato)

• Non risulta integrato il gene bla 
(resistenza alle penicilline), presente 
invece in Bt10



Costrutto p35S/Ac (derivato di pUC)

Costrutto utilizzato nel mais T25



Mais T25 geneticamente modificato 

• Nel genoma della pianta risulta 
inserita 1 copia intera del gene pat
(tolletanza al glufosinato) ed 1 copia (tolletanza al glufosinato) ed 1 copia 
parziale del gene bla (resistenza alle 
penicilline)



Costrutto PV-ZMBK07 (derivato di pUC)

Costrutto utilizzato nel mais MON810



Mais MON810 geneticamente modificato 

• La pianta produce la proteina tossica 
per la piralide

• Nel genoma della pianta è stata • Nel genoma della pianta è stata 
inserita 1 copia del gene CryIAb 

• Non risulta integrato il t-NOS 
presente nel costrutto



Costrutto PV-ZMGT32L

Costrutto utilizzato nel mais NK 603



Mais NK603 geneticamente modificato 

• Nel genoma della pianta risultano 
inserite 2 copie del gene CP4EPSPS 
(tolleranza al glifosato) (tolleranza al glifosato) 



Frammento del costrutto pDPG434

Costrutto utilizzato nel mais GA21
NON AUTORIZZATO (parere favorevole EFSA)



Mais GA21 geneticamente modificato 

• Nel genoma della pianta risultano 
inserite 4 copie del gene mEPSPS 
(tolleranza al glifosato) (tolleranza al glifosato) 



Metodi analitici per la ricerca di OGM

• Analisi delle proteine modificate 
mediante tecniche Elisamediante tecniche Elisa

• Analisi del DNA modificato mediante 
Polymerase Chain Reaction (PCR) per il 
rilevamento qualitativo e quantitativo 



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti

Analisi delle proteine
• tipo ELISA

• facile esecuzione

• rapidi

Analisi del DNA
• PCR
• elevate sensibilità e 

specificità
• rapidi

• poco costosi

• quantitativi

• sensibilità non elevata

• raramente applicabili su 
prodotti finiti

specificità
• applicabili ad alimenti 

finiti
• quantitativi
• costosi
• richiedono strutture di 

laboratorio adeguate



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti (2)

Fasi di una metodica PCR:
• estrazione del DNA

– massa del campione da omogeneizzare (≈ 30 g - 30 kg)
– massa del campione da analizzare (≈ 100 mg - 10 g)
– selezione del metodo di estrazione in funzione – selezione del metodo di estrazione in funzione 

dell’alimento:
• buona resa
• elevata purezza
• ridotta degradazione

• verifica della qualità e della quantità del DNA estratto:
– determinazione spettrofotometrica 
– Elettroforesi
– PCR real time



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti (3)

• amplificazione del DNA bersaglio

– PCR controllo efficienza estrazione DNA vegetale:
• bersaglio: sequenze specifiche della specie oggetto di analisi

– PCR screening (es. PCR p35S e terminatore NOS)

– PCR specifica– PCR specifica

– PCR quantitativa



Polymerase Chain Reaction (PCR))

Animazione PCR



Polymerase Chain Reaction (PCR))





Tipologie di PCR

• PCR “end point” • PCR real-time• PCR “end point” • PCR real-time



Allestimento PCR



Amplificazione DNA



Elettroforesi dell’amplificato



Rivelazione dell’amplificato



PCR : l’analisi dei risultati

• PCR ⇒ “end point”: 
analizza gli 
amplificati nella 
fase di plateau:fase di plateau:

• Fornisce poche 
informazioni su 
quantità e qualità 
del DNA



Nested PCR

� Maggiore specificità

� Maggiore sensibilità

Ladder

PCR I

PCR II



I punti critici
• Organizzazione dei laboratori

AREE DI PROVA 205 e 239

Preparazione reagenti, primer, master mixArea Area prepre-PCR-PCR

AREA DI PROVA 220

Estrazione DNA         Allestimento PCR1

AREA DI PROVA 221

Reazione di PCR1

Reazione di PCR2

AREA DI PROVA 221/A

Allestimento PCR2

AREA DI PROVA 210

Elettrofores i acidi nucleici

Aree PCRAree PCR

Area Area postpost-PCR-PCR



Tipologie di PCR

• PCR “end point” • PCR real-time• PCR “end point” • PCR real-time



Rivelazione aspecifica



Rivelazione specifica in fluorescenza

Reporter Quencher



Analisi multicomponente



Real Time: TaqMan

Saggio 5’-3’ esonucleasico

• Sviluppato dalla Applied 

Biosystems – principio della 5’
esonucleasi.

• Prevede un probe che ha due 

fluorocromi: un reporter ed un 

5’
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5’
5’
3’
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Primer

Reverse

Primer

Probe
NFQ MGBR

fluorocromi: un reporter ed un 

quencher.

• Sfrutta la capacità
esonucleasica in posizione  5’
della polimerasi per liberare il 

fluorocromo reporter.

• Il fluorocromo reporter liberato 

emette fluorescenza.
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Real Time: TaqMan
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Polimerizzazione completa
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PCR Real Time
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PCR real time: analisi quantitativa
Relazione tra ciclo soglia e quantità di DNA bersaglio

Ct = a log (n° copie DNA bersaglio) + b  con a < 0
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PCR Real Time



PCR Real Time
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Fasi della ricerca di OGM

1. Ricerca ingrediente (specie vegetale)

2. Screening GM2. Screening GM

3. Identificazione OGM 

4. Quantificazione OGM



Mais

•Nested PCR Zeina

•PCR adh, hmg, ssIIb, invertasi

1) Ricerca ingrediente (specie vegetale)

Mais

Soia

•PCR adh, hmg, ssIIb, invertasi

Nested PCR Lectina



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti 

• Per la soia: PCR lectinaPCR lectina

POSPOS

NegNeg

DNAdi soia DNAdi soia 

1) Ricerca ingrediente (specie vegetale)

POSPOS

2) SCREENING GM2) SCREENING GM

DNAdi soia DNAdi soia 
assente o assente o 

non non 
amplificabileamplificabile



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti

• Per il mais: PCR zeinaPCR zeina

NegNeg

DNA di mais DNA di mais 

1) Ricerca ingrediente (specie vegetale)

POSPOSDNA di mais DNA di mais 
assente o assente o 

non non 
amplificabileamplificabile

POSPOS

2) SCREENING GM2) SCREENING GM



2) Screening GM
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Costrutti genici di alcuni eventi di trasformazione



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti 

• Per la soia:

POSPOS

PCR 35SPCR 35S

PCR lectinaPCR lectina

NegNeg

DNAdi soia DNAdi soia 

NegNeg

Campione non Campione non 
GMGM

2) Screening GM

PCR NOSPCR NOS

DNAdi soia DNAdi soia 
assente o assente o 

non non 
amplificabileamplificabile POSPOS

3) Identificazione evento GM3) Identificazione evento GM

Campione GM ?Campione GM ?



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti

• Per il mais: PCR zeinaPCR zeina

NegNeg

DNA di mais DNA di mais 

POSPOS

PCR 35SPCR 35S

NegNeg

Campione non Campione non 
GMGM

NegNeg

2) Screening GM

DNA di mais DNA di mais 
assente o assente o 

non non 
amplificabileamplificabile

PCR 35SPCR 35S

PCR NOSPCR NOS

Campione GM ?Campione GM ?POSPOS

POSPOS 3) Identificazione 3) Identificazione 
evento GMevento GM



PCR Evento specifica PCR Evento specifica

P         sequenza codificante         TDNA Pianta DNA Pianta

OGM I

3) Identificazione evento GM

PCR Costrutto specifica

PCR Evento specifica PCR Evento specifica

P         sequenza codificante         TDNA Pianta DNA Pianta

OGM II



4) Quantificazione evento GM
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Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti 

• Per la soia: PCR lectinaPCR lectina

POSPOS

PCR 35SPCR 35S

NegNeg

DNAdi soia DNAdi soia 

NegNeg

Campione non Campione non 
GMGM

3-4) Identificazione e quantificazione OGM 

POSPOS
PCR NOSPCR NOS

DNAdi soia DNAdi soia 
assente o assente o 

non non 
amplificabileamplificabile

qPCR RRqPCR RRCampione GM ?Campione GM ? SogliaSoglia
0,9%0,9%



Metodologie analitiche per il 
rilevamento di OGM negli alimenti

• Per il mais:

qPCRqPCR

PCR zeinaPCR zeina

NegNeg

DNA di mais DNA di mais 

POSPOS

PCR 35SPCR 35S
NegNeg

Campione non Campione non 
GMGM

NegNeg
Campione GM ?Campione GM ?

3-4) Identificazione e quantificazione OGM 

Mais Mais 
VIETATOVIETATO

POSPOS

PCR Bt176PCR Bt176

PCR MON810

PCR T25

PCR StarLinkPCR StarLink

qPCRqPCR

POSPOS

Soglia Soglia 
0,5%0,5%

SogliaSoglia
0,9%0,9%

DNA di mais DNA di mais 
assente o assente o 

non non 
amplificabileamplificabile

PCR NOSPCR NOS

POSPOS

PCR Bt11

PCR GA21PCR GA21

PCR NK603



Stato di avanzamento dei dossier 
di validazione del CRL

http://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.htmhttp://gmo-crl.jrc.it/statusofdoss.htm


