Metodi di analisi di OGM
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Metodi di analisi degli OGM

Ditte produttrici

Per verificare le caratteristiche molecolari e la
segregazione dell’lOGM

Per monitorare la modificazione genetica mella
produzione di ibridi

Idustrie alimentari, mangimistiche e sementiere
Per garantire la tracciabilita dei prodotti
Per garantire il rispetto delle normative vigenti

Autorita Competenti

Per I'attuazione del controllo ufficiale da parte dei
laboratori competenti

Laboratori privati
Per fornire servizio analitico ai richiedenti
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Elementi che permettono di
Individuare la presenza di OGM
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METODI ANALITICI
per la DIAGNOSTICA degli OGM
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Metodi ELISA per la determinazione delle
proteine

Signal

proteine development
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& Metodi rapidi gualitativi

& Metodi guantitativi
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Campione

Step 2.

Aliguota da analizzare \
Step 5. @

Data analysis

Estrazione delle
proteine
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Kit commerciali per I’analisi
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SVANTAGGI

e Materie prime o prodotti non
sottoposti a procedimenti tecnologici
in grado di denaturare le proteine

e Impossibilita di discriminare OGM
diversi che esprimono la stessa
proteina

* Non esiste perfetta correlazione fra
proteina espressa e % di materiale
OGM

Metodi ELISA

VANTAGGI

eBassi costi rispetto PCR

*VVelocita del saggio

eSemplicita delle

operazioni (effettuabili anche
su campo TEST STRIP)
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Metodi basate sul DNA

Detection of GMO<
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Fasi analitiche di un metodo diagnostico basato sulla
PCR

Estrazione del DNA

Valutazione quali-quantitativa del DNA

Preparazione dei reattivi della PCR -
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‘ Preparazione Campione \

Materie prime “LabOratOry Sample” Alimenti processati
10.000 semi (CEN)

am am
1i - : ‘i - .

2 pacchetti

2500 2500 1 merendina 1 merendina

Omogeneizzazione/Macinazione Omogeneizzazione/Macinazione

QO+ = ® 35 ®Q O 3O

T TS ONOTOOT OO0

Aliquota 1 Aliquota 2 Aliquota 3 Aliquota 4 Aliqguota 1 Aliquota 2 Aliquota 3  Aliquota 4

5 B .=

Conservare a =20 °C “Tast P Ol’ti on” Conservare a =20 °C

| Estrazione DNA I




‘& Estrazione del DNA

o * (ambiente dedicato)

Strumentazione

Reagenti e materiali monouso

*»Bagno termostatato

s*\Vortex mixer
s»Centrifuga

Provette tipo eppendorfda2e 1,5 ml

\/
0‘0

4

**Rack
Reattivi per I’estrazione (prodotti per

biologia molecolare)

Kt di purificazione

s Acqua sterile

»Puntali sterili con filtro
*»Pipette automatiche dedicate




La PCR Reazione a Catena della Polimerasi

O
O O

PCR tampone + MgCl,
® Tag DNA polymerase




Steps in a PCR Cycle

B Denaturation (90-95° C)
® Primer Annealing (40-70° C)

MW Extension (72 ° C)



1021 cocttancott ggiictggtg ctictg%cct goaagicane ctoagoggua
1001 tcagotggan casacatget cobtoccaagaa
1141 tgacchooto agtbgacgs AaacQIcace
12m ~ghctettor togroeocts +ﬂrtnrnrrr cratrrarat bhogpmacsaas
1261 goghbtgocaq ctbogoogot tootbtcaact tocacchichka bgoococohgac
1321 ttqoamqatdq Qottgootic tLLctogQocac Castigacac Caagocacad
1381 gttatcttog tocttttcaac gmasacgagt ctootgatca agbogtopot
1441 acaotttocg gueokottgy gutoocaocwe atocwocaecat oggeabttaac
1301 tcagatccat chasacgac tocttggJatt tgjocaacas Tasagtagoc
Amplificazione del DNA
Amplificazione del DNA 5 e 3 5 3
3—35" 3 5'
5'_ 3' 51_ 3'
3l 5! 3 rm— !
5' 37 5' 3'
3 5! 3! 5'
Campion g - g,
5 3 5 3
ds DNA 51 S 31 3l §' 3" 5'
3—_1s K
Separazione della doppia elica g: 3' 5 35,' g:

Legame dei promer

Separazione della doppia elica
Legame dei promer
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Metodi PCR per I'analisi di OGM

DNA della pianta gene A gene B DNA della pianta
evento specifico
|| PCR specifica o) &
pianta
4| | PCR specifica N costrutio
construtto
— gene
3] | PCR specifica Sy= >
del gene
: OGM
PCR di = (= >
2 screening O non OGM
1]| PCR specifica | = > DNA
della specie — amplificabile




RoundupReady (different CTP in different GMO)

mEEESN CTe

3111 malze geneconsirukrs 1

Btl11 maize geneconstrukt 2
pass L vse  NCEIREIRESe.
T25 Liberty link maize

B1176 maize genceconstrukt 1

pevc RSO VS0 [AESS T

Bt176 maize geneconstruket 2

‘cork IINCRYIAGI vso Tass

B1176 malze gencconstrukt 3

Mons10 MaisGard

2 -
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Al DNA si aggiunge una soluzione

colorata contenente un addensante che ne
facilita il caricamento su un gel di agarosio.




Analisi dell’amplificato

mwM la 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c 4a 4b 4c 5a 5b 5¢c 6a 6b 6¢ mwm

MWM = Marker Triplicati

Zeina

(specifico
del mais)

Lectina

(specifico
della soia)

1 = Mais 0% OGM 4 = Mais MONS810 100% OGM
2 = Mais Bt-11 100% OGM 5 = Soia 0% OGM

3 = Mais Bt-176 100% OGM 6 = SoiaRR 100% GMO
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MWM = Marker (Low Ladder 100 bp)
1 = MONS810 0.5% OGM

2 = Bt-176 0.5% OGM
3 = Bt-11 0.5% OGM

Analisi dell’amplificato

437 bp (Bt-11)

194 bp (MON810)

120 bp (Bt-176)

C = No Template Control

5= MONS810 + Bt-176 0.25% OGM

6 = Bt-176 + Bt-11 0.25% OGM each

7 = MONB810 + Bt-11 + Bt-176 0.16% OGM each

4 = MONB810 + Bt-11 0.25% OGM
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MeTodl quantitativi per |'analisi di OGM

Raccomandazione EU 787/04 Percentuale di
DNA geneticamente modificato: percentuale
delle copie di DNA geneticamente modificato

rispetto alle copie di DNA specifico del taxon
bersaglio, calcolata in termini di genomi

aploidi



Sonde di 1bridizzazione

||||||




SONDA ad IDROLISI TagMan

Reporter (FAM,VIC, TET)
(Fluoresceina)

Quencher (TAMRA)
(Rodamina)

Trasferimento Wi
di energia

Tet
Fosfato

Laser Excitation




TagMan™ Fluorogenic
Probe

Reporter (FAM,VIC, TET)
(Fluoresceina)

Quencher (TAMRA)
(Rodamina)

Distacco della sonda

Fam

Tet
Gruppo
fosfato

Laser Excitation



CHIMICA TagMan

Denaturazione ™= Annealing

\ 4

e Polimerizzazione R = Reporter (FAM,
VIC)
Q = Quencher
- (TAMRA)




Tagman PCR Chemistry

Denaturation =mi= Annealing

\ 4

 Polymerization

R = Reporter

Q = Quencher

ffffff
primer




Tagman PCR Chemistry

R = Reporter

Q = Quencher

eeeeeee
primer



Tagman PCR Chemistry

Denaturation =mi= Annealing

\ 4

 Polymerization

R = Reporter

Q = Quencher




. Taglio della sonda

forward i [ |

Q
N

Emissione di
fluorescenza

R = Reporter

20th cycle
O 25thcycle

primer
5,
)
3 5
) 31
5 o
8000 I | i
Campione N : o stoycle
7000 J POSIitivo | —8—s5th cycle
| 10th cycle
: —>¢— 15th cycle
I
I

nza

Controllo |
negativo

3
=}

Intensita di

@
S

Goréscé

Fl

EMISSIONE del
REPORTER
|

30th cycle
——35th cycle
40th cycle

EMI$SIONE del
QUENCHER
|

480 500 520

Lunghezzacfonda

620 640 660



REAL-TIME PCR

*» Permette di seguire la cinetica della
PCR mentre e in atto: DURANTE LA
FASE ESPONENZIALE

eCampioni vengono irradiati da

una sorgente luminosa | A
-l .
Fluorescenza
Mﬂh.-—---'- mrafasnr s rEsATnILTT
- —— hasm "
eviene rivelata da .
una CCD camera Pt Fero moR R d
sotto il controllo Cicli

del computer

Riduzione dei tempi di esecuzione dell'analisi

Elimina manipolazioni successive
VANTAGGI all'amplificazione (minore possibilita di
contaminazione tra campioni)
Elimina I'impiego di reagenti radioattivi o tossici
(EtBr)



SISTEMA DI QUANTIFICAZIONE

inea di base della
curva

[T i
HT | .
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Taglia la curva del campione in

fase di crescita esponenziale = , z =
T T L
w1 : - i
: i_' = = =
| i1 | [ |
Ciclo in cui la curva di S et as

amplificazione del campione
in fase esponenziale
taglia la linea soglia



=3 FAM i

IFAM | &

4 FAM
—=—5FAM
——G.FAM
7 FAM
— & FAM

Plot iroa |

0.1

3 FAM
10 Fam
11.FAM
14 FamM
1341 AM

Linea
threschold

delta En

.o

oo 4

T MY AmpEiol & ddaabpped f

14 Ak
15, FAM
16 FAM
- 1T FAM
18.FAM |
19 FaM| |
0 FAM
21 Fam |

22 FAM i
—e— 273 FAM '
« M FAM

i— 25 FAM
—a J6.FAM
— 27 FAM
—a—20.FAM
—= 2 FAM




Layout della piastra

S1 [ S1 | S1]|[s2 | S2 | S21{[S3 | S3 | S31|[S4 | S4 | sS4
EN
A A A A A A B B B B B B
1:10 1 1:10 1 1:10 1:10 | 1:10 | 1:10 GE
C+ C+ C+ C- C- C- NTC | NTC | NTC NO
S1 | S1 | S1 | S2 | S2 | S2 | S3 | S3 | S3 | sS4 | s4|s4) 0O
A A A A A A B B B B B B G
1:10 | 1:10 | 1:10 1:10 | 1:10 | 1:120 | M
C+ C+ C+ Cl Cl C1l NTC | NTC | NTC

C+ controllo positivo

C- controllo negativo

NTC Amplification reagent control




DNA SPECIE

VEGETALE (lectina, invertasi,
zeina, HMG

DNA GM
Soia RR, mais Bt 176-Bt 11 etc

> Chosa s

DNA soila RR

X 100

DNA soia



ANALISI QUANTITATIVA OGM

Calcolata sull’

-

Quantifticazione relativa INGREDIENTE

DNA della SPECIE
VEGETALE SOIA lectina

DNA GM della Soia RR
EPSPS

%OGM =
DNA speci




CALCOLO DEL i o

CONTENUTO IN OGM Curva di calibrazione costruita con
CRM (soia RR Fluka 0,1-0,5-1-2-5% RR) |

1 Curva : mette in relazione la

differenza in cicli soglia tra target e
riferimento in funzione del log %OGM 20,00 -

vvvvv

vvvvv

14,00
12,00
10,00 -

Ct (O6M)-Ct(Lectina) = a log (% OGM) + b 15 4 05 o 05 1
log (% OGM)




Metodo della “curva standard” copie genomiche

2 curve di calibrazione (transgene + gene di riferimento) basate sul

numero di copie genomiche

Copie genomiche soia RR

x100

Copie genomiche soia

Ct

35,0

20,0

30,0 -
| y=-3.3707x+37.404
25,0 R?=0.9991

15,0

y=-3.4481x+41.303

R?=0.9994

10,0
5,0
0,0

0,00

1,00 2,00 3,00 4,00

log(10) copie genomiche

5,00




*LOD valore al di sotto /

del quale il metodo non

consente di o OGM

determinare la 0
terminar 0.001% (teorico)

presenza del parametro

0.01% (pratico)

analizzato

Cre e e s 7%06M
LOQ indica il limite al 0.01% (teorico)
di sotto del quale il 0.1% (pratico)

metodo non consente di
determinare l'esatta
concentrazione del
parametro analizzato



Principi di Base

Miniaturizzazione e automazione di saggi biologici

centinaia di migliaia di geni usati come sonde su una superficie

Le sonde vengono attaccate su un supporto solido

i——

Con l'aiuto della “Robotica”

|

L'informatica e una componente centrale in tutti gl
“Step”




Tecniche Innovative

_ Selective
Extraction of amplification
DNA (marker sequences)

N and labelling

Food sample

_

Activated glass Hybridisation of PCR Diagnosis : presence
surface with fixed products of sequences specific
specific capture to the GMO

probes









Latest GMOchips design

rhyctt @) @@ @@ @+ nycuisuv shyctl 500V @ @ @@ @+ nycuizrsnm
+hyctl 1875 @@ @ @ @y ctosrsnm +hycisessv@ @ @ @ @ @ +ny cti 23.44nm
+hy Ctl 11.72nM . ’ . ‘ ‘ ‘+ hy Ctl 5.86nM - hy Cil - hy Ctl
s11@) @@ @@ @si7s Jvil Y Y N Y X LG
25145 Topas @) @ @ @ @ @RS starlink 2 @) @) @ @ @ @ startink d
starlink e @) @) @) @ @ @ St2'ink oxv23s- @)@ @ @ @ @ oxrss2
OXY235-3. ‘ ‘ ‘ ‘ ‘I\/Iais Soybean‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ Rapeseed
Tomato ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘Sugar beet P35S test ‘. ‘ . . ‘ Tnos test
nptll test . ‘ . . . . CaMV test (a) CaMV test (b) ‘ . ‘ . . ‘ Pat gene

Em> OO0 OOCEEE  EEENHOO0 OO CEmm
ER 00 OOCHEEE BRSO O0 OOOwme

putter () (OO @ @ @Fix ctl 25nm Fixctl snv@) @ @ @ @ @rix ci 10nm

Fixct 20M @) @ @ @ @ @ rix cti 200 Fix ctlsonv@) @ @ @ @ @ Fix ctl 160nm



GMOchips

T25 Mais

eo0o0000
Pos Hyb CTL —
Neg Hyb CTL —

Specific capture probes for — Specific capture probes for
Btll Btl/76

Capture probe for Pat { ©0 0 >~ Specific capture probes for GA21

gene
Specific capture probes for { @00

AN

Spe-cl:_'?'i capture probes for { @00 } Specific capture probe for
ifi u
Mon810 0 0 0 0 o — Capure probe for P35S

Pos Fix CTE—



