CIENCIA

Mecanismes de deteccio d'organismes
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RESUM: El contingut d'organismes genéticament modificats (OGM) a l'alimentacio
humana i animal esta regulat per la norma europea, que nestableix l'etiquetatge
obligatori quan el contingut en OGM és superior al 0,9 %.

El Comiteé Europeu per a I'Estandarditzacio ha desenvolupat metodes de deteccid,
d’identificacio i de quantificacio dels OGM per tal de dur a terme aquesta norma
europea.

Els laboratoris que treballen en OGM poden aplicar aquests metodes especifics,

sensibles i precisos i poden repetir-los i reproduir-los amb resultats segurs.

SumMARY: Food and feed GMO's content is regulated by the European standards,
which establish that the labeling is mandatory when the GMO content is higher

than 0.9 %.

The European Committee for Standardization has developed the detection, the
identification and the quantification methods of GMOs to carry out this European

standard.

The laboratories that work in GMO can apply these specific, sensitive and precise
methods and can repeat and reproduce them with safety results.

PARAULES CLAU: metodes, deteccio, OGM.

1. INTRODUCCIO

Conceptes

Un organisme geneticament modi-
ficat, en endavant OGM, és un orga-
nisme, a excepcio dels éssers vius, el
material genetic del qual ha estat
modificat d'una manera que no es
produeix naturalment en I'aparella-
ment ni en larecombinacié natural.
Quan la modificacié s’ha produit
mitjan¢ant la incorporacio al seu
genoma d’'un fragment d’ADN que
procedeix d’'una altra especie, es diu
que 'OGM és un organisme trans-
genic.

En general, un OGM té una com-
binacié nova de material genetic
que li confereix noves propietats:
resistencia a plagues, resistencia a
herbicides, produccié de substan-
cies d’interes nutritiu, organolep-
tic o farmacologic (figura 1). Aixd
implica que s’ha modificat el mate-
rial genetic de ’animal o la planta
del qual prové I'aliment o algun dels
ingredients que conté, o bé que s’ha
modificat el material genetic d’algun
dels microorganismes implicats en
el procés d’elaboraci6 de I'aliment.

En aquest sentit, aliments i pin-
sos geneticament modificats (GM)
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sén aquells que contenen OGM, hi
estan compostos o han estat pro-
duits a partir d’aquests.

Reglament (CE) nim.

1829/2003

El Reglament (CE) niim. 1829/2003
del Parlament europeu i del Consell,

Varietat transgenica resistent
al banyarriquer A

de 22 de setembre, sobre aliments i
pinsos modificats geneticament,
aplicable des de I'abril de 2004, va
establir els procediments comuni-
taris per al'autoritzacio i la supervi-
sié dels aliments i pinsos GM i les
disposicions relatives al'etiquetatge
dels aliments i pinsos GM. Aix0 va

Blat de moro atacat per banyarriquer,
Ostrinia nubilalis

FIGURrA 1. En el blat de moro transgenic resistent al banyarriquer (en cast.,
taladro) s’ha introduit un gen provinent de Bacillus thurirgiensis, el qual
codifica la proteina Bt, que es produeix en la medul-la de la tija o en el
pol-len, toxica per al lepidopter i de la qual s’alimenta.

Blat de moro 1

iy,

’ LG . 4ANTT

M Blat de moro 99,5 %

Blat de moro GM 0,5 %

Blat de moro 2

7 - o S

M Blat de moro

Blat de moro GM

Ficura 2. Etiquetat i no etiquetat de dos tipus de blat de moro.

NO ETIQUETAT

ETIQUETAT OBLIGATORI

incidir en les metodologies de detec-
cié d’OGM.

El reglament estableix que I'eti-
quetatge sera obligatori quan el con-
tingut d’OGM sigui igual o superior
al 0,9 % de cada ingredient conside-
rat individualment (figura 2). Per
exemple, en un producte processat
que contingui blat de moro i soja, el
percentatge d’OGM permes no és
el 0,9 % del producte final, sin6 el
0,9 % de blat de moroiel 0,9 % de
soja (figura 3).

També s’accepta el 0,5 % de la
presencia accidental o tecnicament
inevitable de material GM, si'OGM
encara no ha estat aprovat per la
Uni6é Europea (UE), pero esta en
procés d’avaluaci6 favorable.

La normativa europea estableix
com a obligatori I'etiquetatge dels
aliments i pinsos quan el contingut
d’OGM sigui igual o superior al 0,9 %.

Deteccio d'OGM
Per facilitar el compliment dels
reglaments europeus, ’analisi de
material transgenic en aliments ha
de ser aplicable tant a materies pri-
meres com a aliments processats i
ha de permetre detectar i quantifi-
car la presencia o 'abséncia de
material transgenic. Detectar si som
davant d'un OGM no és una feina
senzilla. El metode més fiable per
saber si un aliment és transgenic és
analitzar-ne el material genétic o
ADN o analitzar-ne la composicio
per identificar la presencia de pro-
teines derivades de 'activitat de
I’ADN transgenic. Malgrat tot, els
metodes moleculars fiables i sensi-
bles funcionen molt bé amb mate-
rial vegetal fresc o poc processat,
pero tenen menys sensibilitat quan
aquest material ha estat sotmes als
processos industrials d’elaboracié
d’aliments preparats o de purifica-
ci6 dels seus components.
Diferents processos quimics,
fisics o enzimatics poden contribuir
a la degradaci6 de I'ADN. Fins i tot
en aliments que pel processament
han sofert una gran degradacio del
seu ADN o de les seves proteines no
es poden fer aquestes analisis per-
que no s’hi troben restes d’aquests,
0 quasi no queden traces en forma
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de fragments curts dels productes de
degradacio.

El procés de detecci6 d’OGM
engloba tres etapes (figura 4):
¢ Detectar la presencia o I'abséencia
d’OGM.

e Identificar si sén OGM autoritzats
ala UE.

¢ Quantificar si els OGM identifi-
cats no superen el 0,9 % permes a
la UE.

Elmetode més fiable per saber si
un aliment és transgenic és analit-
zar-ne el material genetic o ADN o
analitzar la presencia de proteines
derivades de 'activitat de 'TADN
transgenic.

2. METODES DE DETECCIO

L'obligatorietat d’etiquetar els
aliments transgenics planteja la
posada a punt d'uns metodes d’ana-
lisi:

¢ Adaptats a cada producte brut o
derivatia cada OGM buscat.

¢ Fiables i sensibles per respondre
alalegislaci6 establertaia una infor-
maci6 de qualitat exigida pels con-
sumidors.

e Homogenis per a tots els labora-
toris europeus per garantir els resul-
tats.

Perque els metodes de detecci6
d’OGM compleixin tots aquests
requisits, han de ser:

» Especifics, és a dir, han de ser
capacos de detectar i d’identificar
I'OGM buscat.

* Sensibles, és a dir, han de ser
capacos de detectar un percentatge
d’OGM igual o inferior al limit mar-
cat per la normativa europea.

¢ Precisos, és a dir, a partir de I'is
de materials de referéncia, hem de
demostrar que s6n metodes esta-
disticament representatius.

¢ Repetibles, és a dir, el resultat
d’una analisi ha de ser el mateix
quan es repeteix amb el mateix me-
tode, amb identiques caracteristi-
ques del test, en el mateix laboratori,
pel mateix analista i utilitzant el
mateix equip dins d'un interval curt
de temps.

¢ Reproduibles, és a dir, el resultat
d’una analisi ha de ser el mateix

quan es repeteix amb el mateix
metode, amb identiques caracteris-
tiques del test, en diferents labora-
toris, per diferents analistes i utilit-
zant diferents equips.

Galeta 1
SOja T

it 20%
L i

"
TR ’h‘“‘ M Soja
20% Soja GM

i1 20.% W Blat de moro
e

%, ,Ru B Soja

M Blat de moro
Blat de moroGM 0,0 %

Blatde moroGM 0,4 %

A partir de la capacitat de detec-
cio dels metodes, els podem classi-
ficar en dos grans grups:
¢ Detectar I'expressi6 del gen, és a
dir, proteines: metode d’ELISA.

00% ETIQUETAT

OBLIGATORI

El 2,5 % de la soja és GM

19,5 %
0,5 %

59,6 %
NO ETIQUETAT
19,9 %

0.1 % El 0,66 % del blat de moro és GM
,1 %

El 0,5 % de la soja és GM

DETECCIO
Presencia?

IDENTIFICACIO
Autoritzat?

QUANTIFICACIO
<0,9% 0>0,9%

PRODUCTE FINAL

FIGURA 4. Procés de deteccio de transgenics.
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Técniques d’ELISA

Detecta proteines a partir de la
interaccié especifica amb els
anticossos

Técniques de PCR

Detecta sequencies d’ADN a partir
de la seva exclusivitat

No detecta sense la preséncia
d’ADN de proteines

No detecta sense la preséncia
d’ADN

Menys sensible

Molt sensible

Requereixen personal experimentat tant per a la posada a punt com per

a la interpretacio de resultats

Requereixen I'analisi de material de referencia

Requereixen I'estandarditzacié del mostreig i de I'extraccié de material

Requereixen un coneixement
detallat de I'estructura molecular
i de les propietats fisicoquimiques
de la proteina

Requereixen un coneixement
detallat de I'estructura molecular
de les seqiiencies introduides

Obtencié d’'una resposta qualitativa
i quantitativa de menor precisio

¢ Detectar el gen responsable, és a
dir, ADN: metode de PCR.

Els metodes d’analisi que detecten
I’ADN transgenic s6n els més utilitzats
perque proporcionen més especifi-
citat i sensibilitat; no obstant aixo,
en determinades ocasions, pot inte-
ressar la deteccié de proteines. Ve-
geu a daltla comparacio de les carac-
teristiques entre les dues teécniques.

REAGENTS:

Ab specific for Ag of interest Y
(coating the wells)

Unknown sample

POSITIVE SAMPLE

Ag's are present
& bind to Ab

Obtencié d’'una resposta qualitativa
i quantitativa de gran precisio

Meétode d’enzyme-linked
immunosorbent assay: ELISA
Lassaigimmunoenzimatic ELISA es
basa en la detecci6 d’antigens o anti-
€0SS0S en una mostra.

En el cas de la deteccié d’anti-
gens, els anticossos especifics per a
I'antigen s’adhereixen a la superficie
de plastic de la placa immunoab-
sorbent que ens fa de suport. Des-

NEGATIVE SAMPLE

Ag is absent

Allow time to react
Wash away unbound substances

Y

REAGENTS: E
enzyme-labeled Ab specific forA

the Ag of interest

Allow time to react
Wash away unbound E-Ab's

REAGENTS:
colorless substrate for enzyme

POSITIVE: substrate converted to
colored product

NEGATIVE: no color change
(substrate not converted)

FIGURA 5. Detecci6 d’antigens pel metode d’ELISA.

prés s’afegeix la mostra que actua
d’antigen en el cas de ser positiva.
A continuacié6 s’afegeix I’anticos
adherit a un enzim especific per a
I'antigen. Finalment, s’afegeix un
substracte especific que quan actui
I'enzim produira color observable a
primera vista o quantificable a I'es-
pectrofotometre (figura 5).

En el cas de la deteccié d’anti-
cossos, els antigens s’adhereixen a
la superficie de plastic de la placa.
Després s’afegeix la mostra que
actua d’anticos en el cas de ser posi-
tiva. A continuacio s’afegeix I’an-
ticos adherit a un enzim especific
per al’anticos. Finalment, s’afegeix
un substracte especific que quan
actua I'’enzim produeix un color
observable a primera vista o quan-
tificable a I'’espectrofotometre (fi-
gura 6).

Reaccié en cadena per

la polimerasa: PCR

Lobjectiu de la PCR és1'obtencié de
gran quantitat d’ADN. A partir d'una
mostra que contingui una quantitat
minima de material genetic dificil de
manipular o de detectar es pot obte-
nir una gran quantitat d’ADN ideén-
tic al de partida.

L'ADN és una molecula termos-
table i és present en totes les cel-lules
d’'un organisme. Aquestes caracte-
ristiques el converteixen en la diana
perfecta per detectar la preséncia
d’OGM en materies primeres i ali-
ments. La PCR és capac de detectar
la presencia d’ADN, tot i que es trobi
en quantitats molt petites.

La PCR permet copiar moltes
vegades un fragment especific
d’ADN, és a dir, mitjancant una
amplificacié d'un tros d’ADN, obte-
nim milions de copies. LADN té
dues cadenes complementaries que
porten la mateixa informacié i per
copiar-la és necessari separar fisica-
ment les dues cadenes i utilitzar-ne
cada una com un motllo, és a dir,
com una plantilla que serveix de
model en forma de mirall, per sinte-
titzar-ne l'altre. Aquesta feina la fa
un enzim anomenat ADN polime-
rasa, que en aquest cas €s termore-
sistent per suportar les elevades
temperatures que s'utilitzen en 'e-
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tapa de separaci6 de les dues cade-
nes d’ADN en cada cicle de copiat.
Perque I’ADN polimerasa inicii la
copia de les cadenes d’ADN, cal dos
encebadors, que s6n petits frag-
ments d’ADN complementaris als
extrems d’ambdues cadenes i que en
enganxar-se a 'ADN actuen com
una primera anella de la cadena per-
que se n'inicii la copia. Aquests ence-
badors donen especificitat al procés
d’ampliaci6 i per aixo el disseny dels
encebadors requereix coneixer la
seqiiencia de 'ADN especific que
s’amplificara (figura 7).

La PCR permet obtenir gran
quantitat d’ADN identic al de par-
tida.

El procés d’amplificacié o copiat
té lloc en un aparell anomenat ter-
mociclador, que permet programar
automaticament cicles successius
d’escalfament i de refredament de
les mostres que contenen el mate-
rial genetic.

La reaccio es realitza mitjancant
larepetici6 (20-40 cicles) del procés
de copia, aixi I'amplificaci6 es pro-
dueix de manera exponencial, i al
final del procés s’obtenen 2n copies
del fragment d’ADN; n és el nombre
de cicles que es realitza en el termo-
ciclador (figura 8).

3. DETECCIO D’OGM
A TRAVES DE LA PCR

El procés de detecci6 de transgenics
engloba una serie d’etapes succes-
sives tal com esquematitza la figu-
ra9.

Extraccio de 'ADN
Lobjectiu de'extraccié de ’ADN és
obtenir-ne la quantitat suficient i
que sigui de bona qualitat, és a dir,
com menys degradat i més lliure de
contaminants millor. La degradacié
de 'ADN i les contaminacions
redueixen I'eficiencia de la PCRipot
portar-nos a resultats erronis.
S’han descrit molts metodes per
extreure ADN de materies primeres
i productes finals, alguns més indi-
cats per a un tipus de matriu deter-
minada i d’altres d’aplicacié més
amplia.

Control de qualitat de ’ADN extret
La qualitat de 'ADN extret es con-
trola de manera consecutiva i com-
plementaria mitjancant:

REAGENTS:
Ag (coating the wells) @
Unknown sample

Allow time to react
Wash away unbound Abs

POSITIVE SAMPLE

specific Ab's are present
&bind to Ag

e La quantificaci6é de 'ADN a l'es-
pectrofotometre.

¢ Un gel de qualitat.

* Gens especifics.

NEGATIVE SAMPLE

specific Ab absent;
other Ab's washed away

REAGENTS: E
enzyme-labeled Ab specific for
Ab's (antiglobulin) A

Allow time to react
Wash away unbound E-Ab's

E
A

REAGENTS:
colorless substrate for enzyme

POSITIVE: substrate converted to
colored product

NEGATIVE: no color change
(substrate not converted)

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

‘HMMMB‘ ’W"Hil»‘llls : Step 1 : denaturation]

1 minut 94 °C

L

T T
3‘%( n 3 LI 5
S y %”W-
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- IR s step 3 extension ]
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-1 N2/ 2 minutes 72 °C
FLEN onlydNTPs
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45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Andy Viensracte 1999)

Termociclador
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4th cyele
—— wanted gene

== 3theycle

U \:“a eyele Reaccié exponencial

-Cicle 10- 1.024 copies

Isteycele

iShp:2e DN — -Cicle 20- 1.048.576 copies

-Cicle 30- 1.073.741.824 copies

2 copics 4copies 8 copies

Ficura 8. Amplificacié exponencial de 'ADN en la PCR.

EXTRACCIO DE L’ADN
GEL DE QUALITAT
CONTROL DE QUALITAT ESPECTROFOTOMETRIA

CRIBRATGE D'OMG GENS ESPECIFICS

PCR NEGATIU PCR POSITIU
QUANTIFICACIO IDENTIFICACIO

NO
ETIQUETAT

FIGURA 9. Procés de la PCR.

ContolS S B B BSBSBS S ContolS S B B BS BSBSS

Control S S B BBSBSBS S S S BB BSBSBSS

FiGura 10. Detecci6 del gen de la Lectina (a dalt, esquerra), del gen de la
Zeina (a dalt, dreta) i detecci6 del promotor 35S i del terminador T-Nos
(a baix) en mostres que contenen blat de moro i soja.

Lamplificacié mitjancant PCR de
gens especifics d’organismes euca-
riotes o gens d’endogens de les espe-
cies amb que es treballa, permet d'i-
dentificar la presencia d’ADN d'una
especie determinada i a la vegada
veure si hi ha inhibidors de la PCR.
Per exemple, per a mostres de blat de
moro s'utilitza el gen de la Zeina, que
es troba tant en varietats transge-
niques com en varietats no transgeni-
ques de blat de moro. Per a mostres
de soja s'utilitza el gen de la Lectina,
que es troba tant en varietats trans-
geniques com en varietats no transge-
niques de soja. La imatge superior
esquerra de la figura 10 mostra la
resposta de senyal del gen de la Lec-
tina en mostres de soja (S) i mostres
barreja de blat de moro i soja (BS).
La imatge superior dreta de la ma-
teixa figura mostra la resposta de
senyal del gen de la Zeina en mostres
de blat de moro (B) i mostres barre-
ja de blat de moro i soja (BS).

Un senyal intens en 'amplifica-
ci6 dela PCR indica un ADN de qua-
litat. Si no s’obté un bon senyal, la
qualitat de 'ADN es qiiestiona i es
torna a purificar o se’'n fa una altra
extraccio.

Cribratge mitjancant seqiiéncies
reguladores

Després de comprovar que la mos-
tra té un ADN de qualitat, el pas
segiient és veure si conté o no conté
OGM. La detecci6 del transgen o
ADN transgenic es realitza mit-
jancant I'amplificacié especifica
d’'un dels fragments utilitzant la tec-
nica de la PCR.

Les seqiiencies reguladores s6n
interruptors que controlen I'expres-
si6 del gen. Molts dels vegetals trans-
genics sén portadors de seqiiencies
d’ADN caracteristiques, el promotor
CaMV35S i el terminador T-Nos.

Si 'aliment conté aquests trans-
gens, s'obtindra un senyal positiu en
la reaccio6 de la PCR, tal com veiem
en la imatge inferior de la figura 10,
on les mostres transgeniques de blat
de moro (B), soja (S) i barreja de
blat de moro i soja (BS) donen se-
nyal per a aquestes seqiiencies.

Els gens especifics permeten con-
trolar la qualitat de 'ADN extret. La
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detecci6 de seqiiencies reguladores
ens indica que som davant d’'un
organisme geneticament modificat.

Identificacio

Després de detectar que som davant
d’'un OGM, identificarem de quin
OGM es tracta mitjancant I'amplifi-
cacio per PCR de seqiiéncies espe-
cifiques.

Lobjectiu és la identificaci6 de
I’OGM per saber si esta autoritzat o
no i, en el cas que ho estigui, per a
quins usos esta permes.

Un exemple conegut és el gen
Cry 1A(b) que codifica per la toxina
Bt del blat de moro Bt 176 i el gen
EPSPS de la tolerancia a I'herbicida
glifosat de la soja Roundup Ready
(figura 11).

Quantificacio

La quantificacié d'OGM ha esdevin-
gut molt important en els darrers
anys, arran de la normativa europea
(v. 'apartat Reglament (CE) nim.
1829/2003).

Elllindar obligatori d’etiquetatge
del 0,9 % d’OGM establert per la UE
fa que cada vegada siguin més
necessaries les analisis quantitati-
ves, que indiquen la proporcié
d’OGM a la mostra, en lloc de les
qualitatives, que només ens indi-
quen la presencia o 'absencia
d’OGM.

Les caracteristiques de la PCR
quantitativa fan que aquest sigui un
procés idoni com a mecanisme de
detecci6 d'OGM:

e Metode que respon a les necessi-
tats creades per la normativa eu-
ropea.

e Es basa en una quantificacio
exacta del percentatge de producte
transgenic present a la mostra.

* Mesura la quantitat del producte
amplificat després de cada cicle de
la PCR mentre aquesta és en marxa.
e Elresultat final és1'emissi6 de fluo-
rescencia, la qual és proporcional a
la quantitat de producte amplificat.
¢ La fluorescéncia emesa es con-
verteix en quantitat ' OGM gracies
al tractament informatic de les
dades i permet expressar els resul-
tats en percentatge d'OGM en la
mostra.

La detecci6 de seqiiencies espe-
cifiques permet identificar el tipus
d’OGM i saber si som davant d'un
OGM autoritzat o no.

La PCR quantitativa permet de-
terminar si estem dins el llindar
d’OGM establert per la normativa.

Control S S M M MS MS MS S

Deteccid de la seqliéncia
Cry 5-6 del gen Cry 1A(Db)

Metodes basats en la quantificacio
SYBR Green. Es basa en la medicié
de fluorescéncia emesa quan s'in-
tercalen les molecules de colorant
fluorescent SG entre els ponts d’hi-
drogen de les molecules de doble
helice d’ADN (figura 12).

ControlS S M M MSMSMS S

Deteccio de la seqliéncia
CTP 1-2 del gen EPSPS
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SYBR Green
imer 1 2 S

Oligo 1

Fluorescein Oligo 2

LC Red 640

W

T\'\'_lﬁ Amp,iﬁwM-
UIJ’J’I_% s LL—/"‘U—I“'\Q)

Emltted nght

Polymerase

SYBR Green

w

M

Transfer

Excitation Emission

UL
L0 LUR RS BL) LR R L

Sondas FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer)

FiGura 12. Metodes de quantificacié d OGM.

Procés de quantificacio per
SYBR Green

1. Al'inici de I'amplificacio, la barreja
de la reaccié conté 'ADN
desnaturalitzat, els encebadors

i el colorant.

Les infinites molécules de colorant
debilment fluorescents produeixen
un senyal fluorescent de fons que és
sostret durant I'analisi.

Procés de quantificacio
per sondes FRET

1. Components essencials: dues
sondes marcades amb dues
molécules fluorescents diferents,
una sonda donant FL i una sonda
receptora LC.

Aquestes dues sondes hibriden
parts sequiencials de la
monocadena d’ADN de la mostra.

2. Després de I'anellament dels
encebadors, unes quantes
moléecules de colorant s'intercalen
en la doble helice.

La unié de I'ADN acaba amb un gran
increment de molécules SYBR Green
que emet llum a partir de I'excitacié.

2. El desenvolupament de senyal en
el sistema depen de la formacié
de la doble cadena d’ADN.

El procés té lloc quan les dues
sondes es troben molt proximes

i quan I'espectre d’emissié donant
se solapa amb l'espectre d’absorcié
del receptor.

3. Durant I'elongacié, més molecules
de colorant s'intercalen al nou ADN
sintetitzat.

Si la reaccid continua, es visualitza un
increment de la fluorescéncia, el qual
és proporcional a la quantitat d’ADN
amplificat.

3. Quan té lloc la hibridacio, les
dues sondes se situen una al costat
de l'altra i, llavors, I'encebador
donant FL s'excita i emet la
fluorescencia F1, que transfereix la
seva energia a la sonda receptora
LC, la qual al seu torn emet
fluorescéncia F2.

Aquesta emissio de radiacio es
correlaciona amb la quantitat de
molécules d’ADN que tenim.

Sondes FRET. Es basa en la medicié
de fluorescéncia emesa per sondes
d’hibridacié especifiques del trans-
gen marcades amb un fluorocrom
(figura 12).
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