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La normativa vigente dell'Unione Europea (UE) riguardo alimenti e mangimi geneticamente modificati (GM) (Reg. CE 1829/2003 e 1830/2003)'2, ha stabilito i requisiti per
autorizzazione, etichettatura e tracciabilita di organismi geneticamente modificati (OGM) e prodotti derivati, nel mercato alimentare europeo. Sul territorio nazionale le principali
criticita sono legate al riscontro di positivita nei prodotti di importazione destinati all'alimentazione umana (es: riso cinese), spesso attribuibili alla presenza di eventi non autorizzati
nell'lUE, poco caratterizzati dal punto di vista molecolare e non sottoposti alle procedure di valutazione del rischio imposte dalla normativa. Per garantirne la risoluzione ed il
contenimento, si rende quindi necessario lo sviluppo di protocolli di caratterizzazione molecolare che si avvalgano dell'ausilio delle tecnologie di sequenziamento di nuova
generazione (Next Generation Sequencing), a prescindere dalla conoscenza a priori degli elementi genetici esogeni eventualmente presenti in questi eventi GM ignoti.

Il progetto mira a sviluppare strategie analitiche su piattaforme NGS di
seconda e terza generazione (lllumina e ONT) per la caratterizzazione
molecolare di OGM autorizzati e non autorizzati. In Figura 1 € mostrato il
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Strategia di amplicon sequencing con Genome Walking Strategia di amplicon sequencing; piattaforma multiscreening

Il saggio multiscreening di caratterizzazione in NGS ¢ stato realizzato definendo un panello
di 36 target comprendenti:10 geni endogeni, 10 .
elementi di screening, 12 costrutti, i
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Per I'analisi delle reads ¢é statm

letture grezze sono state filtrate dai nucleotidi a bassa qualita di sequenziamento con il
programma TRIMMOMATIC e sono state mantenute solo quelle contenenti la sequenza
del primer P35S. Infine & stato eseguito un assembly per ogni campione e i risultati
sono stati visualizzati tramite il programma Bandage. | risultati dell’esperimento pilota
sui 3 CRMs confermano la presenza degli elementi di screening attesi contenuti nella
cassetta transgenica specifica per I'evento GM di riferimento.

Il WGS e stato eseguito su piattaforma di terza generazione MinilON ONT che consente
di sequenziare genomi di grande dimensione e di ottenere reads lunghe ( ~10: Kb) A tale
scopo sono stati sequenziati due CRM al 100% GM: ACS-GMJJ6-4 soia e il mais MON-

88017-3.

Fig 4:Rappresentazione
degli allineamenti delle
reads contro le 8
sequenze di riferimento @
dei rispettivi eventi GM ¢
(a destra). A sinistra :
sono presenti i nomi
delle sequenze
utilizzate (in rosso
quelle di riferimento). In
basso a destra sono
rappresentate le
immagini degli eventi
recuperati nei patent.
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Il sequenziamento contemporaneo in NGS di migliaia di frammenti di DNA provenienti dal
campione in esame puo rivelare la presenza di sequenze esogene e consentire la caratterizzazione
delle porzioni genomiche circostanti.

« Lapproccio di amplicon sequencing con genome walking su piattaforma ILLUMINA ha
permesso, a partire da un elemento noto, di caratterizzare regioni genomiche sconosciute e la
ricerca di OGM non autorizzati

« La strategia di WGS su piattaforma ONT ha permesso di sequenziare I'intero genoma di soia e
cotone e di sviluppare una pipeline con la prospettiva di ricostruire nuovi eventi GM senza avere
conoscenze a priori degli elementi genetici contenuti
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