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Obiettivi

Work- package 1

 Individuare e validare un sistema di amplificazione, in 
PCR real time, di un gene di riferimento per 
l’identificazione e quantificazione di specie ittiche 
per le quali esiste almeno un evento geneticamente 
modificato autorizzato o in corso di autorizzazione in 
paesi terzi

 Sviluppare o individuare e validare metodi PCR 
specifici e metodi basati su sequenziamento del DNA 
per l’identificazione di specie ittiche e terrestri 
presenti in matrici alimentari semplici e complesse



Work- package 2

Individuare il sistema più idoneo di amplificazione, in 
PCR real time, del gene di riferimento per 
l’identificazione e quantificazione della specie 
soia (Glycine max)

Obiettivi
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DNA barcoding

COI = cytochrome oxidase sub I 

COI region

E’  un sistema d’identificazione delle specie biologiche basato 
sulla caratterizzazione  di una determinata sequenza 
nucleotidica (marker)
Nel caso del regno animale il marker più diffuso è una porzione 
del gene mitocondriale della COI





Protocollo

 Amplificazione mediante PCR con primer 
universali

 Analisi della sequenza per identificazione 
della specie



Le specie sono identificate cimentando la loro sequenza di 
DNA barcode in un database internazionale dove sono 
depositate sequenze barcode di riferimento. 
Barcoding Of Life Data systems (BOLD) attualmente contiene 
195,012 species  



Risultati DNA barcoding

 Matrici: peli, prodotti alimentari preparati o 
trasformati, organi,  tessuti 

Sono state identificate:

      mammiferi (Rattus rattus ; Mus musculus ; Sus 
scrofa; Loxodonta africana; Vulpes vulpes); anfibi 
(Rana spp);  rettili (Natrix  natrix ); uccelli (Gallus 
gallus ; Anas platyrynchos); molluschi (Octopus 
vulgaris ; Amphioctopus spp); insetti (Megaselia 
spp; Aethina tumida) 



Identificazione di 
specie ittica  

Approcci:

 Identificazione morfologica

 Analisi delle proteine: isoelettrofocalizzazione

 Analisi del DNA:
real time PCR specie specifica
DNA Barcoding





Risultati DNA 
barcoding

Matrici: occhio, muscolo e pinna anale

La metodica è stata inoltre cimentata sulle seguenti 
specie: 

Merluccius capensis/paradoxus, Merluccius hubbsi, 
Gadus morhua, Spaurus aurata, Pangasius 
hypophtalmus/micronemus, Epinephelus 
marginatus, Neosalanx spp./Protosalanx spp., 
Mustelus asterias/mustelus, Lophius 
budegassa/piscatorius, Thunnus albacares e 
Lamna nasus, Dicentrarchus labrax, Hippoglossus 
hippoglossus (dichiarate in etichetta)
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I pesci GM saranno 
probabilmente i primi animali 
GM sul mercato europeo

Pesci geneticamente 
modificati



Salmone GM per uso 
alimentare

 AquAdvantage è  il nome commerciale di 
un salmone atlantico (Salmo salar) 
transgenico sviluppato da AquaBounty 
Technologies

 Cresce in metà tempo rispetto ad un 
salmone normale

Nelle uova è stato introdotto DNA che 
codifica per un ormone della 
crescita, che si è inserito stabilmente 
nel genoma
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Tipi di salmone 
d’interesse commerciale

 Salmone atlantico (Salmo salar)

 Salmone reale (Oncorhynchus tshawytscha)

 Salmone rosso (Oncorhynchus nerka)

 Salmone argentato (Oncorhynchus kisutch)

 Salmone rosa (Oncorhynchus gorbuscha)



Real time PCR

Dall’analisi della letteratura è stata identificata una 
metodica real time per la rilevazione del salmone 
atlantico e una per il salmone rosa , ampiamente 
impiegati nell’industria alimentare (Rasmussen-
Hellberg et al 2010). 

Tali campioni sono stati analizzati in doppio con 
metodica real time e tramite sequenziamento 
della citocromo c ossidasi 



DNA barcoding vs real time PCR

 Matrici testate: 
salmone affumicato
sushi
filetti di salmone surgelato

Specie identificate: 
Salmo salar 
Oncorhynchus gorbuscha

Corrispondenza tra i risultati ottenuti con le 
due metodiche



Salmone transgenico  ?

 Non è stato possibile effettuare analisi 
per l’impossibilità di reperire materiale 
GM



 Il sistema consente di distinguere correttamente 
le matrici biologiche di pollo, suino, bovino, 
suino, caprino,ovino, bufalino, equino, tacchino, 
coniglio topo e ratto

 prevede l’impiego di diverse sonde molecolari 
(probe), ciascuna specifica per una delle specie 
indagate, immobilizzate su di un supporto 
secondo 

Metodo per verificare l’identità 
tassonomica di prodotti carnei destinati 

al consumo umano ed animale



 I prodotti di PCR ottenuti dalle matrici 
alimentari vengono cimentati ed ibridati sul 
supporto dove, in seguito al legame con la 
sonda corrispondente, la loro presenza viene 
evidenziata attraverso una reazione 
enzimatica/colorimetrica. 

 L’identificazione della singola specie avviene 
sulla base della sua posizione sul supporto 
solido

Metodo per verificare l’identità 
tassonomica di prodotti carnei destinati 

al consumo umano ed animale





Work- package 2

Identificazione della specie 
soia (Glycine max)



Principali colture biotech



Identificazione della 
specie soia

 La legislazione Europea ha reso obbligatorio 
che il richiedente autorizzazione includa nel 
dossier il metodo per l’identificazione e 
quantificazione del nuovo evento GM e 
quindi anche il metodo per la rilevazione 
del gene endogeno

 Gene di riferimento: lectina, ma numerosi 
metodi per l’identificazione di specie
della soia
 Tecnica di elezione real time PCR



 CRA (Centro per la Ricerca e la Sperimentazione in 
Agricoltura) ha fornito 20 varietà appartenenti al 
genere Glicine max  (per un totale di 38 campioni)

 Sono state presi in esame 8 metodi real time per 
l’identificazione della soia che hanno come target 
una regione del gene lectina:

A) dal nucleotite 1224 al 1304 - amplicone 81 bp (Pauli et al 2001)
B) dal nucleotite 1267 al 1340 – amplicone 74 bp (EURL Validated method 40-3-2)
C) dal nucleotite 1340 al 1441 – amplicone 102 bp (EURL Validated method A5547)
D) dal nucleotite 1253 al 1333 – amplicone 81 bp ( Terry et al 2001)
E) dal nucleotite 1215 al 1332 – amplicone 118 bp (Shindo et al 2002)
F) dal nucleotite 1274 al 1332 – amplicone 59 bp (Pardigol et al 2003)
G) dal nucleotite 1208 al 1277 – amplicone 70 bp (Hird et al 2003)
H) dal nucleotite 1131 al 1311 – amplicone 181 bp (Waiblinger et al 2001)

Identificazione della 
specie soia 



Caratteristiche gene endogeno:

 Stabilità nel numero di copie

 Stabilità a livello di sequenza genica

La percentuale GM viene stabilità sulla base della 
percentuale soia GM/ specie soia (ingrediente)

Identificazione della 
specie soia 





Dal punto di vista della sequenza genica gli 8 metodi
Real time presi in esame sono equivalenti



...work in progress

 E’ in corso l’accreditamento della prova 
per l’dentificazione di specie ittica con la 
metodica del DNA barcoding

 Per ciò che concerne l’identificazione della 
soia, i metodi validati dal Laboratorio 
Europeo di Riferimento sono stati trasferiti e 
testati in PCR digitale 



 Quantificazione assoluta del numero di 
copie di target presente nel campione 

 Assenza di una curva di calibrazione 
(necessaria per la quantificazione in real 
time PCR)

PCR digitale: PCR di 
terza generazione 
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