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PREFAZIONE

Cari soci, cari colleghi, 

l’anno scorso, a Perugia, il Convegno nazionale SIDILV ha compiuto la maggiore età, cambiando abito per festeggiare 
la sua dicioƩ esima edizione. La nuova struƩ ura del convegno, non più arƟ colato in sessioni parallele ma che si svolge 
seguendo il fi lo della fi liera alimentare, ha oƩ enuto l’apprezzamento dei soci, come dimostrano i numerosissimi 
contribuƟ  presentaƟ  per questa nostra diciannovesima edizione, nell’ambito della quale abbiamo quindi deciso, 
assieme ai colleghi del Consiglio Direƫ  vo, di mantenere la medesima impostazione.

Il faƩ o di avere tuƩ e le presentazioni in plenaria ha l’indubbio vantaggio di una più ampia condivisione dei lavori e 
delle temaƟ che presentate, ma comporta una notevole riduzione del numero dei lavori che possono essere selezionaƟ  
come presentazioni orali. Questa scelta, operata dal Comitato ScienƟ fi co, è diffi  cilissima perché la qualità dei lavori 
negli anni è andata sempre aumentando, e quindi mi scuso fi n d’ora, anche a nome dei Colleghi, per avere dovuto 
derubricare a poster molƟ  contribuƟ  proposƟ  come presentazioni orali e che avrebbero certamente meritato tale 
posizione. 

Oltre ai contribuƟ  dei soci, avremo relazioni ad invito di assoluto rilievo, che introdurranno le sessioni e ci presenteranno 
argomenƟ  strategici per la nostra professione, ed alcuni interessanƟ  simposi organizzaƟ  dagli sponsor.

Eccoci dunque a Matera, Capitale Europea della Cultura 2019, per condividere le novità tecnico scienƟ fi che della 
diagnosƟ ca di laboratorio veterinaria, ma anche per conoscere nuovi colleghi, ritrovare “vecchi” amici e fare rete, 
fondamentale volano anche per la crescita professionale, sopraƩ uƩ o dei giovani ai quali SIDILV dedica sempre 
un’aƩ enzione parƟ colare. Vi invito quindi a partecipare con puntualità ed aƩ enzione alle sessioni scienƟ fi che, e a 
godervi gli evenƟ  sociali, come la visita guidata alla splendida Matera e la cena in una masseria tradizionale.

Grazie di cuore agli amici e colleghi dei ComitaƟ  Direƫ  vo, ScienƟ fi co ed Organizzatore per l’impegno nell’organizzazione 
del convegno e nella gesƟ one della Società, e agli Sponsor per l’indispensabile supporto.

Buon Convegno!

Il Presidente SIDILV 

Antonia Ricci
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SVILUPPO DI METODICHE NGS PER LA CARATTERIZZAZIONE DI OGM NON AUTORIZZATI: PRIMI RISULTATI

 
Marchesi U. *[1], Piazza S. [2], De Marchis M.L. [1], Cestaro A. [2], Pindo M. [2], Tofani S. [1], Verginelli D. [1], Bonini P. [1], Fusco C. [1], 

Malnoy M. [2], Moser C. [2], Dalla Costa L. [2]

[1]IsƟ tuto Zooprofi laƫ  co Sperimentale del Lazio e della Toscana “M.Aleandri” Centro di referenza nazionale per la ricerca di organismi 
geneƟ camente modifi caƟ  (CROGM) ~ roma ~ Italy, [2] Fondazione Edmund Mach – Centro Ricerca e Innovazione ~ san michele all’adige 

(TN) ~ Italy

Keywords: unauthorized GMO, NGS, transgenic 

SUMMARY: 
Current GMO detecƟ on systems have limited abiliƟ es to detect unau-
thorized geneƟ cally modifi ed organisms (UGMs). One of the compo-
nents of safety assessment is molecular characterizaƟ on at DNA level, 
which helps to determine the copy number, integrity and stability of 
a transgene, characterize the integraƟ on site within the fl anking re-
gions. The emergence of next-generaƟ on sequencing (NGS) technolo-
gies has provided highly sensiƟ ve and cost- and labor-eff ecƟ ve alterna-
Ɵ ve for molecular characterizaƟ on compared to tradiƟ onal analysis. 
The aim of the present study was to develop NGS techniques based 
on Illumina plaƞ orm in order to idenƟ fy UGMs and beƩ er character-
ize new GM events that can implement the informaƟ on deriving from 
current laboratory analyses. The preliminary study of A5547-127 soy 
event showed that NGS was successful in characterizing the transgenic 
event and the surroundings of the inserƟ on site.  

INTRODUZIONE: 
Dal primo anno della loro commercializzazione nel 1996, lo sviluppo 
di colture geneƟ camente modifi cate (GM) è cresciuto costantemente 
in termini di aree colƟ vate, specie vegetali coinvolte e diversità dei co-
struƫ  . Fino al 2017 si contano, nel mondo, 498 evenƟ  GM autorizzaƟ  
derivanƟ  da 29 specie vegetali transgeniche (6), di cui 5 autorizzate in 
Europa (3). L’UE ha isƟ tuito un quadro normaƟ vo per regolare la pre-
senza di organismi GM (OGM) sul mercato e nella catena di produzio-
ne, che stabilisce un’unica procedura di autorizzazione dell’evento GM 
per tuƫ   gli usi previsƟ . Il richiedente deve presentare un dossier con 
informazioni sull’evento GM e sui prodoƫ   da lui derivaƟ , nonché daƟ  
scienƟ fi ci sulla sua sicurezza per la salute umana e animale e per l’am-
biente (2,8). Nonostante ciò resta comunque alto il rischio d’immissio-
ne nella catena alimentare di OGM non autorizzaƟ  (UGM) provenienƟ  
dal mercato internazionale. Pertanto il CROGM, Centro di Referenza 
Nazionale per la ricerca di OGM, si è posto l’obieƫ  vo di migliorare la 
ricerca e caraƩ erizzazione di evenƟ  UGM anche in collaborazione con 
la Fondazione Edmund Mach (FEM) per la messa a punto di protocolli 
sperimentali e l’analisi dei daƟ  generaƟ .  
I metodi di ricerca specifi ci per UGM sono ancora limitaƟ , sopraƩ uƩ o 
a causa dell’assenza di informazioni di sequenza e per la diffi  cile repe-
ribilità di materiali di riferimento.    
Recentemente sono staƟ  sviluppaƟ  metodi basaƟ  su sequenziamento 
NGS per la ricerca di nuovi evenƟ  non autorizzaƟ  che possono essere 
uƟ lizzaƟ  per caraƩ erizzare la sequenza del transgene, nonché delle se-
quenze fi ancheggianƟ  al 5’ ed al 3’.   
L’ipotesi dietro il presente studio è che l’implementazione delle analisi 
di sequenza con conseguente messa a punto di metodiche che uƟ lizza-
no piaƩ aforme NGS permeƩ ano, in supporto alle metodiche di rouƟ ne 
aƩ ualmente in uso, una migliore discriminazione dei diversi evenƟ  e ri-
levino la presenza di evenƟ  altrimenƟ  non idenƟ fi caƟ  e non autorizzaƟ  
al commercio sul territorio europeo.   
Lo scopo del presente lavoro è lo sviluppo di una strategia analiƟ ca 
su piaƩ aforma NGS Illumina che, partendo da elemenƟ  genici comu-
nemente ricercaƟ  in fase di screening, ad esempio il promotore cosƟ -

tuƟ vo del virus del mosaico del cavolfi ore CaMV-35S (p35S), permeƩ a 
di caraƩ erizzare il costruƩ o genico uƟ lizzato per la trasformazione e il 
sito d’inserzione del DNA esogeno all’interno del genoma della specie 
ospite. Con le informazioni di sequenza oƩ enute si procederà allo svi-
luppo di saggi in real-Ɵ me PCR per la rilevazione e quanƟ fi cazione nei 
prodoƫ   commerciali di quesƟ  nuovi evenƟ  caraƩ erizzaƟ .

MATERIALI E METODI: 
L’analisi dei costruƫ   relaƟ vi agli evenƟ  GM è stata eff eƩ uata aƩ raverso 
consultazione della piaƩ aforma Euginius (5) integrando le informazioni 
con quelle della banca daƟ  dell’NCBI. 
Per l’esperimento pilota è stato selezionato il target p35S. È stato uƟ liz-
zato un oligonucleoƟ de specifi co per il p35S, disponibile presso la FEM. 
L’appaiamento dell’oligonucleoƟ de è stato testato in silico sui costruƫ   
GM disponibili sui database pubblici dell’NCBI, della piaƩ aforma Eugi-
nius e dell’EURL-GMFF (4).   
Gli evenƟ  GM sono staƟ  successivamente selezionaƟ  in base ad alcuni 
requisiƟ : appaiamento perfeƩ o con l’oligonucleoƟ de selezionato, pre-
senza di una o più copie del promotore p35S a singolo o doppio enhan-
cer, disponibilità della sequenza di riferimento dell’inserto transgenico 
con le regioni genomiche fi ancheggianƟ , appartenenza a diverse spe-
cie vegetali per testare la risposta dei DNA genomici alla sonicazione e 
disponibilità di materiale di riferimento cerƟ fi cato 100% GM.   
Il DNA è stato estraƩ o con il kit ION-Force DNA extractor FAST (GENE-
RON), quanƟ fi cato al biofotometro ed inviato presso la FEM per le fasi 
di preparazione delle library e sequenziamento su piaƩ aforma MiSeq 
Illumina. Il DNA genomico è stato sonicato., le estremità del DNA ripa-
rate enzimaƟ camente e il DNA purifi cato con biglie magneƟ che. Di se-
guito sono staƟ  aggiunƟ  alle estremità dei frammenƟ  gli adaƩ atori per 
il “genome walking” tramite ligazione. La library è stata generata tra-
mite arricchimento mediante due successive reazioni di PCR e l’analisi 
preliminare delle reads è stata eff eƩ uata sulla piaƩ aforma Geneious, 
preceduta dalle fasi di trimming ed assemblaggio sulla piaƩ aforma Ga-
laxy, EU (1).

RISULTATI E DISCUSSIONE: 
 Le analisi in silico hanno mostrato un appaiamento perfeƩ o tra l’oligo-
nucleoƟ de specifi co per il p35S e quasi tuƫ   i costruƫ   GM analizzaƟ . 
Nello specifi co l’oligonucleoƟ de riconosce la regione dell’enhancer del 
promotore 35S del CaMV che, in alcuni costruƫ  , risulta duplicata.  
 Per lo studio preliminare è stato selezionato il materiale di riferimento 
AOCS 100% relaƟ vo all’evento di soia A5547-127. 
 Le reads paired end prodoƩ e sono state rifi nite sulla piaƩ aforma Ga-
laxy e l’analisi del quality score ha messo in evidenza circa 10100 se-
quenze totali di lunghezza media comprese tra 2 e 301 nucleoƟ di per 
R1 e R2, con un contenuto in GC del 50%.   
 Le reads R1 si allineano all’interno del costruƩ o A5547-127 
(GQ497217.1), mentre le reads R2 coprono quasi tuƩ o il costruƩ o, 
compresa la giunzione al 5’ (fi gura 1).  
 Per ciascun evento GM approvato nell’UE è presente una metodica 
real-Ɵ me quanƟ taƟ va evento-specifi ca fornita obbligatoriamente dal 
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richiedente autorizzazione e validata dal laboratorio di riferimento 
Europeo per alimenƟ  e mangimi GM (EURL-GMFF). Visto tuƩ avia il 
crescente numero di piante ed evenƟ  GM potenzialmente presenƟ  nei 
campioni da analizzare, queste analisi diventano sempre più costose e 
di lunga durata. Più impegnaƟ va è la ricerca e l’idenƟ fi cazione di evenƟ  
UGM, in quanto solo per alcuni di essi sono disponibili le informazioni 
di sequenza necessarie per disegnare un saggio evento-specifi co (7). 
Le metodiche NGS sono invece caraƩ erizzate da rapidità, affi  dabilità 
e cosƟ  limitaƟ  consentendo l’analisi in parallelo di diversi campioni. 
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Negli ulƟ mi anni le metodiche NGS si stanno rivelando effi  caci per la 
caraƩ erizzazione dei transgeni. Ad oggi non permeƩ ono ancora un 
fl usso di lavoro standardizzato, sopraƩ uƩ o a causa delle conoscenze 
bioinformaƟ che richieste dalla quanƟ tà di daƟ  prodoƫ  . Lo sviluppo e 
la diff usione di piaƩ aforme ad interfaccia grafi ca per l’analisi dei daƟ  
potranno rendere più snella la produzione dei risultaƟ  e queste meto-
diche potranno integrare struƩ uralmente l’aƩ uale rouƟ ne diagnosƟ ca 
per la ricerca di OGM in matrici agroalimentari. 

 Allineamento delle reads R2 alla sequenza di riferimento del costruƩ o A5547-127 (GQ497217.1) 


