
UNI"-ERSIDAD NA90NAL poM~1I 
AUTONOMA DE MEXICO 

FACULTAD DE QUÍMICA 

PROGRAMA DE MAESTRÍA Y 
DOCTORADOEN CIENCIAS BIOQUÍMICAS 

PROTEÍNAS HETERÓLOGAS EN SOY A: 
IDENTIFICACIÓN y AISLAMIENTO 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE : 

MAESTRA EN CIENCIAS 
(BIOQUÍMICAS) 

P R E S E N T A 

1 Bt Mima Olivia González 
Martínez 

Tutor: DRA AMANDA GÁLVEZ MARISCAL 

MÉXICO, D. F. Abril 2010 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



"Proteínas heterólogas en soya: identificación y aislamiento" 

Reconocimientos 

Esto te~i s de Moe~lrío fue dirigido por lo Dra. Amando G61vez Mariscal en el 
laboratorio 312 del Departamento de Alimentos y Biotecnologío del editicio "E" de 
lo Facultad de Químico de lo Universidad Nocional Autónomo de México. 

Esto tesis contó con el apoyo del proyecto PAIP 54-09. Lo DGEP me otorgó lo 
beco de Fomento a lo Graduación durante el semestre ~-I 

El Comité tul orol que asesoró el desarrollo de esto tesis estuvo formado por: 

Dr. Roberto Arreguín Espinoso de los Monteros 
DI. Javier Plosencio de lo Porro 
Oro. Amando Gólvez Marisc al 

Instituto de Químico UNAM 
Facultad de Químico UNAM 
Facultod de Químico UNAM 

Se reconoce lo asesoría de la Dra. Rosario lópez Vancell del Departamento de 
Patología Experimental de lo Facultad de Medicino UNAM para lo 
implementación de lo eleclroforesis p reparativo continuo. 

Se reconoce la asesoría del Dr. Elpidio Gordo del Departamento de Bioquímico 
de lo Facultad de Químico UNAM por lo asesoría poro lo detección en western 
blot. 

El jurado asignado p oro el exornen de g rado estuvo tormodo por: 

Presidente Dra. Amelía Farrés Gonz6lez-Sorovio Facultad de Químico 
UNAM 

Vocal DI. Jorge Nieto Sotelo Imtituto de 
Biolecnologia UNAM 

Secrelario Dr. Roberto Arreguín Espinoso de los Monteros Instituto de Qumico 

Suplenle 

Suplenle 

Dra. Adela Rodríguez Romero 

Dr. Rogelio Rodríguez Solres 

UNAM 
Insl itulo de Qumico 
UNAM 
Facultad de Químico 
UNAM 

2 



Agradecimientos 

A la Dra. Amando Gálvez Mariscal por la oportunidad de integrarme a su g rupo 
de !rabajo, por confiar en m i y por los conocimientos de toda indole que he 
adquirido. 

Al Dr. Roberto Arreguin Espinosa de los Monteros por su apoyo en los experimentos 
de isoelec!roenfoque y por sus aportaciones o lo real ización de esto tesis como 
porte del Comité tutoral. 

Al Dr. Javier Plasencia de la Parra por el tiempo dedicado como parte del Comité 
tutoral y por sus sugerencias para la mejora del proyeclo. 

Al Dr. Rogelio Rodríguez Sotres por el p réstamo delleclor de microplocos paro lo 
pruebo de DAS-EUSA. 

A lo Dra. Rosario López Voncell por su valiosa y sobre todo generoso ayuda y 
dedicación, por lo contianza depositada en mí y por el apoyo durante los largos 
horos de trobojo en su loborotorio. 

Al Dr. Elpidio Gordo Romírez por lo asesoría , tiempo y materiales prestados poro lo 
detección en Western b lol. 

A los Oros. Amelio Farrés Gonzólez-$oravio y Moricarmen Quirasco Borvch por sus 
preguntas y sugerenc ias duronte los seminarios de grupo. 

A Israel Gorcio, quien ha sido un excelente amigo y compañero en lo aventuro 
de aprender o aprender. 

A Pi lar Vergara y Blanca G6mez por la amistad que me han brindado, por los 
alegrías y d if icultades compartidos. 

A lo Dra. Carolino Pel'\o y la M. en C. Denise Castro, por los conocimientos, 
consejos y momentos d ivertidos que han compartido conmigo. 

A quienes han con"ivido conmigo durante mi estancia en el laboratorio 312, por 
el excelente ambiente durante los días de trabajo, y también por los momentos 
de convi"encio fuero de el. 

3 



 

Dedicatorias 

A mis popas, Antonio Martinez y José González, quienes me han dado todo, lo 
material y espiritual , lo enseñanza, a legría, ayudo, ánimo, y sobre todo un gran 
amor. 

A mi mamá, gracias por el ejemplo de cómo ser uno gran mujer, mostrarme el 
amor en los formas menos obvios, por darme lotallibertad de ser, y por el tesoro 
heredado del t eatro y lo lectura, 

A mi papá, gracias por ser fuerte por y poro todas, por enseñarme con el ejemplo 
el valor de lo perseverancia. dedicación y generosidad hacia los demós. por lo 
ternura velado y el cariño de todos los días. 

A mis hermanas Almo y Ale. por confiar en mi aún en 10$ momentO$ en los que yo 
misma no lo hacia. por nunca dudar de mi y por el amor incondicional. 

A mi cuñis Rodrigo. a mis sobrinos Quez/allí y Ramón. por llenar mi vida de 
telicidad puro e inocencia. 

A Luis. mi amigo poro siempre, confidente. asesor y también aprendiz junto 
conmigo en todo lo que respecta a todo. gracias por lo compart ido todo$ estos 
años. 

A Lil iana, quien en cualquier circunstancia, estado de ónimo y lugar, esté siempre 
conmigo y par compartir este comino. 

A Aura. por en$eñarme que en lo vida hay airas rutas y traer o mi lo alegria aún sin 
ello wberlo . 

A mis amigos: Agustín. Diana. Carlos. Mario. Abraham, Carolino, Claudia, David, a 
quienes querré siempre a pesar del tiempo y la distancia. de los encuentros y 
desencuentros. 

4 



Contenido 

ABREVIATURAS 8 
RESU~EN 9 
ABSTRACT II 
INTRODUCCiÓN 13 

Proteínas de la soya 13 
Variedades transgénicas de soya disponibles comercialmente 15 
Soya Roundup Ready® 17 
La enzimo EPSPS 18 
Efecto del glifosafo en lo EPSPS 21 
Característicos de lo CP4EPSPS 23 
Carcferizoción molecular del Transgén en lo soya Roundup Ready® 24 
Aspectos de Bioseguridad 31 

HIPÓTESIS 33 
OBJ ETIVOS 33 
MATERIALES Y M80DOS. 34 

Muestras de soya y Conservación 34 
Verificación de la naturaleza G~ de la muestra 34 
Extracción de grasa 36 
Extracción de proteínas solubles 36 
Precipitación fraccionada 37 
Precipitación con Ácido Tricloro Acético 38 
Isoelectroenfoque Preparativo 38 
Elec lraelución 39 

40 Elec lroforesis Preparafiva Confinua 
Cuantificación de Proteínas 41 
Double antibody sandwich enzyme lin"-ed immunosorbenf aS$ay (DAS-EUSA) 41 
Perfil eleclroforético 
Transferencia Western 
Detección en Western-Blot de proteína CP4EPSPS 
Detección y Diferenciación de glicosilación en Western blot 

RESULTADOS y DISCUSiÓN 
Extracción de Proteínas Solubles 
Precipitación de proternas 
Isoelectroenfoque 
Eleclroeluci6n 
Electroforesis Preparativa Continua (EPC) 

CONCLUSIONES 
REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

41 
43 
43 
44 
46 
47 

" " " " 68 ., 

, 



Figuras 

Figura 1 SDS-PAGE de 28 variedades de soya. 14 
figuro 2. Rulo metabólico de lo síntesis de aminoácidos aromáticos. 19 
Figuro 3. Eshuctura del fosfoenol piruvato y del glifosato. 21 
Figuro 4. Reacción catolizada por la enzima EPSPS. 22 
Figuro 5. Interacción del glifosato con el sitio activo de la CP4EPSPS. 24 
Figuro 6. Mapa del vector usado para lo obtención de lo soya Roundup Ready®. 

25 
Figuro 7. Esquema comparativo de lo secuencio del hansgén. 27 
Figuro 8. Esquema del transgén. 28 
Figuro 9. Gel de agarosa de los productos de PCR. 28 
Figuro 10. Secuencias reportados por Rang. Z'9 
Figuro 11 . Gel de SDS-PAGE, tef'lido con azul de Coomasie. 30 
Figuro 12. Detecci6n del transgén cp4epsps por PCR. 46 
Figura 13. Detecci6n gen de lectina por PCR punto final. 47 
figuro 14. Extracción de proteínas solubles de lo soya SFL. 48 
figuro 15. Perfil eleclroforético de lo e.dracciÓn secuencia l. 50 
Figura 16. SDS-PAGE después de lo precipitación con TCA. 52 
Figura 17. SDS·PAGE 0110% de acrilamida de lo precipitación fraccionado. 54 
Figuro 18. SDS-PAGE después de ultrafiltraciÓn. 55 
Figuro 19. SOS PAGE 0112.5 % de poliacrilamida adicionado con glicerol. 58 
Figuro 20. SDS-PAGE de los fracciones 1 o 14 electroelufdas. 59 
Figuro 21. Tinción con nitrato de p lato de SDS-PAGE. 60 
Figuro 22. SDS-PAGE de los fracciones 15 o 30 obtenidos en EPC. 60 
Figura 23. Detección Western blot de tracciones obtenidas en EPC. 62 
Figuro 24. Detecci6n y diferenciaci6n en Western blot de glicosilaciones. 66 

Tablas 

Tabla I Proteínas de reservo de lo soya. 
Tabla 11 Variedades Iransgénicas de soya disponibles comercialmente. 
Tabla 111 Elementos del plásmido PV-GMTG04. 
Tabla IV. Variedades de soya transgénica con promotor CaMV35S. 
Tabla V Primers usados por Rang. 
Tabla VI Masas moleculares de proteínas p redichos por Rang. 
Tabla VII Condiciones de PCR. 
Tabla VIII Formulación geles de poliacrilamida. 
Tabla IX lectinos usada poro diferenciación de tipos de glicosilaciÓn. 
Tabla X Exlracción de albúminas y globulinas de soya SFl. 

14 
16 
17 
18 
27 
30 
35 
42 
45 
49 

6 



 

Tabla XI Extracción secuencial de albúminas y globulinas de soya SFl. 50 
Tabla XII Precipitación de proteínas presentes en EC de soya SFl usando TCA al 
20%. 51 
Tabla XliI. Precipitación fraccionado con sulfato de amonio de extrado c rudo de 
proteínas de soya SFL. 53 
Tabla XIV Precipitación con TCA 0120% de lo tracción 01 40% de sulfato de 
amonio. 
Tabla XV. Recirculación en isoeledroenloque. 
Tabla XVI Prueba de DAS-EUSA de las fracciones EPC. 

" 56 
6J 

7 



ABREVIATURAS 

CaMV35S Promotor 355 del virus del mosaico de la coliflor rCouliflower masaie 
virus 35$ promoter) 

cp4 epsps Gen de la 5-enolpiruvil shikimalo 3-fosfolo-sinlasa de Agroboclerium 
lumefociens cepa CP4 

CP4 EPSPS 5-enolpiruvil shikimolo 3-fosfolO-$inloso de Agroboclerium 
lumefaciens cepo CP4 

CTP4 Péplido de tránsito hacia el cloroploslo (chloroplosle Iransi! peptide 
4) de Petunia hlbrida 

[CP4EPSPS)w Faclor de concentración oporente de CP4EPSPS 
DAS-EUSA Double anlibody sandwich enzyme linked immunosorbenl assay 
EC Extracto crudo de proteínas solubles 
EPe Eleclroforesis p reparativo continuo 
EPSPS 5-enolpiruv il shikimolo 3-fosfolo-sinloso 
GM Modificado genéticamente (genelically modified) 
HRP Peroxidaso de rábano (horserodish peroxidase) 
mRNA RNA mensajero 
NCBI National center for biotechnology information 
no-GM No modificado genéticamente (non - genetically modified) 
OsSK Shikimalo cinasa de Orizo salivo 
PCR Reacción en cadena de la polimera$a [pol imerase Chain Reacl ion] 
S3P shikimalo-3-fosfato 
pb Pares de bases 
PBS Amort iguador de fosfalos adicionado con c loruro de sodio. 

[phosphale Buffered Saline) 

PE' 
PES 
PVDF 
RR 
SDS-PAGE 

SC 
SFL 
TCA 

Fosfoenol piruvato 
Polietil sultona 
Ditluoruro de polivinilideno (polivinyliden d ifluoride] 
Roundup Ready® 
Eleclroforesis en 
desnaluralizontes 
elec lrophoresis) 

gel de poliacrilomida en condiciones 
(sodium dodecyl sulfate-poliacrilomide gel 

Muestra de granos de soya sin contenido de transgénicos 
Muestra de granos de soya con contenido de transgénicos 
ácido Iricloroacético (Iric loroacetic acid) 
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RESUMEN 

Lo soya Roundup Read~ (RR) estó diseflada para expresar la enzima CP4-EPS PS 

de Agroboderium lumefociens (S-enolpiruvil shikimolo 3-fosfalo-sinlasa) unida el 

un péplido de tránsi to de Petunio hybrida ¡CTP4). de un pe$O molecular de 47.6 

kDa. Esto enzima es resistente o la inhibición del herbicida g lilosolo (N

(fosfonomelil) glicina), sobre lo ruto metabólico de p roducción de aminoácidos 

aromáticos. con lo que las plantos sobrevi ... en o lo aplicación del herbicida. 

Paro la soya Roundup Ready®, Rang el 01 en 2005 reportaron lo detección de 4 

secuencias de mRNA, codificados por ellronsgén cp4epsps, en lugar de uno solo 

como era esperado. Los cuatro mRNA hollados incluían la secuencio transcrita del 

gen cp4epsps completo y porciones transcritos de lo secuencio repetido ubicado 

después del terminador, tal como fueron descritos por Windels et 01., en 2001. 

Dentro de nuestro g rupo de trabajo, Fong, (datos no publicados) encontr6 cuatro 

bandos de mosa molecular de entre 45 y 60 kDa. positivas en una prueba de DAS· 

ELISA específica para CP4EPSPS, en extractos proteínicos de una muestra de soya 

en la que previamente se detect6 la presencia de secuencias Iransgénicas 

(promotor 35S ) por medio de PCR tiempo real. 

Considerando lo anterior, este trabajo tuvo como objetivo lo separaci6n y 

purificación de las cuatro proteínas heler610gas que posiblemente se exp resan en 

lo soya Iransgénica Roundup Ready®. 

Se extrajeron las proteínas solubles de una harina de soya elaborada o partir de 

una muestra de g ranos de soya en la que previamente se detect6 la p resencia 

del gen cp4epsps usando PCR punto final. Mediante precipitación fraccionada 

con (NH.)zSO. y ultrati ltración se obtuvo uno fracción de proteínas que se sometió 

a electroforesis preparativo continua en lo que se colectaron 80 fracciones. 

Los fracciones en los que en SDS·PAGE se observaron bandos con maso 

molecular dentro del intervalo de interés (45 a 60 kDa). se analizaron 

inmunológicamente mediante uno prueba de DA$·ELISA especítica para la 

detecci6n de lo proteína CP4 EPSPS, poro lo cual p reviamente se diafillraron poro 

cambiar e l amortiguador. 
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las fracciones que tuvieron un resultado positivo se sometieron a una detección 

inmunológica mediante transferencia Western, con el fin de determinar si en cada 

uno de el los había uno o mós bandos que dieron resultado positivo en lo pruebo 

de DAS-EUSA. Se usaron anticuerpos específicos para la proteína CP4 EPSPS 

donados por lo compañia Agdia Inc. (Indiano. USA). lo detecci6n se realizó 

mediante quimioluminiscencia usando el sistema b iotina-peroxidosa. De est a 

formo, se detectaron tres bandos de diferentes masas moleculares que tienen 

reacci6n positivo. Estos bandas mostraron masas de 47. 58 Y 63 kDo. 

respectivamente. 

El anólisis mediante Western-blol permiti6 confirmar lo presencio de al menos Ires 

proteínas heleróloga$ con identidad de CP4EPSPS en uno muestro de granos de 

soya comercializados en el D.F., con lo que se velificaron los hallazgos de Windels 

(2001) Y Rang (2005). 
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ABSTRAeT 

Roundup reody® soybeon expresses Ihe enzyme CP4 EPSPS (5-enolpiruvyl 

~hik¡mole 3-phospholc sin lhO$C) Irom Agroboclcrivm Ivmefacicncs, olloched lo O 

chloroplml tron~il peplide rCTP4) 110m Petunia hybrid. The molecular mOS$ 01 Ihe 

funclionol enzyme is 47.6 kDo, This enzyme is non-sensilive l o the herbicide 

glyphosale (N· phosphonomelyl glicine), on inhibilor 01 Ihe melabolic palhway lor 

aromolic omino ocid produclion. which confers lo Ihe plan! resislonce ogoinsl Ihe 

applicol ion 01 Ihe herbicide, Rang el 01, (2005) delecled. in Roundup Ready® 

soybean. tour mRNA sequences whose origin was Ihe cp4epsps Iransgene, inslead 

01 o single messonger as e)(pected. Those four mRNA molecules, conloin Ihe 

complete sequence 01 cp4epsps gene and fragmenls Iran5cribed Irom o 

cp4epsps repealed sequence, as desc ribed eorlier by Windels el aJ. (2001) , which 

sequences are lound after the terminator 01 Ironscription. In a previous work 01 our 

group, Fong C. tound lour prolein bands wilh molecular masses Irom 45 lo 60 kDa, 

which had posi tive signol in o DAS-ELlSA lesl specific lor CP4 EPSPS deleclion(dato 

nol publi5hed). This wos observed in prolein exlrocls 01 o soybeon somple, 

conlaining transgenic cp4epsps verilied using Real Time PCR. Considering all 01 

the aboye, Ihe objective of Ihis work was Ihe sepOlation and purificalion 01 Ihe 

four helerologous prol eins possibfy expressed in Roundup Reod}41 soybeon. A I lour 

was prepored wilh Ihe same sample sludied by Fong and soluble proleins were 

exl rocled. By meons 01 precipilolion ond ultrofillralion, a prol ein concent rale was 

oblained. 11 was run in o conlinuous preparative elec trophoresis sysl em, and 80 

Iroclions were collecled. Those froclions. where prolein bands 01 moleculor 

masses wilhin Ihe 45-60 kDa inlerval were observed in SDS-PAGE, were diafiltered 

lor buffer exchange and analyzed in a DAS-ELISA lesl specilic lor CP4 EPSPS 

deleclion. Froclions positive lor DAS·ElISA were ana1yzed by Western blol 

immunodeleclion, in order l o delerminale if Ihere were more Ihon one bond 

responsible lor Ihe positive reoclion. This procedure wos mode using monoc1onol 

onlibodies specilic lor CP4 EPSPS, donoled by Agdia Inc. (Indiana, USA]. Deleclion 

wos made by chemiluminescenl reoclion using o biolin-peroxidose syslem. By Ihis 

means Ihree prolein bands 01 diflerenl molecular masses were delecled as 
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positive lor this immunodetection. The molecular mass 01 this bands were 48. 58 Y 

63 kDa respectively. Wes!ern blot analysis allowed the conl irmation 01 the 

presence 01 01 leos! Ihree helerologous pro!eins w ilh CP4 EPSPS idenlity, in a 

soybean seed somple commercially dislribuled in Mexico City. Ihese resulls verily 

Windels (2001) ond Rong (2005) lindings. 
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INTRODUCCiÓN 

PRo TE1NA s DE LA SOY A 

Lo soya (Glycine max) es originaria de Asia, en donde se pueden enconlJar 

variedades silvestres endémicas en China, Corea, y Japón. La introducción de 

esto e¡pecie o Américo del norte y Europa es. relativomente. rec iente. El 

incremento sustancial en el cultivo de la soya se inició en la década de 1990. 

cuando sus propiedades nulricionales empezaron a ser aprovechadas para la 

alimentación humana fuera de Asia. En el año 2OCl7. la producción estimada de 

soya fue de 220 millones de toneladas (Food and Agricvlture Organlzation af the 

Uniled Nolions, 20(9). 

Los granos de la soya l ienen un elevado contenido de proteínas de alta calidad 

nulric ionol y han sido ampliamente estudiados debido o su importancia en lo 

industrio alimentario. El conjunto de 10$ diversos proteínas contenidos en lo soya,le 

confieren su versatilidad y valor nulricional. 

En lo figuro 1 se muestro uno comparación de los perfiles proteinicos en SDS-PAGE 

de extraclos de proteínas solubles de 28 variedades de soya. En ella se aprecia 

que no hoy diferencias notables entre los perfiles de estas variedades, a lo vez 

que se hoce evidente su complejidad. 

13 



,. , 
" ~ 
» 

"~~~~~""B~"~" 'I " -= ." 
" 

Figuro I SDS-PAGf de 28 variedades de soya, se seflolan los subuinidodes de b """"'I,,i, 
Al, AJ. A4 Y AS} Y de /o conglicinina( a d y a ((lomado de Sothe el aL 2009/. 

Sothe el 01. en 2fXJ9. reporlan que 10$ diferencias entre los variedades de soya 

estudiados . se encuentran en la secuencia de omino6cidos de las proteínas y en 

la cantidad presente de cada una de ellos. Sin embargo, el tipo e identidad de 

las mismos se conserva entre las 28 variedades estudiadas por ellos. 

De entre lodos los proteínas de lo soya, los que estén presentes en mayor 

cantidad son la glicinina y la conglicinino. Ambos son globulinos y, en conjunto, 

representan el 70-80% del 10101 de los proteínas de lo soya. los puntos isoeléclricos 

de estas dos proteínas y sus subunjdades se muestran en lo Tabla 1. 

Tabla I Proteínas de reserva de la soya 

Subunidad 
A 
B 

Glicinina 
Punto isoeléctrico 
4-7 
6-11 

F,,~nt~ . Nolorojon ~Iol.. 2006 

Subunidad 

" .' , 
Cong1icinina 

Punto boeléctrico 
4.92-5.32 
5.23 
5.67 
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la glicinina está constituida por 5 subunidades. cada una formada por dos 

cadenas polipeptidicos. los cadenas A tienen un carácter ácido con masas 

moleculares de 38JXX)-40,Q(X) Da. las cadenas B son de carócter bósico y masas 

moleculares de entre 18,(0) a 20.(0) Da. dependiendo de la var iedad de la que 

se trate. 

la conglicinina. es un trimero formado por los subunidades (l. (l' Y p, las cuales 

tienen pesos moleculares aprO.>;imados de 84,Q(X) Da, 72,Q(X) Da y 51 ,Q(X) Da, 

respectivamente [Herald r .L 2001 J. 

V ARIEDADES TRANSMNICAS DE SOY A DISPONleLES COMERCIALMENTE 

El aumento en el consumo de soya a nivel mundial, ha propiciado que se busque 

mejorar el rendimiento de los cultivos. Entre los métodos probados, está e l 

desarrollo de variedades transgénicos de soya con características que permitan 

obtener mejores rendimientos en el cult ivo y hacer mós eticienle su p roducción. 

El éxito comercial de est as variedades es evidente: en el af'lo 1996. cuando se 

aprobó por primera vez el cultivo comercial de una variedad trasngénica de soya 

resistente a herbicida, el área cultivada fue de el 5% de la producción total de 

soya de Estados Unidos de Norteamérica, mientras que en el año 2008, lo 

producción de soya resistente a herbicida representó 58% del total de soya 

cosechado a nivel mundial (James e., 20(9). 

Actualmente, hoy en el mercado variedades de soya que son resistentes 0 1 

glifosato y a otros herbicidas. además. algunas a las que se ha modificado el 

contenido de ácidos grosos. En la tabla 1I se enlistan las variedades jransgénicas 

comerciales disponibles hasta el momento. 
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Tabla 11 Variedades Iransgénicas de soya disponibles comercialmenle 

Variedad Compañía 
desarrolladora 

A2704-12, Aventis 
A2704-21, 
A5547-35 
A5547-127 Bayer 

OP-305423 Pioneer Hi-Bred 
Inlernalional lnc 

OP-356043 Pioneer Hi-Bred 
International Inc. 

G94-1, G94- DuPont 
19.GI68 

GTS 40-3-2 Momanto 

GU262 Bayer 

MON89788 Monsanto 

OT96-15 Agriculture 

W62, W98 Bayer 

Fuente: Agbios 12010) 

Efecto de la transformación 

Tolerancia al herbicida de amplio espectro 
glufosinato de amonio. 

Tolerancia 01 herbicida de amplio espectro 
glufosinato de amonio. 

Mayor contenido de ácido oleico. menor 
contenido de ócido linoléico 

Tolerancia 01 herbicida g li/osato, y o 
herbicidas inhibidores de la acetolactato 
sintasa. 

Mayor contenido de 6cido oléico. 

Tolerancia al herbicida de amplio espectro 
glifosato. 

Tolerancia 01 herbicida de amplio espectro 
glu/osinato de amonio. 

Tolerancio 01 herbicida de amplio espectro 
glufosinato de amonio. 

Menor contenido de ácido linoléico 

Tolerancio 01 herbicida glufosinato. 

los variedades transgénicas de soya resistentes a herbicidas. son capaces de 

crecer en presencia de concentraciones que erradiquen el crecimiento de floro 

no deseado. sin que se observe algún efecto negativo sobre el crecimiento de 

dichos cultivos. lo eliminación de malezas permite que los nutrientes y recursos de 

los terrenos de cult ivo sean aprovechados mayoritariamente por el cult ivo de 

interés. 

la variedad GTS 40-3-2, desarrollado por la compar'lfa Monsanto es 

comercializada bajo el nombre Roundup Ready1Kl. Ésla es la variedad transgénica 

de soya con mayor participación en el mercado. Es resistente al herbicida 

glilosalo. el cual es el ingrediente activo del herbicida Roundup®. también 
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producido por la comparifa Momanto. Se trata de un herbicida no selectivo. por 

lo que su aplicación elimina el crecimiento de las p lantas y microorganismos 

sensibles. 

SOYA ROUNOUP READY® 

la soya transgénica Roundup Ready® tue obtenida mediante la moditicación de 

la variedad no transgénica A5403 con la introducción del gen cp4epsps, 

proveniente de Agroboclerium sp. la soya fue transformado mediante lo 

inserción del pl6smido PV-GMTG04 (ver Figuro 6 m6s adelante) por el método de 

biobalística (bombardeo de partículas). los elementos genéticos incorporados a 

la soya son los mostrados en lo tabla 111: 

Tabla lIf Elementos del plásmido PV-GMTG04 

" lil 

, , " Cepo CP' 
Terminador Región i del gen de la 

Agroboclerlum lumefoClens. 

El gen cp4epsps codifica una enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfosintasa (EPSPS) 

de bajo sensibilidad al glitosolo. lo enzima EPSPS formo porte de lo ruta de síntesis 

de los aminoácidos aromáticos y está presente en todas tas plantas. bacterias y 

hongos_ 

En las plantas. la síntesis de aminoácidos aromáticos se lleva a cabo en el 

cloroplasto. por lo que el CTP4 de Petunia hybrido se introdujo como péptido 

serial para su Iraslocación al plaslidio. 

la estructura del transgén de la soya RR es única. pues de entre las variedades 

genéticamente modificadas comercializadas a nivel mundial, es la única que 

cuenta con la construcción promotor! péptido de tr6nsito con los elementos 
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Ca MV 35S·CTP4. En la Tabla IV se muestran las variedades comerciales de soya 

transgénica que t ienen como promotor a l CaMV 35$: 

Tabla IV. Variedades de soya Iransgénica con promolorCaMV35S 

Variedad 

ACS-GMOO5-3" 

ACS-GMOO6-4 ' 

DD-02600S-3 

GT$40-3-2' 

ACS-GMOO3-1 

ACD-GMOO I-8 

Compañía 
desarrolladora 
Boyer CropScience 
rontes Aventi! ) 

Boyer Crop$cience 
rantes Avenlis ) 

DuPonl 

Monsanto 

Boyer 

Bayer 
Fuente: AGBIOS, 2010 

Efecto de la 
franslormación 
Resis tencia o gh..rfosinato 

Resis tencia o glufosinalo 

Mayor p roducción de 
Ac. Oleico 
Resis tencia o glufosinalo 

Resis tencia o glulosinolo 

Resistencia o glufosinalo 

' VOfiedodes aprobado' poro conwmo humano en México. 

LA ENZIM A EPSPS 

Bementos insertados 

poi . .\el'lol de 
poliadeniloción de 
CaMV35S 
poi. bia. sellol de 
poliodeniloci6n de 
CaMV35S 
GmFad2- /. g uSo bJo. 
terminador NOS 
CP4epspS. CTP4. 
terminador NOS 
poi. bia. seMI de 
poliodenilac ión de 
CaMV35S 
bar , QUS 

De entre los 20 ominoácidos que en lo naturaleza se uson poro lormor proteínas, 

existen a lgunos que sólo son producidos por plantos, ba cterios y alguno~ hongo~. 

los anima les no producen dichos a minoócidos, por lo q ue es necesario que se 

abadezcan de ellos a través de su dieta. Debido a el lo, son llamados 

aminoácidos esenc iales. 

Entre los o minoócidos escenciales, se encuentran los oromóticos: tenila lonina , 

tirosina y tr iptofono. los organismos que los producen. lo hacen a través d e la ruta 

del shikimato o ácido shikimico, lo cual fue descrifa por p rimera vez en 1959. 

El precursor de la ruta metabólico de lo síntesis de aminoácidos aromáticos es el 

7P-2-dehidro-3-desoxi-D-orabino-hepl anoafo, formado de lo condensación de 

uno molécula de fosfoenol p iruvato WEP) y una eritrosa-4P, esfa úlfima 
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proveniente de el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato. La ruta metabó li ca es la 

mostrada en la figura 2. 

?~gH P 09 H H o 09 H H~H H H{}~ H H· C· H ... H H COOH .+: H OH OOH OOH 
HO' I'.H ~ H H ----L.......t> OH H OOH ''''''''''0 t HO OH H ''t,!';';'c:o t HO OH H 

H H 3-ot1'oidfO-qUro' 0 H .. ".,t'>g*'''''O 
H · ~ · OH 3~r'0 .. ''''''''10'0 H H H H 
H.C.OH H H H H Sn l!lmoto Snl!lmoto 3 P 

H,C.C.Op 3 denldro 3 denldro F"'-qVl noto !nl!lmoto pruvo'o 
7P 2 den ldro 3 ~ 

delOxca rarab lO o ~H H H fosfa to iI"1tasc 

''''000'0 Col CH,·C·COOH t( M~" H H 

<f-<f- <f- OOH '~IO!O H M 
HO# .,...........!,a'HOOH 

Triptofono HOOC H HO 

~ 
~H, cor~mo:o HOOt: H H 

5·enolpirvvi l· 

OH H,·FoOH Ó H"FoOH " ,t,m,',·3·',,',', 

Tiro,ioo y 
Fenll olonlOo 

Figuro 2. Ruto metabólico de lo sintesls de amlnoáck:los aromáticos . El recuadro señalo o 
la EPSPS (Modificada de Nlcholson D.E2003) 

La síntesis de cori smato est6 regulada nega ti vamente por e l efecto de las 

ccncentradones de corismato, fenila lan m, tirosina y prefeanato (intermediario 

de la tirosina) sobre la enzima shikimato deshidrcgenasa . o tro punto de 

regu ladón est6 a nivel de la erlZima corismato mutasa, la cua l inida la síntesis de 

fenila lanina y tirosina, otro más es la antranilato sintasa, enzima que inida la 

síntesis de tri p tofano, a partir del corismato. 

La enZima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfofato sintasa, (E.C.2.5.1.19) también 

ccnocida como 3-fosfoshikJma to- 1-carboxJviniltransferasa, ca to li za la transferencia 

del grupo enol piruvato del fosfoeno lpiruvato a l sh kimato-5-fosfato. La mayor 

parte de las EPSPS de d iferentes especies conocidas son monoméricas, hasta e l 

momento, sólo se ha encontrado um forma d iméri ca, en la cianobacteri a 

Spirulino p lotensis (For lan G., 20)1). La masa molecular de la enzima EPSPS varía 

entre especies, las reportadas hasta ahora estón entre 42,CCO Da para Escherichio 
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coN (Duncan K .. 1984). hasta 59.CXXl Da. en el caso de Eugleno graci/is (Reinbothe 

etol.I994). 

En el caso de la CP4 EPSPS de Agrobocterium tumefaciens. la masa molecular es 

de 47.800 Da y su punto isoeléctrico teórico es de 5.13 . Estas características. son 

semejantes a las de la subunidad 1} de la congl ic inina (pi 5.67, PM 51,CXXl Da). de 

la soya. por lo que, en cualquie. proceso de purificación, se puede dificultar la 

separación de la eN EPSPS que se expresa en la soya Roundup Ready® 

En diferentes especies, se han podido separar dos o mós proteínas que tienen 

actividad de EPSPS. estas isoformas pueden estar expresadas de forma 

diferenciada con respecto al tejido del que se trate como en el caso de E. 

9rocilis. o bien, en estados d iferenciados del crecimiento, como se ha encontrado 

en cultivos sumergidos de células de maíz. en los que se han reportado dos 

isolormas de la EPSPS. Una de ellas se expresa durante la lose de crecimiento 

exponencial y la otra lo hace a lo largo de todo el ciclo celular (Forlani G. 1994). 

En el coso del sorgo, Sorghum bicalOl" (Ream J. E .• 1988). no se ha determinado si 

las tres isolormos de la enzima, encontradas en semillas, se expresan en lorma 

diferenciada durante alguna etapa del crecimiento. Hasta el momento. no se 

han reportado cepas de Agrabacferuim sp. que expresen isofarmas de esta 

enzima. 

Se han identilicado especies que tienen m6s de un gen que codifica para EPSPS. 

como es el coso de Arobidopsis Iholiono. lo cual tiene un gen codilicante en el 

cromosoma 1 y otra en el2 (Theologis el al, 2CO:I) . 

Existen también isolormas reportadas de otras enzimas de la ruta del shikimato. tal 

es el caso del arroz, en el que se han encontrado tres genes d iferentes, el OSKI . 

OsSK2 y OsSK3 que codifican. codo uno, poro uno enzima shikimato cinasa. 

encargado de transferir un grupo fosfato 01 shikimalo poro formar el shikimalo 3 
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fosfato. La expresión de estas enzimas es diferenciada durante el crecimiento y 

desarrollo de las espigas (Koji K. et al, 2005. ) 

EFECTO DEL G LlFOSATO EN LA EPSPS 

El g lifosato es un compuesto organofosforado (N-(fosfonometil) glicina). (ver 

Figura 3) de estructura similar al fosfoenolpiruvafo. Inhibe la catálisis llevada a 

cabo por lo enzima EPSPS. Sin embargo, no se ha observado el mismo efeclo 

sobre afros enzimas que melobolizan fosfoenofpiruvalo. lafes como lo p iruvofo 

cinaso o la fosfoenolpiruvoto carboxicinoso (Heldt. 2005). 

Fosfoenol oiruvato 

Glifosafo 

Figuro 3. Estruc/uro del fosfoenol p ;-uvolo y del Q6fos%. 

En estudios con la enzima EPSPS de Neurospora cr=o. se encontró que el 

glifosato es un inhibidor de tipo competitivo con respecto 01 fosfoenol piruvato 

(PEP) y ocompetitivo con especlo 01 shikimolo.J-fosfolo(S3P) (Coggins J.R., 1983). 

El PEP Y el glifosato tienen el mismo sitio de unión a lo EPSPS y se unen a ésta. una 

vez que se ha formado el complejo EPSPS-S3P. (Funke 2006). Esto reacción se 

muestra en la Figura 4: 
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Shikimata 3·fo~fato 

CH , 
2·0 ~oo· HPO.-2 

3 PEP 

~ 72"; 
EPSPS 

H 

" o,~~~OO' 
GI~olato Onhibidor) 

Figuro 4. Reacción calolizado por /o enzima EPSPS 

La inhibición de esta enzima, detiene la sínt esis de aminoácidos y metabolitos 

secundarios derivados de estos. Dicho inhibición es letal poro los plonlos y airas 

organismos en los que está presente. Por lo anterior, el glitosato se ha empleado 

como un herbicida de amplio espectro y, desde su inlroducción 01 mercado en 

1974, ha sido empleado de manero intensivo, 

Debido o los humanos no cuentan con ésto ruto metabólico poro lo producción 

de aminoácidos aromolicos y, a que el glilosato no inlerocciona con aIras 

enzimas que cololizon PEP, lo aplicación del glilo$olo en los campos de cultivo ha 

sido considerada segura poro lo salud humano, yo que no se esperaría encontrar 

ningún e fecto negativo sobre el metabolismo (Duke el al, 2008). Sin embargo, en 

años recientes, se han publicado estudios en los que se reporta que tanto el 

glilosolo puro, como los presenlociones comerciales del herbicida, o 10$ que se 

añaden surfaclantes y otros coadyuvantes, tienen efeclos c itot6xicos y 

to)(icol6gicos en cultivos celulares de hígado (Gasnier el al, 20(9) , cord6n 

umbilical. células embrionarios de riñ6n y placenta humanos (Benachour. el 01. 

20(9)). Se ha encontrado q ue las lormulaciones comerciales provocan mayores 

eleclos adversos que el g lil05010 por si solo, lo que se atribuye o lo presencio de 

los coadyuvantes. pues también se han encontrado efectos como muerte 

celular 
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lo anterior es relevante pues el aumento en la producción de variedades de soya 

y cultivos de otras especies resistentes al glifosato, ha propiciado el incremento de 

el uso de éste herbicida, por lo que es probable que lo, reporte, de efecto, 

negativos del mismo en la salud humana aumenten. 

CARACTERfsTICAS DE lA C P4EPSPS 

las EPSPS de diferentes especies se agrupan en Clase I y Clase 11. las enzimas 

pertenecientes a la Clase I son inhibidas por el glifosato, mientras que las de la 

Clase 11 son insensibles o tienen uno bOja sensibil idad y pueden catalizor lo 

transferencia del grupo fosfoenolpiruvoto, aún en presencia de al tos 

concentraciones de glifosoto, tal es el coso de la CP4EPSPS. En estudios cinéticos 

de lo enzima CP4 EP5PS, se ha encontrado que el valor del IC!Q es de 11 mM, 

mientras que, paro E. coli , el IC!Q es de 2.5 ~ (Funke et. 01. , 2006). 

En el caso especifico de la enzima CP4 EPSP5, se ha propuesto que la baja 

sensibi lidad 01 glifosoto se debe o que en el sitio activo, en lo posición 100 se 

encuentro un residuo de o lanina, mientras que en las enzimas sensibles al glifosoto 

existe un residuo de glicina en esta m isma posición (ver Figuras 50 y 5b). la 

interacción del grupo metilo de la cadena lateral de la alanina con el glifosato. 

propicio que el carbón del grupo foslonato del glifosato interaccione con lo 

codeno lateral del residuo de óc ido glut6mico ubicado en lo posición 354 (ver 

Figura Sa). Esto interacción provoca la contracción o condensación de la 

molécula del glifosato y evito su unión 01 sitio activo (Figuro 5c)(Funke el 01., 2006). 
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1 
Figura 5. Interacción del g l /03olo con ei sitio =tivo de la CP4EPSPS. aJ Sitio activo de 
CP<EPSPS urido a shikmato:f' y al g/ilosalo. enmarcado en rojo. bJmutación en ei residJo 
100 de la CP4 EPSPS unido a skikm ato-3P y g/ilosato. c} cembo en la conformación del 
g l losaro deCido al cambo de residJo. (Tomado de Funke 2C()6J. 

Como resultado. la enzima CP4 EPSPS no es inhibida por la aplicación del 

herbicida. La expresión de la enzima en las especies vegetales en las que ha sido 

insertada. permite que la planta sobrevtva. pues la síntesis de aminoácidos 

aromáticos y de otros melabalitas secundarios no se ve afectada. a pesar de que 

la EPSPS endógena sí sea inhibida por el gli/asolo. 

CARCTfRIIACIÓN MOLECULAR OH TRANSGÉN EN LASOYA ROUNDUP READY~ 

El mapa del vector PV-GMTG04. usado en la transformación de la soya se muestra 

en la figura 6 
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Se cv e ocia 
" se rtada e o 
~O-3-2 
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Figura 6. Mcpa de! vector usooo fXl ro la obtención de la soya RO<JndJp Recrly®. La loro 
marcada =n una linea exterior azul es b n sertada en ei evento GTS 40-3-2M ON. 
(Monsalto~2IXXl . 

En este v ector se incluyeron dos constllJcciones gooéticas funcionales para la 

expresión de la enzim a CP4 EPSPS, cada una con las secuencias correspondiootes 

al promotor, péptido de tránsito, gen cp4 epsps y e l terminador de la 

transcripción. 

En e l mom ento de la lib e ración al mercado de la soya Roundup Ready®, 

Monsanto, la compañía desarrolladora, hizo pública la caracte rización molecular 

de las secuencias he lerólogas presentes en dicha soya. En ese reporte se indica 

que únicamente se insertó una construcción funcional del gen C P4 EPSPS de las 

dos presentes en el vector. La construcción insertada es la que está bajo el 

control del promotorCaMV35S (resaltada en azul en la figura 6), (Monsanto, 2000 ). 

Sin embargo, en el año 2001. Windels et al. demostraron que, además de esta 

copia, hay un fragmento de 250 pb insertado después del terminador NOS que 

corresponde a un segmento repetido del gen de C P4 EPSPS. Ad emás, en el 

extremo 5', tambiéll se encontró una secuencia no reportada de 75 pb. 

25 



El principal objetivo del trabajo de Windels fue secuenciar los sitios de unión entre 

el DNA insertado y el correspondiente 01 genomo de lo soya, con el tin de 

e~toblecer un método de identi ficación e~pecífico poro lo soya Roundup 

Reod)$. 

Poro ello, se usó DNA genómico extraído de semillas de soya Roundup Read'f'll. Lo 

secuencio conespondiente o lo unión entre el extremo 3 ' del Irmngén y el 

genoma de la soya (Número de acceso AJ308515 en la base de dotas del 

National Center for Biotechnology Informotion (NCBI)) es la que se muesfra o 

continuación: 

1 t'lcgC'l'lt'lt catctat'ltt a ct" 'latcg'l 'l'latc'latcc 

aa'lcqc 
301 atcatqctqg qa aattttaq c qaqattata agtatcttcc t gqqgatc t c tqctqttact 

'" qgtqaau9 t qa9acaqa9t cttctqagct cataggataa aataaattat aattaqtaaa 
421 ttttttaatt a aataaatca attacttcat aaataatttt ttttata qaa tatottqaca 

'"' ttcuqccqg atataqaact aatqtaaaqa aaccttaaaa attttqtttq qaaqaautq ,,, tutt9aaag acaaatctaa ttaagtttat cagggtcatt tgttgaaqat a9"9"aaacctt 

'" c a gc aat t t g aa t at t aagt a a ctgcttct c c cagaat ga t cggagt t tc tcct=tgct ,,, attacat9ag caaaaataaa aaataaataa aagataagat taagcttcaa catgt9"aagg 
m agta gta cac tcaccagt ga c c ctaatagg c aacagc atg aaaaaaaata aaaaa gaata 

'"' aaaatagcat ctaca t a t ag ct t ctcgttg ttaga a a aac aaaac t att t 

En la secuencio arriba mostrado, en letras color naranjo se morco el tragmento 

repetido de lo CP4EPSPS, en azul lo secuencio de 540 pb correspondiente 0 1 

genoma de la soya que presento reorreglos. y en verde. el DNA genómico de lo 

soya. En lo figura 7 se muestra un esquema del transgén propuesto por 

Windels(2001 ). 
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Figura T. [ ,;quema corrparatilo de la oearet1cia del tro~sgét1 repodada para} 
PadggeHe et al.(I995} y b J la reportada par Wi'l d el,(2íXJI}. 

En respues ta a trcb::Jjo de Windels, ta com¡xñía ¡."nnsmto (200 1) emiHó un 

commcado en el QJe acklra QJe, si ~en esta; secuencia estén p resentes, no se 

trGlScriben y, por lo tmto, m declm o las cao::tertiHca fLO:: iondes del 

trGlSgén y de ta soya RcundJp Reacty®. 

En el cño 2IXl5, RallJ y cotcb:Jraoores p.blcaon un estLdo en el QJe se bu.;ccba 

determinar si e ra p:>sible q...oe kl secuencia repetida descrita p:>r 'Mndels, <.beoda 

depJés del temi naoor, luera trGlScri ta. Para el o, se Ira~ó con cONA 

cort>lrudo medmte re trolralicrip:; ión del RNA de hojas de soya RoUldJp 

Read),@ y hojas de soya m modficada como o:Jntrol negativo. Se IiN PCR p.xlto 

l iria usOldo paa elb los pime!S rrostracbs en la tabla V (ver tanbién Rgura 8): 

Nombre 

PP-A 
PP-B 

PP-C 

Tabla V Primen usado, p« Rang 
m figura 8 legión amp!ifi.cada 

P-32yP-33 Termn"dorNOS 
P-32yP-l50 
P-140yPI23 

Termn"dory secue~cia repelida 
Fn de l gen completo, term n ador NOS y 
secuencio repet id o 
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Figuro 8. Esquem a del tro nsgén. los óvolos corre~onden o el pro motor CoMV 3SS y el 
terminador NOS re~ectivamente. La secuencia en gris corre~onde al gen de la 
C P4EPSPS. y en e lla se m arca en negro (repeat 1) e l segm ento c uya secuenc ia es igua l a l 
Fragmento Insertado de~ués del termin ador (repeot 2) (Rong. 200S). 

En lo Figuro 9 se muestral los geles de ogoroso obteni oos p:::lro la; reacciones de 

PCR usando los p rimers indcooos en lo Tatj a IV y Figuro 8. Lo detección de los 

amp icones generados por los p rimers PP-A y PP-B, tonto en el ONA genómico 

(gON A) como en el cDNA de lo sayo Roundup Reooy® (Figuro 90), indico Q.J e el 

terminaoor y los elementos ubcooos después del mismo sr son transcritos . Paro el 

coso del PP-C (Figuro 9b), lo detección del amp icón esperaoo en cO NA es 

indicio de que, en lo soya RR, lo secuencio repetido se transcribe junto con lo 

secuenc io del gen CP4 EPSPS competo. En el carril correspondente, se observan 

cuatro bandos de d iferentes tcrnat"ios, cuando en este experimento, únicamente 

se esperaba observar uno baldo, por lo Q.Je Rong et al (2005), decidieron 

ana liza los . 

a b 

-Figura 9. G el de agarasa de los productos d e PC R usando: a) prlm e~ A y B. b) únicam ente 
C. p ara soya Rou dup Read~ (RRS) y soya no tra nsgé nica (WIJ. Los c ontroles negativos 
son los m ele/os de reacción sin poI/m eroso (Rong, 200S). 
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Para caracterizar estos frag mentos, se extrajeron las bandas carespondientes del 

gel para puri fi carl os y se insertarm cada uno en un vector pGEM. La 

secuerciación de ceda una de éstos rrDstró la existerd a d e 4 IDléculas de 

cONA c m diferentes secuend as. Se enc m tró q ue esta diferercia en la secuenda 

se d ebía a la ablaciÓ'l de fragmentos de ONA y ro a rearreg los del mismo. Esto se 

muestra en la fi g ura 10. 

90~A 
CO~A 13 
cO~A I~ 

cO~A 15 
eD~A H 

1469 
qD~A rAC~TGCC!2=TCGMTTC(i.l.GCT"C(O(;TACCGGA1CC"""TTCCC(i.l.T"C~nC""""'CAT="""T""""'~TTTCTT~rTI.iM=TT~CCIiliTC 

~D~A 13 -------------------------------------------------------------------------------------------------------------
CD~A H TAce·················································· ...................................................... . 
cO~A I~ -------------- - --------------•••• - -- - ------------•• -- - -----------------•• - - ---------------- .-- - -------------
CD~A 16 ------------ - - - - - --------------- -- -- --------------- --- -------------------- ------------------ - - - - -------------

9D~A 

cD~A 13 
CD~A 14 
cU~A 15 
cO~A 16 

1577 
TTGCGATGA'lTATCATAr ...... TT:'CTGTTGAATTAcG'lTAAGCAl"G1AATAA'lTAACATGTAATGCATGACGTTArrTATGAGAl"GGGTT1TTATGA1TAGAG=GCA 

1.86 
qO~A ATTATACAT'lT""TACGCGATAGAAAAC""""TAT"'=AAACTA~GATAAArrA=GTGTCATCTAl"GTTACTAGATC=TCGA=ACCGG 

cD~A 13 ----------•• -----------------•• -.----------------.--------------------••• ------------------.----------------
cD~A H ----------- - - - - - -------------- ---- - - -------------- - --- ------------------- - ---- -------------- -- - -------------
cD~A I~ ---.--••••• - - - - -- ---------•••• - •• - -----------••••• - •• - ----------••••••••• - -----------•••••• - - - - --------•• - ••• 
CD~A 16 -----------.-----------------•••• ----------------•• -------------------••• ------------------------------------

9D~A 
cU~A IJ 
cO~A I~ 

CO~A 15 
cU~A 16 

1195 1901 

Figura ¡ o. Secuencias reportadas po r Rang et al (2005), para los cuatro cONAs 
encontrados en soya Rourdu p Ready®. En cursivas se indic a b secuencia del terminado r 
de la transcripción NOS, en negri tas el sitio de codón de término de la traducción 

En la fi g ura 10, se muestra la secuen:::::ia de cad a uno de los c ONA repatados por 

Rang, comparadas cm e l g ONA. Se observa q ue las diferendas de tamaño entre 

las secuencias de c ON A se deben a q ue en e llas, no está n presentes frag mentos 

de diferentes ta rmr"\os, comprendidos entre las bases 1430-1873. Entre e llas, se 

encuentra el ccdón de terminadón de la trad ucd Ó'l, q ue sí es tá presente en la 

secuen:::::ia de l g ONA. La a usen:::::ia de este codón, abre la posibili jad de que 

durante la síntesis de proteínas, se cmtinúe la traduc ción had a la reg ión 

repetida, c m lo q ue pudieran prod ud rse um o rrós proteíms de fusim . 
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A partir de las secuoocias de los transcritos oocmtradC€, en el trabajo de Rang se 

proponoo cwtro proteinas, 00 la Tabla VI se muestran las masas md eculares 

calculados para ellas, usando ~ programa Compute plINlN, disponible en la 

página electrónica expasy.org. 

Tabla VI Masas moleculares de 
proteínas predichas por Rang 

Secuencia' 

cDNA#3 
cDNA#4 
cDNA#5 
cDNA#6 

Masa molecular 
(kDa) 
56.506 
55.687 
56.863 
55.371 

'Nomenclatvra de Rao9 "t al j2O(5) 

Por otro lado, usando una muestra de soya comercial 00 la qJe se habia 

detectado la presoocia de soya Roundup Ready®, C. Fong (comunicación 

personal) encontró cuatro bandas de masas moleculares de 45,COJ-60,COJ Da, 

obse!Vadas 00 geles de polacrilamida en condicimes desnaturalizantes. En la 

figura 11, se muestra el perfil ~ectroforético obtenido y se resaltan las bandas que 

fuerm positivas 00 el análisis inmunológico. 

_. 

--Figura 11. Gel de SDS·PAGE, teñido con ami de Coomasie, las bandas e!1marcadas porel 
recuadro rojo fueron posilfvas para CP4EPSPS en DAS·EUSA. Fuente: C. Fong. 
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las bandas fueron elecfroeluidas y somefidas o una pruebo de DAS-ElISA poro 

delecfor 10 presencio de la prol eino CP4 EP$P$. los cuolro bandos sei'lolodos en 

lo figuro 1 I lueron posifivos en dicho pruebo. 

ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD 

El cullivo de soya Roundup Ready®. eslá aprobado en un gran número de paises. 

En México se autorizó el cultivo de esto variedad desde 1998. Acfualmenfe la 

soya Roundup Ready® cuento con lo mayor óreo de siembro entre lodos los 

cultivos genéticamente modificados que se producen en el mundo (James C , 

2009). 

Desde lo introducción 01 mercado de lo soya Roundup Reody®. numerosos 

grupos han hecho estudios acerco de los riesgos asociados o ésto. 

Principalmente, se trato de estudios de composición del grano, calidad 

nutricional, alergenicidad y de posible flujo de genes o airas especies, ademós de 

estudios de adquisición de resistencia al glifowto en los especies, plantos de olras 

especies, bacferias y animales debido a uno exposición prolongado. 

En cuanto o seguridad ambiental. se ha evaluado lo estabilidad de los genes en 

campos de cultivo (McCann M.C. 2CXJ5) y su persistencia en el suelo después de 

los cosechas. Se ha encontrado que. después de un oi'lo de haber sido 

cosechado el grano. es posible encontrar en el suelo fragmentos de ONA con lo 

secuencio de lo CP4EP$P$. 

También se ha evaluado lo posibilidad de que hoyo flujo del trasngén de p lantas 

GM con el gen cp4epsps hacia especies No GM de lo mismo especie debido a 

polinización cruzada. En un estudio con soya, se encontró que el flujo de genes se 

dobo en un 0.7% de 105 casos en plantas separadas por 1 m de terreno; se 

enconlró que esfe porcentaje descendio hasta ser de 0% o 10 m (Abud et. 01. 

2007)). 
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En los últimos años, se ha evaluado también el efecto de la aplicación, periódica 

y en grandes cantidades, de glilosato en los campos de cultivo sobre los especies 

endémicos de los regiones donde se cultivo soya Roundup Read¡4 considerados 

malezas. En dichos estudios, se han reportado algunas especies vegetales, tales 

como Lolium ,igidum, E/eusine indico y Conyza conodensis, que han desarrollado 

resistencia al glitosato debido o lo sobreexposición al herbic ida y que, como 

consecuencia, requieren de mayores cantidades del mismo poro ser eliminadas 

(Sandermann, 2006) . 

En el aspecto de riesgos o lo salud, se ha evaluado lo alergenicidad de los granos 

de soya Rounup Ready® y el destino del Iramgén uno vez que es consumido 

[Jennings J,C" 2003; Ying Chen el 01" 20(5), Eslos esludios se han hecho 

principalmente en rotos, ganado porcino y humanos. En términos generales, se 

concluye que los secuencias del!ransgén no sobreviven o lo digestión y que éstos 

no pueden ser detectadas en tejidos de animales alimentados con productos 

elaborados con soya Roundup Read]$, Estos reportes sólo confirman lo que se 

espero en cuanto 01 destino de cualquier secuencia de ADN presente en los 

alimentos, pues no es el genotipo de un alimento el que se debe evaluar en un 

estudio de riesgos o lo salud, sino el fenot ipo. 

Con respecto o esto, pocos los estudios en los que se evalúo el efecto de la 

proteína heteróloga sobre el consumidor final. Es importante hacer notar que en 

lo mayor parle de los estudios loxicológicos y de a lergenicidad, se uso proteína 

CP4EPSPS que ha sido purificada de cultivos de cepos de Eschericha coli a las 

que se les ha insertado el gen CP4EPSPS y lo sobre expresan [padgelle, 1995., 000 

Hyun Nam, 2(02) . Debido a que durante la síntesis de proteínas en las plantos se 

realizan modilicaciones post traduccionales que no se llevan o coba en bacterias 

y ya que. la proteína CN EPSPS que es comumida es en realidad la que se 

produce en lo soya, seria necesario que los estudios de evaluación de riesgos se 

hicieron con la enzima purif icado directamente de 10$ granos de soya. Hasta el 

momento, no existen reportes de !rabajos en los que se hoyo usado lo enzima 

purificado directamente del grano de soya. 

32 



 

HIPÓTESIS 

En extractos proteínicos de soya Roundup Ready® será posible encontrar 

proteínas helerólogos con identidad de CP4 EPSPS con diferentes masas 

moleculares. ademós de lo reportado de 47.6 kDo. 

OBJETIVOS 

• Delector ollronsgén cp4epsps en uno muestro de granos de soyo. 

• Obtener una fracción proteínico en lo que se concentre o lo proteína 

helerólogo CP4 EPSPS 

• Separar a las proteínas de los extrados proteínicos de granos de soya con 

base en las diferencias de punlo isoeléclrico ylo maso molecular. 

Identificor o lo proteína heler610ga CP4 EP$PS mediante métodos 

inmunológicos en las fracciones de proteína obtenidas. 



MATERIALES Y MÉTODOS. 

PREPARACiÓN DE LA MUESTRA 

M UESTRAS DE SOY A Y CONSERVACIÓN 

Se trabajó con una mue~tra de soya comercializada en la Ciudad de Mé)(ico por 

"Productos Naturistas y Soya. S.A. de C.V." que se designará a lo largo de este 

trabajo con 105 siglos SFL. Dicho muestro fue caracterizado en nuestro laboratorio 

por Carmen Fong (2010) por peR- TIempo real (RTq-PCR) mediante la detecci6n 

del promotor 35$. Se cuant if icó su contenido de Iransgénicos d e 10.04%. Paro los 

contro les negotivas en lodos los determinaciones. se empleó uno muestro libre de 

t ransgénicos. ta mbién evaluado por PCR-Tiempo Real, designada oquf como se. 

Los granos se conservaron o -10 ·C. 

VElnFlCAClóN DE LA NA TU RALEZA GM DE LA MUESTRA 

Lo presencio del Ironsgén cp4epsps en lo muestro se corroboró mediante PCR 

punto final. Se extrajo el AON usando el kit de extracción de AON genómico Fosl 

ID [morco Genetic ID, Núm. col. KI.QIX)I'()200). Poro realizar la extracción, los 

granos se molieron y se pesaron O.S 9 de cado muestro. 

los extracciones de AON se realizaron por duplicado poro codo muestro de 

granos en procedimientos independientes. El contenido de ADN en los extractos 

fue cuantificado, leyendo la absorbancia o 260 nm. Para todos los cosos. se 

obtuvieron también valores del índice de pureza con las lecturas o 280 nm: 

1 = Absuo_ de entre 1.0 y 1.2. Este volar indico que hoy uno relación aceptable 
Abs,.",.. 

entre la cantidad de protefnos residuales después de la extracción y la cantidad 

de ADN en cada muestra. 
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Se usaron primers específicos para la defección de soya Roundup Ready®. La 

región blanco de éstos es la unión entre la secuencia del promotor CaMV 35S y 

del péptido de tr6nsito CIP4, el amplicón esperado es de 74 pb [Hsu-Yang Lin, 

2OCl6). La secuencia de los primers es la siguiente: 

RR1 - F 

RR1 - R 

5' - CATTTGGAGAGGACACGCTGA- 3' 

5 ' - GAGCCATGTTGTTAATTTGTGCC - 3 ' 

Las reaccíones de PCR se real izaron con la enzima Plalinum® Toq DNA 

Pot¡'merose [Invitrogen , Núm. coto 10966-018), en un termocíclador morco lechne 

modelo TC-312. Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 

Tabla VII Condiciones de PC!!. 
Etapa 

DesnaturoHzación 
AnUlamiento 
Elongación 

Temperatura 
(oC) 

94 
ro 

" 34 ciclos 
Extensión final 

lomodQ de C. rQng 120101 

TIempo 

45, 
45, 
,¡;" 

5 min 

Como gen de referencia. se amplificó el gen de la leclina de soya. para el lo se 

usaron los primers GM1 , los cuales tienen lo siguiente secuencio: 

GMl- f 5 ' - CCAGC"I"ICGCCGC"ITCCT1"C- ) ' 

GMl - R 5 ' - GAAGGCAAGCCCATCTGCAAGCC- )' 

El omplicón esperado fue de 74 pb. los condiciones poro lo reacción de PCR 

fueron las mismos que paro el caso de la amplificacíón del transgén. sin embargo. 

los reacciones se h icieron por separado con el fin de evitar contaminación 

cruzado. 

Poro cado reacción de PCR se usaron 100 ng de AON extraído de la muestro 

correspondiente como AON molde. Uno vez finalizada lo reacc ión de 

amplificación. los productos de PCR se corrieron en geles de agorosa ter"lidos con 



bromuro de etidio y se visualizaron en un transiluminador UV morco Cole·Parmer 

modelo 9814-SERIES, los resultados se registraron totogróficamenfe. 

EXTRACC iÓN DE G RA SA 

los granos de soya se molieron hasta obtener un polvo fino. el cual se mezcló con 

hexano en proporción soya:hexano 1:3 peso:volumen y se mantuvo en agitación 

orbital o 250 rpm durante 30 min en agitadora Orbit Shaker (lab-line Instruments 

InC.,modelo 3518) o temperatura ambiente en campano de extracción. El 

hexano se recuperó por decantación y se realizó lo mismo operación tres veces 

más. El sobrenadanle, compuesto de hexono y groso, se conservó poro su 

tratamiento y adecuado disposición de los res iduo. lo posta obtenido se secó en 

charolo o temperatura ambiente durante 24 h, en campana de extracción 

El polvo obtenido se tamizó usando uno molla 40. lo cual tiene un tomona de 

partícula de 0.425 mm. los partículas retenidos se molieron hasta que todos 

posaron por el tamiz. lo harina obtenido de esto formo se usó poro lo extracción 

de proteínas solubles y se conservó en refr igeración o 4"C. 

M ÉTODOS DE PURIFI CACiÓN 

EXTRA CCiÓN DE PROTEfNAS SOLUBLES 

Poro coda una de los extracciones, se pesaron lO g de lo muestro desgrasado y 

se le adicionó el medio de extracción correspondiente, en una proporción 1:10. 

Esta mezcla se sometió o agitación orbital o 250 rpm. Uno vez finalizado el tiempo 

de agitación, se centrifugó a 10,OCXJ rpm durante 20 minutos, ° 4° C, en uno 

centrífugo Morco Beckman J2-MC. El sobrenadante se recuperó y filtró usando 

papel filtro morco Whatman (Núm. cat. 1422 110). o esto fracción de proteínas 

solubles se le llama Extracto Crudo (EC) y fue sometida inmediatamente a l 

proceso de precipitación. Se conservaron alícuotas o - 20 oC . 
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P RECII'IT ACIÓN fRACCIONADA 

Para la precipitación de las proteínas contenidas en el EC. se usó el método de 

"salting ovt", usando sulfato de a monio (J .T. Baker). la canfidad de sal necesaria 

para cada concenfración. se calculó usando una fabla de soluciones saturadas 

con sulfafo de amonio rSimpson. 20:14) . 

la precipitación se realizó. a 4° C, adic ionando muy lenfamenfe el sulfafo de 

amonio en polvo al EC. Una vez adicionada la canfidad total de la sol, se dejó en 

agi tación magnética. manteniéndolo a 4° C durante toda la noche para 

garantizar la precipitación completa de los proteínas. 

Posado este tiempo, se centrifugó a 10.000 rpm durante lO min, el botón se 

resuspendió en lo menor cantidad de amortiguador que permitiera solubilizarlo y 

se centrifugó nuevamente para eliminar partículas insolubles. El sobrenadante se 

recuperó para continuar con la precipitación fraccionada, usando el mismo 

procedimiento. 

las fracciones resuspendidas se dializaron usando membranas de la marca 

Speclrum de 12-14CXXl MWCO (Núm. cat. 132678), con aguo durante 8h. 

Transcurrido este tiempo, se cambió por PBS a pH 7.4 dejóndolo toda lo noche en 

refrigeración a 4"C con agitación. 

El sobrenadante obtenido al finalizar la precipitación Iraccionada se d ializó, paro 

ello previamente se concentró por ultrafillrac ión en una celda agitado Amicon 

modelo 8050 (morca Mllipore) , usando una membrana de polietil sullona (PES) 

con un tamaño de corle de lo.m kDa marca Millipore. con la finalidad de 

disminuir el volumen y reti rar lo mayor cantidad de (NH')2S0. posible. Se 

concentró hasta una quinta porte del volumen inicial y, posteriormente, se dializó 

de la misma forma que la fracción precipitada. 
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PRECIPITACIÓN CON ÁCIDO TRICLORO AdTlco 

las proteínas contenidas en el EC se precipitaron usando ácido Iricloroacético 

(TCA , de J.T. Baker) al 20% peso/volumen. El uso de TCA, permite precipitar 1m 

proteínas de PM por arriba de 1500 Da, sin precipitar carbohidratos presentes en 

el EC (Nandakumar, el 01. , 2003). El TCA se adicionó al EC como una solución 

saturada 01100%. esta mezcla se mantuvo en refrigeración (4°C) toda la noche. El 

precipitado lue recuperado por cenlrifugación durante 20 min a 8500 rpm a 4 oC. 

El balón obtenido se lavó 4 veces con acetona al 90 % con el fin de eliminar 

residuos de TCA. después de los lavados se secó a temperatura ambiente en 

campana de extracción hasta que se evaporó totalmente la acetona. 

El polvo obtenido se resuspendió adicionando 5 ml de NaOH 0.2 M Y se mantuvo 

en baño moría a 37 "C . con agitación suave. De esta formo, fue posible 

resuspender completamente el polvo de acetona. 

Paro eliminar los residuos de TCA y de acetona, cado muestra se dializó con 00 

volúmenes del amortiguador de diálisis correspondiente. Uno vez dializada. cada 

muestro se ullrafiltró con membrana de tamaño de carie de ):) kDa YM-30 

(membrana de nitrocelulosa marco Millipore Núm. cato NO.13722 J. 

ISOELECTROEN FOQUE PREPARATIVO 

Esta técnica se implementó con el fin de separar las proteínas contenidas en las 

muestras con base en 1m diferencias de punto isoeléclrico. Para ello. se usó un 

equipo Rotolor morco Bio-Rod (Núm. cat. 170-2986). 

En él. las proteínas presentes en una muestra líquida migran a través de un 

gradiente de pH generado por la aplicación de un campo eléctrico que paso o 

través de dicho muestra. Para generar el gradiente de pH se adiciona o la 

muestra una mezcla de anfolinas. Una vez que se aplica lo corriente al medio, las 

proteínas migran hasta alcanzar la región dentro del gradiente de pH. en lo que 

su carga neto es cero (punto isoeléctrico, pi). En este equipo, se generan 20 
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regiones dentro del gradiente. separadas por una membrana de poliéster. ~stas 

20 fracciones se cofectan ladas a lo vez U50ndo vacio. 

En codo corrido se cargaron 35 mL de cado muestro. obtenidos tonto de fa 

precipitación con sulfato de amonio como con TCA. m6s 1.4 mL de anfolinas 

Pharmalyte 3-10 [morco Amersham-Pharmacia. Núm. c at 17-0456-01J. Los 

condiciones de trabajo se establecieron en 320 V Y 12 W. El tiempo de operación 

del equipo fue de 3 o 4.5 h. hasta que yo no se registró variación en lo intensidad 

de corriente [mAJ . Durante todo el tiempo de corrido. el equipo se refrigeró 

mediante un sistema de recirculación de aguo o 40 C. 

Todos los fracciones obtenidos se analizaron por DAS-ELlSA [Double Antibody 

Sandwich Enzyme Linked Irnmunosorbent Assay. ver Métodos de detección en 

eda mismo secc ión). Aquéllos que fueron positivos se colectaron. el volumen se 

ajustó o 15 mL y se sometieron a uno nuevo corrida en el Rotofor siguiendo el 

procedim iento de los corr idos anteriores. 

ELECTROELUCI6N 

Para la eleclroelución. las muestras se corrieron en geles de poliacrilamida de 

mm de espesor 01 10 Y 12.5 % adicionados con glicerol. Estos geles fueron 

sometidos o eleclroelución usando el equipo Mini Whole Gel Eluter morco Bio-Rad 

[Núm. c ato 165-1255J. De esto manero, las b andos de proteína generados durante 

lo eleclroforesis en gel son eluídas medianfe la aplicación de uno corriente 

trasversal al mismo. las proteínas migran hacia el exterior y son colecladas en 14 

carriles que contienen amortiguador de corrido paro electr%resis según el 

sistema de Laemmli. Con ello. en coda fracción se tienen proteínas de lo mism a 

maso molecular. o en su defecto con valores muy cercanos. Lo eleclroelución se 

realizó o potencio constante en refrigeración 14°CJ. Uno vez posado este tiempo. 

las fracciones fuelOn colectadas manualmente y conservados en refrigeración 

poro su poderior an6lisis. 
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ELECTRO FORESIS PREPARATIVA C O NTlNIJA 

Esto técnico se basa en lo separación de los proteínas con base en el tamaño de 

los mismos. lo mezc lo de p roteínas se hoce pasar por un gel de poliacrilamida de 

tormo cilindrica. lo que hoce posible usar uno cantidad de muestro mayor que lo 

usada en otros tipos de electroforesis de menor formato. Debido o lo aplicación 

de uno corriente eléctrica. las proteínas migran hasta el final del gel y, uno vez 

que salen de éste, son colectadas en amortiguador de corrido. las proteína$ de 

diferentes masas moleculares. migran o través del gel a diferentes velocidades. lo 

velocidad de cado proteína depende de su tamaño, yo que el gel por el cual 

otraviesan tiene un tamaño de poro definido, que depende de 10 concentración 

de poliacrilamida con lo que fue elaborado. De esto formo, en codo fracción 

colectado hoy proteínas con pesos dentro de un intervalo definido, obteniendo 

en los fracciones tempranos los de boja maso molecular, mientras que los 

proteínas de mayor tamaño son colecladas en los fracciones tardíos. 

Poro esto técnico, se usó un equipo de electroforesis preporotiva Prep Celi 409 

morco Bio Rad (Núm. cat. 170.2989), usando un gel de poliacrilamida 01 10% Y 

potencio de 10 W poro el gel concentrador y 12 W poro el gel separador. en 

refrigeración a 4°C. Lo a ltura del gel separador y concentrador fue de 6 y 1 cm, 

respectivamente. Uno vez que el frente iónico solió del gel, se colectaron 80 

fracciones de 6 mL codo 8 min, los cuoles se analizaron electroforéticamente en 

geles de poliacrilamida 01 10%. los fracciones en los que se observaron bandos 

con masas moleculares dentro del intervalo de interés (45 o 60 kOaJ . se 

seleccionaron poro ser analizados inmunológicamenle mediante uno pruebo de 

OAS-ELlSA, poro lo cual previamente se diafillraron usando uno celda Amicon con 

membrana de ultrafil tración morco Mill ipore de 10 kOa (Núm. cat. PLGC02510j, 

poro cambiar el amortiguador de elución por PBS pH 7.4. 
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MÉTODOS ANAÚTICOS V DE DETECCIÓN 

C UANTIFICACiÓN DE PROTB NAS 

Para o:;:ada elapa de la purifio:;:ao:;:ión, ~e hio:;:ieron o:;:uantifio:;:ao:;:ione~ de profeína fofa l 

en o:;:ada uno de los pasos. Para el lo, se usó el mélodo de Bradlord, en volumen 

reducido (volumen 10101 1 ml), usando el reactivo Prolein assay dye reagent 

concenlrote moro:;:o Bio-Rad. (Núm. col . 500-0203). siguiendo los indicaciones del 

labrio:;:anle. Paro lo o:;:uanl ifio:;:oo:;:ión se usó como estóndor albúmina sérico bovina 

rABS). Se leyó lo absorbancia o 595 nm en un espectrololómetro Specl ronic 21 D 

morco Milton Roy. 

DOUBLE ANTlBODY SANDWlCH ENI YM E LlNKED IMM UNOSORBENT ASSAY (DAS-EltSA) 

Poro lo detección de lo proleína heleróloga CP4 EPSPS en los fracciones 

proteínicos provenientes de los pasos de purificación, se usó un pruebo comercial 

de OAS-ELISA, espedka para lo deleo:;:ción de CP4 EP$P$ (Agdio Núm. cato 

P$P74CXXl). En ella, los pozos se eno:;:uentran o:;:ubierfos por un anticuerpo anli-CP4 

EPSPS, de formo que, si lo mueslra probado conliene moléculas de CP4 EPSPS, 

eslós se unirón o él. Después los pozos se lavan y se incuban con un segundo 

antio:;:uerpo onti-CP4 EPSPS oo:;:oplado a peroxidaso alo:;:alina. La deteo:;:ci6n se basa 

en el desarrollo de color debido a lo reacción de lo peroxidosa acoplado a l 

segundo anticuerpo, Lo obsorbancia se midió o 595 nm en un lector de placas 

Benchmark morco Bio-Rad (Hercules, Ca, USA ). 

Como o:;:onlrol posil ivo para eslas pruebas, se usó el aislado proteínico con 1% de 

proteína heter610ga expresado en E. coli que p rovee el fabricante y como control 

negativo, una muestra se soya no-GM denominada SC. 

PERFIL ELECT ROFOR~TICO 

Paro cada paso de lo purificación, se realizaron eleclroloresis en gel de 

polioclilamida en condiciones demoluralizantes (SOS-PAGE) , con el fin de dar 

seguimiento a los o:;:ambios posibles en el perfil de prolefnas. Se usaron geles de 1 

mm de grosor, los o:;:uales se o:;:orrieron en una o:;:6mara de electroforesis MiniProtean 
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111 de la marca Bio·Rad. Se usaron diferentes concentraciones de poliacri lamida 

en d istintos procesos, los formulaciones usadas fueron los que se muestran en la 

Tabla VIII. 

Tabla VIII Formulación geles de poliacrilamida* 
Concentroción final de poliocrilamido 

10 % 12.5% "" Componente Concentrador Separodor Concentrodor Separodor Concentrador Separador 

Acri lomido 30 0.64 mL 3.33 mL 0.64 mL 4.16mL 1 mI 5 mI 

% 

Ag ... O 3.O!i mL 4.015 mL 3.05 mL 202mL 2.ó7 O.74SmL 

Glicerol 0 1.6mL 0 1.6mL 0 l., 

Amortiguador 1.25 ' .5 1.25 '5 1.25 25 

SOS Icm 50,1 lOOIlL "'" 100 '" 50,1 lOOIlL 

APS 10% "'" 50,1 251lL 50,1 251lL 50,1 

TEMED 5,1 5,1 5,1 5,1 S ~,L 5", 

' Contid<Kle,eolc:ulodm poro 2 ¡¡el." de I mm de {)lO"'". 

Las condiciones de corrida para todos 105 geles, a menos que se indique lo 

contrario, fueron de 80 V constantes para el gel concentrador y 140 V para el gel 

separador. Los geles fueron feñidos con azul de Coomasie o con nitrato de plata 

(protein PlusOne Silver Staining Kit , marc a General Electric) segun las necesidades 

de cada caso. Todos las geles se corrieron en refrigeración o 4 oC. 

Paro la determinación de las masas molecula res de las proteínas contenida s en 

cada muestra, en cada gel se corrieron ma rcadores de maso moleculares. Los 

geles ya teñidos se procesaron usando un equipo Densi tometer GS700 (Biorad) y 

empleondo e l software Quantily one. 
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TRANSFER~NC IA W~STERN 

las muestras se cargaron en geles SDS·PAGE al 10% de poliacrilamida y se 

corrieron a 80 V hasta que el frente iónico salió del gel. En seguida se transfirió a 

membrana de difluoruro de polivinilideno (pVOF por sus siglas en inglés) 

PolySc reen:® (marca Perkin-Elmer) a 12 V durante 50 minutos en un equipo Trans 

Blol® SO Semi·dry Transfer cell marca Bio-Rad (Hercules. CA). usando como 

amortiguador de transferencia Tris 25 mM. Glicina 190 mM en metanol al 10%. 

DETECCiÓN EN WESTERN- 8 LOT DE PROTEfNA CP4EPSPS 

la detección de la proteina heteróloga CP4EPSPS en las membranas de PVDF 

transferidas se hizo mediante quimioluminiscencia usando un sistema de 

peroxidasa de róbano (HRP por sus siglo¡ en inglés) acoplado a 5-amino-2.3-

dihidroftalazina-IA-diona [luminol). 

Una vez terminada la transferencia. se bloquearon lo sitios vacíos de la membrana 

con una solución de leche descremada 015% y Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4. en 

agitación a 4°C durante toda la noche. posteriormente. se lavoron 3 veces con 

Tween 20 0.1% en PBS pH 7.4 en agitación a temperatura ambiente durante 10 

min. 

Como anticuerpo primario se usó un anticuerpo monoc lonal de ratón anti

CP4EPSPS donado por la compar"iía Agdia Inc .. (Indiana. USA). en uno dilución 

1:10.000 en solución de bloqueo incubando a temperatura ambiente durante 3 

horas. pasado este tiempo se lavó de la forma anteriormente descrita. Enseguida. 

se incubó con el anticuerpo secundario de cabra anti-ratón acoplado a biotina 

(Immuno Pure®. marca Thermo Scienti fic Núm. cal. 3188) en uno dilución 1: 20.000 

en solución de bloqueo durante 3 h con agitación constante a temperatura 

ombiente. la membrana nuevamente se lavó tres veces y se incubó con 

estreptavidina acoplada a peroxidasa (ExtrAvidin® -Peroxidase. marca Sigma 

Núm. cal. E2886). en una diluc ión 1:20.000 en Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4. 

durante 1 hora. a temperatura ambiente con agitación. Se lavó nuevamente y se 
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analizó por quimioluminiscencia usando el kit Immobilon'" Western de la marca 

Millipore (Núm. cato WBKLSOlOO). en el cual el sustrato de lo peroxidosa está 

acoplado o luminol. Lo oxidación del sustrato. catolizado por lo peroxidosa. oxido 

al luminol. el cual. en esta forma oxidada. emite una sei'lal luminosa que puede 

ser registrado en plocos de royos X. Poro el revelado codo membrana se incubó 

con 1 mL del conjugado del kit durante lO mino y se revelaron en cuarto oscuro en 

placas de royos X. 

DETECCiÓN y DIFERENCIACiÓN DE GIICOSIlACIÓN EN WESTERN 8lOT 

Lo detección y diferenciación de glicosilociones se hizo en membranos de 

trasnferencia Western. usando el kit DIG Glycan Diflerentiation (Roche). en el que 

se uso a lo fosfalQ¡a alcalino paro la visualización de las bandos de proteína 

glicosilado. 

La detección se logra mediante la unión de una leclina a la cadena de 

corbohidrato de los probables glicoproleínas. lo leclina está acoplado o 

digoxigenina. una molécula esteroideo que es reconocido a su vez por un 

anticuerpo anti-digoxigenina acoplado o la enzima fosfalasa alcalina. Al incubar 

con el sustrato de lo fosfa tosa alcalino. el 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfalo (BCIP 

por sus siglos en inglés) en presencio de cloruro de 4- nitrotetrozolio (NBT por sus 

siglos en inglés) . lo hidrólisis del BCIP propicio lo reducción del NBT. generando un 

compuesto colorido. lo que permite lo detección de glicoproteínas como bandos 

de color azul (Gollagher el 01. 208) . 

lo diferenciación entre lo tipos de glicosilociones se hoce probando o lo mismo 

muestra con diferentes leclinas. codo una de las cuales tiene afinidad por un tipo 

especifico de g licosilación. Los leclinos usados en esto pruebo y el tipo de 

glicosilación que delecton se muestran en lo tab la [X : 
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Tabla IX lectinas usada para diferenciación de tipos de gli cosilación 
l eclina 
Agiutinina de 
Galonlhus nivolis (GNA) 
Agiutínina de 
Sombucus n¡gra [SNA) 

Agiut inina de Maacl:.ia 
omurensis (MAA) 
Agiu/inino de 
cacahuate IPNAJ 
Agiu/ínino de Do/uro 
stramonium ¡OSA) 

G~cosilación deteclada 
Manosa (N-glicanos) 

Ácido siálico (2-6) galactosa. 
ácido siálico (2-6) N-oceti lgaloctosomino. 
(N- y Q-gliconos) 
ÁCidO siál ico [2-3J/galactosa 
(N- y Q-gliconos) 
Goloc/oso f)(1-3-)1 
N·aceUgalaclosamina ¡O·g[¡canosl 
Goloc/oso 611 - 4) 
N·aceUglucosamina (N· y O·glicanos) 

Proteina control 
Carboxipeptidasa 

Tronsferrino 

Fetuina 

Asiolo fe/uino 

fe/uino y 
asialofeluina 

Después de lo transferencia Western. lo membrana se incubó o 4° C en uno 

solución de bloqueo con agitación durante toda la noche. Pasado este tiempo 

éste tiempo. se lavó dos veces con lBS 0.5 M. NaCI 0.15 M. pH 7.5 en agi tación o 

temperatura ambiente durante 10 mino Se hizo otro lavado con se lavó con lBS 

0.5 M. I mM MgCI2. I mM MnCI2. 1 mM CaCI2. pH 7.5 en agitación o temperatura 

ambiente durante 10 mino 

Posteriormente se incubó con la ledina marcada con digoxigenina que le 

correspondía. en una dilución 1: 10.CXXl en lBS 0.5 M. I mM MgCI2. I mM MnCI2. I 

mM CaCI2. pH 7.5 durante 1 h en agitación o temperatura ambiente. Posado 

este tiempo se lav6 tres veces con lBS 0.5 M . NaCI 0. 15 M. pH 7.5 en agitación a 

temperatura ambiente durante 10 mino Enseguida. se incubó con el anticuerpo 

anti-digoxigenina acoplado a !osfatasa alcalina en una dilución 1: 10.CXXl en l BS 

0.5 M. NaCI 0. 15 M. pH 7.5 . durante1 h con agitación constante a temperatura 

ambiente. La membrana nuevamente se lav6 tres veces con TBSO.5 M. NaCI 0_15 

M. pH 7.5 Y se incub6 con NBl/BCIP en una d iluci6n 1 :100. en 0.1 M Tris-HCI. 0_05 

M MgCI2. 0.1 M NaCI. pH 9.5. Se mantuvo en agitación a temperatura ambiente 

hasla la aparición del color. Una vez finalizada la tinción. la reacción se detuvo 

lavando con agua destilada en cantidad abundante. 



RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

IDENTIfiCACiÓN OH TRANSGÉN 

En la ft gJro 12 se muestra el gel de agarosa de la; productos de PCR usando 

como ADN md de ~ extraído de soya SFL y soya se (Soya Cajeme, No GM) y b s 

primers RRl específica; para la detección de la variedad de soya Roundup 

Ready®. La obtooción, del amplcón esperado 00 la soya SFL c m firmó la 

presencia de soya Roundup Ready® en dicha muestra. En cambio, en la Soya 

Cajeme (SC), no se detectó la presencb del transgén, lo que confirmó la 

naturaleza No-GM de esta soya, por lo que fue usada cemo control negativo en 

los experimootos y determinaciones sigLientes. 

, • • 

7'; pb 

Figura 12. Delección de! transgén cp4epsps por PCR punto /,w[ Carril IJ marcador 
molecular 50 pb, 2Jconlrol de readiYos. 3Jsoya se 4Jsoya SFl SJrrKtrcador !TKJ/ecular 100 
pb. Gei de agarosa 013% teñido con bromuro de ehdio. 

La especifiddad de la pllJooa de detecdón del transgoo está dada p cr las 

caraclerdicas de la región blanco de los primers RRl, pues la conjm cim entre el 

prcmotcr CaMV35S y ~ péptido de tránsito CTP4 es única entre Os variedades de 
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soya modificadas genéticamente que actualmente S:ln comercia lizadas a nivel 

mundial. Además debe mencionarse que esta secuencia blanca y la secuencia 

de ios primers uti lizados han sida reportados prevklmente y uti lizados en la Unián 

Europea para 10 identificación I cuantificación de la soya RR (Fati N. Eurapean 

ComissionJ. 

Por o tro lado, en la amplificacián del gen de referencia, se detectá el producto 

de PCR esperado en ambas muestras (SFL y SC). La obtención del amplicón 

esperado de 74 pb para las dos muestras, indica que en cada una de las 

extracciones se obtuvo ADN con la integridad suficiente para ser usado en las 

reacciones de PCR. En la figura 13 se muestra el gel de agarasa correspondiente. 

pb 

~ igura fJ . Delección gen de leclino por PO': punlo l inol. emif 1) marcador molecular 100 
pI>, 2) saya Se. 3)saya SfL, 4)c:on!ral de 1~Q(:ljvos, 5JmOlc:adol 100 pb. Gel ue agOlosa 2% 
leiíido c on bromuro de elidkl. 

Estos resultados con firma ron que la muestra de granos de roya SFL, está 

compuesta de soya Roundup Ready® y que dicha muestra es apropiada paro 

purificar a la proteína heteráloga CP4 EPSPS. 

EXTRACCiÓN DE PROTEINAS SoLUBLES 

Una vez identlficadas 10.1 mue,tras GM y no-GM. se preparó una harina 

desgraroda con cada una de e llas, como se indica en la sección de Melodos. En 

la muestra SF L la grasa extraída fue equ ivalente 0118.96 % del peso inicial de la 

muestra. De acuerdo a los datos del anó lisis proxima l rea lizado o esta muestro (ver 
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Anexo 8, este porcootaje es d~ orden de magnitud de la cantidad de grasa 

esperada (20.3%). En el caso de la soya se se obtuvo un porcentaje de grasa de 

20%. Después del tamizado, estas harinas se U3arm para b extracción de 

proteinas 00 toda; los experimootos descrita;. 

Debido a que la mayor parte de las prote inas d e reseIVa de la soya son globulinas 

(prot~nas solubles en soluciones salinas), se intentó extraer por separado a las 

albúminas de las globulinas, Se esperaria que 00 alguna de estas da; fracciones 

se ob tuviera una mayor cantidad de la prot~na C P4 EPSPS, la cwl deberia ser 

identificada c em o positiva 00 la pllJeba de DAS- ELlSA especifica para esta 

proteina heterd oga. Los experimenta; descritos a continwcim se realizaron 

U3ando la muestra de harina de soya SFL. 

Para la extracción de albúminas se U3Ó agua desionizada y para las globulinas 

PBS pH 7A, c m NaCl 150mM siguiendo el pr=edimiento de extraccim descrito 

en la metodd ogia. El perfil electroforético de amba; extracta; se muestra en la 

figura 14 . 

MM 

"" 100 m tot, le , 

Figura 14. Extracción d e prolen as so l.Jbles de la soya SFL con agua des io niroda y PBS pH 
7.4 . SDS·PAG E all 0% de poiiacrilamida teñido con ami d e Coom::rsie. 
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El resultado de las determinaciones de proteína y de la prueba de DAS-EUSA de 

estos mismos extractos se muestra en la tabla X. Para tener un parómetro que 

permitiera conocer lo cantidad relativo de lo proteína CP4EPSPS en codo uno de 

los extractos y osi compararlos. se usaron los valores de absorbanc ia de la prueba 

de DAS-ELISA y lo concentración de proteína poro calcular un Factor de 

concentración aparente de CP4 EPSPS, abreviado como [CP4EPSPS)ap. el cual se 

obtuvo dividiendo el valor de absorbancia o 595 nm entre lo cantidad lotal de 

proteína usada en cada prueba. 

Aguo 
PBS 

(mg/ mL) 

7.54 
7.637 

1.113 
1.358 1.788 

En los patrones de bandeo mostrados en lo figuro 14, osí como en los valores de 

concentración de proteína de la tabla X, no se observaron diferencias 

apreciables entre los medios de extracción probados. Debido o lo anlerior, se 

intentó una extracción secuencial con ambos medios: agua y NaCI 0.5 M. 

Después de la centrifugación, e l extracto acuoso crudo se reservÓ y el botón 

obtenido se resuspendió nuevamente en 100 mL de NaCI 0.5 M. seguido de 2 h en 

agitación y centrifugación. En este extracto salino se esperaría recuperar los 

globulinas. En lo figuro 15 se muestro el perfil eleclroforético de lo extracción 

secuencial. 
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toa MP HP tJoCJ 

9 7.4 

66.2 

45 ~46f;D9 

33tQo 

31 -
,, -,r-- ...... 

~iQuro / :'. "'erl~ e~ctrúfOfé t;co de ro exITocó)1l secuenckJl. En c uadros roiOs se destocan 
105 bondos encontrados únk:a mcntc en e l exlrac lo con NoClO.5 M 1inción con ozvl d e 
C OOIllOS;';' . 

En la figuro 15 se observa que lo mayor porte de 105 bandas de proleina están 

conservadas en ambas extracciones. Sin embargo, en e l extracto con NaCI 0.5 M, 

se pueden ver dos bandas que no aparecen en el extracto con agua 

desionizada, de masas moleculares de 33 y 46 kDa respectivamente. Es probable 

que e stos bandas correspondan o las subunidad B de la glicinino V lo subunidod f\ 

de lo conglicinino repodadas con masas moleculares de 33 V 47 kDa (Solhe elol 

20(9), Y que aparezcan, únicamente en el extracto con NaCI O.5M, debido a que 

las globulinas son preferentemen te solubles en soluciones salinas. Los resultados de 

las pruebas de DAS-ELISA y de proteína de los extractos a rriba indicados se 

mueslran a continuación: 

coo 

Agua 
NaCI 0.5 M 

, 
(mgj ml) 

7.33 
6.5 

1.366 
0.838 

1.863 
1.28 
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los datos mostrados en la tabla XI. indican que. con los tres medios de extracción 

probados (agua, NaCI 0.5 M Y PSS pH7.4J se obtuvieron resultados similares en 

cuanto a: cantidad de proteíno ex/roído, patrón de bandeo en SOS-PAGE y 

ICP4EPSPSjq>. Por lo tanto. se decidió implementar las pruebas de precipitación 

de proteínas usando los extraclos obtenidos con todos ellos. con lo que se 

buscaba encontrar el método de extracción y precipitación que más conviniera 

o nuestros fines. Esto$ experimentos se describen en lo siguiente sección. 

P RECII'ITACIÓ N DE PROTE[N AS 

Con los diferentes ex/roclos obtenidos anteriormente, y como un poso inicial de 

la purificación, se reoliz6 una precipitaci6n de las proteínas presentes en cado 

uno de ellos. Se ensayaron dos métodos: con ácido tricloroacético (TCA) y 

precipitación fraccionado con sulfato de amonio. Con este procedimiento se 

buscaba obtener uno frocción de proteínas concentrado y en lo que se hubiera 

enriquecido la presencia de la proteína heteróloga CP4 EPSPS, detectable 

mediante lo prueba de DAS·ElISA. 

Paro los experimentos de precipitaci6n con TCA se probaron lo, EC obtenidos en 

la secci6n anterior: PBS pH 7,4, NaCI 0.5M y las fracciones soluble$ en agua y NoCI 

0.5 M obtenidas en lo extrocción secuenciol. los resultados se muestran en la 

tabla XII: 

Tabla XII Precipitación de proteínas presentes en EC de soya SFl usando TeA al 

20" 
Tipo de 

extracción 
PSSpH7,4 

(después 
de aguo) 

Antes de precipitación 
Proteína ELISA [CI'4EPSI'S[ 

mg/ ml Abss" nm ~ 

7.637 1.358 1.788 

Después de precipitación 
Proteína ELISA [C I'4EI'SI'S[ 

mg/ ml AbsS"nm ~ 

5.02 1.064 2.119 

Le" c e ldas sombreadas corresponden a la extracción secuencial. 
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En la tabla XII se muestra que sólo es posible detectar inmunológica mente 

después de la precipitación a la proteína heteróloga en el extracto hecho con 

PBS. Sin embargo los patrones de bandeo en SDS-PAGE de las muestras después 

de la precipitación son muy parecidos entre si (ver Fig ura 16) y no se observa en 

ellos algún indicio de degradación de proteínas. 

UlQ MP 

97 

66 

45 

31 

21 

14 

2 3 4 

Figura 16. SDS-PAGE después de lo precipitación con TCA de los EC de soya SFL con 
diferentes medios de extracción: I)PBS pH 7.4, 2)NaCI o.S M, 3)agua y 4)NaCI o.S M 
después de agua Tinción con azul de Coomasie 

La ausencia de reacción positiva al anticuerpo en los otros extractos se atribuye a 

que las muestras que no fueron tratadas con amortiguador pudieron no haberse 

renaturalizado adecuadamente después de la precipitación con TCA y 

resuspensión con NaOH 0.1 M, y debido a ello, no interaccionar con los 

anticuerpos en la prueba de DAS-ELlSA. Lo anterior se corrobora al considerar los 

resultados de la muestra tratado con PBS, la cuál fue la única en la que fue 

posible incrementar el valor de [CP4EPSPS]apt de 1.788 a un valor de 2.119. 

Los experimentos arriba reportados permitieron descartar el uso de agua y NaCI 

0.5 M, por lo que, todos los experimentos que se describen a continuación, en 

ésta y las secciones siguientes, se realizaron usando PBS pH 7.4 como medio de 

extracción y solución amortiguadora de trabajo para prevenir en lo posible la 

desnaturalización de la proteína heteróloga. 
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Para la precipitación Iraccionada con sullato de amonio se probaron diterentes 

pmos de concentración de esta sal, en PBS. los resultados de estas 

precipitaciones se resumen en la labia XIII: 

Tabla XIII. Precipitación fraccionada con sulfato de amonio de 
exlrado crudo de E!!:0teínas de Sala SFL 

Prueba Gradiente Proteína ElISA [CP4EPSPS[ap 
ma/ ml Abs 5?5 nm 

EC 4.97 0.618 1.243 
0-50% 6.14 0.562 0.915 

50-100% 0.01 0.261 0.0038 
EC 4.86 

2 0-20% 2.66 0.581 2.206 
20-60% 8.96 0.461 0.514 

EC 4.31 0.685 1.58 
3 

0-'0% 3.75 1.271 3.38 

Ademós de un incremento en el valor de ICP4EPSPSJ_ se buscabo que en el perfi l 

electroforético en SOS-PAGE hubiera uno disminución de lo complejidad del 

mismo, indicando una mejor separación de la proteína heteróloga. la 

comparación de dichos perfiles se muestro en lo figuro 17. En ello se puede ver 

que en la fracción obtenida 01 60% de (NH..J2S0. se conserva la mayor porte de las 

proteínas presentes en el extracto crudo (EC). mientras que en la precipitación a l 

30% se observo un menor número de bandos. Sin embargo. tomando en cuento 

los resultados de la prueba de OAS-EUSA mostrados en la labia XIII se determinó 

que lo mejor recuperación se obtuvo con sulfato de amonio 01 40%. fracción en 

lo que se obtiene la mayor concentración de proteína heteróloga. 



!;QQ MP EC 20% /1)% !;QQ !;QQ 
97 .4 

97.4 97.4 
00.2 00 .2 66.2 

45 
45 

45 

31 
31 31 

21 

21 
14 

14 

Figura 17. SOS-PAGE al 10% de oerl/amlda de la precipitación fraccionada con dl fere ntes 
concentraciones d e su lfato d e amonio. Teriidos con azul d e Coomasie. 

Una vez seleccionadas las c ondic iones de precipitación c on 40% de su lfa to de 

amonio, la fra cción obtenida se tra tó con TeA de la misma manera que las 

anteriores, con e l fin de separar a la fracción pro tenic a de los carbohidra los aún 

presentes en la mu estra. Los resu ltados de esta prueba eslón en la Tabla XIV: 

Tabla XIV Precipitación con TeA 0120% de la fracción 0140% 
de sulfato de amonio 

Muestra 

Fracción 
de 40% 

Conc. prot. ELlSA 
(rng/ rnL) (Absn5 nm) 

1.26 0.758 

[CP4EPSPS[" 

6.01 

La fracción obtenida por prec ipitac ión con sulfa to de amonio a l 40%, y la 

sometida únic amente a prec ipita c ión c on TCA (ver Tabla XII ti po de extracción 

PBSj , fu eron ultra filtradas en una c elda agitada c on membrana de 30 kDa para 

c onc entrarlas. Con este proc edimento, se obtuvieron muestras enriq uec idas en 

protenas de masa moleculares de 30, 48 Y 60 kDa, seg ún se mu estra en la fig ura 

18 A. A ún c uando en esta mu estra se c onservan otras protenas de dife rentes 

masas mo leculares (Fig . 18 Bj, los resultados de la de tección inmuno lógic a 

pemi tieron decidir c uó les fra cciones de la s obtenidas c on este procedimiento se 

uti ~zarían en los expe ri mentos posteriores. 
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FlgulU 18. SDS-PAGE después de u!lrufmmclón de: I} precpltuclón con TCA. 2) 
preclplladón con w ltnlo de nmonJo 01 ~O% se..]ukJo de plec~¡'ocJón c on ICA. A) 40 Jlf) 

de pro teína pOI cmlll. loñk1o con OIU! do COOrTIo sJo. B) ¡ I"J de proteína pOI conl. lo fikJo 
con nitra lo de plalo. 

En la figura 18 A, ~e ab~e-va un patrón de bandeo ~imi kJr e n ambas fraccione.: la 

proveniente de la precipitación con TeA (carril 1) y la precipitación con sulfato de 

amonio seguida de TeA (carri l 2). Sin embargo el gel teñido con nitrato de plata 

mostrado en lo figura 186 permite delectar que existen diferencias entre ellas_ 

Con respecto a la región de 45 a 60 kDo. que es el intervalo de masa molecular 

en el que se esperada encontrar 1m posibles proteínas de fusión propuestas por 

Rang (2005), en lo figura 18 B.le mue stra lo .iguien!e: lodas 1m bandas ob.lervadm 

en el carril 1 se observan en el carril 2. sin embargo en este último se detect6 una 

banda de 46 k.Da que no se observa en el carril 1. ademas de una banda de 20.7 

k.Da . 

Los valores de (C P4EI'SPS)o., de las lracciones p resentadas en 10 figura 18 son da 

2.11 y 6.01 re spectivamente (en tabk.Js Xll y XIV). 10 q ue indica q ue en ellm .le ha 

podido concentrar a 10 proteína heter610ga CP4 EPSPS. Pa" b tanto. se decidió 

seguir k.J purificación usandolos en los procedimientos posteria"es. 
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ISOElEC TR O ENFOOU E 

En un ellperimento preliminar, lo tracción obtenido por precipitación con sulfato 

de amonio 40% tue sometido o isoelectroentoque. Se hicieron tres corridos con 

dicho muestro. Se aplicó lo pruebo de DAS-E USA o codo uno de los fracciones 

coleclodos y se encontró que aquéllas con un valor de pH entre 5 y 10 fueron 

positivos. Éstos tueron colectados en uno solo muestro, lo cual se lIev6 

nuevamente 01 equipo de isoeleclroendoque. En lo Tabla xv se muestran los 

resultados obtenidos después de la recirculaci6n. 

A pesar de que se obtuvieron tracciones positivos en la prueba de DAS-ELISA 

(resollados en azul en lo tabla XV), en el intervalo de pH de 6.28 o 10.49, en los 

perfiles electroforélicos en SDS-PAGE (no mostrados) de dichos fracciones. no se 

logr6 observar separación de bandos con respecto 01 gradiente de pH. Se 

esperaba que en los fracciones de pH diferentes se obtuvieron bandas de 

proteína distintos, debido o que 01 ser sometidos o isoelectroenfoque, 1m 

proteínas deben migrar hacia lo fracci6n en lo que el pH seo el de su punto 

isoeléctrico. 

Toblo XV. Recirculación en boelecfroenloque 
Frac ción A bs pH ELlSA Fracció n Abs 280 pH ELlSA 
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Por otro lado. cuando se sometió a iroeleclroenfoque y recirculación en 

isoelecroenfoque. a la fracción obtenida mediante precipitación con TCA . 

ninguna de los fracciones colectados tuvo resultado positivo en lo pruebo de 

DAS·ELISA. Ademós de esto. en los perfiles electroforéticos de cada una de estas 

fracciones (imagen no mostrado) . se observó que o pesar de los diferencias en los 

mediciones de pH y absorbancia a 280 nm de cado uno de las fracc iones. en 

todos se conservo el mismo patrón de bandeo. 

Es importante mencionar que durante estos experimentos el equipo se calienta 

considerablemente. o pesar de estor refrigerado. y la temperatura de lo muestro 

se elevo. Ademós se encontró que en todos las fracciones se obtiene el mismo 

patrón de bandeo. Teniendo en cuento que en la prueba de DAS-ElISA ninguno 

de los fracciones tuvo resultados positivos. se descartó esta metodología. 

ELECTROELUCIÓN 

las fracciones positivas para la pruebo de DAS-ELlSA que se muestran en el gel de 

eleclroforesis desnaturalizante de la Fig. 18. presentan un patrón de bandeo 

complejo. y no es posible determinar cuól o cuóles de las bandos 

correspondientes o los proteínas presentes en dichos muestras. generan sellol 

positivo en dicho pruebo. Por ello se decidió eleclroeluir los bandas separados en 

un gel de eleclroforesis. para determinar por DAS-ElISA si se tenían protefnas con 

identidad de CP4EPSPS de diferente mosa molecular. Se usó un equipo Mini Whole 

gel eluter (Bio-Rad) en el que los bandos de proteína son eluídas 01 aplicar uno 

corriente transversal 01 gel. 

Poro éste p rocedimiento. ero necesario tener geles de electroforesis en los que 

hubiera uno buena separación entre las bandas y que éstas se observaran 

completamente rectos al IMir con azul de Coomosie. con la final idad de que. a l 

aplicar la corriente transversal . los bandas de proteínas del mismo o similar masa 

molecular fueron eludías en la misma fracción. Para ello que fue necesario 
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encontrar la concentración de po liacri lamida en el gel y la potencia que deberia 

aplicarse durante ia e lectroforesis. 

las concenlraciones de poliacrilamida probadas para SDS-PAGE fueron 10';'0, 

12.5% Y 15% con adición de glicero l, también se ensayaron dos valores de 

potencia, 10 y 12 W. Se encontró que las mejores condiciones poro una buena 

separación de las bandas en la muestra precipitada con sulfato de amonio 

seguido de TeA fueron: 12.5% de poliacrilamida, con adición de glicerol, corridos 

a potencia constante de 10 W. En la figura 19, se muestra un gel obtenido en 

estas condiciones. 
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At terminar la electroforesis, el gel se cortó para ajustar su tamaño al equipo de 

e lectroetución. Al terminar la e lución, se colectaron 14 fracciones, éstas fueron 

sometidas a SDS-PAGE con el fin de identificar aquetlas en las que hubiera 

proteínas con masas moleculares dentro del intervalo de interes de 45 a 60 kDa, 

estos geles se muestran en la figura 20. 
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Figura 20. SDS-PAGE de las frocciones ¡ a 14 electroeluídas de un gel cargado con 
m uestro de soya SFL . Teñido cor nitra to de plato. 

En los geles mostrados e n b figura 20, se observa que todas las fracciones 

colectadas se observan bandas de 29, 31 Y 33 kDa respec tivame nte . Ademós e n 

las fraccio nes 8 y 9, hay bandas de 14, 23 Y 48 kDa. En las repetic iones de este 

experime nto se obtuvieron resultados similares a l aquí mostrado, por lo que se 

dec id ió probar o tro método de separación. 

ELECJROFORESIS PREPARATIVA CONTINUA (EPC) 

Para esta metodología se usó 1 mL de una muestra proveniente de la 

precipitación con sulfato de amonio al 40 % seguida de TeA y ultrafiltrada hasta 

te ner una concentración de 18 mg/ml, ya que para este procedimie nto, era 

necesario que la concentración de pro teína fuera por lo me nos de 14 mg/mL. 

Los experime ntos se realizaron en e l Departa mento de Patologla Experimental de 

la Facu ltad de Medicina de la UNAM, bajo la asesoría de la Dra. Rosario López 

Vancel!' siguiendo e l procedimie nto d escrito en la sección d e Materiales y 

Métodos. Se colectaron 80 fracciones de 6 mL a una velocidad de 0.75 ml/min. 

Para identificar, de e ntre las fracciones colectadas, aquéllas e n las que se 

tuvieran proteínas con masas mo leculares den tro del intervalo de interés, que va 
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de 45 a 60 I:Da, algunas de e llas se corrieron en SDS-PAGE a l 10% adicionados con 

glicerol. Este gel se muestro en la figura 21. 
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En la figura 21 se observa que entre las fracciones 15 y 30 se tuyieron proteínas 

con masa molecular de entre 40 y 60 I:Da. por lo que todas las fracciones 

comprendidas en este interyalo se corrieron en SDS-PAGE 01 10% adicionado con 

glicerol. En la figura 22 se muestran las imágenes de estos ge les. 
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En la figura 22 se observa que todas las fracciones, a partir de la número 16, 

contienen al menos una bando que est6 dentro del intervalo de maso molecular 

buscado, por lo que se seleccionaron para ser analizadas por OAS·ELISA. Antes de 

someterlos o dicho pruebo. el amortiguador de elución se cambió por PBS pH 7.4 

mediante diafiltración en celda agitada para eliminar en lo posible el SOS que 

interferiría en la determinación inmunológico. En lo labio XVI se muestran los 

valores para las muesfras posifivas. 

Tabla XVI Prueba de DAS·ELlSA de las fracciones EPe 

Fracción 
Moso molecular 

Abssosnm 
(kDa) 

17 46.06. 43.74 0.230 
22 48.42 0.087 
23 5 1.56 0.278 
38 59.75 0.06 

Para determinar si en cada una de las fracciones de la EPC habla una o más 

bandas de prol eina respomables del valor positivo en la prueba de DAS-ElISA , se 

hizo una detección mediante Western Blof usando anficuerpos monoclonales 

anti-CP4 EPSPS. En la figuro 23 se muestran los resultados de esta inmunodetecci6n 

fa). sus repeticiones fb) y los controles: el positivo del Idt de OAS-EUSA y el 

negativo, que corresponde o lo soya SC no-GM (e). 
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En la placa mostrada en la tigura 230 se observa que todas las tracciones corridas 

tienen resultados posi tivos, yo que los bandos de pesos calculados de 47, 58 Y 63 

kDo reaccionan inmunológicomenle o los anticuerpos on!i· CP4 EPSPS. Resalto el 

hecho de que los fracciones 27 y 30. no tuvieron señal positivo en lo pruebo de 

DAS-EUSA, mientros que en lo detección mediante Western-blot sr presentaron 

reacción inmunológico, ello debido o lo moyor sensibilidad de lo detección 

mediante quimioluminiscencio comparado con lo colorimétrico de lo pruebo de 

DAS-ELISA [Roda el 01, 2006). 

En la figuro 23b se muestro el resultado de las repeticiones de estos experimentos. 

Es importante señalar que codo uno de los muestras a llí analizados provienen de 

repeticiones independientes del proceso completo de separación y puriticación, 

partiendo de.de lo harina desgrasado que se preparó en el laboratorio, y fueron 

sometidos o la EPC, separadamente, La detección de tres bandas de proteína 

CP4 EPSPS [Ag. 23 b) confirma lo presencia de tres proteínas de diterentes masas 

moleculares con identidad de CP4 EPSPS . El uso de anticuerpos monoclonales 

permite asegurar la identidad de las proteínas detectados usando Western-blol. 

Para descartar la posibilidad de que proteínas endógenas de la soya hubieran 

generado falsos positivos en estas pruebas, se aplicó el mismo procedimiento 

[ex!racción-precipilación-ultrotiltroción-EPC-weslern blol) paro el control 

negativo, lo soya SC, cuyos resultados se muestran en lo figuro 23c. Tonto en los 

pruebas de DAS·ELISA como en los placas de quimioluminiscencio de los 

tracciones obtenidas en EPC de esta soya, se observó lo ausencia de ser"loles 

positivos poro lo detección de lo proterna CP4 EPSPS, lo que demuestro que no 

hoy unión inespecífico o otros proteínas endógenos de lo soya y ovalo lo 

especificad de los anticuerpos. 
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El epitope 01 que se une el anticuerpo monoclonal usado en esto pruebo no se 

conoce (comunicación personal con Agdia Inc.j , sin embargo, debido o que los 

proteínas de fusión que probablemente se expresan en soya Raundup Ready® 

conservan completo lo secuencio de ominoócidos de lo enzima CP4EPSPS de 

Agrobacterium tumefaciens, se espera que los anticuerpos monoclonales 

desarrol lados poro reconocerlo, también se unan o los proteínas de lusión 

propuestas por Rang (2005). 

lo maso molecular reportado poro lo CP4 EPSPS expresado en lo soya Roundup 

Ready® es de 47.6 kDa (Padgelle,1996); lo presencio de esto proteína en lo 

muestro de soya SFL se confirmo con lo detección de uno bando de 47 kDo en los 

tracciones probados, como se muestra en las tiguras 23 a y b. 

Lo detección de bandos de 58 y 63 kDa, que no habían sido reportadas en lo 

soya Roundup Ready®, refuerzo lo probabilidad de que en esta soya se estén 

produciendo proteínas de fusión derivadas de lo transcripción del fragmento del 

gen cp4 epsps adyacente a l edremo 3' dellransgén descrito por Windels (2001 j , 

tal como fue propuesto por Rong e l al (2005) quien describió la secuencio de 

cuatro transcritos del gen hollados en soya Roundup Ready®. 

Además de lo existencia de proteínas de fusión, las modificaciones 

poslraduccionales a los que son sometidos 10$ p roteínas en organismos 

eucariontes, podrían causar la detección de bandas de protefna de d iferentes 

pesos, sin que se trate de proteínas provenientes de mensajeros d istintos. Se sabe 

que la glicosilación y la fosforilac ión oca sionan heterogeneidad en la maso 

molecular de uno proteína sometido a métodos eleclroforéticos (Kleinert el 01, 

2007). De estos dos tipos de modificación postraduccional. la glicosilación es lo 

que ocasiona un cambio mayor en la masa molecular aparente de uno proteína, 

dichos cambios pueden ser observados usando electroforesis de uno dimensión 

(Sfeinberg et 01, 2001) . En el caso de lo fosfori lación, esta heterogeneidad en el 
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valor de masa molecular se observa con mayor frecuencia en la electroforesis de 

doble dimensión. (Y an et al, 1998). 

Para dilucidar si la detección de bandas de proteína de diferente masa 

molecular en lo pruebo de quimioluminiscencia se debe o lo glicosiloción de las 

mismos, se hizo uno pruebo de detección y diferenciación de g licanos unidos a 

proteínas Iransferidas o membranas de Western blot. Esto pruebo se aplicó o uno 

fracción de EPC en la que previamente se había detectado lo presencio de los 

tres bandas, como control positivo se usaron las proteínas glicosilodas 

proporcionados por el fabricante, ademós, se inc luyó el exlrocto crudo (EC) de lo 

soya no Ironsgénica, usado como conlrol negativo en todos los experimentos 

anteriores. El EC de soya se incluyó como un control de glicosiloción de los 

proteínas endógenos de lo soya. En esto pruebo se esperaba lo detección de lo 

manoso, asociado o todas los subunidodes ((l , (1' y p) de lo conglicinina en formo 

de oligómeros unidos o residuos de asporogino [N·glicanos) [Muroyorna el 

01.1998). En lo figuro 24 se muestran los resultados de dicho prueba. 
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Figura 24. Detección y diferenciación en Western blof de gficosi/aciones: a) manosa (N
g"canos), b) ác ido siá/ico (2-6)/ galactosa y ácido siálico (2-6)/ N-acetilgalactosamina (N
y O-g/icanos), c) ácido siá"co (2-3)/ga/actosa (N- y O-g/icanos), d) Galactosa B{I-4) N
acetilg/ucosamina (N- y O-g/icanos e) Galactosa fJ(1-3-)/ N-acetilga/actosamina (O
g"canos)y f) Galactosa B{I-4) N-ocetilg/ucosamina (N- y O-g/icanos). Para cada una de 
ellas, se probó: Se) extracto proteínico de soya no transgénica y SFL) fracción de EPe en 
fa que previamente se detectaron 3 bandas de CP4 EPSPS de diferente masa 1TKJ/ecular. 
el, e2, C3 y C4 son los controles positivos e indican respectivamente, carboxipeptidasQ, 
transferrina, fetvino yasia/oretvino. 
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En ninguna de las prueba mostradas en la figura 24, se detect6 g licosilaci6n en la 

muestra proveniente de EPC, carriles marcados en dicha figura como SFL lo que 

indico que las diferencias de masa molecular en las bandos identificadas en la 

prueba de quimioluminiscencia, no se debe a heterogeneidad causada por 

glicosilaciones no esperadas de la proteína CP4 EPSPS. En el caso de la soya no 

transgénica (SC en figura 24), se observ6 . como se esperaba. reacci6n posit iva en 

la prueba de defecci6n de olig6meros de manosa. 

Las bandas encontradas en las fracciones de soya SFL. son de mayor masa 

molecular que las proteínas de fusi6n predichas por Rang (2005) (ver tabla VI en 

la secci6n introducci6n). Los diferencias en el peso podrían deberse o que las 

secuencias de cONA estudiadas por Rang. abarcan s610 una parte de la 

secuencio de 250 pb repetida, pues los primers usados poro la detecci6n y 

secuenciaci6n de los franscritos, no a mplifican fado el fragmento repetido, por lo 

que, para obtener los secuencias de los proteínas de fusi6n presentadas en d icho 

trabajo, se us6 un anólisis informótico en el que se predijo un probable marco de 

lectura. En cambio. en este trabajo se presentan resul tados de proteínas aisladas 

de granos de soya, es decir que son resultado de la transcripción y traducción in 

vivo. 

Para caracterizar las p roteínas encontradas en este trabajo y conocer cuóles son 

las diferenc ias entre éstas y las predichas POI Rang, es necesario aislar ylo 

purificar una moyor cantidad de ellos, esto con el fin de secuenciarlas y obtener 

información acelca de su extremo carboxilo terminal. en el que se esperaría, de 

acuerdo con Rang, encontrar los diferencias que cousarian la heterogeneidad 

en los valores de masa moleculares. 
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CONCLUSIONES 

En la muestra de soya SFl se identificaron tres bandos de mases moleculares de 

47, 58 Y 63 kDo CP4 EPSPS, positivos o reacción inmunológico onti-CP4EPSPS 

usando anticuerpos monoclonoles. 

En este trabajo se lograron identificor sólo tres de los cuatro posibles proternas 

diferentes predichos por Rong en 2005. Esto podría deberse o que las presentadas 

aquí son los expresados en gronos. mientras que las p redichos se coroderizoron 

por an61isis inform6lico. 

Poro conocer de formo contundente lo naturaleza de los tres bandos de proteína 

encontradas en este trabajo. es necesario purificor una mayor cantidad de éstas 

y obtener lo secuencio de omino6cidos. 

Aún cuando el origen de dichas proteínas no se conoce de monera exacta. es 

importante el hecho de que no habían sido reportadas en la soya Roundup 

Ready®. Su presencia. hace evidente la necesidad de hacer las evaluaciones de 

etectos sobre la salud del consumidor tinol aislando lo proteína directamente del 

organismo en el que se expresa. 
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