DEGRADACION DEL ADN DE SOJA TRANSGENICA INCUBADA “IN VITRO”
CON ENZIMAS DIGESTIVOS ESTIMADA MEDIANTE QC-PCR.
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INTRODUCCION

La reciente aplicacion de técnicas de ingenieria genética para la mejora de
plantas de interés agronémico y su difusion comercial, ha hecho que en la actualidad
gran parte de las dietas de nuestros animales contengan lo que se ha venido
denominando organismos genéticamente modificados (OGMs).

Una de las mayores preocupaciones que despierta la inclusion de alimentos
transgénicos en la dieta, es la posibilidad de transferencia de estos nuevos genes a
los microorganismos de la flora intestinal o bien incluso a las propias células del
animal hospedador. Tal posibilidad suele desdefarse asumiendo la rapida
degradacion del ADN exégeno por parte de los enzimas digestivos. Sin embargo
existen muy pocos trabajos que estudien la degradacion del ADN en el tracto
digestivo utilizando técnicas suficientemente sensibles que permitan detectar
pequenas cantidades de ADN (Schubbert y col., 1994, 1997).

El objetivo del presente trabajo fue el de estudiar la degradacién del ADN
transgénico de soja tras su digestion “in vitro” con enzimas digestivos mediante la
técnica de PCR cuantitativo de competencia (QC-PCR), asi como estudiar el posible
efecto protector de la matriz del alimento sobre la integridad de su ADN.

MATERIAL Y METODOS

Como fuentes de ADN trasngénico se utilizaron un concentrado protéico de soja,
previamente molido, asi como su ADN genomico desnudo, purificado utilizando un
kit comercial (Wizard DNA clean-up system, Promega). Para la simulacién de la
digestion gastrica se utilizd pepsina porcina (Sigma) y para la digestion intestinal un
homogeneizado de extracto ileal liofilizado obtenido de cinco personas voluntarias
que tenian practicadas ileostomias.

El protocolo de incubacion fue el siguiente: 50 mg de concentrado protéico de soja
o bien el DNA desnudo extraido de la misma cantidad, se incubaron durante una
hora a 37 °C con 500 pl de una solucion 15 mM de HCI y pepsina (2mg/ml). Tras
neutralizar el pH con NaHCOj3; se anadieron 50 mg de contenido ileal liofilizado y 200
ul de agua. Las muestras se incubaron durante 5, 10, 15, 30, 60 120 y 180 minutos y
tras finalizar cada tiempo de incubacion se afadieron 800 ul de hidrocloruro de
guanidinio 6 M para detener toda reaccién enzimatica. Posteriormente las muestras
se incubaron durante 3 horas a 58 °C para extraer el ADN que fue purificado
mediante un kit comercial (Wizard DNA clean-up system. Promega).
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La cantidad de ADN transgénico que resistio el proceso de digestion se cuantifico
mediante QC-PCR para lo cual se eligi6 como ADN diana un fragmento de 180 pb
del transgen introducido en la soja y que le confiere resistencia a herbicidas,
utilizando los iniciadores publicados por Studer y col. (1998). Como competidor se
construy6 un plasmido que contenia dicho fragmento con una insercion intermedia
de 100 pb.

RESULTADOS Y DISCUSSION

El método de QC-PCR mostroé ser valido para la cuantificacion de fragmentos de
ADN en muestras de contenido digestivo, situandose los niveles minimos de
deteccion en unas 80 copias. Teniendo en cuenta que a t = 0 se detectaron mas de
100.000 copias de los transgenes, nuestro procedimiento fue capaz de detectar
hasta un 0.08 % del ADN superviviente. La proteina de soja y el ADN genémico
desnudo se eligieron como substratos que pudieran ofrecer condiciones extremas de
proteccion frente a los enzimas digestivos.

La incubacion con pepsina y HCI tuvo escaso efecto sobre el ADN de la proteina
de soja, sin embargo provocd un drastico descenso del ADN gendmico desnudo y
tras 60 minutos de digestion el 80.6 + 3,06 % del los transgénes no fueron detectados
(Tabla 1). La sensibilidad del ADN a pHs extremos y la depurinacion de la cadena de
ADN en soluciones acidas es bien conocida (Raw, 1983) por lo que el hecho de que
el ADN dentro de la matriz del alimento sea resistente a dichas condiciones podria
deberse a un efecto tamponador de la soja, especialmente en la parte interior de las
particulas donde el pH podria no ser tan extremo.

Tabla 1. Degradacion del ADN transgénico de soja o ADN gendmico desnudo incubado “in vitro” con
pesina-HCI durante una hora y con enzimas intestinales durante 5, 10, 15, 30, 60, 120 y 180 minutos.
Los valores estan expresados en Logaritmo del numero de copias del ADN transgenico detectadas
mediante QC-PCR. Cada reaccion contiene el DNA extraido de 0,3 mg de soja.

Digestion gastrica. Digestion intestinal

Minutos Estadistica Minutos Estadistica

0 60 DER S T SxT 0 5 10 15 30 60 120 180 DER S T SxT

Soja 530 527 0294 ** * * 527 528 514 521 497 475 410 3,890,443 ** *** NS
ADN 463 3,93 393 383 354 355 329 315 238 198

S: Tipo de susbstrato incubado (harina de soja or DNA genémico desnudo).

T: Tiempo de incubacion.

SxT: Interaccién substrato x tiempo.

DER. Desviacién Estandar Residual. NS. No significativo, p > 0,10; *, p < 0,05; ***, p < 0,001.

La cantidad de ADN transgénico que resistié la digestion con el contenido ileal fue
superior para la proteina de soja que para el ADN desnudo (Tabla 1, P < 0,001) sin
embargo esas diferencias fueron debidas fundamentalmente a que una mayor
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cantidad de ADN soporté la incubacién con pepsina-HCIl. Cuando expresamos los
mismos valores con relaciéon a la cantidad que inicialmente fue incubada con el
contenido ileal (Figura 1), los resultados no fueron tan diferentes y tras 30 minutos
de digestion 48 + 13,1y 66 + 17,5 % del ADN transgénico de la proteina de soja y del
ADN desnudo respectivamente habian sido degradados. Cuando dichos resultados
porcentuales se ajustaron a un modelo monoexponencial (y = a (1—e‘kt)), los ritmos
fraccionales fueron algo superiores para el ADN desnudo que para la proteina de
soja (0.053 + 0.0183 vs. 0.022 + 0.0008), sin embargo las diferencias no alcanzaron la
significacion estadistica, lo que sugiere que el material en la proteina de soja fue
capaz de proteger el ADN frente a las condiciones acidas del estdmago pero no
frente a las enzimas digestivas del intestino delgado.

Figura 1. Porcentaje de degradacién del DNA transgénico de proteina de soja o de DNA genémico desnudo
incubado con contenido ileal.
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En conjunto, tras la digestiébn péptica e intestinal un 4,2 + 1,03 % del ADN
transgénico de la soja y un 0.5 + 0.32 % del ADN gendémico desnudo resistieron todo
el proceso de digestion. Estos valores aunque indican que el ADN es rapidamente
degradado por los enzimas digestivos sugieren que, al menos bajo nuestras
condiciones de digestion “in vitro”, un pequefo porcentaje seria capaz de superar la
barrera intestinal y ser disponible para la poblacion microbiana de los tramos finales
del tracto digestivo.
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