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RESUMEN

La soya Roundup Ready® (RR) estd disefiada para expresar la enzima CP4-EPSPS
de Agrobacterium tumefaciens (5-enolpiruvil shikimato 3-fostato-sintasa) unida a
un peéptide de transito de Petunia hybrida (CTP4), de un peso molecular de 47.6
kDa. Esta enzima es resistente a la inhibicién del herbicida glifosate (N-
(fosfonometil) glicina), sobre la ruta metabdlica de produccién de aminodcidos
aromadaticos, con lo que las plantas sobreviven a la aplicaciéon del herbicida.

Para la soya Roundup Ready®, Rang et al en 2005 reportaron la deteccion de 4
secuencias de mRNA, codificadas por el transgén cp4epsps, en lugar de una sola
como era esperado. Los cuatro mRNA hallados incluian la secuencia transcrita del
gen cpdepsps completo y porciones transcritas de la secuencia repetida ubicada
después del ferminador, tal como fueron descritas por Windels ef al, en 2001,
Dentro de nuestro grupo de frabajo, Fong, (datos no publicados) encontré cuatro
bandas de masa molecular de entre 45 v 60 kDa, positivas en una prueba de DAS-
ELISA especifica para CP4EPSPS, en extractos proteinicos de una muestra de soya
en la que previamente se detectd la presencia de secuencias transgénicas
(promotor 358 | por medio de PCR tiempo real.

Considerando lo anterior, este trabgjo tuvo como objetivo la separacion vy
purificacion de las cuatro proteinas heterdlogas que posiblemente se expresan en
la soya transgénica Roundup Ready®.

Se extrajeron las proteinas solubles de una harina de soya elaborada a partir de
una muestra de granos de soya en la que previamente se detectd |la presencia
del gen cp4epsps usando PCR punto final. Mediante precipitacion fraccionada
con (NH:):SO; y ultrafiltracion se obtuvo una fraccion de proteinas que se sometio
a electroforesis preparativa continua en la que se colectaron 80 fracciones.

Las fracciones en las que en SDS-PAGE se observaron bandas con masa
molecular dentro del infervalo de interés (45 a 60 kDa), se analizaron
inmuneclégicamente mediante una prueba de DAS-ELISA especifica para la
deteccion de la proteina CP4 EPSPS, para lo cual previamente se didfiltraron para

cambiar el amortiguador.



Las fracciones que tuvieron un resultado positivo se sometieron a una deteccion
inmunolégica mediante transferencia Western, con el fin de determinar si en cada
una de ellas habia una o mas bandas que dieran resultado positive en la prueba
de DAS-ELISA. Se usaron anficuerpos especificos para |la proteina CP4 EPSPS
donados por la compania Agdia Inc. (Indiana, USA). La deteccidn se redlizé
mediante quimioluminiscencia usando el sistema bictina-peroxidasa. De esta
forma, se detectaron tres bandas de diferentes masas moleculares que tienen
reaccion positiva. Estas bandas mostraron masas de 47, 58 y &3 kDaq,
respectivamente.

El andlisis mediante Western-blot permitid confirmar la presencia de al menos tres
proteinas heterdlogas con identidad de CP4EPSPS en una muestra de granos de
soya comercializados en el D.F., con lo que se verificaron los hallazgos de Windels
(2001) y Rang (2005).



ABSTRACT

Roundup ready® soybean expresses the enzyme CP4 EPSPS (S-enolpiruvyl
shikimate 3-phosphate sinthase) from Agrobacterium tfumefaciencs, attached fo a
chloroplast transit peptide (CTP4) from Pefunia hybrid. The molecular mass of the
functional enzyme is 47.6 kDa. This enzyme is non-sensitive to the herbicide
glyphosate (N- phosphonometyl glicine), an inhibitor of the metabolic pathway for
aromatic amino acid production, which confers to the plant resistance against the
application of the herbicide. Rang et al, (2005) detected, in Roundup Ready®
soybean, four mRNA sequences whose origin was the cp4epsps transgene, instead
of a single messanger as expected. Those four mRNA molecules, contain the
complete sequence of cpdepsps gene and fragments transcribed from a
cpdepsps repeated sequence, as described earlier by Windels et al. (2001), which
sequences are found atter the terminator of transcription. In a previous work of our
group, Fong C. found four protein bands with molecular masses from 45 to 60 kDa,
which had posifive signal in a DAS-ELISA test specific for CP4 EPSPS detection(data
not published). This was observed in protein extracts of a soybean sample,
containing fransgenic cpdepsps verified using Real Time PCR. Considering dll of
the above, the objective of this work was the separation and purification of the
four heterologous proteins possibly expressed in Roundup Ready® soybean. A flour
was prepared with the same sample studied by Fong and soluble proteins were
extracted. By means of precipitation and ultrafiltration, a protein concentrate was
obtained. It was run in a continuous preparative electrophoresis system, and 80
fractions were collected. Those fractions, where protein bands of molecular
masses within the 45-60 kDa interval were observed in SDS-PAGE, were didfiltered
for buffer exchange and analyzed in a DAS-ELISA test specific for CP4 EPSPS
detection. Fractions positive for DAS-ELISA were analyzed by Western blot
immunodetection, in order to determinate if there were more than one band
responsible for the positive reaction. This procedure was made using monoclonal
antibodies specific for CP4 EPSPS, donated by Agdia Inc. (Indiana, USA). Detection
was made by chemiluminescent reaction using a biotin-peroxidase system. By this

means three protein bands of different molecular masses were detected as



positive for this immunodetection. The molecular mass of this bands were 48, 58 y
63 kDa respectively. Western blot analysis allowed the confimation of the
presence of at least three heterologous proteins with CP4 EPSPS identity, in a
soybean seed sample commercially distributed in Mexico City. These results verify

Windels (2001) and Rang (2005) findings.



INTRODUCCION

PROTEINAS DE LA SOYA

La soya (Glycine max) es originaria de Asia, en donde se pueden encontrar
variedades silvestres endémicas en China, Corea, y Japdén. La introduccion de
esta especie a América del norte y Europa es, relativamente, reciente. El
incremento sustancial en el cultivo de la soya se inicid en la década de 1990,
cuando sus propiedades nutricionales empezaron a ser aprovechadas para la
alimentacion humana fuera de Asia. En el afo 2007, la produccién estimada de
soya fue de 220 millones de toneladas (Food and Agriculture Organization of the
United Nations, 2009).

Los granos de la soya tienen un elevado contenido de proteinas de alta calidad
nutricional y han sido ampliomente estudiadas debido a su importancia en la
industria alimentaria. El conjunto de las diversas proteinas contenidas en la soya, le

confieren su versatiidad y valor nutricional.

Enla figura 1 se muestra una comparacion de los perfiles proteinicos en SDS-PAGE
de extractos de proteinas solubles de 28 variedades de soya. En ella se aprecia
que no hay diferencias notables entre los perfiles de estas variedades, a la vez

que se hace evidente su complejidad.
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Figura 1 SDS-PAGE de 28 variedades de soyo, se sefialan las subuinidades de la glicinalAl,
A2, A3, Ad y AS5) y de la conglicininale:e’ y A ( (Tomado de Sathe et al 2009).

Sathe et al, en 2009, reportan que las diferencias entre las variedades de soya
estudiadas , se encuentran en la secuencia de aminodcidos de las proteinas y en
la cantidad presente de cada una de ellas. Sin embargo, el tipo e identidad de

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

De entre todas las proteinas de la soya, las que estan presentes en mayor
cantidad son la glicinina y la conglicinina. Ambas son globulinas vy, en conjunto,
representan el 70-80% del total de las proteinas de la soya. Los puntos isoeléctricos

de estas dos proteinas y sus subunidades se muestran en la Tabla |

Tabla | Proteinas de reserva de la soya

Glicinina Conglicinina
Subunidad Punto isoeléctrico Subunidad Punto isoeléctrico
A 4-7 o 4.92-5.32
B 611 o' 5.23
B 5.67

Fuente ; Natarajan et al, 2006



La glicinina estd constituida por 5 subunidades, cada una formada por dos
cadenas polipeptidicas. Las cadenas A tienen un cardcter dcide con masas
moleculares de 38,000-40,000 Da. Las cadenas B son de caracter basico y masas
moleculares de enfre 18,000 a 20,000 Da, dependiendo de la variedad de la que
se trate.

La cenglicining, es un frimero formado por las subunidades o, o' v B, las cuales
tienen pesos moleculares aproximados de 84,000 Da, 72,000 Da y 51,000 Dg,

respectivamente (Herald 7.J., 2001).

V ARIEDADES TRANSGENICAS DE SOYA DISPONIBLES COMERCIALMENTE

El aumento en el consumo de soya a nivel mundial, ha propiciade que se busque
mejorar el rendimiento de los cultivos. Entre los metodos probados, esta el
desarrollo de variedades fransgénicas de soya con caracteristicas que permitan

obtener mejores rendimientos en el cultivo y hacer mas eficiente su produccion.

El éxito comercial de estas variedades es evidente: en el ano 1994, cuando se
aprobd por primera vez el cullivo comercial de una variedad trasngénica de soya
resistente a herbicida, el drea cultivada fue de el 5% de la produccién total de
soya de Estados Unidos de Norteamérica, mientras que en el afo 2008, la
produccidon de soya resistente a herbicida representd 58% del total de soya

cosechado a nivel mundial (James C., 2009).

Actualmente, hay en el mercado variedades de soya que son resistentes al
glifosato y a otfros herbicidas, ademds, algunas a las que se ha modificado el
contenido de dcidos grasos. En la tabla |l se enlistan las variedades transgénicas

comerciales disponibles hasta el momento.



Tabla Il Variedades fransgénicas de soya disponibles comercialmente

Variedad Compaiia Efecto de la tfransformacién
desarrolladera
AZ2704-12, Aventis Tolerancia al herbicida de amplio espectro
A2704-21, glufosinato de amonio.
AS547-35
AB5547-127 Bayer Tolerancia al herbicida de amplio espectro
glufosinato de amonio.
DP-305423 Pioneer Hi-Bred Mayor contenido de acido oleico, menor
International Ine contenido de dcido linoléico
DP-356043 Pioneer Hi-Bred Tolerancia al herbicida glifosato, y a
International Inc.  herbicidas inhibidores de la acetolactato
sintasa.
G94-1, G94- DuPont Mayor contenido de dcido oléico.
19, G168
GTS 40-3-2 Monsanto Tolerancia al herbicida de amplio espectro
glifosato.
GU262 Bayer Tolerancia al herbicida de amplic espectro
glufosinato de amonio.
MONB?788 Monsanto Tolerancia al herbicida de amplio espectro
glufosinato de amonio.
OT196-15 Agriculture Menor contenido de dcide linoléico
Wé2, W98 Bayer Tolerancia al herbicida glufosinato.

Fuente: Agbios (2010)

Las variedades transgénicas de soya resistentes a herbicidas, son capaces de
crecer en presencia de concentraciones que erradiquen el crecimiento de flora
no deseadaq, sin que se observe algin efecto negativo sobre el crecimiento de
dichos cultivos. La eliminacién de malezas permite que los nutrientes y recursos de
los terrencs de cultive sean aprovechados mayoritariamente por el cullive de

interés.

La variedad GIS 40-3-2, desarrollada  por

comercializada bajo el nombre Roundup Ready®. Esta es la variedad transgénica

la compaiia Monsanto es

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

glifosato, el cual es el ingrediente active del herbicida Roundup®, también



producido por la compania Monsanto. Se trata de un herbicida no selectivo, por
lo que su aplicacién elimina el crecimiento de las plantas y microorganismos

sensibles.

SOYA ROUNDUP READY®

La soya transgénica Roundup Ready® fue obtenida mediante la modificacién de
la variedad no transgénica AS5403 con la introduccion del gen cp4epsps,
proveniente de Agrobacferium sp. La soya fue transformada mediante la
insercion del plasmido PV-GMTGO4 (ver Figura 6 mdas adelante) por el método de
biobdlistica (bombardeo de particulas). Los elementos genéticos incorporados a

la soya son los mostrados en la tabla il

Tabla lll Elementos del pldsmide PV-GMTG04

Promotor CaMV35, promotor 355 del virus de mosaico de la coliflor.

Péptido de tréansito CTP4 de EPSPS de Pefunia hybrida.

Regién codificante Gen cpdepsps de Agrobacterium sp. Cepa CP4
Terminador Regidn terminadora del gen de la Nopalina sintasa de
Agrobacterium tumefaciens.

El gen cp4epsps codifica una enzima S-enolpiruvilshikimato-3-fosfosintasa (EPSPS)
de baja sensibilidad al glifosato. La enzima EPSPS forma parte de la ruta de sintesis
de los aminodcidos aromdaticos y esta presente en todas las plantas, bacterias vy

hongos.

En las plantas, la sinfesis de aminodcidos aromdaticos se lleva a cabo en el
cloroplasto, por lo que el CTP4 de Petunia hybrida se intfrodujo como péptido

senal para su traslocacion al plastidio.

La estructura del transgén de la soya RR es Unica, pues de entre las variedades
genéticamente modificadas comercializadas a nivel mundial, es la Unica que

cuenta con la construccion promotor/ péptido de transito con los elementos



CaMV 355-CTP4. En la Tabla IV se muestran las variedades comerciales de soya

transgénica que tienen como promotor al CamMy 35S:

Tabla IV. Variedades de soya transgénica con promotor CaMV35s

Variedad Compaiiia Efecto de la Elementos insertados
desarrolladora fransformacién
ACS-GMO05-3* Bayer CropScience Resistencia a glufosinate  pat, sefial de

(antes Aventis

poliadenilacién de
CaMV35s

ACS-GMO06-4*

Bayer CropScience
[antes Aventis )

Resistencia a glufosinato

paf, bla, sefial de
poliadenilacién de
CaMV3ss

DD-024005-3 DuPont Mayor produccion de GmFad2-1, gus bla,
Ac. Oleico terminador NOS
GT540-3-2* Monsanto Resistencia a glufosinato  CPdepsps, CTP4,
terminador NOS
ACS-GMO03-1 Bayer Resistencia a glufesinate  paf, bla, sefal de
poliadenilacion de
CamMvass
ACD-GMOO1-8  Bayer Resistencia a glufosinato  bar,gus

Fuente: AGBIOS, 2010
“Variedades aprobadas para consumo humano en México.

LA ENZIMA EPSPS

De entre los 20 aminodcidos que en la naturaleza se usan para formar proteinas,
existen algunos que sodlo son producidos por plantas, bacterias y algunos hongos.
Los animales no producen dichos aminodcidos, por lo que es necesario que se
abastezcan de ellos a través de su diefa. Debido a ello, son llamados

aminodcidos esenciales.

Enfre los aminodcidos escenciales, se encuentran los aromdaticos: fenilalaning,
tirosina y triptofano. Los organismos que los producen, lo hacen a través de la ruta

del shikimato o acido shikimico, la cual fue descrita por primera vez en 1959.

El precursor de la ruta metabdlica de la sintesis de aminodcidos aromaticos es el
7P-2-dehidro-3-desoxi-D-arabino-heptanoato, formado de la condensacién de

una molécula de fosfoenol piruvato (PEP) y una eritrosa-4P, esta UGltima



proveniente de el ciclo oxidative de las pentosas fosfato. La ruta metabdlica es la

rmostrada en la figura 2.
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Flagura 2. Ruta metabdiica de la sintesls de aminadcidos aramaticaes, El recuadre sefiala a
la EPSPS (Modificada de Nicholson D.E,2003)

La sinfesis de corsmato estd regulada rnegativamente peor el efecto de las
concentracionss de corismato, fenilalaning, tiresina v prefeanato (intermediario
de lo frosina) sobre lo enzima shikimate deshidrogenasa. Otre punte de
regulacién estéd a nivel de la enzima corismato mutasa, la cual inicia la sintesis de
ferilalaning v fircsing, ofrc mds es la antranilate sintasa, enzima gue incia o

shtesis de tiptofane, a partir del corismato.

La enzma  Senolpiruvishikimato-3-fosfofato  sintasa,  (E.C.2.57.1%)  tarmkién
conacida como S-fosfoshikimato-1-carboxiviniltransferasa, cataliza la transferendcia
del grupo enal piruvato del fosfeenolpiruvate ol shikirmato-5-fosfato, La mayor
parte de las EPSPS de diferentes especies conccidas son monamearicas, hasta el
rmomento, sdlo se ha encontrado una forma dimérica, en la clancbactera
Spiruling platensis (Forlani G., 2001). La masa molecular de la enzima EPSPS varia

entre especies, las reportadas hasta ahora estéin entre 42,000 Da para Escherichio
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coli (Duncan K.,1984), hasta 59,000 Da, en el caso de Euglena gracilis (Reinbothe
et al. 1994).

En el caso de la CP4 EFSPS de Agrobacterium tumefaciens, la masa molecular es
de 47,800 Da y su punto isoeléctrico tedrico es de 5.13 . Estas caracteristicas, son
semejantes a las de la subunidad p de la conglicinina (pl 5.67, PM 51,000 Da), de
la soya, por lo que, en cualquier proceso de purificacién, se puede dificultar la

separacion de la CP4 EPSPS que se expresa en la soya Roundup Ready®

En diferentes especies, se han podido separar dos o mds proteinas que tienen
aclividad de EPSPS, estas isoformas pueden estar expresadas de forma
diferenciada con respecto al tejido del que se trate como en el caso de E.
gracilis, o bien, en estados diferenciados del crecimiento, como se ha enconirado
en cultivos sumergidos de células de maiz, en los que se han reportado dos
isoformas de la EPSPS. Una de ellas se expresa durante la fase de crecimiento

exponencialy la otralo hace a lo largo de todo el ciclo celular (Forlani G, 1994).

En el caso del sorgo, Sorghum bicolor (Ream J. E., 1988), no se ha determinado si
las tres isoformas de la enzima, encontradas en semillas, se expresan en forma
diferenciada durante alguna etapa del crecimiento. Hasta el momento, no se
han reportado cepas de Agrobacteruim sp. que expresen isoformas de esta

enzima.

Se han identificado especies que tienen mas de un gen que codifica para EPSPS,
como es el caso de Arabidopsis thaliana, la cual fiene un gen codificante en el

cromosoma | y otra en el 2 (Theologis ef al, 2000).

Existen también isoformas reportadas de otfras enzimas de la ruta del shikimato, tal
es el caso del arroz, en el que se han encontrado tres genes diferentes, el OSKI,
OsSK2 y OsSK3 gue codifican, cada uno, para una enzima shikimato cinasa,

encargada de transferir un grupo fosfato al shikimato para formar el shikimato 3
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fosfato. La expresion de estas enzimas es diferenciada durante el crecimiento y

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

EFECTO DEL GLIFOSATO EN LA EPSPS

El glifosato es un compuesto organofosforado [N-(fosfonometil) glicina), (ver
Figura 3) de estructura similar al fosfoenolpiruvato. Inhibe la catdlisis llevada a
cabo por la enzima EPSPS. Sin embargo, no se ha observado el mismo efecto
sobre ofras enzimas que metabolizan fosfoenolpiruvato, tales como la piruvato

cinasa o la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Heldt, 2005).
A
2:05P Co0"

Fostoenol piruvato

2'osp\\\/ rr\/cocr
Glifosato

Figura 3. Estructura del fosfoenol piruvato v del glifosato.

En estudios con la enzima EPSPS de Neurospora crassa, se encontrd que el
glifosato es un inhibidor de tipo competitivo con respecto al fosfoenol piruvato
(PEP) y acompetitivo con especto al shikimato-3-fosfato(S3P) (Coggins J.R., 1983).
El PEP vy el glifosato tienen el mismo sitio de unién a la EPSPS v se unen a ésta, una
vez que se ha formado el complejo EPSPS-S3P. (Funke 2006). Esta reaccion se

muestra en |a Figura 4:
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Figura 4. Reaccion catalzada por la enzima EPSPS

La inhibicion de esta enzima, detiene la sintesis de aminodcidos y metabolitos
secundarios derivados de estos. Dicha inhibicién es letal para las plantas v otros
organismos en los que estd presente. Por lo anterior, el glifosato se ha empleado
como un herbicida de amplic espectro vy, desde su infroduccién al mercado en

1974, ha sido empleado de manera intensiva.

Debido a los humanos no cuentan con ésta ruta metabdlica para la produccion
de aminodcidos aromdticos y, a que el glifosato no interacciona con ofras
enzimas que catalizan PEP, la aplicacién del glifosato en los campos de cultivo ha
sido considerada segura para la salud humana, ya que no se esperaria encontrar
ningun efecto negativo sobre el metabolismo (Duke ef al, 2008). Sin embargo, en
anos recientes, se han publicado estudios en los que se reporta que tanto el
glifosato puro, como las presentaciones comerciales del herbicida, a las que se
anaden surfactantes y otros coadyuvantes, tienen efectos citotdxicos v
toxicolégicos en cultivos celulares de higado (Gasnier ef al, 2009) , corddn
umbilical, células embrionarias de rifidén vy placenta humanos (Benachour, et al,
2009)). Se ha encontrado que las formulaciones comerciales provocan mayores
efectos adversos que el glifosato por si solo, lo que se atribuye a la presencia 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 produccidén 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 los reportes de efectos

negativos del mismo en la salud humana aumenten.

CARACTERISTICAS DE LA CP4EPSPS

Las EPSPS de diferentes especies se agrupan en Clase | y Clase Il. Las enzimas
pertenecientes a la Clase | son inhibidas por el glifosato, mientras que las de la
Clase Il son insensibles o fienen una baja sensibiidad y pueden catdlizar la
transferencia del grupo fosfoenolpiruvate, aun en presencia de altas
conceniraciones de glifosato, tal es el caso de la CP4EPSPS. En estudios cinéficos
de la enzima CP4 EPSPS, se ha encontrade que el valor del ICx es de 11 mM,
mientras que, paraE. coli, el ICx es de 2.5 uM (Funke et. al., 2006).

En el caso especifico de la enzima CP4 EPSPS, se ha propuesto que la baja
sensibilidad al glifosato se debe a que en el sitio activo, en la posicion 100 se
encuentra un residuo de alanina, mientras que en las enzimas sensibles al glifosato
existe un residuo de glicina en esta misma posicidén (ver Figuras 5a y 5b). La
interaccién del grupo metilo de la cadena lateral de la alanina con el glifosato,
propicia que el carbén del grupo fosfonato del glifosato interaccione con la
cadena lateral del residuo de dacideo glutdmico ubicade en la posicion 354 (ver
Figura 5a). Esta interaccién provoca la contraccion o condensacion de la

molécula del glifosato y evita su unién al sitio activo (Figura 5¢) (Funke et al., 2006).
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Figura 5 teraccidn del glifosats con ef stio active de g TP4EPSPS. o) Sitic actvo de
CRAEPERPE unido ashikimato 37 v of gifosarfo, enmarcado enrojo. Blmutacion en el residuo
100 de la CP4 EPIPY unido o skikimato-3P v glifosato. o] camibio en la conformacion del
gifosato debrdo ol cambio de resichro. [Tomado os Funke 2005/,

Como resultado, la enzima CP4 EPSPS no es inhibido por la aplicacion del
herbicida. La expresion de la enzima en |as especies vegetales en las que ha sido
insetada, permite que lo planta sobreviva, pues la sintesis de aminodcidos
aromaticos v de otros metabaolitos secundarios no se ve afectada, o pesar de que

I EPSPS enddgena s sea inhibida por el glifosato.

CARCTERIZACION MO LECULAR DELTRANSGEN EM LASOYA RounDur READYE

El mapa del vector PWV-GMTG04, usado en la transformacion de la sovd se muestra

en la figura &
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Bolll 2908 x F¥-GHETe
; 16541 b0

Secuencid
insartada en GT
40-3-2

Hawdll 155
B4l 19157

Figiera &, Moo del vector usado pand o obtencidn de fa soya Roundup Readv® | Lo zong
marcodda oon una finea exteror azul &5 ko hsedada en & evento GTS 40-3-2MON.
{Monsanto. 2000 .

En este wector se incluyeron dos construcciones genéticas funcionales para |d
expresion de la enzima CP4 EPSPS, cada una con las secuencias correspondientes
al promotor, peptido de transito, gen cpd epsps v el terminador de g

transcrpcion.

En &l momento de la liberacion al mercado de la soya Roundup Ready®,
Monsanto, la compafia desarrollodora, hizo publica la caracterizacion molecular
de los secuencias heterdlogos presentes en dicha soya . En ese reporte se indica
que Unicamente se insertd una construccion funcional del gen CP4 EPSPS de las
dos presentes en el wector. La construccion insertada es lo que estd bajo el
control del promotor CaV3as [resaltada en azul en la figura &), [(Monsanto, 2000).
Sin embargo, en &l afio 2001, Windels et al. demostraron que, ademds de esta
copia, hay un fragmento de 250 phb inserdado después del teminador NOS que
corresponde o un segmento repetido del gen de CP4 EPSPS. Ademds, en &l

extremo 5, también se encontrd una secuencia no reportada de 75 pb.
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El principal objetivo del trabajo de Windels fue secuenciar los sitios de unién entre
el DNA insertado vy el correspondiente al genoma de la soya, con el fin de
establecer un método de identificacién especifico para la soya Roundup
Ready®.

Para ello, se usé DNA gendmico extraido de semillas de soya Roundup Ready®. La
secuencia correspondiente a la unién entre el extremo 3' del trasngén y el
genoma de la soya (NUmero de acceso AJ308515 en la base de datos del
National Center for Biotechnology Information (NCBI)) es la que se muestra a

continuacion:

1 tgecgeaggtgt catctatgtt actagatecgg ggatcgatecce

I aagcyc
301 atcatgetgg gaasttttag cgagattata agtatcttce tggggatctc tgotgttact
361 gygtgaatagt gagacagagt cttctgaget cataggataa aataaattat aattagtaaa
421 ttttttaatt asaataaatca attacttcat aaatazstttt ttttatagaa tatgttagaca
481 ttctagecegg atatagaact aatgtaaaga aaccttaaaa attttgtttg gaagaatatg
541 ttattgaaag acaasaltctaa ttaagtttat cagggtcatt tgttgaagat aggaaacctt
601 cagcaattty aatattaagt aactgcttct cccagaatga tocggagtttc tocctocctget
661 attacatgayg caaaaataaa zaataaataa aagataagat taagcttcaa catgtgaagg
721 agtagtacac tcaccagtga ccctaatagg caacagcatg aaaaaaaata aaaaagaata
781 aaaatagcat ctacatatag cttctegttg ttagaaaaac aaaactattt

En la secuencia arriba mostrada, en letras color naranja se marca el fragmento
repetido de la CP4EPSPS, en azul la secuencia de 540 pb correspondiente al
genoma de la soya que presenta rearreglos, y en verde, el DNA gendmico de la
soya. En la figura 7 se muestra un esquema del transgén propuesto por
Windels(2001).
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¥'mos terminator CF4 EFSPS CTF E355 promotor

plant DNA plant DNA

plant DNA

0154 kb 025 kh

Figura 7. Esquema comparativo de la secuen cia del transgen reporfada por al
Fadggette et al. {1995 v b] lo reporfada por Windeals{2001).

En respuesta d trabgjo de Windels, la compania tMonsanto [2001) emitic un
comunicado en el gque aclara que, si bien estcs secuencics estan presentes, no se
franscriben v, por o fanto, no cdfectan a los caracterktices funcioncles del
fransgen v de lasoya Roundup Ready®.

En el afo 2005, Rang v colaboradores publicaron un estudic en el guese biscaba
determinar si era posible que la secuencia repetida descrita por Windels, ubicada
después del terminador, fuera transcrita. Para elo, se trabgjc con cDNA
corstruido mediante retrofrarscripcion del BNA de hojos de soya Roundup
Ready® v hojcs de sova no modificada como control negativo. Se hizo PCR punto
final usando para &llo [os primers mos frados enla tfabla’, (ver tambien FAgura 8):

Tabla V Primers usados por Rang

Hombre En figura 8 Regidon amplificada

PP-A P-32 v P-33 Terminodor MO S

PP-B P-32 v P-150 Terminodeory secuencia repetida

PP-C P-140 v P123 Fin del gen completo. ferminodor MNOS v

secuencio repetida
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gDNA
P-140 P32 P-33 P-123 P50

—t PP.A 1TT bp

Figura 8 Esquema del transgen, los dvalos corresponden a el promotor Caty' 358 v el
temminador NOS mespectivamente. La secuencia en giis corresponde al gen de la
CFPAEPIPE, v en ella se marca en negro [repeat 1] el segmento cuva secuendia es igual al
fragmenta nsertado después del terminador (repeat 2] (Rang. 2005].

En la Figura ¢ se muestran los geles de agarosa obtenidos para los reccciones de
PCR usando los primers indicados en la Tabla IV v Figura 8. La deteccidn de los
amplicones generados por los primers PP-A y PP-B, fanto en el DNA gendmico
[gDNA) como en el cDNA de la soya Roundup Ready® (Figura $a), indica que &l
terminador y los elementos ubicados después del mismo s son transcritos. Para el
caso del PP-C (Figura ?b), la deteccién del amplicdn esperaco en cDNA es
indicio de que, en la soya RR, la secuencia repefida se transcribe junto con la
secuencia del gen CP4EPSFS completo. En el carril correspondiente, se observan
cuatro bandcs de diferentes tomafios, cuando en este experimento, dnicamente

se esperabo observar ung bondo, por lo gue Rang et of (2005), decidieron

analizarlcs.
a b
Templ:  neg gbNA cONA Templ: M neg gDNA eDNA,
M| RRS RRS NT
RT i T
PP, A B ABlABIAB A,Bih,ﬂ
[bg)
800
500
400
200
[bp] 200
0o 1L
300

200
100
e 1 2 3 4 5 @ 7 8 9 1011 13 lanes: 1 2 3 4 &

Figura 9. Gel de agarosa de los productos de PCR usando: al primers A v B, b tnicamente

C. para soya Roudup Ready® [RRE] v sova no fransgénica (W), Los controles negativos
son las merclas de reaccldn sin polimerasa {Rang, 2005].

28



Para caracterzar estcs fragmentos, se extrajeron las bandas correspondientes del
gel para puificarles v se Insertaron cada uno en un wvector pGEM. La
secuenciacién de ccda una de ésfos mostrd la exstencla de 4 roléculas de
cDNA con diferentes secuencias. Se encontrd gue esta diferencia en la secuencia

se debia a la ablacidn de fragmentos de DNA vy no a rearreglos del mismo. Esto se

muestra en la figura 10.

Figura 10, Secuencias reporfados por Rong et af {2005, para los cuatro cDNAs
enconfrados en soya Roundup Ready®. En cunivas se indica o secuencia del terminador
de o franscripcion NOS, en ne gritos el sitio de coddn de término de la fraduccion

Enla figura 10, se muestra la secuencia de cada uno de los cONA reportados por
Rang, comparadas con el gDNA. Se observa que |as diferenclas de tamafo entre
las secuencias de cDNA se deben a que en ellas, no estdn presentes fragmentos
de diferentes tamafos, comprendidos enfre las bases 1430-1873. Entre ellas, se
encusntra el coddn de terminacidn de la tfraducadn, que s estd presente en la
secuencia del gDNA, La ausencia de este coddn, abre la posiblidad de que
durante la sintesis de proteinas, se confinle la fraduccidn hadia la regidn

repefida, con lo que pudieran producirse una © mas proteinas de fusion,
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A partir de los secuencias de |os franscritos encontrades, en el trabajo de Rang se
proponen cuatro proteinos, en la Takla YWl se muestran las masas moleculares
calculados para ellas, usando el programa Compute plfivivy, disponible en g

paging electrénica expasy.org.

Tabla VI Masdas moleculares de
proteinas predichas por Rang

Secuencia® Masa molecular
(kDa)
cDMNA#S 56508
cDMNA#4 55687
cDMNA#S 56863
cDMNA#E 55371

*Momenclatura de Rang etal [20048).

Paor otro lado, usando una muestra de soya comercial en la gue se habio
detectado la presencia de soya Roundup Ready®, C. Fong [comunicacion
personal] encontrd cuatro bandas de masas moleculares de 45,000-60,000 Da,
observadas en geles de poliacilamida en condiciones desnaturalizontes. En g
figura 11, s& muestra e peil electroforético obtenido v se resaltan las bandas gue

fusron positivos en el andlisis inmunoldgico.

- -
2

- o
S 0

-

—

—

Figura 1. Gel de 3D5-PAGE, tefiildo con ol de Coomasie, las bandas enmarcadas por ef
recuadro rofo fueron posiivas para CP4EPSPS en DAS-ELISA. Fuente: C. Fong.
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Las bandas fueron electroeluidas y sometidas a una prueba de DAS-ELISA parg
detectar la presencia de la proteina CP4 EPSPS. Las cuatro bandas sefialadas en

la figura 11 fueron positivas en dicha prueba.

ASPECTOS DE BIOSEGURIDAD

El cultivo de soya Roundup Ready®, estd aprobado en un gran nimero de paises.
En México se autorizé el cultivo de esta variedad desde 1998. Actualmente la
soya Roundup Ready® cuenta con la mayor drea de siembra entre todos los
cultivos genéticamente modificados que se producen en el mundo {James C,

2009).

Desde la introduccién al mercado de la soya Roundup Ready®, numerosos
grupos han hecho estudios acerca de los riesgos asociados a  ésta.
Principalmente, se trata de estudios de composicion del grano, cdlidad
nutricional, alergenicidad y de posible flujo de genes a otfras especies, ademds de
estudios de adquisicion de resistencia al glifosato en las especies, plantas de otras

especies, bacterias y animales debido a una exposicién prolongada.

En cuanto a seguridad ambiental, se ha evaluado la estabilidad de los genes en
campos de cultivo (McCann M.C, 2005) y su persistencia en el suelo después de
las cosechas. Se ha encontrado que, despuées de un afio de haber sido
cosechado el grano, es posible encontrar en el suelo fragmentos de DNA con la
secuencia de la CP4EPSPS.

También se ha evaluado la posibilidad de que haya flujo del trasngén de plantas
GM con el gen cp4epsps hacia especies No GM de la misma especie debido a
polinizacién cruzada. En un estudio con soyq, se encontré que el flujo de genes se
daba en un 0.7% de los casos en plantas separadas por 1 m de terreno; se
encontrd que este porcentaje descendia hasta ser de 0% a 10 m (Abud et. al.

2007)).

31



En los Ultimos afos, se ha evaluado también el efecto de la aplicacion, periédica
y en grandes cantidades, de glifosato en los campos de cultivo sobre las especies
endémicas de las regiones donde se cultiva soya Roundup Ready® consideradas
malezas. En dichos estudios, se han reportado algunas especies vegetales, tales
como Lolium rigidum, Eleusine indica y Conyza canadensis, que han desarrollado
resistencia al glifosato debido a la sobreexposicion al herbicida y que, como
consecuencia, requieren de mayores cantidades del mismo para ser eliminadas
(Sandermann, 2006).

En el aspecto de riesgos a la salud, se ha evaluado la alergenicidad de los granos
de soya Rounup Ready® y el destino del transgén una vez que es consumido
(Jennings J.C., 2003; Ying Chen ef al., 2005). Estos estudios se han hecho
principalmente en ratas, ganado porcine y humanos, En términos generales, se
concluye gue las secuencias del transgén no sobreviven a la digestion y que éstas
no pueden ser detectadas en tejidos de animales alimentados con productos
elaborados con soya Roundup Ready®. Estos reportes sélo confirman lo que se
espera en cuanto al destino de cualquier secuencia de ADN presente en los
alimentos, pues no es el genotipo de un dlimento el que se debe evaluar en un

estudio de riesgos a la salud, sino el fenotipo.

Con respecto a esto, pocos los estudios en los que se evalia el efecto de la
proteina heteréloga sobre el consumider final. Es importante hacer notar que en
la mayor parte de los estudios toxicolégicos y de alergenicidad, se usa proteina
CP4EPSPS que ha sido purificada de cultivos de cepas de Eschericha coli a las
que se les hainsertado el gen CP4EPSPS vy lo sobre expresan (Padgette, 1995., Doo
Hyun Nam, 2002). Debido a que duranie la sinfesis de proteinas en las plantas se
realizan modificaciones post fraduccionales que no se llevan a cabo en bacterias
y ya que, la proteina CP4 EPSPS que es consumida es en realidad la que se
produce en la soya, seria necesario que los estudios de evaluacion de riesgos se
hicieran con la enzima purificada directamente de los granos de soya. Hasta el
momento, no existen reportes de trabgjos en los que se haya usado la enzima

purificada directamente del grano de soya.
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HIPOTESIS

En extractos proteinicos de soya Roundup Ready® serd posible encontrar
proteinas heterélogas con identidad de CP4 EPSPS con diferentes masas

moleculares, ademas de la reportada de 47.6 kDa.

OBJETIVOS

» Detectar al transgén cpdepsps en una muestra de granos de soya.

+ Obtener una fraccion proteinica en la que se concentre a la proteina
heterdloga CP4 EPSPS

« Separar alas proteinas de los extractos proteinicos de granos de soya con
base en las diferencias de punto isoelécthico y/o masa molecular.

* Identificar a la proteina heterdloga CP4 EPSPS mediante métodos

inmunclogicos en |as fracciones de profeina obtenidas.



MATERIALES Y METODOS.
PREPARACION DE LA MUESTRA

MUESTRAS DE SOYA Y CONSERVACION

Se trabajé con una muestra de soya comercializada en la Ciudad de México por
“Productos Naturistas y Soya, S.A. de C.V." que se designard a lo largo de este
trabajo con las siglas SFL. Dicha muestra fue caracterizada en nuestro laboratorio
por Carmen Fong (2010) por PCR- Tiempo real (RTg-PCR) mediante la deteccion
del promotor 358. Se cuantificd su contenido de transgénicos de 10.04%. Para los
controles negativos en todas las determinaciones, se empled una muestra libre de
transgénicos, también evaluada por PCR-Tiempo Real, designada aqui como SC.

Los granos se conservaron a-10°C.

VERIFICACION DE LA NATURALEZA GM DE LA MUESTRA

La presencia del transgen cp4epsps en la muestra se corroboré mediante PCR
punto final. Se extrajo el ADN usando el kit de extraccion de ADN gendmico Fast
ID (marca Genetic 1D, NUm. cat. K1-0001-0200). Para readlizar la extraccion, los

granos se molieron y se pesaron 0.5 g de cada muestra.

Las extracciones de ADN se redlizaron por duplicado para cada muestra de
granos en procedimientos independientes. El contenido de ADN en los extractos
fue cuantificado, leyendo la absorbancia a 260 nm. Para todos los casos, se
obtuvieron también valores del indice de pureza con las lecturas a 280 nm:

_ Abs,,,

Abs

< T 280mm

[ de entre 1.0y 1.2. Este valor indica que hay una relacién aceptable

entre la cantidad de proteinas residuales después de la extraccién y la cantidad

de ADN en cada muestra.
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Se usaron primers especificos para la defeccién de soya Roundup Ready®. La
region blanco de éstos es la unién entre la secuencia del promotor Camy 355 vy
del péptido de transito CTP4, el amplicén esperado es de 74 pb (Hsu-Yang Lin,

2006). La secuencia de los primers es la siguiente:

RR1-F 57 ~CATTTGGAGAGGACACGCTGA-3

RR1-R 5/ -GAGCCATGTTGTTARATTTGTGCC-3/

Las reacciones de PCR se redlizaron con la enzima Platinum® Tagq DNA
Polymerase (Invitrogen, NUm. cat. 10944-018), en un termociclador marca Techne

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

Tabla VIl Condiciones de PCR

Etapa Temperatura  Tiempo
c)
Desnaturalizacion 94 455
Anillamiento &0 455
Elongacion 72 &0 s
34 ciclos
Extension final 5min

Tomado de C, Fong (2010)

Como gen de referencia, se amplificé el gen de la lectina de soya, para ello se

usaron los primers GM]1, los cuales tienen la siguiente secuencia:

GM1-F 5'-CCAGCTTCGCCGCTTCCTTC-3"

El amplicén esperado fue de 74 pb. Las condiciones para la reaccion de PCR
fueron las mismas que para el caso de la amplificacion del transgén, sin embargo,
las reacciones se hicieron por separade con el fin de evitar contaminacién

cruzada.

Para cada reaccion de PCR se usaron 100 ng de ADN extraido de la muestra
corespondiente como ADN molde. Una vez finalizada la reaccién de

amplificacién, los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa tefidos con
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bromuro de etidio v se visualizaron en un fransiluminador UV marca Cole-Parmer

modelo 9814-SERIES, los resultados se registraron fotogrdficamente.

EXTRACCION DE GRASA

Los granos de soya se molieron hasta obtener un polvo fino, el cual se mezclé con
hexano en proporcion soyahexano 1:3 peso:volumen y se mantuvo en agitacion
orbital a 250 rem durante 30 min en agitadora Orbit Shaker (Lab-line Instruments
Inc.,modelo 3518) a temperatura ambiente en campana de extraccion. El
hexano se recuperé por decantacion y se realizé la misma operacién tres veces
mas. El sobrenadante, compuesto de hexano y grasa, se conservé para su
tratamiento y adecuada disposicion de los residuo. La pasta obtenida se secd en

charola a temperatura ambiente durante 24 h, en campana de extraccion

El polvo obtenido se tamizé usando una malla 40, la cual tiene un tamano de
particula de 0.425 mm. Las particulas retenidas se molieron hasta que todas
pasaron por el tamiz. La harina obtenida de esta forma se usé para la extraccion

de proteinas solubles v se conservé en refrigeracion a 4°C.

METODOS DE PURIFICACION

EXTRACCION DE PROTEINAS SOLUBLES

Para cada una de las extracciones, se pesaron 10 g de la muestra desgrasada y
se le adicioné el medio de extraccién correspondiente, en una proporcién 1:10.
Esta mezcla se sometio a agitacion orbital a 250 rpm. Una vez finalizado el tiempo
de agitacion, se centrifugé a 10,000 rom durante 20 minutos, a 4° C, en una
centrifuga Marca Beckman J2-MC. El sobrenadante se recuperd v filtré usando
papel fitfro marca Whatman (NOm. cat. 1422 110), a esta fraccién de proteinas
solubles se le llama Extracto Crudo [EC) y fue sometida inmediatamente al

proceso de precipitacién. Se conservaron alicuotas a -20 °C.
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PRECIPITACION FRACCIONADA

Para la precipitacion de las proteinas contenidas en el EC, se usé el método de
“salting out", usando sulfato de amenio (J.T. Baker). La cantidad de sal necesaria
para cada concentracion, se calculd usando una tabla de soluciones saturadas

con sulfato de amonio (Simpson, 2004).

La precipitacion se realizé, a 4° C, adicionando muy lentamente el sulfato de
amonio en polvo al EC. Una vez adicionada la cantidad total de la sal, se dejé en
agitaciéon magnética, manteniéndolo a 4° C durante toda la noche para

garantizar la precipitacién completa de las proteinas.

Pasado este tiempo, se centiifugd a 10,000 rpm durante 10 min, el botén se
resuspendié en la menor cantidad de amortiguador que permitiera solubilizarlo y
se centrifugd nuevamente para eliminar particulas insclubles. El sobrenadante se
recuperé para continuar con la precipitacion fraccionada, usando el mismo

procedimiento.

Las fracciones resuspendidas se didlizaron usando membranas de la marca
Spectrum de 12-14000 MWCO (NUm. cat. 132678), con agua durante 8h.
Transcurrido este tiempo, se cambié por FBS a pH 7.4 dejandolo toda la noche en

refrigeraciéon a 4°C con agitacion.

El sobrenadante obtenido al findlizar la precipitacion fraccionada se didlizd, para
ello previamente se concentré por ultrafiltracion en una celda agitada Amicon
modelo 8050 (marca Mllipore), usando una membrana de polietil sulfona (PES)
con un tamafo de corte de 10,000 kDa marca Milipore, con la finalidad de
disminuir el volumen vy retfirar la mayor cantidad de (NH:):80: posible. Se
concentrd hasta una quinta parte del volumen inicial y, posteriormente, se dializé

de la misma forma que la fraccién precipitada.
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PRECIFITACION CON Acipo TRICLORO ACETICO

Las proteinas contenidas en el EC se precipitaron usando dacido tricloroacético
(TCA, de J.I1. Baker) al 20% peso/volumen. El uso de TCA, permite precipitar las
proteinas de PM por ariba de 1500 Da, sin precipitar carbohidratos presentes en
el EC (Nandakumar, ef al., 2003). El TCA se adiciond al EC como una solucion
saturada al 100%, esta mezcla se mantuvo en refrigeracion (4°C) toda la noche. El
precipitado fue recuperado por centrifugacién durante 20 min a 8500 rpm a 4 °C.
El botén obtenido se lavd 4 veces con acetona al 90 % con el fin de eliminar
residuos de TCA, después de los lavados se secd a temperatura ambiente en

campana de extracciéon hasta que se evaporé totalmente la acetona.

El polvo obtenido se resuspendié adicionando 5 mL de NaOH 0.2 M y se mantuvo
en bano maria a 37 °C, con agitacién suave. De esta forma, fue posible

resuspender completamente el polvo de acetona.

Para eliminar los residuos de TCA y de acetona, cada muestra se dializé con 00
volumenes del amortiguador de didlisis correspondiente. Una vez didlizada, cada
muestra se ultrafiltré con membrana de tamarno de corte de 30 kDa YM-30

[membrana de nitrocelulosa marca Millipore Nom. cat. No.13722 ).

ISOELECTROEN FOQUE PREPARATIVO
Esta técnica se implementd con el fin de separar las proteinas contenidas en las

muestras con base en las diferencias de punto isoeléctrico. Para ello, se usé un

equipo Rotofor marca Bio-Rad (NUm. cat. 170-2986).

En él, las proteinas presentes en una muestra liquida migran a fravés de un
gradiente de pH generado por la aplicacion de un campo eléctrico que pasa a
través de dicha muestra. Para generar el gradiente de pH se adiciona a la
muestra una mezcla de anfolinas. Una vez que se aplica la corriente al medio, las
proteinas migran hasta alcanzar la regién dentro del gradiente de pH, en la que

su carga neta es cero (punto isoeléctrico, pl). En este equipo, se generan 20
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regiones dentro del gradiente, separadas por una membrana de poliéster. Estas

20 fracciones se colectan todas a la vez usando vacio.

En cada corrida se cargaron 35 mL de cada muestra, obtenidas tanto de la
precipitacién con sulfato de amonio como con TCA, mds 1.4 mL de anfolinas
Pharmalyte 3-10 [(marca Amersham-Pharmacia, NUm. cat 17-0456-01). Las
condiciones de trabajo se establecieron en 320 V y 12 W. El tiempo de operacién
del equipo fue de 3 a 4.5 h, hasta que ya no se registré variacion en la intensidad
de coriente (mA). Durante todo el tiempo de corida, el equipo se refrigerd

mediante un sistema de recirculacion de agua a 4° C.

Todas las fracciones obtenidas se analizaron por DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich Enzyme Linked Immunosorbent Assay, ver Métodos de deteccion en
esta misma seccién). Aquéllas que fueron positivas se colectaron, el volumen se
ajusté a 15 mL y se sometieron a una nueva corrida en el Rotofor siguiendo el

procedimiento de las corridas anteriores.

ELECTROELUCION

Para la electroelucion, las muestras se corrieron en geles de poliacriiamida de 1
mm de espesor al 10 y 12.5 % adicionados con dlicerol. Estos geles fueron
sometidos a electroelucion usando el equipo Mini Whole Gel Eluter marca Bio-Rad
(NUm. cat. 165-1255). De esta manera, las bandas de proteina generadas durante
la electroforesis en gel son eluidas mediante la aplicacién de una corriente
trasversal al mismo, las proteinas migran hacia el exterior y son colectadas en 14
carriles que contienen amortiguador de corrida para electroforesis segin el
sistema de Laemmli. Con ello, en cada fraccién se tienen proteinas de la misma
masa molecular, o en su defecto con valores muy cercanos. La electroelucion se
realizé a potencia constante en refrigeracién (4°C). Una vez pasado este tiempo,
las fracciones fueron colectadas manualmente y conservadas en refrigeracion

para su posterior andlisis.
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ELECTROFORESIS PREPARATIVA CONTINUA

Esta técnica se basa en la separacion de las proteinas con base en el tamano de
las mismas. La mezcla de proteinas se hace pasar por un gel de poliacriiamida de
forma cilindrica, lo que hace posible usar una cantidad de muestra mayor gue |a
usada en otros tipos de electroforesis de menor formato. Debido a la aplicacion
de una corriente eléctrica, las proteinas migran hasta el final del gel y, una vez
que salen de éste, son colectadas en amortiguador de corrida. Las proteinas de
diferentes masas moleculares, migran a través del gel a diferentes velocidades, la
velocidad de cada proteina depende de su tamano, ya que el gel por el cual
atraviesan tiene un tamario de poro definido, que depende de la concentraciéon
de poliacriiamida con la que fue elaborado. De esta forma, en cada fraccién
colectada hay proteinas con pesos dentro de un intervalo definide, obteniendo
en las fracciones tempranas las de baja masa molecular, mientras que |as

proteinas de mayor tamario son colectadas en las fracciones tardias.

Para esta técnicaq, se usé un equipo de electroforesis preparativa Prep Cell 409
marca Bio Rad (NUm. cat. 170-2989), usando un gel de poliacrilamida al 10% vy
potencia de 10 W para el gel concentrador v 12 W para el gel separador, en
refrigeracién a 4°C. La altura del gel separador y concentradoer fue de 6y 1 cm,
respectivamente. Una vez que el frente idnico salié del gel, se colectaron 80
fracciones de 6 mL cada 8 min, las cudles se anadlizaron electroforéticamente en
geles de poliacrilamida al 10%. Las fracciones en las que se observaron bandas
con masas moleculares dentro del intervale de interés (45 a 60 kDa), se
seleccionaron para ser analizadas inmunolégicamente mediante una prueba de
DAS-ELISA, para lo cual previamente se didfiltraron usando una celda Amicon con
membrana de ulirafiltracién marca Milipore de 10 kDa (NOm. cat. PLGC02510),

para cambiar el amortiguador de elucidn por PBS pH 7.4 .
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METODOS ANALITICOS Y DE DETECCION

CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para cada etapa de la purificacion, se hicieron cuantificaciones de proteina fotal
en cada uno de los pasos. Para ello, se usé el método de Bradford, en volumen
reducido (volumen total 1 ml), usande el reactivo Protein assay dye reagent
concentrate marca Bio-Rad, (NUm. cat. 500-0203), siguiendo las indicaciones del
fabricante. Para la cuantificacion se usé como estandar albUmina sérica bovina
(ABS). Se leyd la absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro Spectronic 21D

marca Milton Roy.

DOUBLE ANTIBODY SANDWICH ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT AssAY (DAS-ELISA)

Para la deteccién de la proteina heterdloga CP4 EPSPS en los fracciones
proteinicas provenientes de los pasos de purificacién, se usé un prueba comercial
de DAS-ELISA, especifica para la deteccidn de CP4 EPSPS (Agdia NUm. cat.
PSP74000). En ella, los pozos se encuentran cubiertos por un anticuerpo anti-CP4
EPSPS, de forma que, si la muestra probada contiene moléculas de CP4 EPSPS,
estas se uniran a él. Después los pozos se lavan y se incuban con un segundo
anticuerpo anti-CP4 EPSPS acoplado a peroxidasa alcdlina. La deteccién se basa
en el desarrollo de color debido a la reacciéon de la peroxidasa acoplada al
segundo anficuerpo. La absorbancia se midié a 595 nm en un lector de placas

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

Como control positivo para estas pruebas, se usé el aislado proteinico con 1% de
proteina heteréloga expresada en E. coli que provee el fabricante y como control

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

PERFIL ELECTROFORETICO

Para cada paso de la puificaciéon, se redlizaron electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), con el fin de dar
seguimiento a los cambios posibles en el perfil de proteinas. Se usaron geles de |

mm de grosor, los cuales se corrieron en una camara de electroforesis MiniProtean
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Il de la marca Bio-Rad. Se usaron diferentes concentraciones de poliacrilamida
en distintos procesos, las formulaciones usadas fueron las que se muestran en la
Tabla VI

Tabla Viil Formulacién geles de poliacrilamida®

Concentracién final de poliacrilamida

10% 12.5% 15%
Componente cgncentrador Separader Concentrador Separador Concentrador Separador
Acrilamida 30 0.64 mL 333mL  0.64mL 416 mL I mL 5mL
%
Agua 3.05mL 4015mL  3.05mL 2.02mL 2.67 0.745 mL
Glicerol 2 1.6mL & 1L.émL @ 1.6
Amortiguador 1.25 25 1.25 25 1.25 25
SDS 10% 50 L 100 ul 50 uL 100 ul 50 ul 100 pl
APS 10% 25uL 50 ul 25 ul 50 ul 25 ul 50 ul
TEMED Sul Sul Sul Sul Sul Sul
*Cantidades calculadas para 2 geles de | mm de grosor.,

Las condiciones de corrida para todos los 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 tenidos con azul de Coomasie o con nitrato de plata
[Protein PlusOne Silver Staining Kit, marca General Electric) segin las necesidades

de cada caso. Todos las geles se corrieron en refrigeracion a 4 °C.

Para la determinacién de las masas moleculares de las proteinas contenidas en
cada muestra, en cada gel se corrieron marcadores de masa moleculares. Los
geles ya tenidos se procesaron usando un equipo Densitometer GS700 (Biorad) vy

empleando el software Quantity one.

42



TRANSFERENCIA WESTERN

Las muestras se cargaron en geles SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida y se
corrieron a 80 V hasta que el frente idnico salié del gel. En seguida se transfirié a
membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF por sus siglas en inglés)
PolyScreen® (marca Perkin-Elmer) a 12 V durante 50 minutos en un equipo Trans
Blot® SD Semi-dry Transfer cell marca Bio-Rad (Hercules, CA), usando como

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

DETECCION EN WESTERN-BLOT DE PROTEINA CP4EPSPS

La deteccién de la proteina heteréloga CP4EPSPS en las membranas de PVDF
transferidas se hizo mediante quimicluminiscencia usando un sistema de
peroxidasa de rdbano (HRP por sus siglas en inglés) acoplado a 5-amino-2,3-

dihidroftalazina-1,4-diona (luminol).

Una vez terminada la transterencia, se bloquearon lo sitios vacios de la membrana
con una soluciéon de leche descremada al 5% y Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4, en
agitacion a 4°C durante toda la noche, posteriormente, se lavaron 3 veces con
Tween 20 0.1% en PBS pH 7.4 en agitacién a temperatura ambiente durante 10

min.

Como anticuerpo primario se usdé un anticuerpo monoclonal de ratén anti-
CP4EPSPS donado por la compafia Agdia Inc., (Indiana, USA), en una dilucién
1:10,000 en solucién de blogueo incubando a temperatura ambiente durante 3
horas, pasado este tiempo se lavd de la forma anteriormente descrita. Enseguida,
se incubd con el anticuerpo secundario de cabra anti-ratén acoplado a biotina
(Immuno Pure®, marca Thermo Scientific NUm. cat. 3188) en una dilucién 1: 20,000
en solucion de bloqueo durante 3 h con agitacién constante a temperatura
ambiente. La membrana nuevamente se lavd tres veces y se incubd con
estreptavidina acoplada a peroxidasa (ExtrAvidin® -Peroxidase, marca Sigma
NUm. cat. E2886), en una dilucién 1:20.000 en Tween 20 al 0.1% en PBS pH 7.4,

durante | hora, a temperatura ambiente con agitacion. Se lavé nuevamente vy se
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analizé por gquimioluminiscencia usando el kit Immobilon™ Western de la marca
Milipore [NUm. cat. WBKLS0100), en el cual el sustrato de la peroxidasa estd
acoplado aluminol. La oxidacién del sustrato, catalizada por la peroxidasa, oxida
al luminol, el cual, en esta forma oxidada, emite una sefal luminosa que puede
ser registrada en placas de rayos X. Para el revelado cada membrana se incubé
con |1 mL del conjugadoe del kit durante 10 min. vy se revelaron en cuario oscuro en

placas de rayos X.

DETECCION Y DIFERENCIACION DE GLICOSILACION EN WESTERN BLOT

La detecciéon y diferenciaciéon de dlicosilaciones se hizo en membranas de
trasnferencia Western, usando el kit DIG Glycan Differentiation (Roche), en el que
se usa a la fosfatasa alcalina para la visualizacidén de las bandas de proteina

glicosilada.

La deteccion se logra mediante la unién de una lectina a loa cadena de
carbohidrato de las probables glicoproteinas. La lectina estd acoplada a
digoxigenina, una molécula estercidea que es reconocida a su vez por un
antficuerpo anti-digoxigenina acoplado a la enzima fosfatasa alealina. Al incubar
con el sustrato de la fosfatasa alcdling, el 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP
por sus siglas en inglés) en presencia de cloruro de 4- nitrotetrazolio (NBT por sus
siglas en inglés), la hidrolisis del BCIP propicia la reduccion del NBT, generando un
compuesto colorido, lo que permite la deteccién de glicoproteinas como bandas

de color azul (Gdllagher et al, 208) .

La diferenciacion entre lo tipos de glicosilaciones se hace probando a la misma
muestra con diferentes lectinas, cada una de las cuales tiene afinidad por un fipo
especifico de dlicosilacién. Las lectinas usadas en esta prueba y el tipo de

glicosilacion que detectan se muestran en la tabla X:
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Tabla IX Lecfinas usada para diferenciacidn de tipos de glicosilacién

Lectina Glicosilacion detectada Proteina control
Aglutinina de Manosa (N-glicanos) Carboxipeptidasa
Galanthus nivalis (GNA)

Aglutinina de Acido sidlico (2-6) galactosa, Transferring

Sambucus nigra [SNA]  acido sidlico (2-6) N-acefilgalactosamina.
(N- v O-glicanos)

Aglutinina de Maackia Acido sidlico (2-3)/galactosa Fetuina
amurensis (MAA) (N- y O-glicanos)

Aglutinina de Galactosa p(1-3-)/ Asialofetuina
cacahuate (PNA) N-acetilgalactosamina (O-glicanos)

Aglutinina de Datura Galactosa B(1-4) Fetuina y
stramonium (DSA) N-acetilglucosaming (N- y O-glicanos) asialofetuina

Después de la transferencia Western, la membrana se incubé a 4° C en una
solucion de bloqueo con agitacién durante toda la noche. Pasado este tiempo
éste tiempo, se lavé dos veces con TBS 0.5 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5 en agitacién a
temperatura ambiente durante 10 min. Se hizo otro lavado con se lavé con TBS
0.5 M, 1| mM MgCl2, 1 mM MnCI2, 1| mM CaCl2, pH 7.5 en agitacién a temperatura

ambiente durante 10 min.

Posteriormente se incubd con la lectina marcada con digoxigenina que le
correspondia, en una dilucién 1: 10,000 enTBS 0.5 M, T mM MaCli2, | mM MnCI2, 1
mM CaCl2, pH 7.5 durante 1 h en agitacién a temperatura ambiente. Pasado
este tiempo se lavo tres veces con TBS 0.5 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5 en agitacién a
temperatura ambiente durante 10 min. Enseguida, se incubd con el antficuerpo
anti-digoxigenina acoplado a fosfatasa alcalina en una dilucion 1: 10,000 en TBS
0.5 M, NaCl 0.15 M, pH 7.5 , durantel h con agitacién constante a temperatura
ambiente. La membrana nuevamente se lavé fres veces con TBS 0.5 M, NaCl 0.15
M, pH 7.5 v se incubd con NBT/BCIP en una dilucién 1:100, en 0.1 M Tris-HCI, 0.05
M MgCI2, 0.1 M NaCl, pH 9.5. Se mantuvo en agitacion a temperatura ambiente
hasta la aparicion del color. Una vez finalizada la tincién, la reaccién se detuvo

lavando con agua destilada en cantidad abundante.
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RESULTADOS Y DISCUSION

| DENTIFIC ACION DEL TRANS GEN

En o figura 12 s2 muestra el gel de agarosa de los productos de PCR usando
como ADN molde el extraido de sova SFLy sova SC [Soya Cajeme, No G v los
primers RE1 especiiccs parda o deteccidn de la variedad de sovd Roundup
Ready®. Lo obtencidn, del amplcdn esperado en la soya SFL confimd |a
presencia de soya Roundup Redady® en dicha muestra. En cambio, en la Soya
Cajeme [SC), no se detecto la presencia del fransgen, lo que confrmd la
naturaleza No-Gi de esta soya, por lo que fus wsada como confrol negativo en

los expermentos v detemminaciones siguientes.

1 2 3 4 5

74 pb

Figura 12, Deteccidn del fransgén cpdepsps por PCR punto final Caril 1) marcador
moteculars® pb, 2]control de reactivos. 3lsova 3G 4lsova SFL S)marcador molecular 100
ph. Gel de agarosa ol 3% tefiido con bromuro de eticio.

La especificidad de la prieba de deteccidn del transgen estd dada paor las
caracteristicas de la region blanco de los primers RR1. pues la conjuncion entre el

promotor Caliy’ 355 v el péptido de transito CTP4 es Unica entre las varnedodes de
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soyva modificadas genéticamente que actualmente son comercializadas a nivel
mundial. Ademas debe mencionarse que esta secuencia blanco y la secuencia
de los primers utilizados han sido reportados previamente y utilizados en la Unidn
Europea para la identificacidn / cuantificacién de la soya RR (Foti N. European

Comission).

Por otfro lado, en la amplificacion del gen de referencia, se detectd el producto
de PCR esperado en ambas muestras (SFL y SC). La obtencidn del amplicén
esperaclo de 74 pb para las dos muestras, indica gue 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 agarosa correspondiente.

Figura [3. Deteccion gen de lectinag por PCR punfo final. Carril 1) marcador molecular [00
pb. 2) soya §C, 3lsoya SFL. 4)conhol de reactivos, Simarcador 100 pb. Gel de agarosa 2%
tefido con brormuro de etidio.

Estos resultados confimaron que la muestra de granos de soya SFL, estd
compuesta de soya Roundup Ready® y que dicha muestra es apropiada para

purificar a la proteina heterdloga CP4 EPSPS.

EXTRACCION DE PROTEINAS SOLUBLES

Una vez identificadas las muestras GM y no-GM, se prepard una haring
desgrasada con cada una de ellas, como se indica ern la seccion de Métodos. En
la muestra SFL la grasa extraida fue equivalente al 18926 % del peso inicial de la

muestra. De acuerdo a los datos del andlisis proximal realizade a esta muestra (ver
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Anexo ||, este porcentdje es del orden de magnitud de la cantidad de grasa
esperada [20.3%). En el caso de lasoya SC, se obtuvo un porcentaje de grasa de
20%. Después del tamizado. estas harings se wsaron para la extraccion de

proteinas en todos los experdmentos descritos.

Debido a que la mayor parte de las proteinas de resenva de la soya son globulinas
[proteings solubles en scluciones salinas), se intento extraer por separado a las
albumings de las globulings, Se esperaria gue en alguna de estos dos fracciones
se2 obhuviera una mayor canfidad de la proteing CP4 EPSPS, la cual debero ser
identificada como positva en la prueba de DAS-ELUSA especifica para esta
proteina heterdloga. Los expedmentos descritos a continuacion se realizdron

usando la muestra de harina de soya SFL

Para la extraccién de albiminas se usd agua desionizada vy para las globulinas
PBS pH 7.4, con MaCl 150mM siguiendo el procedimiento de extraccion descrito
en la metodologia. B perfil electroforéfico de ambos extractos se muestra en la

figura 14.

MM H,0 pBS
kD 150 100 »g totales
974 —

55,2 v— 5
45 — “.,
g1 —
'|h

Figura 14, Extraccion de profeinas solubles de la sova SFL con agua desionizaday PES pH
7 LSDEPAGE ol 10% de poliacrilaomida tefiido con amul de Coomasie.
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El resultado de las determinaciones de proteina y de la prueba de DAS-ELISA de
estos mismos extractos se muestra en la tabla X. Para tener un pardmetro que
permitiera conocer la cantidad relativa de la proteina CP4EPSPS en cada uno de
los exiractos y asi compararlos, se usaron los valores de absorbancia de la prueba
de DAS-ELISA y la concentraciéon de proteina para calcular un Factor de
concentracién aparente de CP4 EPSPS, abreviade como [CP4EPSPS]ap. €l cual se
obtuvo dividiendo el valor de absorbancia a 595 nm entre la cantidad total de

proteina usada en cada prueba.

Tabla X Extraccién de albiminas y globulinas de soya SFL

Exiraida con Proteina ELISA (Abs 555 nm) [CP4EPSPS]ap
(mg/ml)

Agua 7.54 1.113 1.47

PBS 7.637 1.358 1.788

En los patrones de bandeo mostrados en la figura 14, asi como en los valores de
concenfracién de proteina de la tabla X, no se observaron diferencias
apreciables entre los medios de extraccion probados. Debido a lo anterior, se
intenté una extraccion secuencial con ambos medios: agua y NaCl 0.5 M,
Después de la centrifugacién, el extracto acucso crudo se reservé y el botén
obtenido se resuspendié nuevamente en 100 mL de NaCl 0.5 M, seguido de 2 h en
agitacién y centrifugacién. En este exiracto salino se esperaria recuperar las
globulinas. En la figura 15 se muestra el perfil electroforético de la extraccién

secuencial.
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Figura 15. Perfil electroforético de ln exfraccion secuencial. En cuadros rojos se destacan
las bandas encontradas Unicamente en el extracto con NaCl 0.5 M. Tincién con azul de
Coomasie.

En la figura 15 se observa gue la mayor parte de las bandas de proteina estan
conservadas en ambas extracciones. Sin embargeo, en el extracto con NaCl0.5 M,
se pueden ver dos bandas que no aparecen en el exfracte con agua
desionizada, de masas moleculares de 33 y 446 kDa respectivamente. Es probable
qgue estas bandas corespondan a las subunidad B de la glicinina vy la subunidad [
de lo conglicinina reportadas con masas moleculares de 33 y 47 kDa (Sathe et al
2009), y que aparezcan, Unicamente en el extracto con NaCl 0.5M, debido a que
las globulinas son preferentemente solubles en soluciones salinas. Los resultados de
las pruebas de DAS-ELISA y de proteiha de los extractos arriba indicados se

muestran a continuacion:

Tabla XI| Extraccién secuencial de albiminas y globulinas de soya SFL.

Extraida con Proteina ELISA (Abs 595nm) [CP4EPSPS]ap
(mg/ml)

Agua 7.33 1.366 1.863

NaCl 0.5 M 6.5 0.838 1.28




Los datos mostrados en la tabla X|, indican que, con los fres medios de extraccion
probados (agua, NaCl 0.5 M y PBS pH7.4) se obtuvieron resultados similares en
cuante a: cantidad de proteina extraida, patrén de bandeo en SDS-PAGE y
[CP4EPSPS]op. Por lo tanto, se decidié implementar las pruebas de precipitacion
de proteinas usando los extractos obtenidos con todos ellos, con lo que se
buscaba encontrar el método de extraccion y precipitacion que mds conviniera

a nuestros fines. Estos experimentos se describen en la siguiente seccidn.

PRECIPITACION DE PROTEINAS

Con los diferentes extractos obtenidos anteriormente, y como un paso inicial de
la purificacién, se redlizé una precipitacion de las proteinas presentes en cada
uno de ellos. Se ensayaron dos métodos: con dcido fricloroacético (TCA) vy
precipitacion fraccionada con sulfato de amonio. Con este procedimiento se
buscaba obtener una fraccién de proteinas concentrada y en la que se hubiera
enriquecido la presencia de la proteina heterdloga CP4 EPSPS, detectable
mediante la prueba de DAS-ELISA.

Para los experimentos de precipitacion con TCA se probaron los EC obtenidos en
la seccion anterior: PBS pH 7.4, NaCl 0.5M vy las fracciones solubles en agua y NaCl
0.5 M obtenidas en la extraccion secuencial. Los resultados se muestran en la
tabla Xl

Tabla Xll Precipitacién de proteinas presentes en EC de soya SFL usando TCA al

20%
Antes de precipitacién Después de precipitacién
Tipo de Proteina ELISA [CP4EPSPS] Proteina  ELISA  [CP4EPSPS]
extraccién _mg/mL__ Abssisom ap mg/mL__ Abssss nm op
PBS pH 7.4 7.637 1.358 1.788 5.02 1.064 2.119
NaCl 0.5 M 10.46 1.372 1.311 2.096 0.004 0.019
Agua 7.33 1.366 1.863 2.085 0.007 0.003
NaCl 0.5 M 6.5 0.838 1.28 1.038 0 ---
(después
de aguaq)

Las celdas sombreadas comresponden a la extraccion secuencial.
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En la tabla Xl se muestra que sélo es posible detectar inmunolégicamente
después de la precipitacion a la proteina heteréloga en el extracto hecho con
PBS. Sin embargo los patrones de bandeo en SDS-PAGE de las muestras después
de la precipitacién sen muy parecidos entre si (ver Figura 16) y no se observa en

ellos algin indicio de degradacién de proteinas.

kDa i

1 2 3
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Figura 16. SDS-PAGE después de la precipitacidon con TCA de los FC de soya SFL con
diferentes medios de extraccién: 1)PBS pH 7.4, 2)NaCl 05 M, 3loguo v 4)/NaC!l 0.5 M
después de agua Tincldn con azulde Coomasie

La ausencia de reaccién positiva al anticuerpo en los ofros extractos se atribuye a
que las muestras que no fueron tratadas con amortiguador pudieron no haberse
renaturalizade adecuadamente después de la precipitacion con TCA vy
resuspension con NaOH 0.1 M, vy debido a ello, no interaccionar con los
anticuerpos en la prueba de DAS-ELISA. Lo anterior se corrobora al considerar los
resultados de la muestra fratada con PBS, la cudl fue la dnica en ka que fue

posible incrementar el valor de [CPAEPSPS]op, de 1.788 a un valor de 2.119.

Los experimentos arrba reportados permitieron descartar el uso de agua y NaCl
0.5 M, por lo que, todos los experimentos que se describen a continuacién, en
ésta y las secciones siguientes, se realizaron usando PBS pH 7.4 como medic de
extraccién y solucidn amortiguadora de frabajo para prevenir en lo posible ki

desnaturalizacién de la proteina heterdloga.
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Para la precipitacién fraccionada con sulfato de amonio se probaron diferentes
pasos de concentracion de esta sal, en PBS. Los resultados de estas

precipitaciones se resumen en la Tabla Xl

Tabla XIIl. Precipitacién fraccionada con sulfato de amonio de
extracto crudo de proteinas de soya SFL

Prueba Gradiente Proteina ELISA [CP4EPSPS]ap
mg_/ml ADbs s950m
EC 4.97 0.618 1.243
1 0-50% 6.14 0.562 0.215
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
3 EC 4.3] 0.685 1.58
0-40% 3.75 1.271 3.38

Ademdas de un incremento en el valor de [CP4EPSPS]qp, s€ buscaba que en el perfil
electroforético en SDS-PAGE hubiera una disminucién de la complejidad del
mismo, indicando una mejor separacion de la proteina heterdloga. La
comparacion de dichos perfiles se muestra en la figura 17. En ella se puede ver
que en la fraccion obtenida al 60% de (NH4):50.se conserva la mayor parte de las
proteinas presentes en el extracto crudo (EC), mientras que en la precipitacién al
30% se observa un menor numero de bandas. Sin embargo, fomando en cuenta
los resultados de la prueba de DAS-ELISA mostrados en la Tabla Xl se determind
que la mejor recuperacion se obtuve con sulfato de amonio al 40%, fraccion en

la que se obtiene la mayor concentracion de proteina heteréloga.
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Figurar 17. SDS-PAGE ol 10% de acillamlida de la precipltacion fracclonada con diferentes
concentraciones de sulfato de amonio. Tefidos con azul de Coomasie.

Una vez seleccionadas las condiciones de precipitacion con 40% de sulfato de
amonio, la fraccién obtenida se fratdé con TCA de la misma manera que las
anteriores, con el fin de separar a la fraccién proteinica de los carbohidratos ain

presentes en la muestra. Los resultados de esta prueba estan en la Tabla XIV:

Tabla XIV Precipitacién con TCA al 20% de la fraccién al 40%
de sulfato de amonio

Muestra Conc. prot. ELISA [CPAEPSP §]ap
(mg/mL) (AbSssss nm)

Fracciéon 1.26 0.758 4.01

de 40%

La fraccion obtenida por precipitacion con sulfato de amonio al 40%. y la
sometida onicamente a precipitacion con TCA (ver Tabla Xl tipo de extraccion
PBS), fueron ultrafitradas en una celda agitada con membrana de 30 kDa para
concentrarlas. Con este procedimiento, se obtuvieron muestras enriquecidas en
proteinas de masa moleculares de 30, 48 y 60 kDa, segin se muesira en la figura
18 A. Aln cuando en esta muestra se conservan ofras proteinas de diferentes
masas moleculares (Fig. 18 B), los resultados de lo deteccidon inmunoldgica
permitieron decidir cudles fracciones de las obtenidas con este procedimiento se

ufilizarian en los experimentos posteriores.
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Figura 18, SDS-PACGE después de ullrafiifracion de: 1) precipitacion con TCA, 2)
precipitacion con sulfato de amonlo al 40% seguida de precipltacion con TCA. A) 40 ug
de proteina por canil, lefido con azul de Coomasie. B) 1 xg de proleina por canll, fefiido
connlirato de plata.

En la figura 18 A, se observa un patron de bandeo similar en ambas fracciones: la
proveniente de la precipitacion con TCA (carril 1) v la precipitacion con sulfato de
amonio sequida de TCA (carril 2). Sin embargo el gel tefiido con nitrato de plata
mosfrado en la figura 18 B permite detectar que existen diferencias enfre ellas.
Con respecto a la region de 45 a 60 kDa, que es el intervalo de masa molecular
en el que se esperaria encontrar las posibles proteinas de fusion propuestas por
Rang (2005), en la figura 18 B se muestra lo siguiente: todas las bandas cbservadas
en el carril 1 se observan en el carril 2, sin embargo en este Ultimo se detectd una
banda de 46 kDa que no se observa en el carril 1, ademds de una banda de 20.7
kDa.

Los valores de [CP4EPSPS]., de las fracciones presentadas en la figura 18 son de
2.11 y 6.01 respectivamente (en tablas Xl y XIV), lo que indica que en ellas se ha
podido concentrar a la proteina heterdloga CP4 EPSPS. Por lo tanto, se decidid

seguir la purificacion uséndolas en los procedimientos posteriores.



|SOELECTROENFOQUE

En un experimento preliminar, la fraccion obtenida por precipitacion con sulfato
de amonio 40% fue someftida a isoelectroenfoque. Se hicieron tres corridas con
dicha muestra. Se aplicé la prueba de DAS-ELISA a cada una de las fracciones
colectadas y se encontrd que aquéllas con un valor de pH entre 5 y 10 fueron
positivas. Estas fueron colectadas en una sola muestra, la cual se levé
nuevamente al equipo de isoelectroendoque. En la Tabla XV se muestran los

resultados obtenidos después de la recirculacion.

A pesar de que se obtuvieron fracciones positivas en la prueba de DAS-ELISA
(resaltadas en azul en la tabla XV), en el intervalo de pH de 6.28 a 10.49, en los
perfiles electroforéticos en SDS-PAGE (no mostrados) de dichas fracciones, no se
logré observar separacién de bandas con respecto al gradiente de pH. Se
esperaba que en las fracciones de pH diferentes se obtuvieran bandas de
proteina distintas, debido a que al ser sometfidas a isoelectroenfoque, las

proteinas deben migrar hacia la fraccién en la que el pH sea el de su punto

isoeléctrico.
Tabla XV. Recirculacién en isoelectroenfoque
Fraccién Abs pH  ELISA Fraccién Abs280 pH ELISA
280 nm nm
] 0.044 2.14  0.037 11 0.059 8.9 0.161
2 0.043 2.25 0.038 12 0.037 9.31 0.166
3 0.08 2.67  0.042 13 0.019 977  0.172
4 0.081 4.69 0.038 14 0.03 10.49 0.165
3 0.034 6.28 0.286 15 0.027 12 0.047
6 0.09 6.84 0.252 16 0.012 1227 0.03%
7 0.075 7.22  0.196 17 0.017 12.47 0.036
8 0.017 7.61 0,203 18 0.015 12.59 0.037
9 0.06 8.06 0.193 19 0.013 12.67 0.032
10 0.038 8.49 0.143 20 0.022 12.7 0.04
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Por ofro lado, cuando se sometid a isoelectroenfoque y recirculacion en
isoelecroenfoque, a la fraccién obtenida mediante precipitacién con TCA,
ninguna de las fracciones colectadas tuvo resultado positivo en la prueba de
DAS-ELISA. Ademds de esto, en los perfiles electroforéticos de cada una de estas
fracciones (imagen no mostrada), se observd que a pesar de |as diferencias en las
mediciones de pH vy absorbancia a 280 nm de cada una de las fracciones, en

todas se conserva el mismo patrén de bandeo.

Es importante mencionar que durante estos experimentos el equipo se calienta
considerablemente, a pesar de estar refrigerado, y la temperatura de la muestra
se eleva. Ademas se encontré que en todas las fracciones se obtiene el mismo
patrén de bandeo. Teniendo en cuenta que en la prueba de DAS-ELISA ninguna

de las fracciones tuvo resuliados posifives, se descarté esta metedologia.

ELECTROELUCION

Las fracciones positivas para la prueba de DAS-ELISA que se muestran en el gel de
electroforesis desnaturalizante de la Fig. 18, presentan un patrén de bandeo
compleje, vy no es posible determinar cudl o cudles de las bandas
comrespondientes a las proteinas presentes en dichas muestras, generan sefal
positiva en dicha prueba. Por ello se decidié electroeluir las bandas separadas en
un gel de eleciroforesis, para deferminar por DAS-ELISA si se tenian proteinas con
identidad de CP4EPSPS de diferente masa molecular. Se usé un equipe Mini Whole
gel eluter (Bio-Rad) en el que las bandas de proteina son eluidas al aplicar una

corriente transversal al gel.

Para éste procedimiento, era necesario tener geles de electroforesis en los que
hubiera una buena separaciéon entre las bandas v que éstas se observaran
completamente rectas al tefir con azul de Coomasie, con la finalidad de que, al
aplicar la coriente transversal , las bandas de proteinas del mismo o similar masa

molecular fueran eludias en |la misma fraccién. Para ello que fue necesario
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encontrar la concentracién de poliacriamida en el gel y la potencia que deberia

aplicarse durante la electroforesis.

Las concentfraciones de poliacriiomida probadaos para SDS-PAGE fueron 10%,
12.5% y 15% con adicidn de glicerol, también se ensayaron dos valores de
potencia, 10 y 12 W. Se encontré que las mejores condiciones para una buena
separacion de las bandas en la muestra precipitada con sulfato de amonio
seguido de TCA fueron: 12.5% de poliacriamida, con adicion de glicerol, corridos
a potencia constante de 10 W. En la figura 19, se& muestra un gel obtenide en

estas concliciones.
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Figura 19, SDS PAGE ol 12.5 % de poliocrilamida adicionado con glicerol de la muesha
precipilada con sulfolo de amonio al 40% y TCA. Tincion con azul de Coomasie.

Al terminar la electroforesis, el gel se corto para gjustar su tamano al equipo de
electroelucion. Al terminar la elucién, se colectaron 14 fracciones, éstas fueron
sometidas o SDS-PAGE con el fin de identificar aquéllas en las que hubiera
proteinas con masas meoleculares denfro del intervale de interés de 45 a 60 kDa,

estos geles se muestran en la figura 20,

Lh
(=]



Figura 20. SDS-PAGE de los fracciones 1 a 14 electroeluidas de un gel cargado con
muestra de soya SFL. Tefido con nitrato de plota.

En los geles mostrados en la figura 20, se observa que todas las fracciones
colectadas se observan bandas de 29, 31 y 33 kDa respectivamente. Ademds en
las fracciones 8 y 9, hay bandas de 14, 23 y 48 kDa. En las repeficiones de este
experimento s& obtuvieron resulfados similares al aqui mostrado, por lo que s&

decidid probar otro método de separacion.

ELECTROFORESIS PREPARATIVA CONTINUA (EPC)

Para esta metodologia se usd 1 mL de una muesira proveniente de la
precipitacion con sulfato de amonio al 40 % seguida de TCA vy ulirafilfrada hasta
tener una concentracion de 18 mg/mL, ya que para este procedimiento, era

necesario que la concentracion de proteina fuera por lo menos de 14 mg/mL.

Los experimentos se realizaron en el Departamento de Patologia Experimental de
la Facultad de Medicina de la UNAM. bajo la asesoria de la Dra. Rosario Lopez
vancell siguiendo el procedimiento descrifo en la seccidon de Materiales y
Meétodos. Se colectaron 80 fracciones de 4 mL a una velocidad de 0.75 ml/min.
Para identificar, de enfre las fracciones colectadas, aquélias en las que se

fuvieran proteinas con masas moleculares dentro del intervalo de interés, que va
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de 45 a 60 kDa, algunas de ellas se cormieron en SDS-PAGE al 10% adicionados con
dlicerol. Este gel se muestra en la figura 21.

S g !

Figura 21, Tincién con nitrato de plata de SDS-PAGE de aigunas fracciones, en cada carril
se Indlca el nimero de la fraccién colectada en FPC.

En la figura 21 se observa que entre las fracciones 15 y 30 se tuvieron proteinas
con masa molecular de entre 40 y 60 kDa, por lo que todas las fracciones
comprendidas en este intervalo se corrieron en SDS-PAGE al 10% adicionado con

glicerol. En la figura 22 se muestran las imdgenes de estos geles.

16 15 17 18 19 20 21 22  MP 23 24 25 26 7 B 2 X 3

X ]

Figura 22. SDS-PAGE de los fracclones 15 a 30 obfenidas en EPC. Tincion con nitrato

plata.
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En la figura 22 se observa que todas las fracciones, a partir de la nimero 16,
contfienen al menos una banda que esta dentro del intervalo de masa molecular
buscado, por lo que se seleccionaron para ser analizadas por DAS-ELISA. Antes de
someterlas a dicha prueba, el amortiguador de elucién se cambid por PES pH 7.4
mediante didfiliracién en celda agitada para eliminar en lo posible el SDS que
interferiria en la determinacion inmunoldgica. En la tabla XVI se muestran los

valores para las muestras posifivas.

Tabla XVI Prueba de DAS-ELISA de las fracciones EPC
Masa molecular

Fraccién (kDa) Abssesam
17 46.06, 43.74 0.230
22 48.42 0.087
23 51.56 0.278
38 59.75 0.06

Para determinar si en cada una de las fracciones de la EPC habia una o mas
bandas de proteina responsables del valor positive en la prueba de DAS-ELISA, se
hizo una deteccién mediante Western Blot usando anticuerpos monoclonales
anti-CP4 EPSPS. En la figura 23 se muestran los resultados de esta inmunodeteccion
(a), sus repeticiones (b) y los coniroles: el positivo del kit de DAS-ELISA vy el

negativo, que corresponde a la soya SC no-GM (c).
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En la placa mostrada en la figura 23a se observa que todas las fracciones corridas
tienen resultados positivos, ya que las bandas de pesos calculados de 47, 58 y 43
kDa reaccionan inmunolégicamente a los anticuerpos anti- CP4 EPSPS. Resalfa el
hecho de que las fracciones 27 vy 30, no tuvieron senal positiva en la prueba de
DAS-ELISA, mientras que en la defeccién mediante Westem-blot si presentaron
reaccién inmunolédgica, ello debido a la mayor sensibilidad de la deteccién
mediante quimicluminiscencia comparada con la colorimétrica de la prueba de
DAS-ELISA (Roda ef al, 2006).

En la figura 23b se muestra el resultado de las repeticiones de estos experimentos.
Es importante sefialar que cada una de las muestras alli analizadas provienen de
repeticiones independientes del proceso completo de separacion y purificacion,
partiendo desde |la harina desgrasada que se prepard en el laboratorio, y fueron
sometidas a la EPC, separadamente. La deteccidon de tres bandas de proteina
CP4 EPSPS (Fig. 23 b) confirma la presencia de tres proteinas de diferentes masas
moleculares con identidad de CP4 EPSPS. El uso de antficuerpos monoclonales

permite asegurar la identidad de las proteinas detectadas usando Western-blot.

Para descartar la posibilidad de que proteinas enddgenas de la soya hubieran
generado falsos positivos en estas pruebas, se aplicé el mismo procedimiento
(extraccién-precipitacién-ultrafiltracion-EPC-western  blot) para el  control
negativo, la soya SC, cuyos resultados se muestran en la figura 23c. Tanto en las
pruebas de DAS-ELISA como en las placas de guimicluminiscencia de las
fracciones obtenidas en EPC de esta soya, se observé la ausencia de sefales
positivas para la detecciéon de la proteina CP4 EPSPS, lo que demuestra que no
hay unién inespecifica a otras proteinas endégenas de la soya y avala la

especificad de los anficuerpos.
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El epitope al que se une el anticuerpo monoclonal usade en esta prueba no se
conoce {comunicacion personal con Agdia Inc.), sin embargo, debido a que las
proteinas de fusion que probablemente se expresan en soya Roundup Ready®
conservan completa la secuencia de aminodcidos de la enzima CP4EPSPS de

Agrobacterium tumefaciens, se espera que los anficuerpos monoclonales
desarrollados para reconocerla, también se unan a las proteinas de fusién

propuestas por Rang (2005).

La masa molecular reportada para la CP4 EPSPS expresada en la soya Roundup
Ready® es de 47.6 kDa (Padgette,1994); la presencia de esta proteina en la
muestra de soya SFL se confirma con la deteccion de una banda de 47 kDa en las

fracciones probadas, como se muestra en las figuras 23 ay b.

La deteccion de bandas de 58 y 63 kDa, que no habian sido reportadas en la
soya Roundup Ready®, refuerza la probabilidad de que en esta soya se estén
produciendo proteinas de fusién derivadas de la transcripcién del fragmento del
gen cp4 epsps adyacente al extremo 3' del fransgen descrito por Windels (2001),
tal como fue propuesto por Rang et al (2005) quien describio la secuencia de

cuatro transcritos del gen hallados en soya Roundup Ready®.

Ademds de la existencia de proteinas de fusion, las modificaciones
postraduccionales a las que son sometidas las proteinas en organismos
eucariontes, podrian causar la deteccién de bandas de proteina de diferentes
pesos, sin que se trate de proteinas provenientes de mensajeros distintos. Se sabe
que la glicosilacién v la fosforilacién ocasionan heterogeneidad en la masa
molecular de una proteina sometida a métodos electroforéticos (Kleinert ef al,
2007). De estos dos tipos de modificacién postraduccional, la dglicosilacidon es la
que ocasiona un cambio mayor en la masa molecular aparente de una proteing,
dichos cambios pueden ser observados usando electroforesis de una dimension

(Steinberg et al, 2001). En el caso de la fosforilacion, esta heterogeneidad en el
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valor de masa molecular se observa con mayor frecuencia en la electroforesis de

doble dimensién. (Yan et al, 1998).

Para dilucidar si la deteccion de bandas de proteina de diferente masa
molecular en la prueba de quimicluminiscencia se debe a la glicosilacién de las
mismas, se hizo una prueba de deteccion y diferenciacion de glicanos unidos a
proteinas transferidas a membranas de Western blot. Esta prueba se aplicd a una
fraccion de EPC en la que previamente se habia detectado la presencia de las
tres bandas, como control positive se usaron las proteinas glicosiladas
proporcionadas por el fabricante, ademdas, se incluyd el extracto crudo (EC) de la
soya no transgénica, usada como control negativo en todos los experimentos
anteriores. El EC de soya se incluyd como un control de glicosilacion de las
proteinas enddégenas de |a soya. En esta prueba se esperaba la deteccion de la
manosa, asociada a todas las subunidades («, o' v p) de la conglicinina en forma
de oligémeros unidos a residuos de asparagina (N-glicanos) (Murayama et

al,1998). En la figura 24 se muestran los resultados de dicha prueba.
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Figura 24. Deteccion y diferenciacion en Western blot de glicosliaciones: a) manosa (N-
glicanos), b) acido sigiico (2-6)/ galactosa y dcido sidlico (2-6)/ N-acetiigalactosamina (N-
y O-glicanos), ¢) acido sidlico {2-3)/galactosa (N-y O-glicanos), d) Galactosa Bf1-4) N-
acetilgiucosamina (N- y O-giicanos e) Galactosa g1-3-)/ N-acetiigalactosamina {O-
glicanos)y f) Gaiaciosa B{1-4) N-acefilgivcosamina (N-y O-glicanos). Para cada una de
elias, se probod: SC) extracto proteinico de soya no transgénica y SFL) fraccion de EPC en
la que previamente se detectaron 3 bandas de CP4 EPSPS de diferente masa molecuiar.
Cl, C2Z, C3 y C4 son los controles positivos e indican respectivamente, carboxipeptidasa,
fransfemina, fetuina y asialofetuina.



En ninguna de las prueba mostradas en la figura 24, se detectd glicosilacion en la
muestra proveniente de EPC, carriles marcados en dicha figura como SFL, lo que
indica que las diferencias de masa molecular en las bandas identificadas en la
prueba de quimioluminiscencia, no se debe a heterogeneidad causada por
glicosilaciones no esperadas de la proteina CP4 EPSPS. En el caso de la soya no
fransgénica (SC en figura 24), se observd, como se esperaba, reaccién positiva en

la prueba de deteccién de oligémeros de manosa.

Las bandas encontradas en las fracciones de soya SFL, son de mayor masa
molecular que las proteinas de fusion predichas por Rang (2005) (ver tabla VI en
la seccién introduccién). Las diferencias en el peso podrian deberse a que las
secuencias de c¢DNA estudiadas por Rang, abarcan sélo una parte de la
secuencia de 250 pb repefida, pues los primers usados para la defeccién vy
secuenciacion de los transcritos, no amplifican todo el fragmento repetido, por lo
que, para obtener las secuencias de las proteinas de fusién presentadas en dicho
trabgjo, se usé un andlisis informatico en el que se predijo un probable marco de
lectura. En cambio, en este frabajo se presentan resultados de proteinas aisladas
de granos de soyaq, es decir que son resultado de la transcripcion vy traduccion in

Vivo.

Para caracterizar las proteinas encontradas en este trabajo y conocer cudles son
las diferencias entre éstas y las predichas por Rang, es necesario aislar y/o
purificar una mayor canfidad de ellas, esto con el fin de secuenciarlas y obtener
informacion acerca de su extremo carboxilo terminal, en el que se esperaria, de
acuerdo con Rang, encontrar las diferencias que causarian la heterogeneidad

en los valores de masa moleculares.
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CONCLUSIONES

En la muestra de soya SFL se identificaron tres bandas de masas moleculares de
47, 58 y 63 kDa CP4 EPSPS, positivas a reaccién inmunoldégica anti-CP4EPSPS

usando anticuerpos monoclonales.

En este trabajo se lograron identificar sélo tres de las cuatro posibles proteinas
diferentes predichas por Rang en 2005. Esto podria deberse a que las presentadas
aqui son las expresadas en granos, mientras que las predichas se caracterizaron

por andlisis informatico.

Para conocer de forma contundente la naturaleza de las tres bandas de proteina
encontradas en este trabagjo, es necesario purificar una mayor cantidad de éstas

y obtener la secuencia de aminodcidos.

AuUn cuando el origen de dichas proteinas no se conoce de manera exacta, es
importante el hecho de que no habian sido reportadas en la soya Roundup
Ready®. Su presencia, hace evidente la necesidad de hacer las evaluaciones de
efectos sobre la salud del consumidor final aislando la proteina directamente del

organismo en el que se expresa.
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