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Alimenti
geneticamente
modificati
autorizzati
nell'Unione
Europea

GENETICALLY MODIFIED (GM) FOODS AUTHORISED IN THE EUROPEAN UNION

. POTENTIAL LEGAL
EVENT CROP |APPLICANT | TRAIT I DATE e
FOOD USES BASIS
Insect Soy foods. Soy
protection | foods include Dir.

1 GTS 40/3/2 |Soybean | Monsanto and soy beverages, [03.04.1996 [90/220/EEC
herbicide |tofu, soy oil. soy Art. 13
tolerance | flour, lecithin.

Insect Maize foods.
protection Maize foods Dir.

2 Bt 176 Maize Ciba-Geigy and include kernels, |23.01.1997 |90/220/EEC
herbicide | oil. maize flour, Art. 13
tolerance sugar, syrup.

. . Reg. (EC)
. Oilsee orbicide . co
3 | ToPAs 192 |O1eed | 4 ipy | Herbicide 24.06.1997 | 258/97 Art
rape ' tolerance <
. _ . o Rapeseed oil. Rea. (EC)
4 MS1 / RE2 Oilseed Pla_nt Genetic | Herbicide | products made 24.06.1997 ESHﬁ‘li’ Art
: rape Systems tolerance |ywith rapesced oil 5
may include
. _ i . fried foods, Reg. (EC)
5 MS1 / RFI O]hlr.c.cd Pla_]llt”C.ucm‘:tlc Hctbl]md-c baked products |24.06.1997 | 258/97 Art
rape Systems tolerance ||, 4 cnack foods. 5
. - Reg. (EC)
o Oilseed Herbicide oo ~comn
6 GT 73 Seee Monsanto - e 21111997 [ 258/97 Art
rape tolerance <
. Insect Maize Reg. (EC)
7 MON 510 Maize Monsanto . A b 06.02.1998 | 258/97 Art
protection derivatives. 5
These may -
— j]lt]wluldlc 1111;111“20‘ Reg. (EC)
8 T 25 Maize AgrEvo - © | o matze Hour, g 35 1998 [ 258/97 Art
: tolerance |sugar and syrup. <
Products made -
sect \T'ith.maizc . Reg. (EC)

9 Bt 11 Maize | Novartis (e | derivatives may g6 02,1998 | 258/97 Art

protection | include snack 5
foods, baked
foods, fried o
. : . Insect foods, N . ﬁCg LE( )
10| MON 809 Maize Pioneer protection | confectionary 23.10.1998 _bh_-kJ'P.- Art
5

and soft drinks.




Alimenti
geneticamente
modificati
autorizzati
nell'Unione
Europea

GENETICALLY MODIFIED (GM) FOODS AUTHORISED IN THE EUROPEAN UNION

EVENT

CROP

APPLICANT

TRAIT

POTENTIAL
FOOD USES

LEGAL

Falcon GS
40/90

Oilseed
rape

Hoechst /
AgrEvo

Herbicide
tolerance

Liberator L62

Oilseed
rape

Hoechst /
AgrEvo

Herbicide
tolerance

MSR/RF3

Oilseed
rape

Plant Genetic
Systems

Herbicide
tolerance

Rapeseed oil.
Products made
with rapeseed oil
may include
fried foods,
baked foods and
snack foods.

08.11.1999

08.11.1999

26.04.2000

Cotton

Monsanto

Herbicide
tolerance

Cotton

Monsanto

[nsect
protection

Cottonseed oil.
Products made
with cottonseed
oil may include
fried foods,
baked foods and
snack foods.

19.12.2002

19.12.2002

y [pPRF6Y/pREY3

Bacillus
subtilis

F. Hoffmann -
La Roche

Riboflavin

Vitamin B2

Svngenta

[nsect
resistance

Btll Sweet
maize

19.05.2004

No. 258/97
Art. 7

Maize

Monsanto

Herbicide
tolerance

Food and food
ingredients
derived from
NK603 maize

26.10.2004

Reg. (EC)
No. 258/97
Art. 7




Costrutto utilizzato nella soia Roundup
Ready

Costrutto PV-GMGTO4

Gy Sy Ly

F=E315a CPREPSTES Tronoa =SpltID aErplUlC Toasa CTF4EFSPS P=FE YV T-o&id IUrs T =78
CTrs s ZTr&

— e — - - —




Soia Roundup Ready

* Nel genoma della pianta risultano
inserite almeno 2 copie del gene

CP4EPSPS (tolleranza al glifosato)




Costrutti utilizzati nel mais Bt176

Costrutto pCIB4431 (derivato di pUC)




Mais Bt176 geneticamente modificato

* La pianta produce la proteina tossica
per la piralide

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




Costrutto utilizzato nei mais Bt1ll e Bt10

Costrutto pZ01502 (derivato di pUC)




Mais Bt11 geneticamente modificato

* La pianta produce la proteina tossica
per la piralide

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

* Non risulta integrato il gene b/a
(resistenza alle penicilline), presente
invece in Bt10




Costrutto utilizzato nel mais T2b

Costrutto p35S/Ac (derivato di pUC)




Mais T25 geneticamente modificato

* Nel genoma della pianta risulta
inserita 1 copia intera del gene pat
(tolletanza al glufosinato) ed 1 copia
parziale del gene b/a (resistenza alle
penicilline)




Costrutto utilizzato nel mais MON810

Costrutto PV-ZMBKOQO7 (derivato di pUC)




Mais MONB810 geneticamente modificato

* La pianta produce la proteina tossica
per la piralide

* Nel genoma della pianta e stata
inserita 1 copia del gene CryIAb

* Non risulta integrato il +-NOS
presente nel costrutto




Costrutto utilizzato nel mais NK 603

Costrutto PV-ZMGT32L
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Mais NK603 geneticamente modificato

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




Costrutto utilizzato nel mais GA21

Frammento del costrutto pDPG434




Mais GA21 geneticamente modificato

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




Metodi analitici per la ricerca di OGM

» Analisi delle proteine modificate
mediante 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 Analu5| del DNA

* tipo ELISA
- facile esecuzione
* rapidi
* poco costosi
* quantitativi

PCR

- elevate sensibilita e

specificita

- applicabili ad alimenti

finiti

* quantitativi




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

Fasi di una metodica PCR:

massa del campione da omogeneizzare (= 30 g - 30 kqg)
massa del campione da analizzare (= 100 mg - 10 g)
selezione del metodo di estrazione in funzione
dell'alimento:

- buona resa

- elevata purezza

* ridotta degradazione

determinazione spettrofotometrica
Elettroforesi
PCR real time




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

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 quantitativa




Polymerase Chain Reaction (PCR)

Fis



Polymerase Chain Reaction (PCR)

dth cvele

wanted gene

Exponential amplification
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Log |DNA|

Plateau
Lithidium-Ceel
Linear detection

Variable vield

Laponential
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Tipologie di PCR

(CR“end@ e PCR real-time




Allestimento PCR




Amplificazione DNA




Elettroforesi dell'amplificato




Rivelazione dell'amplificato




PCR : I'analisi dei risultati

* PCR = "end point™:

analizza gli W

amplificati nella
fase di plateau:

» Fornisce poche
informazioni su
quantita e qualita |
del DNA =2 1% I T 1T 1 ¥




Nested PCR

W <+ Maggiore specificita
<+ Maggiore sensibilita




I punti critici

Organizzazione dei laboratori

AREE DI PROVA 205 e 239

Preparazione reagenti, primer, master mix

SN ABIER (Vasen) AREA DI PROVA 221/A
Estrazione DNA AllestimentoPCR1 :
Allestimento PCR2

AREA DI PROVA 221
Reazione di PCR 1

Reazione di PCR2




Tipologie di PCR

e PCR "“end point” @{ real—@




Rivelazione aspecifica

SYBR® green Dye

Lioubda siramdod LM
Bindiryy Dhye

SYBR Green detection 1

Denaturation. When the OMAGs denaturated, the
SYWBR Green 1 dye is released and fluorescence
iz drastically reduced.

5‘1-‘1 "u“EN

S¥BR Grurul""i'

SYBR Green detection 3

Palymerization. Ouring estention, primers anneal
and PCR product is genergted.

SYBR Green detection 2

Palymerzation. Ouring extention, pimers anneal
and PCR product is generated.

SYBR Green detection 4

Palymerzation completed. When polymenzation
iz complete SYBR Green 1 dye binds to the
double stranded product, resulting in a net
inzrease in fluorescence detectad.




Rivelazione specifica in fluorescenza

FRET - Frequency Transfer

—¥ - Quencher
Py LS~




Analisi multicomponente

. ThIRA

BALKGROUND

fluorescence intensity




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'
esonucleasi.

Prevede un probe che ha due
fluorocromi: un reporter ed un
quencher.

Sfrutta la capacitd
esonucleasica in posizione 5’
della polimerasi per liberare il
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.

Saggio 5’-3’ esonucleasico

5
Reverse
Primer




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'

esonucleasi. Saggio 5’-3’esonucleasico

Prevede un probe che ha due
fluorocromi: un reporter ed un
quencher. Forward

Primer

Sfrutta la capacita P

esonucleasica in posizione 5° 5 g
della polimerasi per liberare il rimer
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'

esonucleasi. Saggio 5’-3’esonucleasico

Prevede un probe che ha due

fluorocromi: un reporter ed un
Probe

quencher. ‘g;;v?vearfd @D
Sfrutta la capacita =

esonucleasica in posizione 5’ |
della polimerasi per liberare 1l erimer
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.




Real Time:

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'
esonucleasi.

Prevede un probe che ha due
fluorocromi: un reporter ed un
quencher.

Sfrutta la capacita
esonucleasica in posizione 5’
della polimerasi per liberare il
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.

TagMan

Saggio 5’-3’esonucleasico

Forward “ \~PL°be

Primer \ /

3' 5
Attivita esonucleasica 5'-3’

S 3

—— 5 ’
Reverse
Primer

Spostamento e Taglio




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'

esonucleasi. Saggio 5’-3’esonucleasico

Prevede un probe che ha due ;”
Forward \~PL°be

fluorocromi: un reporter ed un
quencher. , — —
Primer N\

o, 5 ,
Sfrutta la capacita % - —
) Attivita esonucleasica 5’-3

esonucleasica in posizione 35 EEE——————————— %

Reverse

della polimerasi per liberare il Primer
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'

esonucleasi. Saggio 5’-3’esonucleasico

Prevede un probe che ha due

fluorocromi: un reporter ed un N
..@
quencher. Forward ——

Primer

5, 5 ,
Sfrutta la capacita % - —
) Attivita esonucleasica 5’-3

esonucleasica in posizione 5 — . ?
Reverse

della polimerasi per liberare il Primer
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'
esonucleasi.

Prevede un probe che ha due “
\~P~r'obe

Saggio 5’-3’esonucleasico

fluorocromi: un reporter ed un

quencher. Forward — =
Primer N\

5, 5 ,
Sfrutta la capacita f - —
) Attivita esonucleasica 5’-3

esonucleasica in posizione 5 9
Reverse

della polimerasi per liberare il Primer
fluorocromo reporter.

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.




Real Time: TagMan

Sviluppato dalla Applied
Biosystems - principio della 5'
esonucleasi.

Prevede un probe che ha due “
Forward \J:L'Obe

Saggio 5’-3’esonucleasico

fluorocromi: un reporter ed un

quencher. —

Primer N\

Sfrutta la capacita 3

esonucleasica in posizione 5’ 5 g
c - c 3 Reverse

della polimerasi per liberare il Primer

fluorocromo reporter. Polimerizzazione completa

Il fluorocromo reporter liberato
emette fluorescenza.




PCR Real Time
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Curva di amplificazione

Plateau
\\

\

Threshold

Base line




PCR real time: analisi quantitativa

Relazione tra ciclo soglia e quantita di DNA bersaglio

Ct = a log (n° copie DNA bersaglio) + b cona<0

Cicli di amplificazione




PCR Real Time

Setupl Instrument  Results

Amplification Plok
1.000 E+1 Amplification Plot

1.000 E1

&
41 000 B2

1.000 B3

1.000 B4

1.000 E45

al
5 10 a0 25
Cycle

Detector:[transgenico = | Plot:|aRn vs. Cycle | Threshold:| 0.11558276




PCR Real Time

TC1507 System
y =-3,196x + 37,625

R% =0,9984
CALIBRATORI

— 7/ \°\
| —

CAMPIONE
INCOGNITO

2,00




Fasi della ricerca di OGM

1. Ricerca ingrediente (specie vegetale)
2. Screening GM

3. Identificazione OGM
4. Quantificazione OGM




1) Ricerca ingrediente (specie vegetale)

eNested PCR Zeina




Metodologie analitiche per il
rilevamento di OGM negli alimenti

1) Ricerca ingrediente (specie vegetale)

e Per la soia: PCRllecTina
Neg \
DNAdi soia OO © POS

assente o
nhon
amplificabile

2) SCREENING 6M




Metodologie analitiche per il
rilevamento di OGM negli alimenti

1) Ricerca ingrediente (specie vegetale)

e Per il mais: PC'T zeina
Neg
(@)
DNA di mais Q = POS

assente o
nhon
amplificabile

2) SCREENING GM




2) Screening GM

Promotore 35S

Terminatore NOS

@ P-35S
B batterici
O P-nos
O P-FMV
B P-Ssu
@ P-TA29
| altri
Ond

@ T-35S
B T-nos

O batterici
OT-EQ

W T-ocs

= T-tml

W altri

Ond I




Costrutti genici di alcuni eventi di trasformazione

RoundupReady (different CTP in different GMQO)

P-35S CcTP EPSPS _

Bt11 maize geneconstrukt 1
PAT/BAR TNOS

Bt11 maize geneconstrukt 2

pass | 1vse  EENCEYAGIIEES0SE

T25 Liberty link maize
P-358 PAT/BAR
Bt176 maize geneconstrukt 1

verc RSO vso [ 1E5S

Bt176 maize geneconstrukt 2

coPK  IIIINCRVAGII vso T35S

Bt176 maize geneconstrukt 3
P-358 PAT/BAR T-358

Mon810 MaisGard

P35S hspzoint [ CRYIA(D) 1 EENOSH




Metodologie analitiche per il
rilevamento di OGM negli alimenti

2) Screening GM

e Per la soia:

PCR lectina

Neg

DNAdi soia
assente o
non
amplificabile

0©°°

POS

| PCR 355 ] Neg

PCR NOS

POS

3) Identificazione evento GM




Metodologie analitiche per il
rilevamento di OGM negli alimenti

2) Screening GM

e Per il mais:| PCR zeina Ne
| 9 .
Neg POS

! Neg
© PCR 35S

DNA di mais O © POS

assente o ]
non PCR NOS
amplificabile . X ®

POS 3) Identificazione

evento GM




3) Identificazione evento GM

PCR Evento specifica
A

OGM 1

PCR Evento specifica

A

f \ f \
DNA Pianta sequenza codificante DNA Pianta
— ——

PCR Costrutto specifica

—A—

I_h\

DNA Pianta sequenza codificante DNA Pianta
\ J \ J

Y
PCR Evento specifica

Y
PCR Evento specifica

OGM I1




4) Quantificazione evento GM

Setup | Instrument  Results
Amplification Plot

1000 E+l Amplification Plot

1.000 E-1

&
41 000 B2

1.000 B3

1.000 E-4

1.000 E-5

r
] 10 20 25
Cycle

Detectar:ftransgenico x| Plat:aRn vs. Cycle x| Thresheld:| 0115582786




4) Quantificazione evento GM

TC1507 System
y =-3,196x + 37,625

R% =0,9984

CALIBRATORI

—

|

CAMPIONE
INCOGNITO

2,00




Metodologie analitiche per il
rilevamento di OGM negli alimenti

3-4) Identificazione e quantificazione OGM

e Per la soia:

PCR lectina

Neg

DNAdi soia
assente o
non
amplificabile

POS

| PCR 355

1 PCR NOS

Neg

POS

Soglia
0,9%




Metodologie analitiche per il
rilevamento di OGM negli alimenti

3-4) Identificazione e quantificazione OGM

e Per il mais: PC'T At
Neg | POS \
© PCR 35S
DNA di mais Y O © qPCR
assente o
hon PCR NOS
amplificabile 1 PCR Bt176 POS
R Soglia
- PCR Bt11 0.9%
' PCR T25
POS ' PCR MON810
PCR NK603
R Soglia
PER AL mm==D>| P32,

ais ' EEITE

VIETATO




Stato di avanzamento dei dossier
di validazione del CRL

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




