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Definizioni: OGM

“un organismo, diverso da un essere
umano, il cui materiale genetico é stato
modificato in modo diverso da quanto
avviene in natura con l'accoppiamento
e/o la ricombinazione genetica naturale”

Direttiva 2001/18/CEE

Articolo 2 — paragrafo 1

DIRETTIVA 2001/18/CE DEL PARLAMENTO EUROPEO E DEL CONSIGLIO
del 12 marzo 2001

sull'emissione deliberata nellambiente di organismi geneticamente modificati ¢ che abroga la
direttiva 90/220/CEE del Consiglio

Definizioni: OGM

Tecniche di modificazione genetica di cui all'articolo 2, paragrafo 2, lettera a:

tecniche di ricombinazione dell'acido nucleico che comportano la formazione di nuove
combinazioni di materiale genetico mediante inserimento in un virus, un plasmide
batterico o qualsiasi altro vettore, di molecole di acido nucleico prodotte con qualsiasi
mezzo all'esterno di un organismo, nonché la loro incorporazione in un organismo
ospite nel quale non compaiono per natura, ma nel quale possono replicarsi in
maniera continua;

tecniche che comportano l'introduzione diretta in un organismo di materiale
ereditabile preparato al suo esterno, tra cui la microiniezione, la macroiniezione e il
microincapsulamento;

fusione cellulare (inclusa la fusione di protoplasti) o tecniche di ibridazione per la
costruzione di cellule vive, che presentano nuove combinazioni di materiale genetico
ereditabile, mediante la fusione di due o piu cellule, utilizzando metodi non naturali.”

Direttiva 2001/18/CEE Allegato 1A — parte 1




Definizioni: NON OGM

ESPLICITAMENTE ESCLUSI DAL CAMPO DI APPLICAZIONE

1. fecondazione in vitro;

2. processi naturali, quali la coniugazione, la trasduzione e la trasformazione;
3. induzione della poliploidia.

Direttiva 2001/18/CEE Allegato 1A — parte 2

4. la mutagenesi;

5. la fusione cellulare (inclusa la fusione di protoplasti) di cellule vegetali di
organismi che possono scambiare materiale genetico anche con metodi di
riproduzione tradizionali.

Direttiva 2001/18/CEE Allegato 1B

a condizione che non comportino I'impiego di molecole di acido nucleico ricombinante

Tecniche “classiche” di
produzione degli OGM

1972: clonazione di gene
di ranain un batterio

1974: Moratoria
sull’utilizzo della
ricombinazione genetica

Stanley Cohen and Herb Boyer were the first to
suceessfully Insert the genetic materlal from
one species into anather to bring about hetero-

e e (Conferenza di Asilomar)

1976: Linee guida (NIH)




L'INGEGNERIA GENETICA E GLI

OGM

Le tecniche di ingegneria genetica consentono il trasferimento
orizzontale di materiale genetico da un organismo donatore ad un
organismo ricevente senza vincoli di appartenenza tassonomica

Microrganismo Microrganismo
Animale nimale
Vegetale s \/egetale

Piante geneticamente

modificate

MiCrorganismo s

Animale }Vegetale

Vegetalem=




ol Piante transgeniche di prima

->

CROGM generazione

Miglioramento delle caratteristiche
agronomiche:

Aumento della resistenza agli insetti
Tolleranza agli erbicidi

Aumento della resistenza alle malattie

ol Piante fransgeniche di seconda e

->

CROGM terza generazione

Miglioramento delle caratteristiche agronomiche,
qualitative, nutrizionali, farmacologiche:

Resistenza a siccita, appassimento
Capacita di fissare I'azoto

Crescita in suoli con elevata salinita, acidita, alte concentrazioni di
boro o alluminio

Ritardata maturazione dei frutti MAI
Ridotta allergenicita COMMERCIALIZZATE
Proprieta integrative della dieta

Valenze nutrizionali o terapeutiche




L'INGEGNERIA GENETICA E GLI

OGM

(oar Le tecnhiche di trasformazione

1° passo: preparazione del
costrutto di DNA da impiegare
nella trasformazione

1) Scelta della/e
sequenza/e di DNA e taglio

i i izi
con un enzima di restrizione . Ls/_’ C‘\t
. . L | assetta
2) Taglio del plasmide con lo / Genica

stesso enzima di Vettore plasmidico

.. .. 4 =
restrizione per generare y "\\% »
estremita compatibili u
3) Inserimento di una o pil 5

"Cassette Geniche" O
4) Ligazione | Costrutto = plasmide +cassetta genica |




1° passo: preparazione del

costrutto di DNA da impiegare
nella trasformazione

| e
Inserimento cassette geniche

[—]
—
e

plasmide nuovo costrutto genico

oltre alla cassetta genica contenente la regione di DNA di interesse agronomico
(es. resistenza ad alcuni insetti) occorre inserire nel costrutto altre due
cassette:

(1) una contenente DNA che, ad esempio, conferisce resistenza ad un
antibiotico attivo sui batteri;

(2) una contenente DNA che, ad esempio, conferisce resistenza ad un secondo
antibiotico per la selezione delle cellule vegetali trasformate

TRA POCO VEDREMO A COSA SERVONO.....

2° passo: amplificazione del

costrutto

UNA VOLTA CHE E STATO CREATO IL COSTRUTTO
GENICO OCCORRE PRODURNE UN NUMERO ELEVATO
DI COPIE INSERENDOLO IN BATTERI CAPACI DI
“AMPLIFICARLO"...

Tutto cio si definisce
CLONAGGIO




CLONAGGIO E SELEZIONE, RISPETTO AL
PRIMO ANTIBIOTICO (1), DELLE CELLULE

BATTERICHE TRASFORMATE

O
W * ngo O - =
Batteri costrutti genici

|=t—t-e=_=1

Bactenia platted on medium
_ _ _ K + antibiotic

Solo i batteri trasformati sopravvivono alla i
selezione (e si moltiplicano) grazie alla cassetta e —
per la resistenza all’antibiotico (1) inserita Only bactodid contrnivg

’: . recomnbinant DA grow
all'interno del costrutto genico che hanno Culture |
incorporato DN

tion
pu.riﬁc_ah Ogo

3° passo: trasferimento

nell’organismo ricevente

%" DOPO AVER PREPARATO IL DNA CON CUI %"

€%  EFFETTUARE LA MODIFICAZIONE G
prs GENETICA prs

@& ED AVERNE OTTENUTO UN GRAN @&

Qé?.z) NUMERO DI COPIE OCCORRE Q’e?.z)
4 TRASFERIRLO NELL’OSPITE <o

2
el el
(e} 0‘/ (e} 0‘/




METODICHE DI TRASFORMAZIONE

DELLE PIANTE

L’'inserzione di un tratto di DNA estraneo (costrutto
genico) nel genoma di una pianta puo avvenire secondo
diverse modalita:

eAgrobacterium tumefaciens

. . . o o Agrobacterium-
eMetodi biolistici medsia
eElettroporazione

Fonte: BATS (Centre for Biosafety Assessment, Technology and
Sustainability), Switzerland

TRASFERIMENTO DIRETTO DI DNA

Elettroporazione

(1) E necessario eliminare la parete di cellulosa
delle cellule vegetali (cellulasi fungine) per

ottenere i protoplasti = =
'
(2) | protoplasti in sospensione insieme ai
costrutti di DNA vengono sottoposti ad impulsi
elettrici ad alto voltaggio v

(3) Dopo elettroporazione i protoplasti -
vengono fatti crescere in colture tissutali con
specifici livelli di fitormoni prima di procedere
alla selezione della piantina transgenica

e

Es. mais Bt11, T25, riso LRICEO6




TRASFERIMENTO DIRETTO DI DNA

Non e sempre facile rigenerare piante
intere da protoplasti...

...e possibile allora ricorrere al
bombardamento di cellule con pareti
intatte mediante la tecnica
BIOLISTICA

TRASFERIMENTO DIRETTO DI DNA

bombardamento con microparticelle

Particella d’oro o
tungsteno
(d~1pm) rivestita
con il costrutto
da inserire

—_Yen
Bi stopping plate

Possibili bersagli , target cells
. Foglie intatte
. Chicchi

. Sospensioni di cellule embrionali

Es. mais Bt176 e soia RR




TRASFERIMENTO MEDIATO DA

Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens in natura:
i tumori della galla del colletto

W

- ﬁ%
V_ /. “j T,DV‘NA Chromosoma
A
W

S AR

-, Agrobactenium i
tumefaciens Transformed
plant cell

(a) (b) (c)

TRASFERIMENTO MEDIATO DA

Agrobacterium tumefaciens

L’Agrobacterium tumefaciens,
il“plasmide Ti” ed il “T-DNA”

1
e / ]
T

E T

e sy Tumor Inducing plasmids (200 kb)

. Nopaline plasmids

- - =2

. Octopine plasmids
. Agropine plasmids

. Ri plasmids

Origin of repiication




TRASFERIMENTO MEDIATO DA

Agrobacterium tumefaciens

¢ L'induzione dei geni vir induce la formazione di una copia a singolo filamento del
T-DNA, T-strand. Il T-strand, complementare al filamento codificante del T-DNA, si
forma ad opera di due endonucleasi specifiche per LB e RB: VirD1 e VirD2. Queste
rimangono attaccate all'estremita’ 5' del filamento. In seguito alla ricostituzione
del filamento complementare del T-DNA, ad opera del sistema di riparo della
cellula batterica, si excide un filamento ss del T-DNA con la proteina VirD2
attaccata all'estremita' 5' che le conferisce una polarita'.

e || T-strand viene immediatamente ricoperto da ss-binding proteins codificate da
VirE che proteggono il T-strand dall'attacco di proteasi e gli conferiscono una
forma bastoncellare che ne facilita lI'ingresso nella cellula vegetale utilizzando un
pilus formato dall'assemblaggio di proteine codificate dal locus VirB.

TRASFERIMENTO MEDIATO DA

Agrobacterium tumefaciens

¢ L'intero processo di attraversamento del canale richiede energia probabilmente
fornita dall’attivita' ATPasica di VirB4 e/o VirB11

e La traslocazione del complesso-T al nucleo sembra essere mediato sia da VirD2
che da VirE2. Entrambe le proteine, infatti, presentano Nuclear Localization
Signals (NLS) funzionali. Dopo aver raggiunto la membrana nucleare, il
complesso-T entra nel nucleo e, una volta dentro il nucleo, il T-strand si integra
casualmente nel genoma vegetale con un meccanismo in gran parte sconosciuto,
che sicuramente coinvolge numerose proteine vegetali e, forse, Vir D2 e VirE2.




TRASFERIMENTO MEDIATO DA

Agrobacterium tumefaciens

ipotesi di meccanismo di trasferimento in natura
del “T-DNA” del plasmide Ti

Integration of T-DNA

Chromatin

cell wall Plant cell

T-DNA transfer into the Plant’s Genome

Adapted from Zupan ot al 2000

TRASFERIMENTO MEDIATO DA
Agrobacterium tumefaciens

IL VETTORE BINARIO

T-DNA region removed T-DNA region %
y ////:::::;1_

v 4

Vector with virulence region Vector with T-region

i

Virulence region

Origin of replication

Origin of replication
LB I Gene/i d’interesse Marcatore/i di selezione I RB
—_—

* T-DNA ingegnerizzato




Riepilogo trasformazione con
Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens I
T-DNA carrier
O introdotto con il

Sito di reinserito in un I batterio selezionato
- batterio 0. °.
restrizione & impiegato per
introdurre il T-DNA
carrier nei cromosomi ) Le cellule
T-DNA di cellule vegetali vegetali
Plasmide @, 4~ Sonofatte
(1 X1 plasmide & rimosso ricombinante SRR Egle:sges&n
dal batterio ed il T- terreni di
DNA tagliato con un selezione
enzima di restrizione © I DNA scelto & inserito
f nel T-DNA del !
plasmide @ Daun clone cellulare selezionato
Il DNA scelto (sequenza d’interesse e si genera una pianta; tutte le sue
sequenza/e per selezione) & tagliato cellule hanno inserito il tratto di
con lo stesso enzima DNA “estraneo” e possono

= BENJAMINFGUMMINGS

(4] Il plasmide DNA scelto

viene

esprimerlo

©e
0-0,

SELEZIONE ASSISTITA DELLE PIANTINE
“EVENTO DI TRASFORMAZIONE”
MEDIANTE APPOSITI MARCATORI




SELEZIONE ASSISTITA SU TERRENI
ANTIBIOTATI

Ghimire et al, African Journal of Biotechnology Vol. 10 (13), pp. 2430-2439, 28 March, 2011

PERCENTUALE DI PIANTE GM IN RELAZIONE Al
MARCATORI DI SELEZIONE POSSEDUTI

70
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50 -
401
301

o 1995
m 2003

20

nptll (%) bla (%) aad (%) *  GUS (%) **

Fonte: BATS (Centre for Biosafety Assessment, Technology and Sustainability), Switzerland

* amminoglicosil-adenil-transferasi — resistenza a sulfamidici

** p-glucuronidasi — gene reporter




ALTRI MARCATORI DI SELEZIONE PER

PIANTE GM

Sistema GUS * Sistema Luciferina-Luciferasi

Luciferase

* b-glucuronidasi

UN SISTEMA PER ELIMINARE IL
MARCATORE DI SELEZIONE

B ¢
g larget 7 sel ¥ u u -

Ll

Sistema CRE-LOX

(mais LY038: Contenuto
elevato di Lys per
I"allevamento di maiali e

oF
. . g larget \V sel 7 R-B
polli - gene rimosso nptll) ——
sel
-
LB target 7/ RB LB Cre RB

Dale et al (1991) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 88:10558-10562 / segegation of loci \
i— to different progeny

¥ -
Choose target Cre progeny




e Genetically Modified Organism
2 single events

event I

o Genetically Modified Organism
"CROGM 1 double stacked event

Double stacked event i!

_ coding sequence —
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CARATTERISTICHE IMPORTANTI PER UN

“EVENTO DI TRASFORMAZIONE”

. Stabilita d’integrazione e di espressione del “nuovo DNA” nel
genoma ricevente

. Assenza di alterazioni strutturali e funzionali a carico del genoma
ricevente dopo l'inserimento del “nuovo DNA”

. Definizione del numero preciso di copie del “nuovo DNA”
integrate nel genoma ricevente

. Possibilita di regolazione spaziale e/o temporale dell’espressione
del “nuovo DNA” nel genoma ricevente (casi particolari)

DIFFUSIONE DELLE COLTURE GM NEL

MONDO

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996-2010)

160 9~ Total Hectares W 29 Biotech Crop Countries

== Industrial A
& Developing G

140 —

120 =

100 —

80 —

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

A record 15.4 million farmers, in 29 countries, planted 148 million hectares (365 million acres)

in 2010, a susiained increase of 10% or 14 million heclares (35 million acres) over 2009,

Source: Clive James, 2010.

Clive J, ISAAA; 2010




Global Adoption Rates (%) for Principal
Biotech Crops (Million Hectares, Million Acres), 2010 ..

M Acres
445 180
395 160

O Conventional
346 140 E Biotech
296 120

247 90
198
148
99

0

81% 64% 23%
Soybean Cotton Canola

Source: Clive James, 2010

PIANTE GM

cotone




Obiettivi principali della legislazione

europea sugli alimenti e mangimi GM

1. Protezione della salute umana e del benessere animale;

2. Garantire procedure armonizzate per la valutazione del rischio e
I'autorizzazione alla commercializzazione di alimenti e mangimi
OGM nellUE secondo criteri di efficienza e trasparenza (45 mesi
c.a.).

3. Garantire una chiara etichettatura di alimenti e mangimi GM al fine
garantire la liberta di scelta dei consumatori e degli allevatori.

Normativa UE su OGM

Tracciabilita

Autorizzazione

Etichettatura




Quadro normativo alimenti e

mangimi OGM

1990 1997 1998 2001 2003 2007

Dir. 98/81/CE L
Impiego confinato MOGM

|

- - . Low level Presence
Alimenti e mangimi GM (LLP)

REG. CE 1829/2003 REG. UE 619/2011
REG. CE 1830/2003

Dir 2001/18/CE Produzioni biologiche
x Novel Food Modifica/ REG. CE 834/2007

Abrogazione

Impiego confinato di MOGM
—> ed emissione deliberata
nelllambiente di OGM

Direttiva 2001/18/CE

sull’emissione deliberata di OGM nell’lambiente

« Rilascio sperimentale di OGM nell'ambiente (parte B)

e Immissione di OGM sul mercato: coltivazione, importazione,
trasformazione (parte C)

e abrogazione della Dir. 90/220/CE

» Definizione di OGM

* Metodologia e principi per la valutazione del rischio ambientale;

» Obbligatorieta di etichettatura e tracciabilita dei prodotti OGM a tutti i livelli di
commercializzazione;

» Obbligatorieta del monitoraggio post-marketing, valutazione degli effetti a
lungo termine del rilascio nellambiente;

» Durata delle autorizzazioni di 10 anni e procedure per il rinnovo;

» Pubblicita delle informazioni: coltivazioni e mercato di OGM in UE

European Commission

Joint Research Centre

Institute for Health and Consumer Protection

Deliberate releases and placing on the ELU market of http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/

Genetically Modified Organisms - GMO Register




Regolamento (CE) N°1829/2003

relativo agli alimenti e ai mangimi geneticamente modificati

Si applica ad alimenti e mangimi geneticamente modificati;

Definisce le procedure comunitarie per I'autorizzazione e vigilanza degli
alimenti e mangimi geneticamente modificati;

Definisce le norme per |'etichettatura degli alimenti e mangimi
geneticamente modificati.

Principio “one door — one key”: il notificante puo chiedere I'autorizzazione
per tutti gli scopi (produzione di alimenti e mangimi, importazione,
prodotti industriali e coltivazione ).

Etichettatura obbligatoria per alimenti e mangimi GM,
indipendentemente dalla rilevabilita del DNA e delle proteine.

Soglia di tolleranza dello 0,9% rispetto all’ingrediente! (purche la
contaminazione sia accidentale o tecnicamente inevitabile)

Il notificante fornisce metodi e materiali di riferimento per EURE.

' ope . European Union Reference Laboratory
I'identificazione. for GM Food & Feed

Regolamento (CE) N°1829/2003

relativo agli alimenti e ai mangimi geneticamente modificati

Procedura di autorizzazione (articoli 5,6, 7)

Ente valutazione
alimenti Stato \embro

autorita
competente Stato
Membro

Richiedente

autorita
2§S0I1?;ite Laboratorio
".j Comunitario di

Valutazione

riferimento

pubblico R B —

rischic,

ambiergale Validazione

metodo di
rilevazione

Vglutazione
sicitezza
alimentd*~,

el

Sintesi
del

AUTORITA EUROPEA
PER LA SICUREZZA
ALIMENTARE (EFSA)

dossier

Commissione Europea ——

Progetto di decisione

Altri Stati Membri entro 3 mesi

|
|
| :
piololmest ! Comitato permanente per

| la catena alimentare e la
salute degli animali

UE 45 mesi (importazione)
Canada 30 mesi

Brasile 27 mesi

USA 25 mesi

PARERE:

v

***** €onsiglio dei Ministri

Escluso informazioni riservate




Regolamento (CE) N°1829/2003

relativo agli alimenti e ai mangimi geneticamente modificati

Registro Comunitario degli alimenti e dei mangimi GM
http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm

C ity register of ically lified food and feed.

Organisations

Transformation

Unigue ID,

Company

Genetically modified cotton

Genes Introduced / Characteristics

Authorized use

Authorization Expiration
Date

Details

Codex
OIE

Import Conditions:
Pets and Animal
Welfare
Enlargement

Cotton  [Genetically modified cottan that contains: Food produced fromm Agreements
(MON1445) MON1445 cottan 18/12/2011
lcp4 epsps gens inserted to confer talerance to the (eottansead ail)
- 5
HON-B14452 harbisids glyphorats Food sdditives produced | Renswsl of ssthansstion | __
Monsanto from MON1445 cottan L0
Feed produced fram GM Register
MGNL445 cotton (feed | kenewal of authorisation et o)
raaterials and feed ongaing
additivas) .
Cotton _ [G=netically modifiad cotton that contains: Food additives produced | o oo ALtiar I =ed proticte
(MON15985) fram MON-15985-7 en=wsl of authorisation
fry 1Ac and cry2Ab2 genes inserted to confer insect-| catton ongaing Cotton (MOH1445)
- - i i i et Cotton (MON15985]
MON-15985-7 fresistance highly selective in contralling Lepidop Fond Praduced from 0N & T EMOIHS"BS)J(
Monsanto 15985 cottan (Fzed | Renawal of authorization "
rnaterisls and feed i MOH1445)
additives] Cotton (MOH531)
Cotton [genetically modified cottan that contains: Food additives produced Cotton (MON531 x
(MON159%5 x o o sae Reneusl of authorisation MON1445 )
MON1445) [y 1Ac and cry2Ab2 genes inserted to confer insect-| MON1445 cotton angaing Maize (Bt11)
resistance highly selective in contralling Lep aa Maize (DAS1507)
MON-15985-7 xfinsacts Feed produced fram AQ e (G‘m )
MONLS355 x MON1445 | Renewal of authorisation el CAT)
lcpd epsps gens inserted to confer talarancs to the cotton [feed materials ongoing e ey R
Monsanto _|herbicide alyphozats and feed additives) Maize {MONBE3)
Cotton [Genetically modified cotton that contains: Food produced from MO Maize {MONB63 x
(MON531) 531 cotton (cottonseed 18/12/2011 HK§03)

Regolamento (CE) N°1829/2003

relativo agli alimenti e ai mangimi geneticamente modificati

Registro Comunitario degli alimenti e dei mangimi GM

http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm

e

N. aut. 3
N. rit. 3

N. aut. 1

N. aut. 1




Regolamento (CE) N°1830/2003

tracciabilita ed etichettatura di organismi geneticamente modificati

Tracciabilita: la capacita di rintracciare OGM e prodotti ottenuti da OGM in
tutte le fasi dellimmissione in commercio attraverso la catena di
produzione e di distribuzione (art.3).

SCOPI:

» Controllo e verifica dell'etichettatura;

e monitoraggio dei potenziali effetti sulla salute e sul’ambiente

e garantire il tempestivo ritiro dal mercato di prodotti costituiti o derivati da
OGM nel caso emergano rischi per la salute o per I'ambiente.

Il regolamento elenca gli adempimenti documentali che gli operatori
devono ottemperare per garantire la tracciabilita degli OGM

At all subsequent stages of the
. = placing on the market,
Biotech & Breeding . N . .
(Insfitutions/Companies) information received is
transmitted to the operators
receiving the products

At the first stage of the  Food Processors
placing on the market,

information is fransmitted

to the operator receiving

the product

&~
Consumer




Etichettatura

“contiene farina prodotta da mais geneticamente

modificato”

“contiene soia geneticamente modificata”

“potrebbe contener icamente modificati”

“

eticamente modificati”

ETICHETTATURA

mais MON810 0,5%
mais BT11 0,6%

1
l

1
soia MON40-3-2 0,5%
soia MON40-3-2 0,5% mais MON810 0,8%




Produzioni biologiche

REG. CE 834/2007 Art. 9 par 2

2. Ai fini del divieto di cui al paragrafo 1 riguar  dante gli OGM

o prodotti derivati da OGM per alimenti e mangimi, gli operatori

possono fare affidamento sull’etichetta o qualsiasi altro documento

che accompagna un prodotto e che sia apposto o forn ito

ai sensi della direttiva 2001/18/CE, del regolament o (CE) . é

n. 1829/2003 del Parlamento europeo e del Consiglio , del soia MON40

22 settembre 2003, relativo agli alimenti e ai mang  imi
eneticamente modificati (1), o del regolamento (CE n. 1830/

g (o detreg &) 310 0,5%

2003.
mais BT11 0,6%

soia MON40-3-2 0,5%
mais MON810 0,8%

Esistono OGM non autorizzati in
UE?

Zea mays Soybean
70 16
60 — 14
50 | 12
40 - — — °
8
n - )
6
02— — — — — .
10— —E—— 88— B BB 2
0 T T T T T 1 0
UE USA Canada Argentina Brasile any UE USA Canada Argentina Brasile any

Approvazioni asincrone

REG. UE 619/2011 Mais: 3272, 98140, MIR162, MON 87701
Soglia di tolleran_za dello 0 _1% nei mangimi Soia: 356043, 305423, A5547-127
per eventi GM autorizzati alla
commercializzazione in paesi terzi e 'UE Cotone: 281-24-236/3006-210-23
abbia iniziato la valutazione del rischio, .
siano disponibili metodo e CRM... Riso: LLRICE62




Esistono OGM non autorizzati per la
commercializzazione?

1 i i -
Bt10 Event32
ki Dow AgroSciences *
Syngenta seed '
! FP967 (26) KMD1

KeFeng6
Bt63 (48) (37)
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Tecniche e approccio analitico

ELISA

PCR




METODI DI ANALISI DELLE
PROTEINE: ELISA

.:_,,e‘" f ' @ 7
s BNV 5 |

PRO = CONTRO
-facile esecuzione
erapidi
epoco costosi
esemi-quantitativi
esensibilita non elevata

eraramente applicabili su prodotti finiti

METODI DI ANALISTI DEL

DNA: LA PCR

PRO - CONTRO
eeclevate sensibilita e specificita
eapplicabile ad alimenti finiti
equantitativa

erichiede strutture di laboratorio
adeguate




METODI DI ANALISI DEL

DNA: LA PCR

: _ | PCR real time |

Plateau
X
Exp /
W\ /
0 10 20 30 40 Necicli

PCR = "end point":

analizza gli
amplificati nella
fase di plateau

Fornisce poche
informazioni su
quantita e qualita
del DNA

PCR END POINT:

L'’ANALIST DET
RISULTATI







ELETTROFOREST
DELL'AMPLIFICATO

RIVELAZIONE
DELL'AMPLIFICATO




3kb

1kb

ladder

Verification of PCR product on
agarose or separide gel

PCR fragments

Polo
negativo

v

Polo
positivo

METODI DI ANALISTI DEL
DNA: LA PCR REAL TIME

L'analisi si effettua in fase
esponenziale e non al
termine dell'amplificazione.

Si pud discriminare tra le
quantita di DNA nei singoli
campioni.

Non sono richiesti passaggi
successivi alla fase di
amplificazione.




METODI DI ANALISI DEL

DNA: LA PCR REAL TIME

Rivelazione - PCR real time
specifica

Rivelazione

aspecifica
TagMan probe Sybr Green
Molecular Beacons LC Green
Amplifluor™ hairpin primers SYTO9
LUX™ Fluorogenic Primers Eva Green
BD QZyme Chromofy
Scorpions } BEBO
HybProbes T e e

SYBR Green detection 1 SYBR Green detection 2

Denaturation. When the DNAs denaturated, the Polymerization. During extertion, pimers anneal
SYBR Green 1 dye is released and fluorescence and PCR product is generated.
is drastically reduced.

SYBR® green Dye “, — o, N“‘:N

temgiate

oy \‘ o
N“\‘N o “14,]4 i) d
Taq Fetymeruse

SYBR Green detection 3 SYBR Green detection 4
Double siranded DA, T - =
Binding Dye: Polymerization. During extertion, pimers anneal Palymerizati leted, Wihen pol
and PCR product is generated. iz complete 5YBR Green 1 dye binds to the

double stranded product, resulting in 3 net
increase in fluorescence detected.




Rivelazione specifica in fluorescenza

FRET - Frequency Transfer

Fluorescence

% Resonance
Reporter ?\_ X,: Quencher Energy
/e Transfer

%

REAL TIME:

TAQMAN

saggio della 5' esonucleasi.

Prevede l'utilizzo di una Saggio 5'-3’esonucleasico
sonda marcata con due
fluorocromi: un reporter
ed un quencher.

Forward " Probe
Sfrutta la capacita P R — -

esonucleasica in posizione
5' della polimerasi per —
liberare il fluorocromo Primer
reporter.

5

5' 3

Il fluorocromo reporter
liberato emette
fluorescenza.




REAL TIME:

e YAN

Saggio 5-3’esonucleasico

Probe

Forward
Primer ®.
5 / ,
3 5
5 3
S 5
Reverse
Primer

REAL TIME:

e YAN

Saggio 5’-3’esonucleasico

Forward l ~P£J be

Primer
5

@

Reverse
Primer

Spostamento e Taglio




REAL TIME:

e YAN

Saggio 5’-3’esonucleasico

Forward w \J:l?be
\

Primer
5
>

_/®.

Attivita esonucleasica 5'-3'

5
Reverse
Primer

5

5 3

5
3

5

REAL TIME:

e YAN

Saggio 5’-3’esonucleasico

)
)
N Probe
L
\

@D

Forward /
Primer
-~ 5
Attivita esonucleasica 5'-3’
3
5
Reverse
Primer




REAL TIME:

e YAN

Saggio 5’-3’esonucleasico

* \ Probe
. -

Gl -

Forward /
5vPrimer N~
3 5
Attivita esonucleasica 5'-3'

- 3
5

Reverse

Primer

REAL TIME:

e YAN

Saggio 5’-3’esonucleasico

Forward w\JDLObE /®‘
\

Primer
5
3 5

5 3

5
Reverse
Primer

Polimerizzazione completa




G000

Fluorescence

JE
| IMulticomponent

well: a7

Multicomponent Plot

2000
1000 ;
o

quencher

Time (1:2s8)

AR,

2.0

1.6

1.2

0.8

0.4

CURVA DI

AMPLIFICAZIONE

Plateau
W\
a
Exp
\
A\ Threshold
Base line \\
v
10 20 ct 30 40
Ne°cicli

U ZE




el N Log(n_cop Parametri della Parametri della
-« i 1 Copie ie] Ct curva standard 1 Ct curva standard
-_—7 Al 2224 4.245 2698 [Pendenz: -2520 E1 221223 5.245 2172 |Pendenza  -2423
C 2 |81 A2 | 22124 4.245 F 2602 [Intercetta 41343 |51 Ez 221233 5345 2175 |Intercetta 40100
9 A2 24 4.345 I 2608 [RF 0.934 E3 221233 545 | 282 1000
n a4 4425 JE4E 28 h2 E4 44248 4 B4R 2405
1 |52 AR 4425 JE4E F 2858 [Threshal] 02|52 EG 44242 4646 [ 2408 |Threshald 0.2
12 AE 4425 JE4E F 2654 EE 44242 4646 2403
12 AT 2 2947 .00 Baseline = 8860 2947 2652 Baseline
14 |53 A2 a6 2947 F 3104 [Start 3|53 EZ 8260 3947 F 2659 |Start El
18 A3 885 2.947 [ 3083 |End 23 E3 850 3947 I 2655 [End 13
18 Al0 177 2.248 33.68 E10 1770 2242 2892
17 |54 Al 177 2.248 Foaaas 54 EN 1770 248 F ozem
12 Alz 177 2.248 Foaaas Eiz 1770 348 F 2897
13 El 26 1543 2623 F1 264 2549 R
20 |55 B2 35 1543 F 3675 55 Fz 354 2548 F 342
21 E2 35 1549 F 3669 F2 354 2548 F 3133
22
23 o Indetermined Hio Endetermined
24 COo o Endetermined co [all] Indetermined
25 o2 Indetermined Hi2 Indetermined
26
27
35 MON4D-3-2 Lectina
29
20
a ‘_—""——-..__
32
33 —
34
35
36
3
bl 2000 3000 4000 5000 000 1000 2000 3000 4000 5000 6000
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4
42
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14 jie MON40-3-2 [ Copie Lectina Risuttat
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4B B4 ¥ 348 B3347 Media B38.23 F4 ¥ 2275 022655 Media 10924565 3 0.58
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event I

coding sequence

coding sequence




METODI PER LA RICERCA DI OGM

< parconn TR ) coding sequence IR piona >

1-Taxon-specific

| 2- Construct-specific |

3- Event-specific

- ) coding sequence “

Eventi P35S NOS | NPTI | PAT E'C)';‘;S
_ + -
BT10 + + +
BT11 + + +
‘ BT176 + . - -
DAS1507 + - - +
DAS59122 + - - +
Campione 1 GA21 - + -
P35S — MIR604 o + -
Nos + IMON810 + - -
NPTII — IMON863 + + +
M863xM810 + + +
Pat — IMON89034 + + - .
CP4EPSPS - Moneso17 . . ; .
INK603 i i - - +
T25 + - - +
Campione 2 c _ _
P35S + = + =
Nos +
NPTII + i i
2704 + - - +
Pat — . N
CP4EPSPS - )
= ;
IMON40-3-2 + + - - +
g MON89788




Il controllo ufficiale

MINISTERO DELLA
SALUTE

USMA e PIF
Monitoraggio flussi nei

porti italiani IIZZSS,

+ controllo parte ARPA, ASL
documentale

definizione linee guida
pianificazione generale

Centro di
Referenza
Nazionale per la
ricerca di OGM
supporto ftecnico

scientifico

sviluppo ed
armonizzazione
metodi analitici

o Controllo
+ prelievi per controllg

. analitico
l analitico

REGIONI

pianificazione e
coordinamento
territoriale

Iss

revisione di

S8 UL

raccoltaed
analisi elaborazione dati
nazionali
sviluppo ed
armonizzazione

gestione materiali

diriferimento
metodi analitici

collaborazione
CRL e ENGL

Prospettive future

Nuovi OGM
&

Nuove tecniche per la
modificazione genetica
di organismi viventi




mAb anti HIV in piante di
tabacco clinical trial fase 1

(June Pharma-Planta, UK).
JL Fox. (2011) Nature Biotechnology,
29(10) p852

OGM UTILIZZATI COME
BIOREATTORI PER LA

PRODUZIONE DI FARMACI:

Albumina umana da riso GM per
applicazioni clinica e colture cell in

alternativa a quella estratta da siero.
Y He et al. (2011) PNAAS

F.

TIOT4 GHSA S M T2 TS Te pHSA

a) to enhance growth and/or efficiency of
food conversion,

b) to enhance commercially significant flesh
characteristics,

c) to control reproductive activity and/or
sexual phenotype,

d) to increase resistance of species to
pathogens/parasites,

e) to increase tolerance to/of environmental
variables such as temperature,

f) to modify behaviour, e.g. aggression, and
g) to control fertility and/or viability.

OGM IN

ACQUACOLTURA

< Aquatonty




Quali delle nuove tecniche di miglioramento genetico ricadono nel
campo di applicazione delle Direttive 2001/18/CE e/o 98/81/CE?

Commissione Europea
(2007)

Gruppo di Lavoro
(JRC + esperti di Stati Membri)

Documento finale

MANDATO

- elaborare una lista di tecniche
utilizzate per la modificazione
genetica

-verificare il grado di sviluppo ed
adozione di tali tecniche e discutere
motivazioni e limiti del loro impiego
commerciale

- valutare le difficolta di rilevazione

ed identificazione introdotte da tali
tecniche




NUOVE TECNICHE DI MIGLIORAMENTO

GENETICO

Nucleasi Zinc-finger
ZFN

Mutagenesi indotta da
oligonucleotidi
(obm)

Syntetic genomics |

N |7

— New breeding - -
Agroinfiltrazione techniques E—

LN

- Innesto su .
Reverse Breeding portainnesto Metilazione del DNA

geneticamente mediata da RNA (RdDM)

modificato

Le nucleasi zinc finger sono costituite da

alcuni domini di riconoscimento di specifiche
sequenze di DNA e da un dominio con ,
attivita endonucleasica in grado di tagliare il !
DNA a doppio filamento

+GCG-TGG-GCG 3'

1
5' CGC-CCA-CGC
3 GCE-GET-GC T.CGC-ACC-CGC 5

ZFN-1: Induce delle brevi interruzioni ttem

nel DNA con generazione di mutazioni Fi F2 F3|
ZFN-2: Mutagenesi mirata con LoftAnay, | Spacer)  RichtAnay
introduzione di piccole molecole di zFN1
DNA complementare al target,
induzione di piccole mut. o

) Domini zinc finger Dominio
ZFN-3: Come ZFN-2 ma il DNA endonucleasi

esogeno inserito e di alcune kb




Silenziamento di un gene mediante

nucleasi zinc finger ricombinante

GFNmRNA = f—wﬁ/\-f\. Targeted
,,,,,,,,, . l l Gene

Custom ZFN cuts selected exon = —— I """"" l I

Genotype offspring to identify mutation

Stephen C. Ekker ZEBRAFISH Volume 5, Number 2, 2008

Mutagenesi indotta da oligonucleotidi

Gli oligonucleotidi legandosi al
DNA modificano una sequenza
di DNA (mutazioni puntiformi
sito specifiche nel genoma
della pianta indistinguibili a
livello molecolare dalle
mutazioni spontanee e da
quelle indotte con mutageni
fisici o chimici).

Questa tecnica non introduce nuovi geni attraverso la
tecnologia del DNA ricombinante




{c) Cisgenesis

Receptor
R-gene

in Agrobacterium
tumelaciens

+ fromcrossable plant,

Cisgenesi

Modificazione genetica di una pianta ricevente
effettuata con un gene proveniente da una
pianta donatrice di specie sessualmente
compatibile.

Le piante cisgeniche possono portare uno o piu
cisgeni, ma non contengono transgeni.

La cisgenetica differisce dalla transgenetica
poiché rispetta le barriere riproduttive pur
avvalendosi della tecnologia del DNA
ricombinante

Chromatin-

, remodelling
5 miRNA  machinery
mANA

b RNA polyrmerase

5 ] / 3
Gene Cﬁ"o
f C L — I;Q

Metilazione del DNA mediata da

RNA (RdDM)

Processo epigenetico naturale di regolazione
della trascrizione di un gene.

Consiste nella metilazione di citosine presenti
nel promotore del gene

L'inibizione dell’espressione di un gene
mediante la metilazione del DNA bersaglio puo
essere indotta introducendo artificialmente
sequenze di DNA codificanti specifici frammenti
di RNA di piccole dimensioni (micro RNA e short
interfering RNA).

La metilazione del gene é ereditabile ma non é
stabile.

E’ possibile selezionare progenie priva di DNA
esogeno.




Innesto su portainnesto

geneticamente modificato

Una marza (epibionte) non modificata viene
innestata su un rizoma (ipobionte)
geneticamente modificato per la resistenza a
malattie (virus o funghi).

L'epibionte non sara transgenico, e di
conseguenza neanche polline, semi e frutti che
ne derivano.

Alcuni metaboliti, proteine, ed RNA possono
tuttavia essere trasportati attraverso il sistema
vascolare dall’apparato radicale al resto della
pianta.

epibionte
non GM

ipobionte
GM

Reverse

Breeding

Heterozygous plant

MEIOSIS - "" e

]
|||I|I||

|I|l||llEtC
]

DH-production

— RE\'ERQE BREEDING
MEIOSIS

|
|I|l ||||

Iy, i,
|

DH-production




Agroinfiltrazione

Infiltrazione meccanica mediante siringa di un
costrutto genico direttamente nel tessuto
vegetale (generalmente foglia).

Espressione locale e transiente molto elevata.

Utile per verificare in modo economico I'effetto
sulla pianta dell’espressione del gene
d’interesse.

GRAIZIE




