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Resumen

l. RESUMEN

La comercializacion de productos de OGMs es un hecho a nivel mundial. Esto
indica que los productos biotecnolégicos deberdn ser identificados y etiquetados, bajo la
normatividad correspondiente. Los aspectos regulatorios, ya sean, nacionales e
internacionales hacen evidente la necesidad no s6lo de técnicas de deteccion, sino
también de una metodologia para la evaluacion de riesgos. Para ello se debe evaluar el
riesgo para cada poblacién en particular con base en el patrén de consumo del alimento.
En el caso particular de la soya, nuestro objeto de estudio, la ingestién es alta y va en
aumento. La demanda de soya se incrementa un 3% al afio (Norsoy, 2002). El pais
importa el 97% de la soya que consume y solo el 3% de la soya importada no es
transgénica. Esto significa que el 95% del consumo de soya es de la transgénica (ISAAA,
2006). Se han disefiado lineamientos generales sobre la evaluacibn de riesgos
potenciales. La mayoria de los estudios estan enfocados en la alergenicidad (Harrison,
1996). En animales de laboratorio alimentados con soya GM y no GM, se han encontrado
algunas diferencias significativas en hepatocitos y células acinares del pancreas
(Hammond, 1996; Malatesta, et al., 2002).

Por otro lado, en el Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), la
Dra. Ana Ma. Calderdn estudio el tejido pancreatico de ratas alimentadas con aislados de
soya genéticamente modificada (GM), encontrando una disminuciéon de los niveles de
ARNmM de tripsindgenos, asi como de la actividad de amilasa pancreatica, y del area de
granulos de zimogenos en las células acinares del pancreas (Magafia-Gomez, et al.,
2007).

Por lo anterior, se decidio localizar e identificar la proteina heteréloga de la soya
GM entre las demas fracciones de una muestra de soya transgénica, para que una vez
purificada se pueda incluir en estudios posteriores y evaluar su ingestion subcrénica en
ratas.

El objetivo principal de este proyecto fue la purificacion y caracterizacion de la
proteina 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de la soya Roundup Ready.
Ante la imposibilidad de trabajar con variedades isogénicas, se obtuvieron mezclas de
variedades de diferentes regiones del pais a las cuales se les identific6 como GM
realizando reacciones de PCR.

Primero se determiné cualitativamente (PCR punto final), cuéles de ellas eran GM,
posteriormente se les realizé PCR tiempo real (Rt-PCR) para cuantificar el porcentaje del
transgén y determinar cudl era la muestra con mayor contenido de material trangénico y
trabajar con ésta. Después se probaron diferentes metodologias para la extraccién vy
purificacién de la proteina transgénica, quedando como metodologia final la cromatografia
de intercambio anidénico, con columnas Q-FF y DEAE-FF.

Se separ6 una proteina de aproximadamente de 43 kDa que al corroborar su
identidad, permiti6 ver que no se trataba solamente del péptido de transito de Petunia
hybrida sino que también contenia el de Arabidopsis thaliana. También se determiné que
no solamente se trataba de una proteina heteréloga, ya que en otros estudios se han
identificado méas de una, dando pauta a la posible existencia de al menos cuatro isoformas
de la misma. También se podria tratar de cuatro proteinas de fusién (Rang, 2005) y que
en trabajos posteriores se tendrian que purificar y caracterizar cada una de ellas.
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Il. INTRODUCCION

Las técnicas de la ingenieria genética han permitido crear organismos con
caracteristicas nuevas comparados con su linea isogénica no transformada
genéticamente. Estos son los llamados organismos genéticamente modificados
(OGM) o transgénicos. Aun cuando estos términos son empleados casi
indistintamente existe algo que los diferencia. El término OGM se aplica de
manera general a organismos cuyo genoma ha sido modificado con informacion
genética propia o de otro organismo. Ejemplo del primer caso es el tomate
FlavSavr®, al cual se le insertd una copia (del mismo tomate) de la secuencia
nucleotidica codificante de la poligalacturonasa, enzima relacionada con la
maduracién del fruto, pero en sentido inverso para evitar la transcripcion del gen y
asi retardar el proceso de maduracion (Smith et al., 1988). Un segundo caso se
trata de organismos a los que se les ha insertado una secuencia nucleotidica
proveniente de otra especie, para conferirle la nueva caracteristica. Tal es el caso
del maiz Bt, al cual se le insert6 la secuencia del gen de una endotoxina producida
originalmente en Bacillus thuringiensis. El término “transgénico” se aplica
exclusivamente a casos como el segundo. De esta manera, un OGM presenta una
nueva secuencia de acido desoxirribonucleico (ADN), lo que lo diferencia del
organismo original. Esta nueva pieza de ADN tipicamente contiene uno o varios
genes que han sido modificados de tal manera que son capaces de manifestarse
en el nuevo organismo. Usualmente, el o los genes insertados determinan la
presencia especifica de nuevos productos génicos (Nelson y Cox, 2000). Como
siempre sucede, el surgimiento de nuevas tecnologias despierta preocupaciones,
tanto entre la comunidad cientifica, como entre el publico en general y el uso de
los productos de la ingenieria genética no fue la excepcion. Pero existe un claro
ejemplo del compromiso mundial de atender la problematica de la bioseguridad de
plantas GM, que estd plasmado en el protocolo sobre bioseguridad para el
movimiento trans-fronterizo de OGM (Bolivar, 2004). El analisis de los posibles
riesgos y beneficios debe hacerse considerando el cultivo de plantas transgénicas
y plantas no transgénicas para valorar y ponderar si los posibles riesgos

ecologicos son mayores, menores o iguales que con las plantas no-GM. Hails
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(2000) hace un andlisis del debate que existe actualmente entre los defensores y
detractores de las plantas GM y sugiere que el mejor arbitro en la toma de
decisiones debe ser el andlisis cientifico, a través de ensayos de campo, donde se
analicen diversas variables ecoldgicas que pueden ser alteradas, tratAndose cada
uno de los casos de diferente manera. Mas extrema ha sido la preocupacion que
han exteriorizado algunos grupos sobre la posibilidad de que el consumo de
transgenes sea dafino a la salud o que los genes de plantas trangénicas pudieran
incorporarse a las células del ser humano y causar cancer. No hay evidencia de
gue esto pudiera suceder y, si asi lo fuese, debe aclararse que las plantas
normales contienen miles de genes y que si el ADN de las plantas causara dafios
a la salud o se pudiese incorporar a los cromosomas del ser humano, esto vendria
sucediendo desde que el hombre aparecié en la Tierra. La posibilidad de que la
proteina codificada por un gen introducido en plantas trangénicas tenga una
funcién adicional a la esperada es ciertamente real. Existe evidencia de que
muchas proteinas tienen funciones totalmente distintas a las que se les conocia,
por lo que es necesario realizar un analisis profundo de las plantas GM que se
pretenden liberar al ambiente y/o ser consumidas por el humano. Muchos de los
alimentos que se consumen actualmente en algunos paises son GM, o contienen
ingredientes derivados de OGMs, por ejemplo, enzimas que se utilizan durante la
produccion de queso, cereales como el maiz o leguminosas como la soya
resistente a ataques de plagas, a enfermedades y a herbicidas. México tiene un
particular patron de alimentacién, diferente al de otros paises. En las evaluaciones
de inocuidad es importante evaluar a cada poblacién en particular, con base en el
patrén de consumo del alimento. La evaluacion debe validarse para cada evento
de modificacién genética que se ha introducido o se planea introducir puesto que
(aunque posea la misma construccion), es genética, proteinica y metabodlicamente

diferente (COFEPRIS).

Un aspecto crucial en el andlisis de organismos genéticamente modificados en los
alimentos es la cuantificacion, ya que existe un limite maximo permitido (0.9%) en

alimentos que si es superado requiere de etiquetado, de acuerdo a lo estipulado
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por la Unién Europea (Reglamento 1829/2003), lo que afecta el comercio exterior.
Asi que, lo que pretenden los paises desarrollados es mantener por debajo del
nivel permitido el contenido indeseable de material GM en la produccion de
alimentos no-GM, asi como el mantener y comercializar por separado los OGM
debido a su alto valor agregado (como el caso de los de segunda generacion).
Existen tres sistemas para diferenciar en varios grados y con varias metodologias
entre productos con caracteristicas parecidas. 1) Rastreabilidad, 2) Segregacién y
3) Preservacion de la ldentidad. La rastreabilidad es la capacidad para rastrear
OGM vy sus productos derivados en cualquier punto del mercado a través de la
cadena de produccion y distribucién. Se podria distinguir entre productos de
diferente calidad, rastrear con fines de control tanto de calidad como para la salud,
proveer datos para estudios epidemiologicos, lograr la transparencia para el
consumidor ya que se podria saber en donde esta el producto deseado y en que
concentracion. El término rastreabilidad puede ser usado en diferenctes contextos,
como productos, datos, para calibraciones o bien en sistemas de programacion
como sistemas de identificacion por radio frecuencia (Moe, 1998; Regattieri, 2007).
Un sistema de segregacion es la separacion fisica de cultivos o lotes de
ingredientes en todos los pasos del sistema de abasto (produccién, manipulacion y
distribucion), para evitar el mezclado, lo que implica, la limpieza de las
instalaciones, del transporte y de los almacenes y el monitoreo de la presencia de
material GM. No se requiere de la aplicacion simultanea de un sistema de
rastreabilidad. Un sistema de Preservacion de ldentidad (IP) es un sistema de
manejo y comercializacién de cultivos que permite la identificacién de la naturaleza
y fuente de los materiales empleados. Esto garantiza que ciertas caracteristicas
del cultivo o alimento se mantengan del campo a la mesa. Este sistema responde
al como, qué, cuando, donde, quién y por qué de un producto en particular.
Todavia no hay una distincion clara entre sistemas de segregacion IP, lo que
tienen en comun es que el control inicia desde el campo, pero en paises centro de
origen con posibilidades de flujo genético, estos sistemas deberian apoyar la

vigilancia y monitoreo.
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El area de mayor auge en la biotecnologia agricola es la produccién de
cereales y leguminosas mas baratos al protegerlos del ataque de insectos y del
efecto de herbicidas. Estas modificaciones se han hecho en ciertos cultivos
basicos como el maiz, algoddn, canola y soya. En el caso particular de la soya, se
estima que el 60% de la produccion mundial de este cultivo (54.4 millones de Has)
es transgénica siendo la principal modificacion genética la tolerancia al herbicida
glifosato. Este cultivo es producido principalmente en EUA y Argentina (James,
2006). La demanda de soya transgénica se incrementa un 3% al afio y se canaliza
principalmente para consumo animal, formulacién de alimentos balanceados, asi
como para la obtencion de derivados texturizados, aceite y fibra dietética para
consumo humano (AGBIOS). A su vez, la proteina de soya es generalmente
utilizada para la formulacion de emulsificantes y aditivos alimentarios que se
consumen en menores cantidades en los alimentos procesados (Hurts et al.,
1999). En México, el 97% de la soya que se consume es importada lo que

equivale a 4.3 millones de toneladas anuales (USDA, 2005).

En México, los ensayos de OGMs permitidos en el 2006 fueron en algodén,
platano, calabacita, alfalfa, maiz y soya Solucion Faena, que es el nombre
comercial en México de la soya Roundup Ready (RR) de la compafia Monsanto.
Los ensayos de campo se realizaron en el sureste del pais (Chiapas, Yucatan y

Quintana Roo) y en la Planicie Huasteca (SENASICA / SAGARPA).

Las proteinas heterdlogas de las que se tiene mas conocimiento son las de
cultivos transgénicos comercializados actualmente y que tienen un propdésito
agronomico como el de proporcionar resistencia a insectos o tolerancia a
herbicidas (Watson et al.,, 1992). Existe una cantidad importante de datos que
evallan los riesgos de alergenicidad y toxicidad de estas proteinas que consisten
en alimentar a los animales con el grano entero o bien, realizar evaluaciones
nutricias con las proteinas heterdlogas purificadas. Para esto Ultimo,
generalmente se requiere sobreexpresarlas en vectores bacterianos para aislarlas

posteriormente y darlas como alimento a los animales de laboratorio (Hammond et
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al., 1996; Cromwell et al., 2002). Una desventaja de este tipo de estudios es que
las proteinas sobreexpresadas en sistemas bacterianos no experimentan las
modificaciones post-traduccionales, como la glicosilacion que deberia existir si la
fuente fuera la propia planta transgénica. Por lo tanto, existe poca informacion
desde el punto de vista bioquimico acerca del comportamiento y las funciones de

estas proteinas, asi como de sus efectos en los animales alimentados con ellas.

La mayoria de los estudios sobre la evaluacion de riesgos a la salud estan
enfocados en la evalucion de la toxicidad y la alergenicidad (Harrison et al., 1996).
También se realizan estudios para evaluar riesgos derivados del consumo de
transgénicos en los que se miden variables como la composicion proximal del
producto (Padgette, 1996), cambios de peso en los animales de estudio, eficiencia
alimentaria y se evallan aspectos macroscopicos de algunos o6rganos (Brake,
2004). Cuando se concluye que el alimento es tan seguro como su contraparte
convencional, por no encontrar diferencias significativas entre los indicadores
estudiados (contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos, cenizas y fibra)
(Padgette, 1996), el producto se autoriza para consumo humano y/o animal. En un
caso particular, se encontraron diferencias en el peso de érganos y aspecto del
higado de ratas alimentadas con soya Roundup Ready, que expresa la proteina 5-
enolpiruvil-shikimato-3-fosfato sintasa cepa CP4 (CP4-EPSPS), tolerante al
herbicida glifosato. Sin embargo, los autores no atribuyen dichas diferencias a la
dieta recibida por los animales, sino a su porcentaje de proteina (Hammond et al.,
1996).

Malatesta y colaboradores (2002a, 2002b) evaluaron el consumo crénico de
soya transgénica en ratones, a través de variables microscopicas. El grupo
alimentado con soya transgénica mostré una disminucion en la actividad de la
amilasa pancreatica, asi como en el area de los granulos de zimégenos en las
células acinares del pancreas (Malatesta et al., 2002a). En higado, el nucleo de

los hepatocitos mostré una morfologia irregular en los ratones alimentados con la
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soya transgénica (Malatesta et al., 2002b), respecto a los ratones alimentados con

la soya convencional.

En el Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo (CIAD), la Dra.
Ana Ma. Calderdén de la Barca estudi6 el tejido pancreético en ratas alimentadas
con aislados de soya GM, encontrando una disminucion de los niveles del ARNm
de tripsindgenos, asi como una disminucion en la actividad de amilasa pancreética
y en el area de granulos de zimogenos en las células acinares del pancreas
(Magana-Gomez et al., 2007). El presente proyecto, en colaboracién con el
estudio del CIAD, pretende caracterizar las fracciones de aislados de soya RR en
las que se encuentre la proteina heterdloga. Para ello, es importante separar la
proteina nueva de las otras proteinas, para que una vez purificada se identifique
plenamente como la heterdloga. Una vez conocida la (o las) fraccion(es) de la
soya en las que se expresa, se podria generar un aislado proteinico especial de
soya, enriquecido con la proteina heterdloga. Con éste podria garantizarse que en
estudios del efecto de su consumo en animales de laboratorio, los posibles
cambios observados puedan atribuirse al consumo de la fraccion enriquecida con
la proteina heteréloga, en comparacion con un aislado de soya similar, pero
obtenido a partir de soya no GM. También, una vez separada la proteina
heteréloga del resto, se podria calcular de manera directa el porcentaje de ésta

con respecto a la proteina total mediante geles 2D y métodos de protedmica.
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[ll. ANTECEDENTES

1. Generalidades

Los esfuerzos biotecnologicos de la industria y de algunas instancias que
realizan investigacion en el area de la agricultura han dado como resultado la
comercializacibn de cultivos como el maiz y la soya con nuevos rasgos
agronomicos. Algunas de las modificaciones mas importantes incluyen la
resistencia a insectos y tolerancia a herbicidas (James, 2006). Esto ha sido el
resultado de insertar nuevas secuencias de ADN en plantas para la expresion de

proteinas que les confieran nuevas caracteristicas (Gachet, 1999).

2. Area global de los OGM’s

La importancia de los cultivos transgénicos ha trascendido a nivel mundial
en los ultimos diez afios. En un periodo de siete afios (1996-2002), la superficie
sembrada con plantas transgénicas aumenté aproximadamente 35 veces, de 1.7
millones de hectareas hasta 58.7 millones de hectareas. En el 2003, los cultivos
modificados genéticamente ocupaban del 21 al 22% de la superficie sembrada
mundialmente y los principales fueron soya (62%), maiz (21%), algodon (12%) y
canola (5%; James, 2003).

En el 2004, el area de cultivos genéticamente modificados siguié en
aumento: 20% en comparacion del 15% que hubo en el 2003, es decir, en el 2004
aumentaron 13.3 millones de hectareas, siendo el segundo incremento mas alto

gue se ha dado en cultivos genéticamente modificados.

El afio 2005 marcoé la primera década de comercializacién de cultivos GM.
En esta década (1996-2005), el area global de los cultivos biotecnolégicos se
incrementd 50 veces, de 1.7 millones de hectareas en 1996 a 90 millones de
hectareas en el 2005 (James, 2005).

En el 2006, el primer afio de la segunda década (2006-2015), el area global

de estos cultivos incrementé un 13%, es decir, hubo un aumento de 12 millones de
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hectareas para este afo, llegando a un total de 102 millones de hectareas (James,
2006).

En la Tabla 1 se presenta un resumen de la superficie sembrada con

cultivos genéticamente modificados:

Tabla 1. Superficie sembrada con cultivos genéticamente modificados a nivel

mundial

Afo Millones de Has
1996 1.7
1997 11.0
1998 27.8
1999 39.9
2000 44.2
2001 52.6
2002 58.7
2003 67.7
2004 81
2005 90
2006 102
Total 384.6

Fuente: James, 2006

2.1 Paises que cultivan OGMs

El nimero de paises que siembran cultivos genéticamente modificados ha
incrementado de seis en 1996 a nueve en 1998, 12 en 1999, 21 en el 2005 hasta
22 en el 2006.

Algunos paises llegaron a plantar hasta 50,000 millones de hectareas o
mas en el 2005. México siembra por primera vez cultivos GM en 2004, junto con
otros paises como: EUA, Argentina, Brasil, Canada, China, Paraguay, India,
Sudafrica, Uruguay, Australia, Rumania, Filipinas, Espafia, Colombia, Iran,
Honduras, Portugal, Alemania, Francia, la Republica Checa y Slovakia (Tabla 2;
James, 2006).
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Tabla 2. Paises que cultivan OGM’s

Pais Millones de Has | Millones de Has | Millones de Has
(2004) (2005) (2006)

EUA 47.6 49.8 54.6
Argentina 16.2 17.1 18
Brasil 5.0 9.4 11.5
Canada 5.4 5.8 6.1
China 3.7 3.3 3.5
Paraguay 1.2 1.8 2.0
India 0.5 1.3 3.8
Sudéafrica 0.5 0.5 1.4
Uruguay 0.3 0.3 0.4
Australia 0.2 0.3 0.2
México 0.1 0.1 0.1
Rumania 0.1 0.1 0.1
Filipinas <0.1 0.1 0.1
Espafia <0.1 0.1 0.1
Colombia <0.1 <0.1 <0.1
Iran -- <0.1 <0.1
Honduras <0.1 <0.1 <0.1
Portugal -- <0.1 <0.1
Alemania <0.1 <0.1 <0.1
Francia -- <0.1 <0.1
Republica Checa -- -- <0.1
Slovakia -- -- <0.1
Total 81.0 90.0 102

Fuente: Clive James, 2006

En México, en el 2005, se cultivaron los siguientes productos GM: algodon
Solucién Faena, algodén Bollgard y algodon LL25, sembrados en Chihuahua, la
Planicie Huasteca, Baja California y la Comarca Lagunera. Por otro lado se
sembro platano con el gen LT en Colima, calabacita en Morelia, Michoacan, papa
en el Edo. de México, Soya Solucion Faena en Sinaloa, Tamaulipas, San Luis

Potosi, Chiapas, Campeche, Yucatan y Quintana Ro0 (SENASICA/SAGARPA).

2.2 Principales Cultivos
La soya tolerante al herbicida glifosato continué como el principal cultivo en
el mundo en el 2006, ocupando 54.4 millones de hectareas, que representan un
60% del area total sembrada con cultivos GM (90 millones de hectareas). En
paises como EUA, Argentina, Brasil, Paraguay, Canad4, Rumania, Sudafrica y
En

México se ha ido incrementando su comercializacion la Tabla 3 se

mencionan los principales cultivos GM (James, 2006).
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Tabla 3. Cultivos genéticamente modificados dominantes

Cultivo Millones de hectéareas
Soya Tolerante a Herbicida 54.4
(HT)

Maiz Bt 11.3
Maiz Bt/ HT 6.5
Algodon Bt 4.9
Canola HT 4.6

Algodén Bt / HT 3.6

Maiz HT 3.4

Algodén HT 1.3
Total 90.0

Fuente: Clive James, 2006
Nota: HT : Tolerante a herbicida Bt : Con informacion genética
de Bacillus thuringiensis (resistente a insectos)

2.3 Expectativas

La industria biotecnoldgica espera que el nUmero y proporcion de pequefias
industrias del ramo asi como el de agricultores se incremente en la proxima
década (2006-2015). También, se espera que en el continente Asiatico acepte
esta clase de cultivos GM y se incremente el consumo de sus productos tanto para
consumo animal como humano. Mientras, en Europa se espera que se autoricen
17 variedades de maiz transgénico, asi como que el area sembrada incremente a

150 millones de hectareas en el mundo a finales del 2015 (ISAAA).

Sin embargo, no todos los paises han aceptado los cultivos GM y algunos
han impuesto regulaciones muy estrictas. Tal es el caso de la Union Europea,
cuyas leyes estipulan que productos que contengan mas de un 0.9% de
ingredientes proveniente de organismos genéticamente modificados deberan ser
etiquetados (Rott, 2004).

Los aspectos regulatorios nacionales e internacionales hacen evidente la
necesidad no solo de técnicas de deteccion y cuantificacién de transgénicos sino
también de metodologias para la evaluacibn de riesgos alergénicos vy

toxicoldgicos, principalmente. En la practica comercial el monitoreo y la vigilancia
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de los cultivos transgénicos se basan en detecciones moleculares de ADN y de
proteinas heterdlogas, mediante las técnicas de PCR y ELISA, respectivamente
(Vollenhofer y col., 1999; Takagi y col., 2006).

3. Soya (Glycine max)

La soya, Glycine max (L.), es un miembro de la familia de las Leguminosas,
subfamilia Papilionoideae (Hermann, 1962), que estd presente en la cadena
alimentaria desde hace mas de 5,000 afios como un producto basico de la dieta
asiatica. En China, por ejemplo, ha sido cultivada desde el afio 3000 a.C. Desde
su introduccion en los Estados Unidos en 1800 hasta la actualidad, este mismo
producto ha sido modernizado de diversas formas, para atraer la atencién de

consumidores (SOLAE).

Los granos de soya estan compuestos por un 30% de hidratos de carbono
(de los cuales un 15% es fibra), 18% de aceite (85% no saturado), 14% de
humedad y un 35 a 40% de proteina. Esto la hace un alimento accesible para
consumo humano, ya que puede ser derivado hacia diferentes productos (Del
Valle, 1981). Ademads, su proteina contiene una gran cantidad de aminoacidos
esenciales siendo una de las razones de su importancia para la industria
alimentaria. La soya esta considerada como una fuente completa de proteinas y
de alta calidad. Ademas, es una buena fuente de fosforo, potasio, vitaminas del
grupo B, zinc, hierro y vitamina E, que también actla como antioxidante. Hoy en
dia, la soya ha sido modificada genéticamente para conferirle nuevas
caracteristicas como tolerancia a herbicidas y alto contenido de &cido oleico, entre

otras (AGBIOS).
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3.1 Soya tolerante a herbicidas

Padgette y colaboradores (1995) desarrollaron, identificaron vy
caracterizaron esta linea celular creando una linea de soya transgénica con un
sistema novedoso para controlar las malezas, ya que es tolerante al herbicida

glifosato y equivalente en su valor alimenticio con su contraparte tradicional.

La variedad de soya utilizada en este estudio fue la Roundup® Ready
(marca registrada en Estados Unidos) evento de transformacion GTS 40-3-2. En
México su nombre comercial es Solucién Faena. El fenotipo que esta variedad de
soya presenta es tolerancia al glifosato, ingrediente activo del herbicida Roundup®
(Malik y col., 1989). Esta linea fue desarrollada como una opcion para el control de

malezas para el cultivo de soya.

El método de transformacion utilizado para este caso fue biobalistica o
aceleracion de particulas, el cual se basa en el “bombardeo” de células vegetales
con microproyectiles de oro o tungsteno recubiertos con ADN, acelerados
mediante una descarga eléctrica o helio presurizado (Luis, 2000). De esta manera,
el gen epsps aislado de la bacteria Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 fue
introducido (Padgette, y col., 2005) creandose asi, la variedad GM que expresa la
enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) de origen bacteriano
(CP4 EPSPS). Esto le confiere tolerancia al glifosato, ya que el herbicida se une a
esta enzima en una conformaciéon diferente a la que inhibe la catélisis de otras
EPSPS. Esto se debe a que en la posicion 100 de la secuencia de aminoacidos
tiene una alanina en sustituciéon de una glicina, lo que impide que el glifosato se

una covalentemente al sitio activo (Funke y col, 2006).
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4. Herbicida Glifosato (Roundup®)

Uno de los mayores retos que afronta el agricultor al producir sus cultivos
es controlar las malezas, ya que reducen drasticamente el rendimiento y la calidad
de los cultivos. Para esto, se emplean herbicidas, como el glifosato, que pueden
afectar no sélo a la maleza sino a la planta de interés. Por ello, el desarrollo de
cultivos GM tolerantes a glifosato en los afios 80°s (Gasser, 1989) caus6 un gran
impacto en las practicas agricolas de ese entonces. Este ofrecia al agricultor una
nueva opcion para el control de malezas, mediante el uso de un herbicida seguro
para el ambiente, segun la opinion de la empresa productora, compatible con los
sistemas de conservacion, capaz de incrementar la humedad del suelo, reducir la
erosion y, en especial, proveer un control con un buen balance costo-beneficio
(Holt y col, 1993).

El glifosato es un herbicida foliar activo, sistémico, que actia en post-
emergencia, de amplio espectro, usado para matar plantas no deseadas como
pastos anuales y perenes, hierbas de hoja ancha y especies lefiosas. Es un acido
usado en forma de sales, por lo general, la sal isopropilamina de glifosato o sal
isopropilamina de N-fosfonometil-glicina (Figura 1).
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Figura 1. Estructura quimica del glifosato (Voet, 1995).

La accion del glifosato se debe a la inhibicion de la EPSPS, lo cual impide a
su vez la biosintesis de aminoacidos aromaticos (fenilalanina, tirosina y triptofano),
usados en la sintesis de proteinas esenciales para el crecimiento y sobrevivencia
de las plantas (Figura 2). Como consecuencia, la planta expuesta al glifosato

finalmente muere (Rubin, 1982).
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Figura 2. Reaccion donde interviene la EPSPS
Fuente: Forlani, 1994

Al ser un herbicida de amplio espectro, Roundup® mata a casi todos los
tipos de plantas excepto a aquéllas que tienen el gen de la tolerancia. Por
consiguiente, el agricultor puede aplicar un solo herbicida en sus campos
sembrados con semillas tolerantes al herbicida y puede usar Roundup®
eficazmente en la mayoria de las etapas de desarrollo de las plantas. El glifosato
es absorbido por las hojas y tallos verdes y traslocado hacia las raices y organos
vegetativos subterraneos, ocasionando la muerte total de las malezas emergidas.
Los efectos son lentos, sobre todo en especies perennes, donde después de
transcurridos 4-5 dias desde la aplicacion, comienza el amarillamiento de hojas y

tallos que culminan con la muerte total de las malezas (Dupont®).

4.1 Evaluacién de lainocuidad de los cultivos GM

La evaluacion de la inocuidad de un alimento producido con plantas GM se
concentra en estudiar la posible analogia entre las secuencias de aminoacidos de
la proteina heterdloga con las de toxinas y factores antinutrimentales proteinicos

conocidos, asi como su estabilidad térmica durante su procesamiento y su
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degradacion enzimética en modelos apropiados, representativos de los sistemas

gastrico e intestinal.

Los estudios toxicolégicos disefiados apropiadamente deben cumplir con
los protocolos aprobados internacionalmente, con respecto al tiempo, dosis,
namero de animales, grupos control y andlisis estadistico. Ello con el fin de
evaluar el efecto que las nuevas proteinas expresadas en el OGM pueden tener
en la salud de los consumidores potenciales, considerando su funcién vy
concentracion en el alimento. Asi mismo, estos estudios deben contemplar la
presencia de la(s) nueva(s) proteina(s) expresadas como consecuencia de la
transformacion genética, la presencia potencial de otros nuevos constituyentes y

los posibles cambios en los niveles de los constituyentes normales (COFEPRIS).

El bajo potencial de toxicidad de la linea transgénica GTS-40-30-2 se
demostré haciendo un alineamiento de la secuencia de aminoécidos de la
CP4EPSPS vy realizando estudios de toxicidad aguda en ratones. Se determiné
gue la secuencia de aminoacidos de la CP4 EPSPS tiene una relacion muy
cercana a la secuencia de la EPSPS endogena de la soya. Ademas, no se
encontré6 homologia con alguna proteina toxigénica conocida, lo que llevé a
considerar que no tiene algun efecto potencial adverso para el humano. Los
estudios de la toxicidad oral aguda con la proteina CP4 EPSPS pura,
sobreexpresada en bacterias, no revelaron efectos perjudiciales a los ratones, a
una dosis de 572 mg/kg de peso, la cual es aproximadamente 1300 veces mas

gue la del consumo de la CP4 EPSPS de la soya (Harrison, 1996).

La absorcion del glifosato en el tracto gastrointestinal en varias especies de
mamiferos es aproximadamente del 30-36% de la dosis y, a través de la piel, es
aproximadamente el 3%. El glifosato no es metabolizable en mamiferos pero su
eliminacién es rapida si se absorbe, siendo excretado aproximadamente el 80% ya
sea por la orina, o por las heces antes de cumplir 24 horas de administracion oral.

Hasta ahora, no existe evidencia de la acumulacién del glifosato en el cuerpo del
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animal en estudio (Williams y col., 2000). Estudios de “irritacion” en animales como
conejos y cerdos han mostrado que el glifosato no irrita la piel de ninguno de estos
dos tipos de animales, pero si puede irritar los ojos de los conejos (AGBIOS). La
velocidad de degradacion del herbicida depende de la actividad microbiana que
exista en el suelo, agua o algun sedimento. Cuando el glifosato se metaboliza, el
metabolito formado de mayor proporcion es el acido aminometilfosfénico (AMPA),
el cual se degrada a di6xido de carbono y fésforo inorganico (Pi). Cabe mencionar
gue el glifosato se degrada al ponerse en contacto con el suelo (Carlisle y Trevors,
1988).

5. Enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS)

La 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa (EPSPS) es una enzima que forma

parte de la ruta de biosintesis de aminoacidos aromaticos y otros compuestos
aromaticos en plantas (Figura 2). Esta enzima cataliza la formacion de 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP), a partir del shikimato-3-fosfato (S-3-P) y el
fosfoenolpiruvato (PEP; Stauffer, 2001).
Como ya se ha mencionado previamente, cuando las plantas tradicionales son
tratadas con glifosato, éstas no pueden producir los aminoacidos aromaticos
necesarios para sobrevivir y mueren, inhibiendo la catalisis de la EPSPS (Figura 3;
Heldt, 2005).

sintasa

Glifosato
(Inhibidor)

Figura 3. Reaccion catalizada por la 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, blanco
de accién del glifosato
Fuente: Heldt, 2005
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La secuencia de la proteina CP4EPSPS sufri6 una mutacién de un
aminoéacido: Ala-100 por Gly-96 en su sitio activo, este cambio provoca que no se
pueda inhibir la enzima CP4EPSPS por accién del glifosato (Funke, 2006). La ruta
de la biosintesis de aminodcidos aromaticos esta presente en hongos, plantas y
microorganismos, pero no en animales (Jaworski, 1972). Asi, el glifosato puede
servir como herbicida, sin dafiar a los animales y a los organismos que cuenten
con la ruta (Lewis, 1999). Ademas, el herbicida glifosato (N-fosfometilglicina) es un
inhibidor especifico de la EPSPS, es decir, no afecta a otras enzimas de la ruta
(Steinrlicken, 1980).

La empresa Monsanto desarrollé varios cultivos comerciales resistentes a
glifosato, aislando y clonando el gen de la enzima EPSPS, para ser insertado en
varias especies (Monsanto, 2000). Para ello, utlizaron genes de varios
microorganismos, asi como varios péptidos de transferencia al cloroplasto de
diferentes microorganismos y plantas (Barry y col.,, 1997). Finalmente, el gen
utilizado fue el del microorganismo Agrobacterium tumefaciens cepa CP4 como se
menciond anteriormente. La construccion desarrollada incluye el gen de interés,
mas algunos elementos regulatorios accesorios para controlar la expresion de la

enzima (Figura 4):

Figura 4. Esquema de la construccién del evento GTS-40-30-2. Se muestra el
promotor proveniente del virus del mosaico de la coliflor (E35S), el péptido de transito al
cloroplasto (CTP4), el transgen (CP4EPSPS) y el terminador NOS 3.

Fuente: AGBIOS

Los elementos presentes en dicha construccion son el promotor CaMV35S
del virus del mosaico de la coliflor, una secuencia CTP4 (Cloroplast Transit

Peptide) de Petunia hibrida, la cual codifica para un péptido de transferencia que
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permite a la EPSPS translocarse al cloroplasto, el gen codificante de la proteina
CP4EPSPS y el terminador NOS proveniente del microorganismo A. tumefaciens y
gue sefiala el término de la transcripcion. El gen completo de la CP4 EPSPS

(Figura 5) insertado en la soya tiene un tamafio de 2439 pb (Gen Bank No.

AB209952).
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Figura 5. Secuencia completa del gen CP4 EPSPS. Las bases 1 a la 265 pertenecen al
promotor 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (sin color), la base 266 a la 297, son de
region no traducida (amarillo), de la base 298 a la 510 se encuentra la region codificante
del péptido de transito hacia el cloroplasto de Petunia hibrida (verde), de la 511 a la 1878
pertenece al gen epsps de Agrobacterium tumefaciens (azul), de la base 1885 a la 2186
corresponden al terminador NOS de Agrobacteriun tumefaciens (gris) y de la 2186 a la
2439 (rojo), corresponden a un fragmento repetido truncado de la CP4 EPSPS.
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El mapa del plasmido, proveniente de Agrobacterium tumefaciens, utilizado

para la transformacion de la linea RR es el que se muestra en la Figura 6:
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Figura 6. Plasmido PV-GMGTO04
Fuente: Padgette, 1995

Mediante analisis de Southern blot, realizados al ADN gendmico del evento
GTS 40-3-2, se demostré que hay dos sitios de integracion en tandem, uno de
ellos contiene una copia funcional del gen CP4 EPSPS de 1375 pb y el segundo
sitio contiene un segmento no funcional del gen CP4 EPSPS de 72 pb (Monsanto,
2000). La expresion de este gen da como resultado una proteina aproximadamente
de 46 kDa (polipéptido de 456 aminodacidos) y los niveles de expresion fueron
cuantificados por ELISA teniendo una concentracion promedio de 239 ug/g de
tejido fresco en semillas y 495 ug/g de tejido fresco en hojas (AGBIOS). Los niveles
de CP4EPSPS en soya tolerante a herbicida glifosato fueron de aproximadamente
0.03% en tejido fresco y 0.08% de la proteina total (Padgette y col., 1995).
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6. Métodos de purificacion de la EPSPS de diferentes organismos

Para estudiar una proteina particular es necesario separarla del resto de las

proteinas y disponer de técnicas que permitan determinar sus propiedades. En la

mayoria de los casos, se deben aplicar métodos diferentes de modo secuencial

para purificar completamente a una proteina (Nelson, 2000).

Algunos métodos de purificacion utilizados para separar la enzima EPSPS,

proveniente de diversas fuentes y organismos se basan en el uso de columnas de

intercambio i6nico y exclusién molecular principalmente, como se muestra en la

Tabla 4:

Tabla 4. Métodos de purificacion reportados para la EPSPS, a partir de

diversos organismos

Organismo Métodos de Fuente Referencias
Purificacion
Sulfato de amonio
Maiz DEAE-Sephacel™ Linea celular Forlani, y col., 1994
(Zea mays) Celulosa fosfato
Sulfato de amonio
E. coli DEAE-Sephacel™ Lewendony

Fenilsefarosa
Fosfocelulosa

Linea celular

Coggins, 1983

Petunia hybrida

Sulfato de amonio
Sephadex G-25
DEAE-celulosa

Hidroxiapatita

Linea celular

Steinriicken, y col.,

Fenilagarosa 1986
Sephacryl S-200™
Sulfato de amonio
Centrifugacion a altas
Chicharo velocidades Hoja Mousdale y

(Pisum sativum)

DEAE- sefarosa
Fenil-sefarosa
fosfocelulosa

Coggins, 1984
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Organismo Métodos de Fuente Referencias
purificacion

Sorgo Sulfato de amonio
(Sorgohum vulgare) DEAE-cellulose Hoja Ream, y col., 1988
Hidroxiapatita
Fenilagarosa

Mycobacterium Q-Sepharose Oliveira, y col.,
tuberculosis Linea celular 2003

Sulfato de amonio
Q-Sepharose FF
Soya Fenil-sefarosa Semillas Harrison, y col.,
(Glicine max) Mono Q 10/10 1996
Fenil-Superosa 5/5

Es importante mencionar que Padgette y col., en 1995, caracterizaron la
linea de soya GTS 40-30-2, transformada con el vector PV-GMGT04 vy la linea 61-
67-1 (también tolerante al herbicida) transformada con el vector PV-GMGTO05 que
contiene también el gen CP4EPSPS, enfocandose principalmente en la linea 40-
30-2 y no en la 61-67-1, por no ser comercial esta ultima. En estudios realizados
por Harrison y col. (1996) purificaron a la CP4EPSPS de semillas de soya de la
linea 61-67-1, como se describié anteriormente y, con base en esta purificacion,
realizaron estudios toxicolégicos donde concluyeron que la soya tolerante a
herbicidas es tan segura y nutritiva como la soya tradicional.

A partir de estas metodologias de purificacion, para este trabajo se decidio
utilizar las columnas de intercambio i6nico para la purificacion de la variedad
Solucién Faena, (linea 40-3-2), para identificarla plenamente como la proteina
heteréloga. Una vez conocida la(s) fraccion(es) de la soya en las que se recupera
la CP4EPSPS, se podria generar un aislado proteinico especial de soya,
enriquecido con la proteina heterdloga. Ello, para garantizar que en los estudios
de alimentacion con animales de laboratorio los posibles cambios observados en
su histologia sean debidos al consumo de la fraccion enriquecida con la proteina
heteréloga, comparandolo con un aislado de soya similar, pero obtenido a partir de

soya no GM.
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IV. Hipotesis.
Si las plantas transgénicas de soya Roundup® Ready expresan unicamente la

construccion publicada por Monsanto en las bases de datos, entonces solamente

se producira una proteina heteréloga a partir del gen insertado.
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V. Objetivo General
Separar las proteinas expresadas en granos de soya Roundup® Ready e

identificar la(s) proteina(s) heteréloga(s).

Objetivos especificos

«Determinar cuales de las muestras de granos de soya con las que se cuenta son

transgénicas.

*Cuantificar el porcentaje de soya transgénica en cada muestra.

sImplementar un sistema que permita detectar a la proteina heterdloga de las

diversas fracciones proteinicas de la soya por medios inmunoldgicos.

*Desarrollar un protocolo para enriquecer a la proteina EPSPS por Cromatografia

de intercambio idnico.
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VI. MATERIALES Y METODOS

Descripcién de la estrategia general.

Para la separacion de la proteina CP4 EPSPS de las demas proteinas de la
soya se obtuvieron muestras de grano de soya de diferentes partes de la
Republica Mexicana, con la finalidad de caracterizarlas y decidir cual de ellas se

utilizaria en la parte experimental de esta tesis.

Primero, se realizé PCR punto final y PCR tiempo real (RTQ-PCR), con el
objeto de identificar en cuales muestras habia granos transgénicos. Una vez
seleccionada la muestra con base en los resultados obtenidos de las PCRs, se
extrajo la fraccion lipidica con el objeto de quitar la mayor cantidad de elementos
gue pudieran afectar a la separacion. La extraccion de la fraccion lipidica se
realiz6 con hexano, como solvente, en una proporcion 1:3 (peso/volumen).
Posteriormente, se realizo la extraccion de proteina con amortiguador de fosfato
salino (PBS) en relaciéon 1:10 ( 10 g de muestra de soya : 100 mL del
amortiguador). Una vez obtenido el extracto proteinico de soya, se sometié a un
isoelectroenfoque preparativo con la finalidad de comenzar a separar a las
proteinas con base en su punto isoeléctrico. Finalmente, se selecciond la fraccion

por ELISA y se sometid a cromatografia de intercambio aniénico.
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Estrategia experimental

Granos de soya

Molienda
(Molino BRAUN)

l

Identificacién y cuantificacién de la modificacion genética por
PCRy RTQ-PCR

v
Eleccion de la muestra: STO (soya de Tlatelolco)

Extraccign de grasa
(Hexano 1:3)

Extraccion de proteina
amortiguador de fosfato salino (PBS 1:10)

Determinacion Ye proteina por el
método de Bradford (BioRad)

Isoelectroenf&que preparativo

v

ELISA
Cromatografia de intercambio i6co a fracciones positivas en ELISA

Columna HitragDEAE-FF

\ 4
Columna Hitrap Q-FF
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2. Obtencidén y pre-tratamiento de la materia prima.

Las muestras SH, SE, SC1 y SC2 fueron proporcionadas por la Dra. Ana
Maria Calderon del CIAD de Hermosillo, Sonora, provienen de diferentes regiones
del norte del pais. Ademas de éstas, se adquirieron otras muestras de frijoles de
soya provenientes de diferentes regiones del Edo. de México, Distrito Federal y del
estado de Chiapas (Tabla 5).

Tabla 5. Muestras de granos de soya obtenidas en distintas regiones del pais

Clave Descripcion de la Cant.
muestra aprox. (Kg)
SH Soya Héctor 2
SE Soya Esperanza 2
SC1* Soya Cajeme (1) 3
SC2* Soya Cajeme (2) 2
STO Soya comprada en 1
Tlatelolco
STA Soya comprada en
Tonala, Chis. 1
SFL Soya comprada en
una tienda en el 1
sur de la ciudad
SNA Soya comprada en
NUTRISA, Satélite 1

* La diferencia entre SC1 y SC2 radica en la fecha de recepcion en el laboratorio, aunque son de la

misma variedad.

El producto se almacend a 4°C en bolsas de plastico con cierre hermético durante

el transcurso del presente estudio.
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2.1 Homogenizacion de la materia prima.
La muestra se tritur6 en un molino marca BRAUN tres veces hasta obtener

un polvo fino.

2.2 Extraccién de la fraccion lipidica de las muestras

Para la extraccion de grasa se utilizO hexano como solvente de extraccion
en relacion 1:3 (peso/volumen). Las muestras fueron agitadas en una placa
agitadora (Marca LEO Orbit Shaker, Modelo 3518, Lab-Line Instruments, Inc.)
durante 30 minutos a 125 rpm a 4°C y posteriormente centrifugadas a 10000 rpm /
20 min / 4°C en una centriftuga BECKMAN, modelo J2-MC, rotor JA-10. Se elimind

el sobrenadante y se repitio la extraccion tres veces mas.

2.3 Extraccién de proteina

Las proteinas solubles fueron extraidas en amortiguador PBS, pH 7.4 de la

siguiente manera:

1. Pesar 0.5 g de cada muestra

2. Adicionar amortiguador PBS relacion 1:5 (peso/volumen)

3. Mezclar en placa agitadora hasta estabilizar el pH a 7.4

4. Centrifugar a 10000 rpm, 30 minutos, 4°C (Centrifuaga BECKMAN, modelo
J2-MC, rotor JA-10)

5. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio

3. Cuantificacién de proteina soluble por el método de Bradford
(BIORAD)

Esta determinacion se basa en los cambios de color del azul brillante G-250
de Coomassie, como respuesta a diferentes concentraciones de proteina soluble
presente en la muestra. La absorbancia del complejo colorante-proteina se da en
el rango de 265-595 nm, incrementando la absorcion a 595 nm en donde es
determinada. El colorante se une principalmente a los residuos de aminoacidos

basicos y aromaticos, especialmente arginina. Se pueden presentar interferencias
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por alguna interaccion de la proteina con otros compuestos como amortiguadores
o detergentes (Bradford, 1976).

A un volumen de 800 pL de solucion proteinica se le agrega un volumen de
200 pL de Azul de Coomasie, se mezclan en un voértex, se espera cinco minutos y

se toma la lectura, en celdas de volumen reducido, a una absorbancia de 595 nm.

4. ELISA (Ensayo de Inmuno-absorcién ligado a enzimas).

El método de ELISA se fundamenta en el uso de anticuerpos especificos
para reconocer a la proteina de interés (Van Weemen, 1971). Este procedimiento
es capaz de discriminar proteinas presentes en el producto analizado, de entre
cientos y a veces miles de distintas proteinas presentes en la misma muestra
(Brett et al., 1999). Este es un método de deteccion basado en el reconocimiento
especifico de la proteina heteréloga expresada por el organismo transgénico por
un anticuerpo acoplado a una enzima. El anticuerpo reconoce la proteina
especifica previamente extraida a partir del OGM y se une a ella. El complejo es
posteriormente detectado mediante una reaccién enzimética cuyo producto es

cromogénico (Jensen, 2001).

El kit utilizado para este estudio se adquirié por la compafiia FUMAPLANT,
S.C, principales distribuidores de la compafiia AGDIA, compafiia productora de
este tipo de kits. El kit utilizado en este estudio es el CP4-EPSPS con numero de
catdlogo PSP 74000, que cuenta con una placa de 96 pozos recubierta con
anticuerpos especificos para la proteina CP4-EPSPS, los amortiguadores
necesarios para la extraccion y el lavado, el amortiguador para la enzima, el
conjugado de la enzima peroxidasa, el sustrato para la enzima y los controles

positivo y negativo.

La deteccion se hizo siguiendo las instrucciones del fabricante, descritas a

continuacion:
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4.1 Preparacion de la placa de ELISA CP4-EPSPS

La placa generalmente se organizé de la siguiente manera:

En las primeras tres lineas se coloc6 la curva patron para lo cual el control

positivo del kit (liofilizado) se reconstituyé con 2.5 mL de amortiguador MEB, el

cual tuvo una concentracién de 1%. A partir de esta concentracién se realizaron

las diluciones necesarias para obtener la curva siguiente: 1, 1/10, 1/100, 1/1000 y

1/10000. El blanco de reactivos se coloco en los primeros dos pozos: (Al y Bl)

utilizando el amortiguador de extraccion. En los demas pozos se colocaron los

extractos de las muestras de soya o las fracciones a evaluar.

4.2 Protocolo de ELISA

1.

7.
8.
9.

Colocar 100 pL de cada muestra en su respectivo pozo, segun el esquema
planeado.

Dejar incubando la placa en una cadmara “himeda” toda la noche a 4°C.
Una vez lista la incubacién vaciar el contenido volteando la placa
rapidamente.

Lavar los pozos con amortiguador PBST 1X, llenando los pozos con el
amortiguador de lavado PBST 1X y vaciar enseguida. Repetir de 6 a 7
veces para asegurar la ausencia de la union inespecifica a otras proteinas.
Realizar un dltimo lavado con un tiempo de incubacion de 3 minutos a
temperatura ambiente en la camara “humeda”

Vaciar el contenido y dejar escurrir en papel absorbente, sacudir hasta que
estén secos los pozos.

Afadir 100 pL del conjugado de la enzima.

Dejar incubando 60 minutos en la cAmara “humeda”.

Afadir 100 pL de sustrato para la enzima.

10.Dejar incubando 20 minutos.
11.Leer a 630 nm.
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La lectura se realizé en un lector de microplacas marca Benchmark, modelo
680 series microplate readers (BIORAD). Visualmente, los pozos que
desarrollaron un color azul indicaron resultados positivos. Cuando el color es azul
muy claro indica un resultado negativo, al igual que la ausencia de color. Este
mismo procedimiento se aplicé a las muestras de las fracciones obtenidas en cada
paso posterior a las columnas de intercambio iGnico como método de identificacion

de la enzima en estudio.

5. Deteccion de secuencias GM
Este experimento se realiz6 con el propésito de verificar cuales de las

muestras eran transgénicas y decidir con cual se trabajaria posteriormente.

5.1 Extraccién de ADN
La extraccidon se realizd6 con el reactivo DNAzol™ (GIBCO-BRL), que
permitié6 el aislamiento de ADN gendmico de muestras solidas o liquidas de
plantas, animales y bacterias. Esta compuesto por una mezcla de guanidina-
detergente, lo que permitid la lisis de las células y la solubilizacién del ADN,
posteriormente precipitado con isopropanol, permitiendo la extraccion del 70-100%

del ADN de las muestras (DNAzol™ Reagent, Life Technologies Form 3819)
(INVITROGEN).

Para la extraccion de ADN se realizan los siguientes pasos:
1. Pesar entre 40 y 60 mg de muestra.
3. Agregar a la muestra un mL de DNAzol y homogeneizar agitando el tubo
por inversion aproximadamente 10 veces.
Centrifugar 10 minutos a 10,000 rpm a temperatura ambiente.
Pasar el sobrenadante (aprox. 0.9 mL) a un tubo.
Agregar 0.5 mL de isopropanol frio (-20°C) y mezclar por inversion.

Incubar a 4°C por 10 minutos.

© N o g &

Centrifugar 10 minutos a 10,000 rpm a temperatura ambiente y eliminar el

sobrenadante por decantacion.
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9. Lavar con 1 mL de etanol al 70% y centrifugar 2 minutos a 10,000 rpm a
temperatura ambiente y eliminar el sobrenadante por decantacion.

10.Dejar secar el precipitado dejando el tubo abierto por unos 15 minutos.

11.Disolver el ADN en 50 uL de NaOH 10 mM e incubar 15 minutos a 37°C
para ayudar a disolverlo.

12.Centrifugar 5 minutos a 10,000 rpm a temperatura ambiente para eliminar el
material insoluble y tomar el sobrenadante, pasarlo a un tubo limpio.

13. Neutralizar con 1/20 del volumen de Tris 1 M, pH 8.

5.2 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) Punto final

El principio de esta técnica es la amplificacion de secuencias especificas de
ADN a partir de un par de secuencias cortas de ADN de cadena sencilla,
conocidas como “cebadores”, “primers” u “oligos” que delimitan cierta region de
ADN molde que serd amplificada por la enzima polimerasa Taq (Gachet, 1999).
La metodologia de PCR consta de tres pasos. Desnaturalizacion: La doble hélice
del ADN molde es separada mediante un calentamiento a una temperatura de
94°C, suficiente para romper los puentes de hidrogeno que unen a las cadenas.
Alineamiento: Se disminuye la temperatura hasta aproximadamente 55°C, lo que
permite que los cebadores, que delimitan la regidn de interés sean unidos
(hibridacion) a su cadena complementaria. El molde de ADN, los cebadores, la
ADN polimerasa y los nucleotidos son adicionadas desde el inicio de la reaccion.
Extension: Finalmente, la ADN polimerasa sintetiza la nueva cadena mediante la
adicion del nucledtido complementario de cada base, a 72°C que es la
temperatura 6ptima de esta enzima. Una vez que el ciclo es completado, puede
ser repetido, y por cada ciclo el numero de copias se duplicara, teniendo como

resultado una amplificacion exponencial (Vollenhofer, 1999).
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5.3 Prueba de PCR para el transgén

Las secuencias de los cebadores fueron obtenidas en la pagina web de la

base de datos de deteccion de OGMs del International Center for Genetic
Enginneering and Biotechnology (ICGEB) y fueron sintetizados por la compafiia
INVITROGEN. Estos cebadores fueron aplicados con éxito a diferentes materias
primas, ingredientes y alimentos que contienen soya, por ejemplo: piensos,
harinas, concentrados, harinas y soya texturizada (ICGEB). Estos oligos (ICGEB),
fueron creados para detectar la regidn especifica de la secuencia donde el geny
el elemento regulador se fusionan, en este caso, amplificando parte de la regién
promotora del CaMV 35S y parte del péptido de transito (CTP) del gen EPSPS de
Petunia hibrida, lo que identifica en forma inequivoca al evento de tranformacion

especifico de que se trate.

Cebadores para detectar el transgén: RR1-F y RR1-R
57 -catttggagaggacacgctga-3~ (sentido) Tm=64°C Cebador RR1-F
5 - -3" (antisentido)Tm=66°C Cebador

RR1-R

Tamafio del amplicén : 74pb

Los cebadores descritos se visualizan en diferentes

completa, descrita anteriormente (figura 5).

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

tggaaaagga
aagatgcctc
aaaaagaaga
acgtaaggga
gttcatttca

aaaccccaag
tcagcaaatt
tttaggattt
gcaaccgccc
atctcccacc
cttctggaag
atccgtaagg
cctgaggcgc
gtcggggtct
atgggccgeg
gaccgtcttc

aggtggctcc
tgccgacagt
cgttccaacc
tgacgcacaa

tttggagagg

ttcctaaatc
ctatgttggt
cagcatcagt
gcaaatcctc
ggtccttcat
gcgaggacgt
aaggcgacac
cgctcgattt
acgatttcga
tgttgaaccc
ccgttacctt

tacaaatgcc
ggtcccaaag
acgtcttcaa
tcccactatc
acacgctgac

aagggata
ttcaagtttt
tttgaaaaaa
ggctacagcc
tggcctttcc
gttcggeggt
catcaatacg
ctggatcatc
cggcaatgcc
cagcaccttc
gctgcgcgaa
gcgcgggecg

atcattgcga
atggaccccc
agcaagtgga
cttcgcaaga
aagctgactc
caaaccctta
cttgttttty
gattcaattt
tgcatgcttc
ggaaccgtcc
ctcgcgagceg
ggcaaggcca
gatggcgtcg
gccacgggct
atcggcgacg
atgggcgtge
aagacgccga

colores sobre la secuencia

taaaggaaag
acccacgagg
ttgatgtgat
cccttectct
tagcagatct
atcccaattc
gatctaaaaa
ttatgcaaaa
acggtgcaag
gcattcccgg
gtgaaacgcg
tgcaggccat
gcaatggcgg
gccgcectgac
cctcgctcac
aggtgaaatc
cgccgatcac

gccatcgttg
agcatcgtgg
atctccactg
atataaggaa
ttcaagaat

caatttccat
actgaaaaat
gttttgttcc
cagccggccc
cgacaagtcg
catcaccggc
gggcgecagg
cctcctggceg
catgggcctc
aaagcgcccg
ggaagacggt
ctaccgcgtg
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

ccgatggect
atcacgacgg
tttggcgcca
ggccgeggea
ttcccgetgg
atgaacccca
gtcatcaacc
acgctgaagg
attctcgctg
ctccgcgtca
gtggattgcg
ctcggcaacg
ttcctcgtca
gccacgagct
tccgatacga
atcgttcaaa
tgattatcat
tgacgttatt
cgatagaaaa
tgttactaga
gtgaaacgcg
tgcaggccat

gcaatggcgg
gccgectgac

ccgcacaggt
tcatcgagcc
accttaccgt
agctcaccgg
ttgcggccct
cccgcaccgg
tgcgccttge
gcgtcacggt
tcgccgecge
aggaaagcga
atgagggcga
cctcgggege
tgggcctegt
tcccggagtt
aggctgcctg
catttggcaa
ataatttctg
tatgagatgg
caaaatatag
tcggggatcg
catcaccggc
gggcgecagg
cctcctggceg
catgggcctc

gaagtccgcc
gatcatgacg
cgagacggat
ccaagtcatc
gcttgttccg
cctcatcctg
cggcggcgaa
gccggaagac
cttcgcggaa
ccgcctctcg
gacgtcgctc
cgccgtcgcec
gtcggaaaac
catggacctg
atgagctcga
taaagtttct
ttgaattacg
gtttttatga
cgcgcaaact
atcccccacc
cttctggaag
atccgtaagg
cctgaggcgce
gtcggggtct

gtgctgctcg
tgcgatcata
gcggacggceg
gacgtgccgg
ggctccgacg
acgctgcagg
gacgtggcgg
cgcgegectce
ggggcgaccy
gccgtcgeca
gtcgtgcgtg
acccatctcg
cctgtcacgg
atggccggge
attcgagctc
taagattgaa
ttaagcatgt
ttagagtccc
aggataaatt
ggtccttcat
gcgaggacgt
aaggcgacac
cgctcgattt
acgatttcaa

ccggcctcaa
cggaaaagat
tgcgcaccat
gcgacccgtc
tcaccatcct
aaatgggcgc
acctgcgegt
cgatgatcga
tgatgaacgg
atggcctcaa
gcecgecctga
atcaccgcat
tggacgatgc
tgggcgcgaa
ggtaccggat
tcctgttgec
aataattaac
gcaattatac
atcgcgcgceg
gttcggeggt
catcaatacg
ctggatcatc
cggcaatgcc
gcgcatcatg

cacgcccggce
gctgcagggce
ccgcctggaa
ctcgacggcc
caacgtgctg
cgacatcgaa
tcgctcctce
cgaatatccg
tctggaagaa
gctcaatggc
cggcaagggg
cgccatgagc
cacgatgatc
gatcgaactc
ccaattcccg
ggtcttgcga
atgtaatgca
atttaatacg
gtgtcatcta
ctcgcgagceg
ggcaaggcca
gatggcgtcg
gccacgggct
ctgggaa

Todas las Reacciones en Cadena de la Polimerasa se llevaron a cabo en

un termociclador de la marca Techgene ( Modelo FTGENE 2D, Inglaterra).

Se realiz6 con el siguiente programa de tiempos y temperaturas:

Desnaturalizacion 3 min a 94°C 1 ciclo
40 s a 94°C

Alineamiento 40 s a 60°C 35 ciclos
40sa72°C

Extensioén 7 mina 72°C 1 ciclo

Se realizaron varias corridas para las diferentes muestras con que se
contaba. Se utiliz6 como control positivo la misma muestra de soya STO. Para la
visualizacion de los productos se hicieron electroforesis en geles de agarosa al

2%. En la Tabla 6 se presentan los reactivos empleados para la PCR.



Materiales y Métodos

Tabla 6. Reactivos empleados en la PCR para detectar el gen RR

Reactivo [inicial] [Final] Marca

Amortiguador 10X 2X Invitrogen
PCR
MgCl, 50 mM 1.5 mM Invitrogen
dNTP’s 2.5 mM 0.2 mM Invitrogen
Primer RR1-F 10 uM 0.5 uM Invitrogen
Primer RR1-R 10 uM 0.5 uM Invitrogen
Tag polimerasa 25U 1 pL/reaccién Invitrogen
ADN molde 1 pL es el volumen determinado experimentalmente
para que se lleve a cabo la reaccién
H,0 c.b.p. 20 uL

5.4 Purificacién del producto de PCR. Método Gen Elute Agarose Spin
Column (SIGMA).

La purificacion del producto de PCR se realizd con el propdsito de eliminar
los residuos de los reactivos de la reaccion (ANTP’s, sales, cebadores, enzima,
etc.) lo que permite evitar interferencias para una futura secuenciacion de los
productos de la PCR. Esta se realiz6 en las minicolumnas Gen Elute Agarose Spin
Columns (SIGMA) disefiadas para purificar fragmentos de ADN lineal de 100 pb
hasta 10 kb de geles de agarosa. En este método se recupera de un 40 a 45% de
los fragmentos cortados del gel. Se basa en el uso de una columna que contiene
una serie de membranas vy filtros, que retienen a la agarosa y las impurezas
dejando pasar al ADN durante diez minutos de centrifugacion. Una ventaja de este
método es que no se requiere fundir la agarosa, ni electroeluir, ni de una digestion
enzimatica para la purificacién del producto (Sigma-Aldrich).

El procedimiento seguido fue el recomendado por el fabricante, descrito a

continuacion:
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Procedimiento para la pufiricacion de un producto de PCR
Todos los pasos se llevaron a cabo a temperatura ambiente.
1.- Correr un gel con las muestras que se desee purificar.
2.- Seleccionar la(s) banda(s) de interés y cortarla(s).
3.- Cada banda se coloca en una columna que contiene la membrana y debajo se
coloca el tubo colector.
4.- Se realiza un prelavado con agua o con amortiguador TE (Tris 10 mM, pH 8.0,
EDTA 1 mM).
5.- Centrifugar por 10 minutos a 13,000 rpm (eliminar el filtrado).
6.- Centrifugar ahora la banda de interés por 10 minutos a 13,000 rpm.
7.- El eluido es el ADN, al cual se le adiciona 20 pL de acetato de sodio 3 M, pH
5.2. Se adiciona 2 mL de etanol absoluto frio y se deja incubando a temperatura
ambiente durante dos horas.
8.- Centrifugar a 13,000 rpm por 15 minutos.
9.- Eliminar el sobrenadante.
10.- Lavar con 2 mL de etanol al 70%.
11.- Resuspender el pellet de ADN en agua (aproximadamente 30 pL).

12.- Almacenar a —20°C.

En la Tabla 7 se presentan los reactivos empleados para la purificacion de los
productos de PCR.

Tabla 7. Reactivos empleados en la purificacion de los productos de PCR

REACTIVO CONDICIONES DE GRADO DESCRIPCION
uSo
Amortiguador TE T.A. B.M. Tris-EDTA, pH 8.0
Acetato de sodio T.A. B.M. 3 M, pH5.2
Etanol absoluto 100% R.A.
Etanol al 70% -20°C R.A.
Agua Desionizada Estéril

T.A. = Temperatura ambiente

B.M.= Biologia Molecular
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6. Secuenciacion

Con la finalidad de corroborar la identidad del producto de PCR, la
secuenciacion se llevé a cabo en la Unidad de Biologia Molecular en el Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM. Los requisitos para la secuenciacion de los productos
de PCR fueron 15 pL de ADN de soya los cuales tenian una concentracion de 50
ng/uL de ADN y 20 pL del cebador RR1-F correspondiendo a una concentracion
de 20 pmol/uL de ADN.

7. PCR tiempo real (RTQ-PCR) para las muestras de soya
La cuantificacion se realiz6 mediante un kit especialmente disefiado para la
cuantificacion del transgén Roundup Ready de soya: LightCycler GMO Soya
Quantification Kit (ROCHE) en el equipo LightCycler Software Versioén 4.0, modelo
2.0 (ROCHE, Switzerland).

Es un método altamente especifico que permite cuantificar la cantidad de
acidos nucleicos mediante la PCR. La cuantificaciéon del material genético se
realiza durante la reaccion y en comparacion con la PCR punto final no requiere

de analisis posterior a la reaccion (electroforesis).

La deteccion de la reaccion se llevdo a cabo midiendo la fluorescencia
generada en cada ciclo de amplificacion y detectada por el sistema éptico del
equipo. La cantidad de fluorescencia detectada es directamente proporcional a la

cantidad de producto de amplificacion generado (Heid et al., 1996).

Los resultados de la RTQ-PCR consisten en curvas de amplificacion
(Schmittgen et al., 2000). Esta cinética de amplificacion se puede dividir en tres
fases: la lineal, la exponencial y la estacionaria, siendo en la exponencial donde se
lleva a cabo la cuantificacion, en donde es necesario definir el punto de intensidad
de fluorescencia o umbral de deteccion (en el cual todas las muestras pueden ser

comparadas entre si). Al ciclo al cual cada muestra consigue llegar a este umbral
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de deteccion, se le llama Cp o Ct (ciclo de umbral de deteccion; Rodriguez, 2004).
Mientras mayor cantidad de ADN de interés se encuentre en una muestra, menor

namero de ciclos requerira para alcanzar el umbral de deteccion.
La cuantificacion del contenido de OGMs requiere de una curva estandar
tanto para el gen endégeno como para el transgén. Las diluciones para dichas

curvas se muestran en la Tabla 8:

Tabla 8. Curva patrén para gen endégeno y gen de referencia.

Concentracién gen | Concentracion gen
Numero de dilucion Dilucion de referencia de referencia RR

enddgeno (ng / yuL) (ng / pL)

1 Sin diluir 100 -

2 1:4 25 -

3 1:16 6.25 6.25

4 1:64 1.56 1.56

5 1:256 - 0.39

6 1:1024 - 0.098

El célculo del porcentaje total de transgénicos se basa en los datos

obtenidos en el grafico de log concentracién y Ct’s de las curvas estandar. A partir
de los datos de Ct's de las muestras, por interpolacion se obtienen las
concentraciones de las mismas y son éstas las que se sustituyen en la siguiente

ecuacion:

Concentracion de ADN GM =% OGM

Concentracion del gen endégeno

Nota: No es necesario multiplicar por 100, ya que el equipo ya esta considerando
gue las concentraciones obtenidas se encuentran en porcentaje (Roche-Applied-

Science).
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7.1 Preparacion de la mezcla de reaccion para la RTQ-PCR

Se prepara en un tubo de 1.5 mL en hielo, para 20 pyL de reaccion, se
mezclan los reactivos que se mencionan en la Tabla 9, en el orden mencionado,

después se mezcla pipeteando repetidamente, sin utilizar el vortex.

Tabla 9. Mezcla de reaccion para la deteccion de OGMs por RTQ-PCR

Reactivo Volumen
H,O (vial 7) 11 uL
Mezcla de deteccion (vial 1) 6 LightCycler
GMO Soya 2 uL
Mezcla de deteccion del gen de referencia
(vial 2)
2 uL

Solucion enzimatica Mezcla de reaccion
(vial 3) Resulta de la mezcla del vial 3y 4

Total 15 pL

» Nota: Para preparar mezcla de reaccién para mas de una muestra, se multiplica el
volumen de reaccién por el nimero de reacciones a correr mas una adicional.

Se colocan 15 pL de la mezcla de reaccion arriba mencionada en los capilares

y 5 uL de ADN de cada muestra.

Las condiciones de reaccion se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de reaccion para la deteccion de OGMs por Rt-PCR

Modo de Numero de Segmento Temperatura| Tiempo Modo de
analisis ciclos adquisicion

Pre-incubacion

Ninguno | 1 |  95°C | 10min | Ninguno
Amplificacion

Desnaturalizacion 95°C 10s Ninguno

Cuantificacion 45 Alineamiento 60°C 20 s Unico
Extension 72°C 72s Ninguno

Enfriamiento

Ninguno | 1 | |  40°Cc | 30s | Ninguno
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8. Separacion de proteinas por electroforesis.

Se realizaron geles de poliacrilamida formados por dos zonas: una zona de
concentracion (4.5% acrilamida, pH 6.8) y otra donde se llevo a cabo la separaciéon
de las proteinas (pH 8.8). Las tinciones se realizaron con azul de Coomasie, asi
como con tincion con plata. En este caso, el kit para tefiir proteinas con plata fue el
PlusOne Silver Staining kit, Protein (GE Healthcare, Amersham Biosciences AB)
el cual tifie proteinas en geles de poliacrilamida. Esta técnica de visualizacion
detecta la mayoria de las proteinas en una concentracion de nanogramos y es 100
veces mas sensible que la tincion con azul de Coomassie. Su sensibilidad es de

0.2 a 0.6 ng de proteina por banda (GEHealthcare).

La separacion de las distintas proteinas bajo condiciones desnaturalizantes se
llevé a cabo por el método de SDS-PAGE (electroforesis con dodecil sulfato de
sodio). El SDS es un detergente que confiere a las proteinas una carga negativa,
en conjunto con la ruptura de los puentes disulfuro existentes por accion del
agente reductor p-mercaptoetanol, logrando un desdoblamiento de las proteinas
en una densidad igual de carga y una forma similar. El pH del sistema se regula

con un amortiguador de TRIS a pH 6.8.

9. Isoelectroenfoque preparativo

Esta técnica se realizO como un paso previo a la purificacién, ya que el
isoelectroenfoque preparativo se basa en la separacion de las proteinas debido a
un gradiente dado por las anfolinas (pH de 5 a 7), en el que las proteinas migran
por su carga y punto isoeléctrico. Las fracciones proteinicas se obtienen en
solucion, lo que resulta con la ventaja de que pueden ser utilizadas para otras
técnicas. El isoelectroenfoque preparativo se realizé en un Rotofor PREPARATIVE
IEF CELL (BIORAD). El equipo consta de una camara cilindrica con un dedo de
ceramica refrigerante dentro de dicha camara. Generalmente se colocan 55 mL de
muestra por cuatro horas a 12 W de potencia, con una rotacion de 1 rpm para
estabilizar los disturbios gravitacionales. La membrana divide la camara en 20

compartimentos, correspondiendo a 20 fracciones con diferente pH cada una.
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10. Electroelucion

La electroelucion permite extraer a la proteina de un gel y tenerla en
solucion para posteriores experimentos. Se realizaron varios geles preparativos
con la finalidad de cortar las bandas correspondientes a las proteinas de entre 40-
50 kDa, ya que la proteina de interés oscila entre los pesos moleculares de 45y
47 kDa, para después electroeluirlas. Los geles se corrieron en camara BioRad®

Mini Protean® II System vertical con vidrios de 8 x 6 cm.

La electroelucion se llevé a cabo en equipo Hoeffer Gel Eluter (Hoeffer
Scientific Instruments, San Francisco, CA, U.S.A). Se realizaron varias
electroeluciones de las bandas cortadas de diferentes geles, se colectaron en el
mismo amortiguador de corrida de electroforesis y se concentraron en Microcon®,
de corte molecular de 3000 WL, el cual es un método que se basa en el uso de
centrifugacion para poder concentrar o dializar una muestra, dependiendo del
tamafo de la membrana que se utilice como filtro. En este caso se utilizé un corte
molecular de 3000 WL.

11. Cromatografia de intercambio i6nico

La separaciéon y purificacion de proteinas utilizando este método se basa
principalmente en las diferencias de carga y la magnitud de las cargas eléctricas
netas que presentan los aminoacidos de las proteinas a un pH determinado. La
matriz de la columna es un polimero sintético que tiene unidos grupos cargados;
cuando éstos son aniénicos se denominan intercambiadores cationicos y si tiene
unidos grupos cationicos se denominan intercambiadores anionicos. La afinidad
de cada proteina por los grupos cargados de la columna esta afectada por el pH 'y
la concentracién de iones salinos libres en competencia en la solucién que la
rodea. La separacidon puede optimizarse cambiando el pH y/o la concentracién de

sal de la fase mévil de forma que se cree un gradiente de pH o sal (Nelson, 2000).

Las columnas utilizadas fueron las siguientes:
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e Columna Hitrap DEAE-FF (Fast-Flow). Columna de caracter anidnico
(Dietilaminoetil) capaz de retener la proteina de interés, eluyendo las demas
gue no lo son. Las condiciones de la corrida fueron:

Un gradiente lineal de 0-100 %. Flujo de 1 mL/min. Se inyectaron 3.6 mg de

proteina.

Se utilizaron los siguientes reguladores:

%+ Amortiguador de equilibrio:Tris-HCI 50 mM, pH 7.1
% Amortiguador de elucion:Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.1

e Columna Hitrap Q-FF (Fast-Flow). Columna de caracter anionico (es una sal
de amonio cuaternario) que retiene la proteina de interés. Las condiciones de
la corrida fueron:

Un gradiente lineal de 0-100 %. Flujo de 1 mL/min. Se inyectaron 198 pg de

proteina.

Se utilizaron los siguientes reguladores:

%+ Amortiguador de equilibrio: Tris-HCI 50 mM, pH 7.5
% Amortiguador de elucion: Tris-HCI 50 mM, NaCl 1.0M, pH 7.5
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Verificacién de muestras transgénicas por PCR punto final

Las muestras de soya utilizadas para el desarrollo de esta tesis se
sometieron primeramente a PCR punto final para determinar cuales eran las GM,
por medio de la deteccion de un fragmento que amplifica parte del promotor y
parte del CTP caracteristico de la soya Roundup® Ready. Este fue detectado
utilizando los cebadores RR1-F y RR1-R, los cuales amplifican un fragmento de 74
pb (ICGEB). Los fragmentos de ADN fueron separados por medio de una
electroforesis en gel de agarosa y en la Figura 7 se presentan visualizados en un
transiluminador de UV, los resultados de la deteccion donde puede observarse
una banda que coincide con el tamafio esperado de 74 pb correspondiente al
transgén. Esta aparece en las muestras STO y SFL lo que indica que contienen
granos genéticamente modificados. Cabe recordar que este evento de soya RR
estd aprobado por la Secretaria de Salud para consumo humano y animal. Asi
mismo, existen diferentes estados de la Republica Mexicana que cuentan con

permisos para la siembra de esta soya GM.

200
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Figura 7. Productos de la amplificaciéon por PCR del transgén
RR a partir de diferentes muestras de harinas de soya.

Carril 1: Marcador Molecular Xl

Carril 2: Harina de soya SNA

Carril 3: Harina de soya STO

Carril 4: Harina de soya STA

Carril 5: Harina de soya SFL

Carril 6: Control positivo

Carril 7: Control negativo (reactivos sin ADN molde)
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Posteriormente, se realizd PCR a las muestras provenientes del norte del
pais, utilizando las mismas condiciones que en el gel anterior. En la Figura 8 se
muestra ausencia de productos de amplificacion del transgén, excepto en el

control positivo, carril 6.

200pb

150p

100pb
50pb

Figura 8. Productos de la amplificacién por PCR del transgén
RR a partir de diferentes muestras de harina de soya.

Carril 1: Marcador molecular Xl

Carril 2: Harina de soya SE

Carril 3: Harina de soya SH

Carril 4: Harina de soya SC1

Carril 5: Harina de soya SC2

Carril 6: Control positivo

Carril 7: Control negativo (reactivos sin ADN molde)

Lo anterior indica que ninguna de las muestras contienen secuencias que
permitan el apareamiento con estos cebadores, por lo tanto, no se trata de
productos de soya RR. También, demuestra que las muestras de soya
cosechadas en el 2006, provenientes del norte del pais, no contienen secuencias

transgénicas.

La PCR mostré ser un método rapido, eficiente y sensible para propésitos
de control y discriminacién entre muestras GM y No-GM. Los cebadores utilizados
es este estudio muestran una alta especificidad, facilitando asi, la confirmacion por

secuenciacion.
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2. Cuantificacion de ADN por PCR tiempo real (RTQ-PCR).

A diferencia de la PCR punto final que evidencia la presencia o ausencia de
una secuencia nucleotidica especifica, la PCR en tiempo real es un método que
permite cuantificar el nimero de copias iniciales de dicha secuencia (Rodriguez,
2004). La cuantificacion se lleva a cabo mediante la medicion de la fluorescencia
generada en cada ciclo de amplificacion (Heid et al., 1996) ya que la cantidad de

ésta es proporcional a la cantidad generada del producto de amplificacién.

La cuantificacion por PCR en tiempo real tanto del gen endégeno como del
transgén se hizo con el equipo LightCycler, Software Version 4.0 que cuenta con
un carrusel con 32 aberturas, donde se pueden colocar igual niumero de capilares.
Cada muestra se cuantifico por duplicado, con el siguiente arreglo en el equipo
(Tabla 11):

Tabla 11. Organizacion de las muestras en la corrida de la RTQ-PCR

No. de pozo Clave Muestra
1 GMO 6.25
2 GMO 1.56 g:urva
3 GMO 0.39 es;trzg‘igrége'
4 GMO 0.098
5 GMO 6.25 Calibrador
6 M1 STA
7 M1 STA
8 M2 STO
9 M2 STO
10 M3 SFL
11 M3 SFL
12 M4 SNA
13 M4 SNA
14 M5 SH
15 M5 SH
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No. de pozo Clave Muestra
16 Lec 100
Curva
17 Lec 25 estandar del
18 Lec 6.25 gen
endbgeno
19 Lec 1.56
20 Lec 6.25 Calibrador
21 M1 STA
22 M1 STA
23 M2 STO
24 M2 STO
25 M3 SFL
26 M3 SFL
27 M4 SNA
28 M4 SNA
29 M5 SH
30 M5 SH
31 NTC
transgén Controles
32 NTC Lec negativos

NTC: Control negativo de reactivos de PCR sin ADN molde (siglas en inglés de No

Template Control)

Los resultados de la PCR en tiempo real arrojan el valor del ciclo en el que

la fluorescencia supera el umbral de deteccion de dicha fluorescencia. A este ciclo

se le conoce como Ct y, en términos practicos, significa cuantos ciclos le tomé a

cada muestra generar la cantidad suficiente de fluorescencia para llegar y superar

el umbral de deteccion. El valor de Ct es directamente proporcional a la cantidad

inicial de molde y es fundamento para calcular la cantidad de ADN en este caso.

Mientras mayor cantidad de ADN se encuentre en una muestra, menor numero de

ciclos requerira para alcanzar el umbral de deteccion.
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En todo ensayo de cuantificacion es necesario evaluar el rango dinamico
lineal en el cual pueden estar las muestras y determinar la eficiencia de
amplificacion y sensibilidad de la técnica, para cada uno de los genes que se
evaluaran. Para ello, se utiliza una curva estandar, a partir de una serie de
diluciones de ADN por duplicado. Las curvas estandar obtenidas en esta tesis se
presentan en la Figura 9. A partir de los resultados de Ct se construye una grafica:

Ct vs. log de la concentracion.

A) B)

Figura 9. Curva estandar del A) gen endbégeno y B) transgén realizada con el Software
de cuantificacion del LightCycler para OGM.

Entre los pardmetros principales para considerar optimizado un ensayo de
PCR en tiempo real estdn que la linearidad de la curva estandar tenga un valor de
R? >0.980 6 r > 0.990 y una eficiencia de amplificaciéon del 90-110 % 6 que el
valor de la pendiente se encuentre en -3.1 y -3.6 (European Network, 2005). De
acuerdo a los resultados presentados en la Tabla 12, tanto para el gen endégeno
como para la cuantificacion del ADN modificado, los pardmetros del ensayo de
PCR en tiempo real estuvieron dentro de los limites aceptables; por lo tanto, se
consideraron validos los datos de la cuantificaciéon de cada gen de las muestras

individuales y se procedio a analizarlos.
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Tabla 12. Valores de la curva de amplificacidén para la cuantificacion del gen

enddégeno y del transgén

Gen enddgeno Transgén
Eficiencia de la reaccion (%) 97.34 98.56
Linearidad de la curva estandar (r) 0.9865 0.9832
Rango de Ct's de la curva de mayor a menor
y 20-31 25 - 32
concentracion

2.1 Cuantificacion absoluta del gen enddgeno y del transgén

Una vez establecidos y verificados los parametros de la PCR en tiempo
real, se hizo la cuantificaciéon absoluta del gen endégeno y del transgén para
después determinar el porcentaje de material genéticamente modificado de las

muestras. Los resultados se presentan en las Tablas 13 y 14, respectivamente.

Tabla 13. Valores de Ct de la curva estandar y las muestras analizadas, para

la cuantificacion del gen enddégeno

Muestra Valor de Ct
Lec 100 21.6
Lec 25 23.83
Lec 6.25 26.12
Lec 1.56 28.12
Lec 0.39 30.5
STA 32.15
STO 27.65
SFL 26.53
SNA 27.53
SH 26.48
SE 31.88
SC1 25.09
SC2 25.68
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En este caso, se observa que las muestras STA y SE no cayeron dentro de
la curva estandar del gen enddgeno, por lo que, no se utilizaran para cuantificar la

concentracion de ADN modificado genéticamente.

Tabla 14. Valores de Ct de la curva estandar y las muestras analizadas, para

la cuantificacion del transgén

Muestra Valor de Ct
GMO 6.25 25.75
GMO 1.56 27.97
GMO 0.39 30.44
GMO 0.098 31.51

STA 37.49
STO 28.17
SFL 26.55
SNA ND
SH 39.24
SE 37.5
SC1 ND
SC2 ND

ND: muestra en la que no se detect6 la secuencia del transgén.

En la Tabla 14 se observa que el ADN molde de la curva estandar
comienza a amplificar a partir del ciclo 25 y las muestras a partir del ciclo 26.5. La
primera muestra en amplificar fue SFL, seguida por la muestra STO. Las otras
muestras se vuelven detectables, en ciclos posteriores al punto mas diluido de la
curva estandar (ciclo 31), lo que significa que no contienen secuencias
modificadas genéticamente que puedan ser amplificadas. Estas muestras se
consideran no transgénicas y la sefal de fluorescencia que emiten puede deberse

a que los cebadores se hayan apareado inespecificamente.
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2.2 Cuantificacion del material transgénico en las muestras analizadas

Con los datos de la cuantificacién absoluta del gen endégeno y del transgén

se obtuvo el contenido de material transgénico (en porcentaje) en las muestras

analizadas. Los resultados se presentan en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultados de la cuantificacion por PCR tiempo real del material

transgénico en muestras de soya

[transgén]
Muestra Ct transgén Ct endégeno |[endbdgeno] % OGM
ng /UL
STA 37.49 0.0049219 32.15 0.394076 LOQ
STO 28.17 1.434055 27.65 0.383694 3.74
SFL 26.55 3.845315 26.53 0.3811528 10.08
SNA LOQ ND 27.53 0.3834209 ND
SH 39.24 0.0016958 26.48 0.381039 LOQ
SE 37.5 0.004892 31.88 0.393445 LOQ
SC1 LOQ ND 25.09 0.37791 ND
SC2 LOQ ND 25.68 0.3792354 ND

ND: No detectado

LOQ: Por debajo del limite de cuantificacion

En la Tabla 15 se observa que las muestras de soya de Tlatelolco (STO) y Flor de

Liz (SFL) son las que presentan el mayor porcentaje de material transgénico.

Estos valores incluso se hayan por arriba del limite establecido internacionalmente

(0.9%). En las muestras STA, SH y SE, el Ct del transgén estuvo por arriba del

estandar mas diluido de la curva estandar, lo que significa que esta por debajo del

limite de cuantificacion (Rott, 2004), por lo que se clasificaron como no

transgénicas. Las muestras SNA, SC1 y SC2, fueron negativas a la presencia del

transgén y también se clasificaron como no transgénicas.
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3. Secuenciacion del producto de PCR.

La secuenciacion se llevo a cabo en el laboratorio de Biologia Molecular en
el Instituto de Fisiologia de la UNAM a cargo de la Dra. Laura Ongay. Para ello, se
eligié la muestra STO ya que fue una de las que produjo una banda definida y
abundante. Primero se purifico el producto de PCR con columna (GenElute
Agarose Spin Column). Esto se realizé con la finalidad de corroborar la identidad

de los productos de la PCR (fragmentos de 74 pb). Se obtuvo la secuencia:

cgtggctctagcagatctttcaagaatggcacaaattaacaacatgnctcaagnnnn

3.1 Alineamiento de la secuencia.

Para conocer las diversas secuencias que presentan alguna semejanza con
el producto secuenciado se realiz6é un alineado con el programa Clustal W1.8 en la
base de datos de GeneBank (NCBI), con el nimero de acceso 1D:1158863884-
26254-122923331555.BLASTQ4. Las secuencias con las que se encontro la mas
alta semejanza se presentan en la Figura 10. En ésta se observa que la secuencia
de la muestra STO tuvo alta semejanza con tres secuencias depositadas
previamente en el GenBank correspondientes a las secuencias codificantes de la
proteina heterdloga de la soya RR y con la secuencia de Petunia hybrida
correspondiente al CTP4, péptido de transito, presente en el transgén. Esto
corroboré que la secuencia de la muestra STO que se amplifico, corresponde a la
zona entre el promotor 35S y el péptido de transito del plasmido empleado en la

transformacion de la soya.
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1. Glycine max transgenic chloroplast CP4-EPSPS fusion protein
precursor gene

2. Glycine max transgenic cultivar Roundup Ready CP4-EPSPS precursor
gene

3. Glycine max transgenic cp4epsps gene for 5-enol-pyruvylshikimate-
3-phospate synthase class 2 precursor

4. P.hybrida 5-enolpyruvylshikimate 3-phosphate synthase mRNA

Muestra STO CTCTAGCAGATCTTTCAAGAATGGCACAAATTAACAACATG 46

RN ARy
1. Glycine max 263 CTCTAGCAGATCTTTCAAGAATGGCACAAATTAACAACATG 303

RN AN NN RNy
2. Glycine max 263 CTCTAGCAGATCTTTCAAGAATGGCACAAATTAACAACATG 303

RN NN NN RNy
3. Glycine max 278 CTCTAGCAGATCTTTCAAGAATGGCACAAATTAACAACATG 318

IEEELERE e ey il
4. P.hybrida 19 CTTTCAAGAATGGCACAAATTAACAACATGGCTCAAG 55

Figura 10. Resultados de la alineamiento de la secuencia de la muestra STO con la
base de datos del GenBank mediante el programa Clustal W.
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La segunda parte de esta tesis se enfoc6 en la deteccion vy
caracterizacion de la(s) proteina(s) heterdlogas en la muestra STO ya que de las
analizadas fue una de las que tuvo mayor porcentaje de ADN modificado
genéticamente. Por ello, es de esperarse que sea una de las muestras con mayor

contenido neto de la(s) proteina(s) heterélogas que se busca caracterizar.

4. Estudios Preliminares para la purificacién de la CP4EPSPS

En estudios preliminares se realizd una electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes del extracto proteinico de la
muestra STO (Figura 11). De éste se cortaron las bandas de las fracciones de 45
a 60 kDa (indicadas por las flechas), hombrando Banda 1 a la de mas arriba,
Banda 2 a la inmediata inferior y asi, sucesivamente, hasta la Banda 5. Estas

fueron analizadas por ELISA para la inmunodeteccion de la proteina CP4EPSPS.

kDa
97.40

66.20

45.0

31.0

21.5

Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes del
extracto proteinico de la muestra STO, teflido con Azul de Coomassie. Las bandas
sefialadas con flechas, aledafias a la fraccion de 46 kDa (correspondiente a la CP4-
EPSPS) fueron cortadas y sometidas a ELISA.

Cabe mencionar que a la muestra SC1, previamente identificada por PCR

como no transgénica, se le extrajo la proteina, diluyéndola y concentrandola con la
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finalidad de verificar por ELISA si daba alguna lectura, pero no dié ninguna. Por lo

tanto, fue incluida como control negativo para todas las pruebas de ELISA.

Los resultados de este estudio preliminar se muestran en la Tabla 16, en
donde se observa que las lecturas no fueron tan altas, quiza porque la proteina de
interés se encontraba en baja concentracion o, posiblemente, porque al ser
extraida del gel en condiciones desnaturalizantes, el epitope no quedd expuesto a
los anticuerpos correspondientes. Sin embargo, dado que fueron positivas, es un
indicativo de que se tratan de isoformas de la CP4EPSPS, que conservan alta
semejanza y probablemente patrones de plegamiento entre ellas, ya que son
reconocidas por el anticuerpo disefiado especificamente contra la proteina

heteréloga.

Tabla 16. Lecturas de la placa de ELISA para las bandas de la muestra STO y la

muestra SC1

Muestra Lectura
Abs = 630 nm

PBS 0.042
Banda 1 0.045
Banda 2 0.112
Banda 3 0.098
Banda 4 0.101
Banda 5 0.094
Control + 1.134
Control + 1.452
SC1 (200 ug) 0.065
SC1 (1 mg) 0.064
SC1 (2 mg) 0.06
SC1 (2 ug) 0.55
SC1 (100 pg) 0.053
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Estas isoformas pueden variar un poco en pesos moleculares y no tener las
mismas actividades enzimaticas ya que no se expresan en cantidades iguales
(Gottlieb, 1982).

La presencia de isoformas es posible ya que estudios previos hechos en
sorgo y maiz (Ream, 1988 y Forlani, 1994) también han encontrado isoformas de
la proteina EPSPS, por lo que es muy posible que lo mismo ocurra en la soya. De
hecho, previamente, en un trabajo de Asia-Pacific Economic Cooperation (APEC,
2001), se evidenciaron por Western blot la proteina CP4EPSPS de 47 kDa y otras
proteinas de menor peso molecular que inmunoreaccionaron igual que la
heteréloga, a partir de proteinas extraidas de soya evento GTS-40-3-2.

Por otro lado, Windels y col. (2001), publicaron que ambos extremos de la
construccion tenian secuencias no reportadas por la compafiia Monsanto. Es
decir, encontraron un fragmento de 181 pb en la regién corriente arriba del

promotor 35S.

Aparte de esta copia no funcional, en la regién 3’, después del terminador
NOS se encontré6 un fragmento adicional de 254 pb de la secuencia de la
CP4EPSPS y un segundo fragmento de 540 pb, el cual no corresponde a alguna
secuencia conocida. En la Figura 12 se muestra el fragmento repetido de la
CP4EPSPS de 0.25kb y el de 0.54kb que no corresponde a ninguna secuencia

conocida.
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Terminador Promotor
3'nos E35S ADN de la
ADN de la planta planta
ADN de la ADN de la planta
planta
3'nos CP4 EPSPS CTP Promotor
E35S

Figura 12. Comparacion de a) la estructura del inserto reportado por Padgette y col.
(1995) y b) la estructura del inserto deducida por Windels (2001).

La caracterizacion y el aislamiento de la secuencia de la union entre el ADN
de la planta y el gen insertado permitié concluir que durante la integracion del gen
insertado ocurrieron algunos rearreglos en el sitio de unién entre el terminador
3’'NOS y el ADN genomico de la planta. Esta caracterizacion se realizé con el fin
de establecer un método para la deteccion e identificacion de productos derivados
de la biotecnologia. Por otro lado, Rang y col. (2005), encontraron cuatro
diferentes ARN mensajeros (ARNm) obtenidos a partir de hojas de soya RR,
derivados de la falta de reconocimiento por parte de la polimerasa a la sefial del
terminador. Como resultado, también se transcribié la secuencia reportada por
Windels (2001) situada después de dicho terminador. Rang, trabajé con ADN
complementario (ADNc), obtenido a partir de ARN de hojas de soya RR. El
analisis de las secuencias se realizd6 por medio de PCR, utilizando cebadores
especificos para el gen insertado, obteniendose cuantro productos de diferente
peso molecular. La secuenciacion de cada una de estas mostré la existencia de

cuatro moléculas de cDNA con diferentes secuencias. Las diferencias en las
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secuencias se debieron a la ablacion de fragmentos de ADN y no a rearreglos del

mismo, dando pie a la posible existencia de proteinas de fusién (Windels, 2001).

Como parte de esta tesis se tradujeron, in silico, la secuencia a
aminoacidos. En éstas se observé que el amino terminal de cada fragmento
fue igual a la CP4EPSPS y que sbélo existieron diferencias en la parte de la
secuencia donde se une el fragmento repetido. De esta forma, encontraron
gue los cuatro ARNm descritos en dicho trabajo pueden codificar proteinas
de fusion distintas la CP4EPSPS.

Con la secuencia de aminoacidos propuesta por Rang y col. (2005) y
traducidas in silico (anexo Il) se realiz6 su alinemiento y se les calcul6 el
punto isoeléctrico (Expasy) y el peso molecular de cada proteina teorica, lo

gue se presenta a continuacion:
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1

130

CP4EPSPS 3 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM

CP4EPSPS 5 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM

CP4EPSPS 6 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM

CP4EPSPS 4 MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM

Consensus MLHGASSRPA TARKSSGLSG TVRIPGDKSI SHRSFMFGGL ASGETRITGL LEGEDVINTG KAMQAMGARI RKEGDTWIID GVGNGGLLAP EAPLDFGNAA
TGCRLTMGLV GVYDFDSTFI GDASLTKRPM

131

260

CP4EPSPS 3 GRVLNPLREM GVQVKSEDGD RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG
RGKLTGQVID VPGDPSSTAF PLVAALLVPG

CP4EPSPS 5 GRVLNPLREM GVQVKSEDGD RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG
RGKLTGQVID VPGDPSSTAF PLVAALLVPG

CP4EPSPS 6 GRVLNPLREM GVQVKSEDGD RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG
RGKLTGQVID VPGDPSSTAF PLVAALLVPG

CP4EPSPS 4 GRVLNPLREM GVQVKSEDGD RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG
RGKLTGQVID VPGDPSSTAF PLVAALLVPG

Consensus GRVLNPLREM GVQVKSEDGD RLPVTLRGPK TPTPITYRVP MASAQVKSAV LLAGLNTPGI TTVIEPIMTR DHTEKMLQGF GANLTVETDA DGVRTIRLEG
RGKLTGQVID VPGDPSSTAF PLVAALLVPG

261

390

CP4EPSPS 3 SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL RVKESDRLSA
VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL

CP4EPSPS 5 SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL RVKESDRLSA
VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL

CP4EPSPS 6 SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL RVKESDRLSA
VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL

CP4EPSPS 4 SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL RVKESDRLSA
VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL

Consensus SDVTILNVLM NPTRTGLILT LQEMGADIEV INPRLAGGED VADLRVRSST LKGVTVPEDR APSMIDEYPI LAVAAAFAEG ATVMNGLEEL RVKESDRLSA
VANGLKLNGV DCDEGETSLV VRGRPDGKGL

391
520
CP4EPSPS 3 GNASGAAVAT HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFM--- FGGLASGETR ITGLLEGEDV INTGKAMQAM GARIRKEGDT WIIDGVGNGG
LLAPEAPLDF GNAATGCRLT MGLVGVYDFK
CP4EPSPS 5 GNASGAAVAT HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMDLM FGGLASGETR ITGLLEGEDV INTGKAMQAM GARIRKEGDT WIIDGVGNGG
LLAPEAPLDF GNAATGCRLT MGLVGVYDFK

CP4EPSPS 6 GNASGAAVAT HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMD-- —————-—--— ——- LLEGEDV INTGKAMQAM GARIRKEGDT WIIDGVGNGG
LLAPEAPLDF GNAATGCRLT MGLVGVYDFK
CP4EPSPS 4 GNASGAAVAT HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMDL- —--—-————- MAGLGAKIEL SDTGKAMQAM GARIRKEGDT WIIDGVGNGG
LLAPEAPLDF GNAATGCRLT MGLVGVYDFK
Consensus GNASGAAVAT HLDHRIAMSF LVMGLVSENP VTVDDATMIA TSFPEFMDL. .......... . .GLLEGE#V 1#TGKAMQAM GARIRKEGDT WIIDGVGNGG

LLAPEAPLDF GNAATGCRLT MGLVGVYDFK

521 543
CP4EPSPS 3 RIMLGNFSEI ISIFLGISAV TGE
CP4EPSPS 5 RIMLGNFSEI ISIFLGISAV TGE
CP4EPSPS 6 RIMLGNFSEI ISIFLGISAV TGE
CP4EPSPS 4 RIMLGNFSEI ISIFLGISAV TGE
Consensus RIMLGNFSEI ISIFLGISAV TGE
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Tabla 17. Resultados de los calculos obtenidos de las proteinas teoricas

Fragmento Punto Isoeléctrico | Peso molecular (Da)
CP4 EPSPS 3 5.05 56503.76
CP4 EPSPS 4 5.09 55687.94
CP4 EPSPS 5 5.01 56863.20
CP4 EPSPS 6 5.00 55371.48

De acuerdo a los resultados previos de este estudio y a los publicados,
cabe la posibilidad de la existencia de mas de una proteina CP4 EPSPS. Sin
embargo, aun no se sabe si son el resultado de isoformas de la misma o de
proteinas de fusién, como lo reporta Rang y col. (2005). Faltan mas estudios para
comprobar lo anterior puesto que los pesos moleculares tedricos obtenidos en
este estudio (Tabla 17) son mayores a 47 kDa y no corresponden a los reportados

por APEC mencionados en los antecedentes.

Es importante mencionar que los pesos moleculares obtenidos mediante
densitometria de las bandas del gel de electroforesis mostrado en la Figurall,
fueron parecidos a los calculados tedricamente, corroborando asi que existen al

menos cuatro isoformas de esta proteina, que requeriran ser caracterizadas.
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5. Comparaciéon del perfil electroforético del extracto proteinico en

geles de poliacrilamida.

Los extractos proteinicos de las muestras de soya GM y No-GM fueron
analizados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes para comparar dichas muestras y observar si habria alguna
diferencia entre éstas. En la Figura 13 se presenta el gel a partir de los extractos

proteinicos de las muestras del norte del pais, identificadas como No-GM.

MM SH SE SC1 SC2 MM

kDa

200 kDa

116.25 97.40

97.40

66.20 66.20
45.0

45.0
31.0
21.5

Figura 13. Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes al
10%, tefiido con azul de Coomasie. Se muestra el patrén de bandeo de
los extractos proteinicos de las muestras de soya provenientes del
norte del pais (SH, SE, SC1 y SC2).En los carriles de los extremos se
localizan los marcadores de peso molecular (Bio-Rad). MM. Marcador
Molecular
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MM STA STO SFL SNA MM
kDa
200 kDa
116.25 97.40
97.40
66.20 66.20
45.0 45.0

31.0

Figura 14. Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes al
10%, tefiido con azul de Coomasie, de los extractos proteinicos STA,
STO, SFL y SNA. En los carriles de los extremos se localizan los
marcadores de peso molecular (MM).

En la Figura 14 se muestra el perfil proteico de las muestras de la regidén central
del pais, consideradas GM, dos de las cuales contienen un porcentaje
considerable de granos transgénicos (STO: 3.74 % y SFL:10.08 %) segun la
cuantificacion por PCR en tiempo real. No se encontraron diferencias entre las
muestras de granos transgénicos y las de no transgénicos. Sin embargo, si las
hubo entre los geles (correspondientes a diferentes zonas del pais) y entre las
mismas muestras que se presentan en cada gel, una mayor cantidad de proteinas
en la regidn correspondiente a los 45 y 66.20 kDa. No se sabe si estas diferencias
pudieran deberse a la expresion de la proteina transgénica respecto a las demas,
es decir, que pueda incrementar o disminuir la concentracion de las proteinas
enddgenas de la soya. También, podrian atribuirse dichas diferencias a la
variedad de la soya, la zona y condiciones de cultivo, asi como al estadio de

desarrollo de la planta.
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6. Isoelectroenfoque preparativo

Esta técnica se basa en la separacién de las proteinas seglin un
gradiente de pH generado por las anfolinas, que provoca que las proteinas
migren de acuerdo a su punto isoeléctrico, con la ventaja de que las
fracciones proteinicas obtenidas se obtienen en solucién, lo que facilita su
procesamiento posterior por otras técnicas. Otra de las ventajas de este
método es su capacidad de generar muestras homogéneas y que se puede
trabajar con pequefias cantidades. Sin embargo, tiene la desventaja de que
algunas proteinas pueden precipitarse (insolubilizarse) por encontrarse en

Su punto isoeléctrico (Smith, 1980).

A cada fraccion obtenida se le midié el pH y la absorbancia a 280 nm para
estimar la cantidad de proteina contenida en cada una de ellas y, posteriormente,
determinar en cudl(es) fraccidon(es) se encuentra la proteina de interés, para
continuar trabajando con ellas. Este experimento se realizé con 50 mL de extracto
de soya STO y 1.2 mL de anfolinas (se utilizé6 una mezcla de 0.6 mL de anfolinas

de 3.5 -5y 0.6 mL de anfolinas de 6 — 8), para generar el gradiente de pH.

En la Figura 15 se observa el grafico del isoelectroenfoque, en donde se
muestra el gradiente de pH formado (linea con cuadros) y las absorbancias a 280
nm (linea con circulos). De las 20 fracciones obtenidas, dos de ellas fueron
mayoritarias, la fraccion 11y la 12, que presentaron una lectura de absorbancia de

0.465 y 0.539 respectivamente.
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Figura 15. Gréfico de las mediciones de pH y absorbancia del isoelectroenfoque
preparativo. La linea con cuadros muestra el gradiente de pH formado y la linea con
circulos las absorbancias a 280 nm.

Cada una de las 20 fracciones colectadas fue sometida a la prueba de
ELISA para identificar en qué fraccion(es) esta(n) presente(s) las proteinas
capaces de reaccionar con los anticuerpos anti-CP4EPSPS del kit antes

mencionado.

6.1 ELISA

Este analisis permitié elucidar cuales de las fracciones obtenidas por el
isoelectroenfoque preparativo contenian a la proteina de interés. Los resultados se
presentan en la Tabla 18. Enseguida se describe el acomodo de las fracciones y
los controles. Se utilizaron 24 pozos para las 20 fracciones, dos pozos para el
control negativo, el cual es el amortiguador PBS, y dos pozos mas para el control

positivo, que en este caso es extracto proteinico de la muestra STO.
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Tabla 18. Valores de lectura de ELISA de las 20 fracciones obtenidas por

isoelectroenfoque

Fraccién Absorbancia (630nm)
PBS 0.044
PBS 0.045

1 0.051
2 0.042
3 0.049
4 0.046
5 0.044
6 0.050
7 0.987
8 1.234
9 1.438
10 1.347
11 1.198
12 1.374
13 0.996
14 0.198
15 0.052
16 0.057
17 0.043
18 0.044
19 0.044
20 0.048
Ctrl + 1.567
Ctrl + 1.601
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Las fracciones 7 a 14 son las que presentaron una lectura mayor a 560 nm,
es decir que en éstas se encuentra la proteina de interés capaz de reaccionar
inmunoloégicamente con los anticuerpos anti-CP4EPSPS y formar el compuesto
colorido. La fraccibn nueve fue la que tuvo mayor cantidad de proteina

CP4EPSPS, teniendo valores cercanos al control positivo de la reaccion.

7. Cromatografia de intercambio i6nico

Con base en el punto isoeléctrico tedrico de 5.18 de la proteina heteréloga
buscada, obtenido de la base de datos expasy, y después de varios ensayos
preliminares en los que se combinaron tipos de columnas y condiciones, se eligié
la combinacion de dos tipos de columnas de intercambio anidnico: DEAE-FF y Q-
FF. La muestra analizada fue el extracto proteinico de la fraccion nueve obtenida

del isoelectroenfoque preparativo obteniéndose los siguientes resultados.

7.1 Columna de intercambio aniénico DEAE-FF

Primero se trabajé con la columna de DEAE-FF, con las condiciones
mencionadas en materiales y métodos. Después de la corrida, se obtuvieron 43
fracciones, a las cuales se les midi6 su absorbancia a 280 nm. Las ultimas
fracciones (28-43) fueron descartadas por su baja o nula concentracién de
proteina. En las fracciones obtenidas se observan dos picos donde cabia la
posibilidad que se encuentrara la proteina de interés, ya que segun las lecturas de
absorbancias a 280nm, es donde habia mayor concentracion de proteinas (Figura
16). El primer pico corresponden a las fracciones que no se retienen en la
columna, mientras que el segundo pico muestra las fracciones que se retiene y

gue se van eluyendo conforme aumenta el gradiente del amortiguador salino.
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Figura 16. Perfil de absorbancias de la columna DEAE-FF. Se utilizé un gradiente lineal

de 0-100 %, flujo de 1ml/min. Buffer de equilibrio: Tris-HCI 50 mM, pH 7.1 y buffer de elucion: Tris-
HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 7.1.

Se les realizo el ELISA a las fracciones 1 a la 27, de acuerdo con las
condiciones mencionadas en materiales y métodos, para detectar la proteina
CP4EPSPS. Se consideraron como muestras positivas las que presentaron una
lectura mayor a 0.3 en el kit de ELISA. Si las lecturas dan entre 0.1 y 0.3, los
resultados son indeterminados, requiriendo un mayor andlisis y cuando las
lecturas estan por debajo de 0.1 se consideran negativas. Los resultados se

presentan en la Tabla 19.

Tabla 19. Lecturas de la placa de ELISA de las fracciones de la columna de
DEAE-FF

Fraccion Absorbancia (630 nm)
PBS 0.066
PBS 0.065

1 0.059
2 1.459
3 1.38
4 1.006
5 0.913
6 0.771
7 0.948
8 0.311
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Fraccion Absorbancia a 630 nm

9 0.264

10 0.184

11 0.203

12 0.144

13 0.069

14 0.21

15 0.245

16 1.127

17 1.543

18 1.71

19 1.429

20 1.389

21 0.238

22 0.994

23 1.307

24 0.924

25 0.461

26 0.247

27 0.216

Ctrl + (200 pug) 1.729
Ctrl + (500 pug) 1.64
Ctrl + (1 mg) 1.827

Las muestras que estan en rojo en la tabla 19 (fracciones 2-8, 16-20 y de la

22 a la 25), son las que presentaron una lectura mayor a 0.3, indicando que

efectivamente se encuentra la enzima CP4EPSPS en dichas fracciones.

A continuacion (Tabla 20), se presenta la eficiencia de recuperacion de la

columna DEAE-FF, respecto a la proteina total y la heterdloga.
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Tabla 20. Eficiencia de recuperacion de la columna DEAE-FF.

Al inicio A la salida de la columna | % de recuperaciéon
Proteina total 3.6 mg 2.264 mg 62.8 %
CP4EPSPS 26.64 ug 15.63 ug 58.6%

Con base en su punto isoeléctrico tedrico y las condiciones de corrida para
esta columna, se hubiera esperado que la proteina se hubiera retenido hasta el
final del gradiente. Como su punto isoeléctrico tedrico es de 5.18, tendria mas
grupos cargados negativamente y en una columna de intercambio anidnico,

caracterizada por tener unidos grupos catiénicos (-CH>-N(CH3) 3%), la afinidad de

la proteina por la columna seria mayor y la separacion se daria con base en el
cambio de la concentracion de sal de la fase movil, de tal forma que se cree un
gradiente salino (Nelson, 2001). Basandose en los resultados, cabe la posibilidad
de que existan isoformas de la proteina, o bien, la concentracion de proteina
hubiera sido excesiva, provocando que no se retuviera y se eluyera desde el inicio

de la corrida.

7.2 Columna de intercambio aniénico Q-FF

Posteriormente, se utilizé la columna Q-FF, esperando que al igual que la
columna anterior, si la columna tiene grupos cationicos, al tener un punto
isoeléctrico de 5.18, la proteina tendria mayor afinidad por la columna y la
separacion se daria con base al cambio de la concentracién de sales de la fase
movil. Se inyecto la fraccion de mayor lectura de la columna anterior (fraccién 18
con una lectura de 1.71), en las condiciones que se mencionan en Materiales y
Métodos y se obtuvieron 32 fracciones. A cada fraccion obtenida se le midio la
absorbancia a 280 nm para poder discriminar muestras y realizar el ELISA sélo a
las que contenian proteina.

En la figura 17 se presenta el perfil de absorbancias de la columna Q-FF.
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Figura 17. Perfil de absorbancias de las fracciones obtenidas con la columna Q-FF. Se utilizé
un gradiente de 0-100 %, flujo de 1mlILmin., buffer de inicio: Tris-HCI 50mM, pH 7.5 y buffer de

elucién: Tris-HCI 50 mM, NaCl 1.0 M, pH 7.5

De acuerdo a la lecturas de absorbancia, se les realiz6 ELISA a las fracciones 4-8

y 18-30, ya que las demas muestras presentaban una absorbancia muy pequefia 'y

en la mayoria de los casos negativa. Los resultados del ELISA se muestran en la

Tabla 21, presentandose en rojo las fracciones consideradas como positivas.

Tabla 21. Lectura de la placa de las fracciones de la columna Q-FF

Fraccion Absorbancia (630 nm)

PBS 0.044
PBS 0.045

4 0.059

5 0.083

6 0.292

7 0.277

8 0.258

18 0.159

19 0.608
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Fraccion Absorbancia a 630 nm
20 1.006
21 1.188
22 1.235
23 1.211
24 1.118
25 1.066
26 0.981
27 0.727
28 0.477
29 0.251
30 0.174

Ctrl. + 1.47
Ctrl. + 1.403
SC1 0.061

A continuacién (Tabla 22) se presenta la eficiencia de recuperacion de la

columna Q-FF, respecto a la proteina total y la CP4EPSPS.

Tabla 22. Eficiencia de recuperacion de la columna Q-FF

Al inicio A la salida de la columna | % de recuperaciéon
Proteina total 198 ug 38.6 ug 19.5 %
CP4EPSPS 23 g 2.07 ug 9.13 %

A las fracciones positivas se les realiz6 una electroforesis en gel de

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes para observar su patrén de

bandeo, con la finalidad de corroborar si en alguna de las fracciones se contaba

con bandas especificas. Se realizaron dos geles, uno para las fracciones 4 - 8 y

otro para las fracciones 18 - 30. Se sabia que habia proteina porque el ELISA fue

positivo para estas fracciones; sin embargo, como no se pudo cuantificar por

ningun meéetodo se sabia que se contaba con muy poca cantidad de proteina en
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cada fraccion. Por lo tanto, se realizaron geles de acrilamida de 1 mm de espesor,
se cargaron 30 pL en cada carril que fue lo que mas se podia cargar y se tifié con
plata. El patron de bandeo después de pasar las muestras por las columnas de
DEAE-FF y Q-FF se puede observar en las figuras 20 y 21. También es importante
mencionar que la cantidad de 2.07 ug de proteina heteréloga es demasiado baja

como para ocasionar efectos adversos a la salud humana o animal e incluso al
ambiente.

Fracciones

MM 4 5 6 7 8 18 19 20 21

97.40 kDa
66.20

45.0

31.0

21.5

Figura 18. Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS PAGE al
10%, tefiido con plata. Muestra el perfil electroforético de las proteinas después de
las columnas DEAE y Q.

En la Figura 18 se observa que en los carriles 6, 7 y 8, aparece una banda
aislada (43.21 kDa) que podria tratarse de la proteina buscada. Aunque la lectura
en ELISA resulté baja (0.292, 0.277 y 0.258, respectivamente) podria ser que esté
muy diluida ( 0.12 ng/mL) y no se tenga la cantidad suficiente para una lectura

mayor. Para identificarla plenamente, se decidié secuenciar dicha banda.

En la figura 19 se observa el perfil electroforético de las fracciones 22 a la

30. En éstas, las fracciones 22 a 28 tuvieron una sefial positiva en ELISA pero se
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observa mas de una banda. Es decir, presuntamente pueden existir isoformas de
la proteina EPSPS (Markert, 1975), ya que en sorgo se ha reportado tres (Ream, y
col., 1988) y en maiz dos (Forlani, y col., 1994).

Fracciones

MM 22 23 24 25 26 27 28 29 30

97.40 kDa
66.20
45.0
43.21 kDa

31.0

21.5

Figura 19. Gel de electroforesis en condiciones desnaturalizantes SDS PAGE al
10%, tefiido con plata. Muestra el perfil electroforético de las proteinas después de
las columnas DEAE y Q.
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Con la finalidad de aislar la proteina de la fraccion siete para su
secuenciacion y analisis por espectroscopia de masas, se realiz6 una
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (Figura
20).

MM Fracciéon 7

kDa
97.40
66.20

45.0

31.0

21.5

14.0

Figura 20. Perfil electroforético de la fracciéon 7 obtenida a partir de
columnas de intercambio aniénico DEAE y Q. Gel de electroforesis
en condiciones desnaturalizantes SDS PAGE al 10%, tefiido con plata.
Muestra la proteina que se logr6 separar mediante el uso de las
columnas de intercambio aniénico DEAE y Q. La banda presenta un
peso molecular aparente de 43 KDa.

Con referencia a los marcadores de peso molecular, se determiné el peso
de la banda obtenida en la fraccion siete y se obtuvo una masa molecular de 43.21
kDa. Esta banda se analiz6 por espectrometria de masas, para caracterizar el

peso molecular que tiene.
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8. Espectrometria de Masas

La espectrometria de masas se realiz6 a la proteina separada en la fraccion
siete con un peso molecular aproximado de 43 kDa (datos proporcionados por la
densitometria). Para ello, se cortd la banda y se mandd al Laboratorio de
Espectroscopia, en el Instituto de Quimica para analizarla en el espectroscopio
Esquire 6000.

A continuacion se muestra el reporte de desconvoluciones de los componentes del

espectro de masas.

+MS, 100%=3843

Intens.] aer00007.d: +MS, 100%=3843]

40004

3000

20007

12294
10007

1824.2 2282.2
0 da sl . S T —
500 1000 1500 2000 2500 m/z

Component Molecular Molecule Absolute Relative

Mass Abundance Abundance
: 43815.0 [M + H]+ 1312 55.50
B 46008.7 [M + H]+ 1541 65.19
c 46964.7 [M + H]+ 1324 56.01
D 44147.0 [M + H]+ 1447 61.21
E 43086.1 [M + H]+ 1207 51.06
F 43042.1 [M + H]+ 1968 83.25
G 43239.6 [M + H]+ 2364 100.00
H 45248.4 [M + H]+ 1347 56.98
I 45518.6 [M + H]+ 1256 53.13
J 44108.4 [M + H]+ 1062 44.92

Figura 21. Espectro de masas de la fraccidn siete.

De acuerdo a la Figura 21, se observa que la fraccion siete no se compone
de una sola proteina, sino que dicho resultado muestra la presencia de diez
componentes (A — J) de diferente pesos moleculares. La que se encuentra en
mayor cantidad es una proteina de 43239.6 Da, basandonos en los resultados de
la abundancia relativa arrojados en el estudio. Esto es una evidencia mas que nos
lleva a pensar que puede existir mas de una proteina heterdloga, ya sean
isoformas, proteinas de fusion o bien, podrian ser formas de degradacion

proteolitica.
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9. Secuenciacion

Con la finalidad de corroborar la identidad de los productos de la
cromatografia de intercambio i6nico, se mandé a secuenciar la banda
correspondiente a la fraccion 7. De ésta, se lograron secuenciar siete
aminoécidos, los cuales fueron: M A Q V S | C. Cabe mencionar que se realizd por

duplicado y se obtuvo el mismo resultado.

A ésta secuencia se le realiz6 un BLAST en el GeneBank, resultando con

un 85% de homologia con la EPSPS de Arabidopsis thaliana (Figura 22).

ID:1158870222-1160-41818478720.BLASTQ4

>sp|P05466|AROA_ARATH 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase, chloroplast
precursor (EC 2.5.1.19) (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) (EPSP synthase)
- Arabidopsis thaliana

MAQVSRICNGVQNPSL ISNLSKSSQRKSPLSVSLKTQQHPRAYP ISSSWGLKKSGMTLIG
SELRPLKVMSSVSTAEKASEIVLQPIREISGLIKLPGSKSLSNRILLLAALSEGTTVVDN
LLNSDD INYMLDALKRLGLNVETDSENNRAVVEGCGGIFPASIDSKSDIELYLGNAGTAM
RPLTAAVTAAGGNASYVLDGVPRMRERP I GDLVVGLKQLGADVECTLGTNCPPVRVNANG
GLPGGKVKLSGSI1SSQYLTALLMSAPLALGDVEIEIVDKLI1SVPYVEMTLKLMERFGVSV
EHSDSWDRFFVKGGQKYKSPGNAYVEGDASSACYFLAGAAITGETVTVEGCGTTSLQGDV
KFAEVLEKMGCKVSWTENSVTVTGPPRDAFGMRHLRA I DVNMNKMPDVAMTLAVVALFAD
GPTTIRDVASWRVKETERMIAICTELRKLGATVEEGSDYCVITPPKKVKTAEIDTYDDHR
MAMAFSLAACADVPITINDSGCTRKTFPDYFQVLERITKH

Figura 22. Secuencia de aminoacidos obtenida de la fraccién siete con el
algoritmo BLAST con la base de datos del GenBank.

La construccidon genética reportada por Monsanto especifica que sus
elementos fueron el promotor CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor, el
péptido de transito de Petunia hybrida, el transgén de Agrobacterium tumefaciens
cepa CP4 y el terminador NOS, también de A. tumefaciens. Sin embargo, el
resultado obtenido del Blast anterior, no concuerda con dicha construccion. Esto
podria deberse a la existencia de otro plasmido de transformacion con el que se
ensay0 y probablemente transformé el cultivo en cuestion. Se realizd una

biusqueda en la base de datos de las Patentes de los Estados Unidos
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(USPTO.GOV), con la finalidad de encontrar una posible respuesta a la alineacion
encontrada, puesto que existia la posibilidad de que la informacion molecular
proporcionada por Monsanto en los expedientes regulatorios no correspondiera

con el resultado de esta secuenciacion.

Se encontraron una serie de patentes correspondientes a la soya
Roundup Ready®, entre ellas, las patentes 5,717,084, y la 5,728,925 (Herrera-
Estrella y col., 1998) en las que se reivindica un gen quimérico que codifica para

un péptido de transito y un péptido heterdlogo.

En estas patentes aparecen las siguientes secuencias de los péptidos de

transito:
MASMISSSAVTTVSRASRGQSAAVAPFGGLKSMTGFPVKKVNTDITSITSNGGRVKC
MAASSSSSMALSSPTLAGKQLKLNPSSQEIGAARPT

Correspondiendo al gen de la ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa, y al gen

de union de la clorofila a/b respectivamente.

Ademas de estos péptidos de transito, en la patente 5,633,435 (Barry y
col.,1997), se encontraron transformaciones con otros CTPs provenientes de
diferentes organismos como la subunidad pequefia de la RUBISCO, Ferredoxina,
Ferredoxina oxidoreductasa y la Tioredoxina. En esta misma patente también
reportaron péptidos de transito sintéticos como el creado entre el CTP de la
EPSPS de Arabidopsis thaliana y secuencias que codifican para la CP4EPSPS.
Este fue construido por mutagénesis dirigida y presenta un sitio de restriccion
Sphly se le denomind CTP2 (Anexo |). Posteriormente se construyé otro péptido
de transito con un nuevo sitio de restriccion a EcoRIl, denominado CTPS3,
construido fusionando la secuencia del CTP de Arabidopsis con la CP4EPSPS.
Ambos péptidos de transito importaron tan eficientemente la CP4EPSPS al
cloroplasto como el control con el que hasta entonces se contaba que era el de

Petunia. Esta patente menciona que la soya fue transformada al principio por el
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método de biobalistica, descrita (Christou y col.,, 1988) con el plasmido

pMON213640 (Figura 23) en el que se observa que solamente contiene el péptido
de transito de Petunia, el CTP4.
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Figura 23. Plasmido pMON13640. Contiene el péptido de transito al cloroplasto
de Petunia hibrida (CTP4).

La compafia Monsanto continud realizando mas construcciones genéticas y
entre ellas utilizaron el pldsmido pMON17131 (Figura 24) para transformar
diferentes plantas como Arabidopsis, soya, maiz, trigo, papa, tomate, algoddn,
lechuga y betabel (Barry y col., 1997). En este plasmido se observa que utilizaron
el CTP2 en la construccién, el cual proviene de Arabidopsis. Indicando que
probablemente la compafila Monsanto estuvo o estd mezclando los diferentes
eventos de soya que obtuvo en las diferentes transformaciones y que por ese
motivo se identificd el CTP2 de Arabidopsis y no de Petunia.
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Figura 24. Plasmido pMON17131. Contiene el péptido de transito al cloroplasto de
Arabidopsis thaliana (CTP2).

Por lo tanto, el producto obtenido a partir de la secuenciacion para este
estudio: M A Q V S I C, alinea con la secuencia de Arabidopsis, reportada en la
patente numero 5,633,435 de Barry y col., (1997) mencionado anteriormente. Es
decir, la alineacion es con el péptido CTP2 y no con el CTP4 del péptido de

Petunia declarado por Monsanto para la construccibn empleada en
transformacion de la soya.

la

Asi mismo, se puede llegar a presumir que no se esta expresando una
proteina heterdloga sino de al menos cuatro, las cuales podrian tratarse de
isoformas o bien, de proteinas de fusion, asi también podria ser que la ingenieria
genética empleada por los desarrolladores de este OGM hayan utilizado una
mezcla de diferentes plasmidos para la obtencion de esta soya. O se trate de una

mezcla de soyas GM con diferentes construcciones genéticas.
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No se descarta totalmente la posibilidad de haber purificado la EPSPS
propia de la soya, pero las probabilidades son minimas, ya que, primero, el kit
utilizado para la identificacion de la heteréloga es especifico para detectar a la
transgénica. Segundo, en la secuenciaciéon del fragmento de ADN hubiera
alineado también con alguna secuencia de la soya silvestre, al igual que con la
secuenciacion del amino terminal, hubiera alineado con algun fragmento de la
soya convencional, ya que la secuencia MAQVSIC es de Arabidopsis thaliana,
utilizdndose el CTP2 de ésta para obtener el plasmido pMON17131 utilizado para
realizar las primeras transformaciones con soya, maiz y trigo entre otros.

Para confirmar la separacion de la CP4EPSPS se podria concentrarse la
fraccion donde se encuentra esta proteina y posteriormente mandando a
secuenciar la parte del sitio activo al glifosato para observar los aminoacidos que

fueron sustituidos.
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VIIl. CONCLUSIONES

La contribucién hasta el momento de este trabajo fue la verificacién e
identificacion de muestras de soya GM con base en técnicas moleculares como
PCR punto final, asi como la cuantificacion por RTQ-PCR. La ventaja de esta
Ultima es que requiere un arreglo 6ptico que permite detectar fluorescencia, es
mas caro en comparacion de la PCR convencional, pero es mas rapido y, en
ocasiones, mas especifico (Meyer, 1999). Una vez seleccionada la muestra de
soya trangénica se logré la separacion de uno de los péptidos de la CP4EPSPS,
utilizando herramientas de purificacion como el isoelectroenfoque preparativo y la
cromatografia de intercambio anionico (DEAE y Q). La cromatografia de
intercambio i6nico es el método que se utiliza con mayor frecuencia para
purificacion de proteinas. Ya que es un método en el que se ha observado una
alta resolucién en la separacion de las proteinas, es relativamente facil de realizar
y de bajo costo. En primera instancia, se separd una banda equivalente a 43.21
kDa, que da sefial positiva en ELISA. No es de extrafiarse que esta proteina se
visualice con un peso molecular menor, ya que Monsanto ha reportado que se ha
llegado a visualizar esta proteina aproximadamente de 46 kDa en geles de SDS y
Western blot, con un peso molecular especifico de 47.6 kDa dado a las
condiciones del gel, especificamente al tamafio del poro del mismo (Monsanto
2000). Es necesario corroborar que no haya proteinas heterélogas
“enmascaradas” en esa banda. Al mandar a secuenciar la banda que se separaré,
se detectd que el péptido de transito es de un organismo diferente al reportado, es
decir, proviene de Arabidopsis thaliana y no de Petunia hybrida. Esto no quiere
decir que no esté presente el gen del péptido de Petunia, sino que al encontrarse
al menos cuatro péptidos heterélogos, segun los resultados del ELISA, es
altamente probable que uno de los péptidos encontrados si contenga el CTP de
Arabidopsis. Ademas, existen diferentes trabajos donde sugieren la posibilidad de
la existencia de mas de un péptido heterélogo presente en la soya GTS 40-3-2.
Uno de estos, es el trabajo reportado por Rang, 2005 donde demuestra la

existencia de cuatro ARNm, obtenidos a partir del salto que hace la polimerasa del
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coddn de término. Esto lleva a la transcripcion del fragmento adicional de menor
tamafio que también se encuentra en la construccion de este evento, dando pie a

la existencia de proteinas de fusion.

Tomando en cuenta los archivos regulatorios con informacién puablica de
libre acceso que la Compafia Monsanto ha presentado a las autoridades
competentes, no se ha reportado la existencia de mas de una proteina hetérologa

en la soya.

De este trabajo experimental se concluye que pueden existir por lo menos
la expresion de cuatro péptidos heterdlogos, es decir, que podrian ser isoformas o
bien, proteinas de fusion. Sin embargo las evidencias anteriores no permiten
concluir que dicha expresion pueda repercutir en las proteinas endégenas de soya
o entre ellas mismas aunque existe la posibilidad de que puedan provocar algun

efecto en la planta.

Perspectivas

Se recomienda la purificacion de estos cuatro péptidos por cromatografia de
exclusién molecular o electroforesis capilar y la caracterizacion enzimatica y

cinética de los mismos.

Se recomienda también que la secuenciacion deberia de ser entre el final
del péptido de transito y el comienzo de la proteina EPSPS, ya que cuando se
realiza algan BLAST de este tipo de proteinas, los algoritmos predictivos no toman
en cuenta a la secuencia del péptido de transito, para llevar a cabo la prediccion, y
sblo se toma en cuenta el péptido maduro para la comparacion entre proteinas.
Asi que, cuando se mandara a secuenciar la proteina obtenida, si se lograria
identificar y comprobar, principalmente, qué péptido de transito se ha utilizado

para la transformacion.
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Anexo |

A continuacién se presentan las figuras que muestran las secuencias de ADN del
péptido de transito al cloroplasto (CTP) y la secuencia de aminoacidos codificada
derivada del CTP de la EPSPS de Arabidopsis thaliana (Anexo |, Fig. 9)

conteniendo el sitio de restriccion Sphl, a la cual se le denominé CTP2.

Las figuras 10A y 10B del anexo | muestran las secuencias de ADN y aminoacidos
del péptido de transito derivada del gen EPSPS de Arabidopsis thaliana y que

contiene el sitio de restriccion EcoRl, la cual se refiere como CTP3.

En el anexo Il se muestra los diferentes alineamientos del blast realizado al
producto de la secuenciacion del amino terminal que se realizé a la fraccidn siete

obtenida después de las columnas de intercambio idnico.
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Figura 9. Secuencia del péptido de transito de Arabidopsis thaliana

mostrando el sitio de restriccion Sphl (CTP2).
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Figura 10 A
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Figura 10B. Secuencia del péptido de transito de Arabidopsis

thaliana mostrando el sitio de restriccion EcoRI (CTP3).
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Secuencias de aminoacidos, obtenidas de las traducciones in silico de las

propuestas por Rang, 2005.

Primer fragmento, llamado:

CP4 EPSPS 3
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI 1DG
VGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTP
TPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQV IDVPG
DPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEV INPRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSM
IDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR
IAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGARIRKEGDTWI IDGVGNG
GLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFKRIMLGNFSEIISIFLGISAVTGE

pl/Mw tedéricos: 5.05 /7 56503.76
Segundo fragmento:

CP4 EPSPS 4
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI 1DG
VGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTP
TPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVIDVPG
DPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEVINPRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSM
IDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR
IAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAK IELSDTGKAMQAMGAR IRKEGDTW1 IDGVGNGGLLAPEAP
LDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFKRIMLGNFSEI1SIFLGISAVTGE

pl/Mw tedéricos: 5.09 / 55687.94
Tercer fragmento:

CP4 EPSPS 5
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI 1DG
VGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF IGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTP
TPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQV IDVPG
DPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEVINPRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSM
IDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR
IAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMFGGLASGETRI TGLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI 1DGV
GNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFKRIMLGNFSEIISIFLGISAVTGE

pl/Mw tedéricos: 5.01 / 56863.20

Cuarto fragmento:

CP4 EPSPS 6
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI 1DG
VGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTP
TPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQV IDVPG
DPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEVINPRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSM
IDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR
IAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFG
NAATGCRLTMGLVGVYDF KRIMLGNFSEIISIFLGISAVTGE

pl/Mw tedérico: 5.00 / 55371.48
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A continuacion se presentan los alineamientos obtenidos a partir del blast del
producto de la secuenciacion de la fraccion siete obtenido de las columnas de

intercambio idnico.

Blast Arabidopsis thaliana
Los aminoacidos obtenidos a partir de la proteina mandada a secuenciar se

alinearon y esto fue lo que se obtuvo:

Blast RID : 1159380265-18197-138564513526.BLASTQ2

>%  gi]15225450|ref|NP_182055.1] 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase [Arabidopsis thaliana]
gi 2583124 |gb]AAB82633.1] 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP)
synthase [Arabidopsis
thaliana]
gi|63003818]gb]AAY25438.1] At2g45300 [Arabidopsis thaliana]
gi|110742505]|dbj |BAE99170.1] 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate (EPSP)
synthase [Arabidopsis
thaliana]
Length=520

Score = 22.7 bits (46), Expect = 1430
Identities = 7/8 (87%), Positives = 7/8 (87%), Gaps = 1/8 (12%)

Query 1 MAQVS-IC 7
MAQVS IC
Sbjct 1 MAQVSRIC 8

gi]1351978]sp|P05466 | AROA_ARATH 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase, chloroplast precursor
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase) (EPSP synthase)
gi|295790]emb ]| CAA29828.1] EPSP [Arabidopsis thaliana]
Length=520

Score = 22.7 bits (46), Expect = 1430
Identities = 7/8 (87%), Positives = 7/8 (87%), Gaps = 1/8 (12%)

Query 1 MAQVS-IC 7
MAQVS IC
Shjct 1 MAQVSRIC 8

gi|66618|pir] | XUMUVS 3-phosphoshikimate l-carboxyvinyltransferase (EC
2.5.1.19) precursor

- Arabidopsis thaliana

Length=520
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Score = 22.7 bits (46), Expect = 1430
Identities = 7/8 (87%), Positives = 7/8 (87%), Gaps = 1/8 (12%)

Query 1 MAQVS-IC 7
MAQVS IC
Sbjct 1 MAQVSRIC 8

Blast péptido 1

1159379853-776-5263836019.BLASTQ4

5-enol-pyruvylshikimate-3-phospate synthase class 2 precursor
[Agrobacterium sp. CP4]
Length=527

Score = 970 bits (2508), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 527/527 (100%), Positives = 527/527 (100%), Gaps = 0/527 (0%)

Query 1 MAQ INNMAQG IQTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLVLKKDSIFMQKFC 60
MAQ INNMAQG IQTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLYVLKKDS I FMQKFC
Sbjct 1 MAQ INNMAQG IQTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLVLKKDS IFMQKFC 60

Query 61 SFRISASVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS ISHRSFMFGGLASGETRIT 120
SFRISASVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRIT
Sbjct 61 SFRISASVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS ISHRSFMFGGLASGETRIT 120

Query 121 GLLEGEDVINTGKAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMG 180
GLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMG
Sbjct 121 GLLEGEDVINTGKAMQAMGARIRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMG 180

Query 181 LVGVYDFDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYR 240
LVGVYDFDSTF I1GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYR
Sbjct 181 LVGVYDFDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYR 240

Query 241 VPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRL 300
VPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRL
Sbjct 241 VPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRL 300

Query 301 EGRGKLTGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADI 360
EGRGKLTGQV IDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADI
Sbjct 301 EGRGKLTGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADI 360

Query 361 EVINLRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLE 420
EVINLRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP I LAVAAAFAEGATVMNGLE
Sbjct 361 EVINLRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLE 420

Query 421 ELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAM 480
ELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAM
Sbjct 421 ELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAM 480

Query 481 SFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527
SFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 481 SFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527

gi1]18266432|gb|AAL67577.1|AF464188_1 CP4EPSPS [Glycine max]
gi 27549260 gb|AA017037.1] CP4EPSPS protein [synthetic construct]
Length=455
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Score = 814 bits (2103), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 452/455 (99%), Positives = 452/455 (99%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 73 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 132
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 133 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 192
KAMQAMGAR IRKEGDTWI I DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTW I I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 193 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 252
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 253 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 312
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240

Query 313 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 372
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINPRLAGGED 300

Query 373 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 432
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 433 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 492
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
Sbjct 361 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 420

Query 493 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

gi 8469107 |sp|Q9R4E4|AROA_AGRSC 3-phosphoshikimate l-carboxyvinyltransferase (5-
enolpyruvylshikimate-3-phosphate

synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

gi 114794058 | pdb|2GG4|A Chain A, Cp4 Epsp Synthase (Unliganded)

gi 114794059 |pdb|2GG6|A Chain A, Cp4 Epsp Synthase Liganded With S3p

gi 114794060 pdb|2GGAJA Chain A, Cp4 Epsp Synthase Liganded With S3p And
Glyphosate

Length=455

Score = 810 bits (2093), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 451/455 (99%), Positives = 451/455 (99%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 73 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 132
M HGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 133 KAMQAMGARIRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 192
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 193 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 252
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 253 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 312
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
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Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

181

313

241

373

301

433

361

493

421

LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEV INPRLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR 1 AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR IAMSFLVMGLVSENP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

240

372

300

432

360

492

420

gi]114794061|pdb|2GGDJA Chain A, Cp4 Epsp Synthase Alal00gly Liganded With S3p
And Glyphosate

Length=

Score

Identities

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

455

73

1

133

61

193

121

253

181

313

241

373

301

433

361

493

421

809 bits (2089), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
= 450/455 (98%), Positives = 450/455 (98%), Gaps = 0/455 (0%)

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
M HGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGAD IEV INPRLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

132

60

192

120

252

180

312

240

372

300

432

360

492

420

> 7 gi]15964006 | ref|NP_384359.1] !H 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase

[Sinorhizobium meliloti

1021]
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gi]21362380|sp|Q92SV5]AROA_RHIME 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

gi]15073182]emb ] CAC41690.1] !ﬂ PUTATIVE 3-PHOSPHOSHIKIMATE 1-
CARBOXYVINYLTRANSFERASE PROTEIN

[Sinorhizobium meliloti]

Length=455

Score = 770 bits (1988), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 410/455 (90%), Positives = 428/455 (94%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 73 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 132
M HG++ RPATARKSS L GT+RIPGDKSISHRSFMFGGLA+GETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGSNPRPATARKSSDLKGTLR IPGDKS I SHRSFMFGGLAAGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 133 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 192
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNG LLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTW I I1DGVGNGALLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 193 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 252
GDASLTKRPMGRVL+PLREMGVQVKS +GDRLPVTLRGPKTP PITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLDPLREMGVQVKSAEGDRLPVTLRGPKTPNPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 253 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 312
LLAGLNTPGITTV+EP+MT DHTEKMLQGFGANLTVETDA+GVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVVEPVMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDAEGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240

Query 313 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 372
VPGDPSSTAFPLVA L+VPGSD+TILNVLMNPTRTGLILTLQEMGA+IEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAGLIVPGSDITILNVLMNPTRTGLILTLQEMGANIEVMNKRLAGGED 300

Query 373 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 432
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYP+LAVAAAFAEG TVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYPVLAVAAAFAEGTTVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 433 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 492
VA+GLKLNGVDCDEGE SLVVRGRP GKGLG SG V THLDHRIAMSFLVMGL SE+P
Sbjct 361 VADGLKLNGVDCDEGEASLVVRGRPGGKGLGKISGGQVKTHLDHRIAMSFLVMGLASEHP 420

Query 493 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527
VTVDDATMIATSFPEFM LM GLGAKIE ++ KAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMGLMTGLGAKIEEAENKAA 455

>k gi 113871287 | ref|ZP_01411416.1] 3-phosphoshikimate 1l-carboxyvinyltransferase
[Sinorhizobium medicae
WSM419]

gi 113725959 gb|EAU07051.1] 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
[Sinorhizobium medicae
WSM419]

Length=456

Score = 745 bits (1923), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 407/455 (89%), Positives = 425/455 (93%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 73 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 132
M HG++ RPATARKSS L GTVRIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGSNPRPATARKSSDLKGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 133 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 192
+AMQAMGA+IRKEGDTWI IDGVGNG LLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 RAMQAMGAKIRKEGDTWI I1DGVGNGALLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120
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Query 193 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 252
GDASLTKRPMGRVL+PLREMGVQVKS +GDRLPVTLRGPKTP PITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLDPLREMGVQVKSAEGDRLPVTLRGPKTPNPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 253 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 312
LLAGLNTPGITTV+EP+MT DHTEKMLQGFGA+L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVVEPVMTRDHTEKMLQGFGADLSVETDRDGVRTIRLEGRGKLRGQVID 240

Query 313 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 372
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSD++1 NVLMNPTRTGLILTLQEMGA I1EV++ RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDLSIFNVLMNPTRTGLILTLQEMGARIEVLSSRLAGGED 300

Query 373 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 432
VADLRVR S LKGVTVPE+RAP MIDEYP+LAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRYSELKGVTVPEERAPSMIDEYPVLAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 433 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 492
VA GLKLNGVDCDEGE SLVVRGRP GKGLGN SG V THLDHRIAMSFLVMGL SE P
Sbjct 361 VAEGLKLNGVDCDEGEASLVVRGRPGGKGLGNDSGGQVKTHLDHRIAMSFLVMGLASERP 420

Query 493 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527
VTVDDATMIATSFPEFM LM GLGAKIE ++ KAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMGLMTGLGAKIEETENKAA 455

> gi]115254522|emb | CAKO5596.1] putative 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) [Rhizobium

leguminosarum bv. viciae 3841]

Length=452

Score = 733 bits (1893), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 387/449 (86%), Positives = 416/449 (92%), Gaps = 0/449 (0%)

Query 73 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 132
ML+G++S+PATARKS+GL+G+VRIPGDKSISHRSFM GGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MLNGSASKPATARKSAGLTGSVRIPGDKS I SHRSFMIGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 133 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 192
+AMQAMGARIRKEG W+1+G GNG LLAP+APLDFGNA TG RLTMGLVG YDF STFI
Sbjct 61 RAMQAMGAR IRKEGAQWV IEGTGNGALLAPDAPLDFGNAGTGVRLTMGLVGTYDFHSTFI 120

Query 193 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 252
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV + +GDRLPVTLRGP TP+PI YRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVSASEGDRLPVTLRGPGTPSPIRYRVPMASAQVKSAV 180

Query 253 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 312
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGAALSVETDGDGVRT IRLEGRGKLAGQVID 240

Query 313 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 372
VPGDPSSTAFPLVAAL+VPGSD+T I+NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALIVPGSDITIVNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVVNARLAGGED 300

Query 373 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 432
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAA FAEGATVM GLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAACFAEGATVMKGLEELRVKESDRLSA 360

Query 433 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 492
VA+GLKLNGVDCDEGE L+VRGRPDGKGLGNA+  V+THLDHRIAMSFLV+GL SE+
Sbjct 361 VADGLKLNGVDCDEGEDFLIVRGRPDGKGLGNAADGRVSTHLDHRIAMSFLVLGLASEHA 420
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Query 493 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIEL 521
VT+DDA MIATSFPEFM LM GLGAKIEL
Sbjct 421 VTIDDAAMIATSFPEFMQLMTGLGAKIEL 449

>k gi 61219221 sp|POA2Y4]AROA_PSES2 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

gi 61219222 |sp|POA2Y5]AROA_ACHSL 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate

synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

Length=449

Score = 697 bits (1798), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 371/450 (82%), Positives = 403/450 (89%), Gaps = 3/450 (0%)

Query 73 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 132
M H AS +PATAR+S L+G +RIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHSASPKPATARRSEALTGEIRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 133 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 192
+AMQAMGA+IRKEGD WII1+GVGNG LL PEA LDFGNA TG RLTMGLVG YD ++FI
Sbjct 61 RAMQAMGAK IRKEGDVWI INGVGNGCLLQPEAALDFGNAGTGARLTMGLVGTYDMKTSFI 120

Query 193 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 252
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV++ DGDR+P+TL GPKT PITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVEAADGDRMPLTL IGPKTANPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 253 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 312
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA+LTVETD DGVR IR+ G+GKL GQ 1D
Sbjct 181 LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGADLTVETDKDGVRHIRITGQGKLVGQTID 240

Query 313 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 372
VPGDPSSTAFPLVAALLYV GSDVTI NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVEGSDVTIRNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVLNARLAGGED 300

Query 373 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 432
VADLRVR+S LKGV VP +RAP MIDEYP+LA+AA+FAEG TVM+GL+ELRVKESDRL+A
Sbjct 301 VADLRVRASKLKGVVVPPERAPSMIDEYPVLAIAASFAEGETVMDGLDELRVKESDRLAA 360

Query 433 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 492

VA GL+ NGVDC EGE SL VRGRPDGKGLG G VATHLDHRIAMSFLVMGL +E P
Sbjct 361 VARGLEANGVDCTEGEMSLTVRGRPDGKGLG---GGTVATHLDHRIAMSFLVMGLAAEKP 417
Query 493 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELS 522

VTVDD+ MIATSFPEFMD+M GLGAKIELS
Sbjct 418 VTVDDSNMIATSFPEFMDMMPGLGAKIELS 447

Blast 20 péptido

RID : 1159378658-14542-198966671817.BLASTQ4

5-enol-pyruvylshikimate-3-phospate synthase class 2 precursor
[Agrobacterium sp. CP4]
Length=527

Score = 958 bits (2477), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
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Identities = 521/521 (100%), Positives = 521/521 (100%), Gaps = 0/521 (0%)

Query 1 MAQG IQTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLVLKKDS IFMQKFCSFRISA 60
MAQG IQTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLVLKKDS I FMQKFCSFRISA
Sbjct 7 MAQG IQTLNPNSNFHKPQVPKSSSFLVFGSKKLKNSANSMLVLKKDS I FMQKFCSFRISA 66

Query 61 SVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS ISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGE 120
SVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGE
Sbjct 67 SVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGE 126

Query 121 DVINTGKAMQAMGARIRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYD 180
DVINTGKAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYD
Sbjct 127 DVINTGKAMQAMGARIRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYD 186

Query 181 FDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASA 240
FDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASA
Sbjct 187 FDSTFIGDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASA 246

Query 241 QVKSAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKL 300
QVKSAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKL
Sbjct 247 QVKSAVLLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKL 306

Query 301 TGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLR 360
TGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLR
Sbjct 307 TGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLR 366

Query 361 LAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKE 420
LAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP I LAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKE
Sbjct 367 LAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKE 426

Query 421 SDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMG 480
SDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR IAMSFLVMG
Sbjct 427 SDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMG 486

Query 481 LVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 521
LVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 487 LVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 527

> gi]18266432]gb|AAL67577.1|AF464188 1 CP4EPSPS [Glycine max]
gi 27549260 gbJAA017037.1] CP4EPSPS protein [synthetic construct]
Length=455

Score = 812 bits (2097), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 452/455 (99%), Positives = 452/455 (99%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 67 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 126
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 127 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 186
KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTW I I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 187 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 246
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 247 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 306
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

307

241

367

301

427

361

487

421

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGAD IEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEV INPRLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 521
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

366

300

426

360

486

420

>k gi]8469107|sp|Q9R4E4 | AROA_AGRSC 3-phosphoshikimate 1l-carboxyvinyltransferase

(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)
gi|114794058 | pdb|2GG4|A Chain A, Cp4 Epsp Synthase (Unliganded)

Q

114794059 pdb|2GG6|JA Chain A, Cp4 Epsp Synthase Liganded With S3p

i | 114794060 | pdb | 2GGA | A

Glyphosate

Length=

Score

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

455

67

1

127

61

187

121

247

181

307

241

367

301

427

361

487

421

809 bits (2090), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 451/455 (99%), Positives = 451/455 (99%), Gaps = 0/455 (0O%)

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
M HGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI I DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
KAMQAMGAR IRKEGDTWI I DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEV INPRLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 521
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

Chain A, Cp4 Epsp Synthase Liganded With S3p And
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Anexos

>k gi|114794061 |pdb|2GGD]JA Chain A, Cp4 Epsp Synthase AlalO0gly Liganded With
S3p And Glyphosate
Length=455

Score = 808 bits (2086), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 450/455 (98%), Positives = 450/455 (98%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 67 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 126
M HGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 127 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF1 186
KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 187 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 246
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 247 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 306
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240

Query 307 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 366
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINPRLAGGED 300

Query 367 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 426
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 427 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 486
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
Sbjct 361 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 420

Query 487 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 521
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

> gi]15964006] ref|NP_384359.1] !ﬂ 3-phosphoshikimate l1-carboxyvinyltransferase
[Sinorhizobium meliloti

1021]

gi]21362380|sp|Q92SV5]AROA_RHIME 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

gi]15073182]emb ] CAC41690.1] !ﬂ PUTATIVE 3-PHOSPHOSHIKIMATE 1-
CARBOXYVINYLTRANSFERASE PROTEIN

[Sinorhizobium meliloti]

Length=455

Score = 769 bits (1986), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 410/455 (90%), Positives = 428/455 (94%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 67 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 126
M HG++ RPATARKSS L GT+RIPGDKSISHRSFMFGGLA+GETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGSNPRPATARKSSDLKGTLRIPGDKS I SHRSFMFGGLAAGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 127 KAMQAMGARIRKEGDTWIIDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF1 186
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNG LLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGALLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120



Anexos

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

>X  gi]113871287|ref|ZP_01411416.1]

187

121

247

181

307

241

367

301

427

361

487

421

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVL+PLREMGVQVKS +GDRLPVTLRGPKTP PITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVLDPLREMGVQVKSAEGDRLPVTLRGPKTPNP ITYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTV+EP+MT DHTEKMLQGFGANLTVETDA+GVRTIRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTVVEPVMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDAEGVRT IRLEGRGKLTGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGAD IEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVA L+VPGSD+TILNVLMNPTRTGLILTLQEMGA+IEV+N RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAGLIVPGSDITILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAN IEVMNKRLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYP+LAVAAAFAEG TVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYPVLAVAAAFAEGTTVMNGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VA+GLKLNGVDCDEGE SLVVRGRP GKGLG SG V THLDHRIAMSFLVMGL SE+P
VADGLKLNGVDCDEGEASLVVRGRPGGKGLGK ISGGQVKTHLDHR I AMSFLVMGLASEHP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 521
VTVDDATMIATSFPEFM LM GLGAKIE ++ KAA
VTVDDATMIATSFPEFMGLMTGLGAKIEEAENKAA 455

[Sinorhizobium medicae

WSM419]

gi | 113725959 gb | EAUO7051.1]

[Sinorhizobium medicae

WSM419]

Length=

Score

Identities

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

456

67

1

127

61

187

121

247

181

307

241

367

301

427

743 bits (1919),

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
M HG++ RPATARKSS L GTVRIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MSHGSNPRPATARKSSDLKGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
+AMQAMGA+IRKEGDTWI IDGVGNG LLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
RAMQAMGAKIRKEGDTWI IDGVGNGALLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVL+PLREMGVQVKS +GDRLPVTLRGPKTP PITYRVPMASAQVKSAV
GDASLTKRPMGRVLDPLREMGVQVKSAEGDRLPVTLRGPKTPNP ITYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPGITTV+EP+MT DHTEKMLQGFGA+L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
LLAGLNTPGITTVVEPVMTRDHTEKMLQGFGADLSVETDRDGVRT IRLEGRGKLRGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSD++1 NVLMNPTRTGLILTLQEMGA I1EV++ RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDLSIFNVLMNPTRTGL ILTLQEMGARIEVLSSRLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVR S LKGVTVPE+RAP MIDEYP+LAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVRYSELKGVTVPEERAPSMIDEYPVLAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP

3-phosphoshikimate l1-carboxyvinyltransferase

Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
= 407/455 (89%), Positives = 425/455 (93%), Gaps = 0/455 (0%)
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3-phosphoshikimate l-carboxyvinyltransferase

126

60

186

120

246

180

306

240

366

300

426

360

486



Anexos

Sbjct
Query

Sbjct

361

487

421

VA GLKLNGVDCDEGE SLVVRGRP GKGLGN SG V THLDHRIAMSFLVMGL SE P
VAEGLKLNGVDCDEGEASLVVRGRPGGKGLGNDSGGQVKTHLDHR I AMSFLVMGLASERP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 521
VTVDDATMIATSFPEFM LM GLGAKIE ++ KAA
VTVDDATMIATSFPEFMGLMTGLGAKIEETENKAA 455

> gi]115254522]|emb | CAKO5596.1] putative 3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) [Rhizobium
leguminosarum bv. viciae 3841]

Length=

Score

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

452

67

1

127

61

187

121

247

181

307

241

367

301

427

361

487

421

732 bits (1889), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 387/449 (86%), Positives = 416/449 (92%), Gaps = 0/449 (0%)

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
ML+G++S+PATARKS+GL+G+VRIPGDKSISHRSFM GGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MLNGSASKPATARKSAGLTGSVRIPGDKS I SHRSFMIGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
+AMQAMGARIRKEG W+1+G GNG LLAP+APLDFGNA TG RLTMGLVG YDF STFI
RAMQAMGAR IRKEGAQWV IEGTGNGALLAPDAPLDFGNAGTGVRLTMGLVGTYDFHSTFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV + +GDRLPVTLRGP TP+PI YRVPMASAQVKSAV
GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVSASEGDRLPVTLRGPGTPSP IRYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGAALSVETDGDGVRT IRLEGRGKLAGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAAL+VPGSD+T I+NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALIVPGSDITIVNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEVVNARLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAA FAEGATVM GLEELRVKESDRLSA
VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYP ILAVAACFAEGATVMKGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VA+GLKLNGVDCDEGE L+VRGRPDGKGLGNA+  V+THLDHRIAMSFLV+GL SE+
VADGLKLNGVDCDEGEDFL IVRGRPDGKGLGNAADGRVSTHLDHRIAMSFLVLGLASEHA

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIEL 515
VT+DDA MIATSFPEFM LM GLGAKIEL
VTIDDAAMIATSFPEFMQLMTGLGAKIEL 449

> gi 61219221 sp|POA2Y4]AROA_PSES2 3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)
gi]61219222|sp|POA2Y5]AROA_ACHSL 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase

(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

Length=

Score

Identities

449

696 bits (1796), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
= 371/450 (82%), Positives = 403/450 (89%), Gaps = 3/450 (0%)
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

Blast

67

127

61

187

121

247

181

307

241

367

301

427

361

487

418

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
M H AS +PATAR+S L+G +RIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MSHSASPKPATARRSEALTGEIRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI I DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
+AMQAMGA+IRKEGD WI1+GVGNG LL PEA LDFGNA TG RLTMGLVG YD ++FI
RAMQAMGAK IRKEGDVWI INGVGNGCLLQPEAALDFGNAGTGARLTMGLVGTYDMKTSFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV++ DGDR+P+TL GPKT PITYRVPMASAQVKSAV
GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVEAADGDRMPLTL IGPKTANP ITYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA+LTVETD DGVR IR+ G+GKL GQ 1D
LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGADLTVETDKDGVRHIRITGQGKLVGQTID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLYV GSDVTI NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALLVEGSDVT IRNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEVLNARLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVR+S LKGV VP +RAP MIDEYP+LA+AA+FAEG TVM+GL+ELRVKESDRL+A
VADLRVRASKLKGVVVPPERAPSMIDEYPVLAIAASFAEGETVMDGLDELRVKESDRLAA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VA GL+ NGVDC EGE SL VRGRPDGKGLG G VATHLDHRIAMSFLVMGL +E P
VARGLEANGVDCTEGEMSLTVRGRPDGKGLG---GGTVATHLDHR IAMSFLVMGLAAEKP

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELS 516
VTVDD+ MIATSFPEFMD+M GLGAKIELS
VTVDDSNMIATSFPEFMDMMPGLGAKIELS 447

péptido 3

RID: 1159378878-19785-145962769428. BLASTQ4

5-enol-pyruvylshikimate-3-phospate synthase class 2 precursor
[Agrobacterium sp. CP4]
Length=527

Score =
Identities = 482/482 (100%), Positives = 482/482 (100%), Gaps = 0/482 (0%)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

1

46

61

106

121

166

181

226

241

881 bits (2277),

MLVLKKDS I FMQKFCSFRISASVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS ISHR
MLVLKKDS I FMQKFCSFRISASVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS ISHR
MLVLKKDS I FMQKFCSFRISASVATACMLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS ISHR

SFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGAR IRKEGDTW I IDGVGNGGLLAPEAP
SFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGARIRKEGDTW I IDGVGNGGLLAPEAP
SFMFGGLASGETRITGLLEGEDV INTGKAMQAMGARIRKEGDTW I IDGVGNGGLLAPEAP

LDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF 1GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLP
LDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF I1GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLP
LDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF1GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLP

VTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTCDHTEKMLQGFGAN
VTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTCDHTEKMLQGFGAN
VTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAVLLAGLNTPGITTVIEP IMTCDHTEKMLQGFGAN

LTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQV IDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPT

Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
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LTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQV IDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPT
Sbjct 286 LTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVIDVPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPT 345

Query 301 RTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAV 360
RTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAV
Sbjct 346 RTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGEDVADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAV 405

Query 361 AAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNA 420
AAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNA
Sbjct 406 AAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSAVANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNA 465

Query 421 SGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTK 480
SGAAVATHLDHR IAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTK
Sbjct 466 SGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENPVTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTK 525

Query 481 AA 482
AA
Sbjct 526 AA 527

> gi]18266432]gb|AAL67577.1|AF464188 1 CP4EPSPS [Glycine max]
gi 27549260 gbJAA017037.1] CP4EPSPS protein [synthetic construct]
Length=455

Score = 805 bits (2080), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 452/455 (99%), Positives = 452/455 (99%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 28 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 87
MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 88 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 147
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTF I
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 148 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 207
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 208 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 267
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240

Query 268 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 327
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINPRLAGGED 300

Query 328 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 387
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 388 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 447
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
Sbjct 361 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 420

Query 448 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 482
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455
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> gi]|8469107|sp|Q9R4E4|AROA_AGRSC 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

gi 114794058 pdb]2GG4]A Chain A, Cp4 Epsp Synthase (Unliganded)

gi 114794059 |pdb|2GG6|A Chain A, Cp4 Epsp Synthase Liganded With S3p

gi 114794060 | pdb|2GGAJA Chain A, Cp4 Epsp Synthase Liganded With S3p And
Glyphosate

Length=455

Score = 803 bits (2073), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 451/455 (99%), Positives = 451/455 (99%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 28 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 87
M HGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 88 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 147
KAMQAMGAR IRKEGDTWI I DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 148 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 207
GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 208 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 267
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240

Query 268 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 327
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINPRLAGGED 300

Query 328 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 387
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 388 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 447
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
Sbjct 361 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 420

Query 448 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 482
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

>k gi|114794061 |pdb|2GGD]JA Chain A, Cp4 Epsp Synthase AlalO0gly Liganded With
S3p And Glyphosate
Length=455

Score = 801 bits (2069), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 450/455 (98%), Positives = 450/455 (98%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 28 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 87
M HGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 88 KAMQAMGAR IRKEGDTWI I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 147
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 148 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 207
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GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 208 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 267
LLAGLNTPGITTVIEPIMT DHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVIEPIMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID 240

Query 268 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 327
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVIN RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINPRLAGGED 300

Query 328 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 387
VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 388 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 447
VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
Sbjct 361 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 420

Query 448 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 482
VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 455

> gi]15964006] ref|NP_384359.1] !ﬂ 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
[Sinorhizobium meliloti

1021]

gi]21362380|sp|Q92SV5]AROA_RHIME 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

gi]15073182]emb ] CAC41690.1] !ﬂ PUTATIVE 3-PHOSPHOSHIKIMATE 1-
CARBOXYVINYLTRANSFERASE PROTEIN

[Sinorhizobium meliloti]

Length=455

Score = 763 bits (1971), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 410/455 (90%), Positives = 428/455 (94%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 28 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 87
M HG++ RPATARKSS L GT+RIPGDKSISHRSFMFGGLA+GETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGSNPRPATARKSSDLKGTLR IPGDKS I SHRSFMFGGLAAGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 88 KAMQAMGAR IRKEGDTW I I1DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 147
KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNG LLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 KAMQAMGAR IRKEGDTW I I1DGVGNGALLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 148 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 207
GDASLTKRPMGRVL+PLREMGVQVKS +GDRLPVTLRGPKTP PITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLDPLREMGVQVKSAEGDRLPVTLRGPKTPNPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 208 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 267
LLAGLNTPGITTV+EP+MT DHTEKMLQGFGANLTVETDA+GVRTIRLEGRGKLTGQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVVEPVMTRDHTEKMLQGFGANLTVETDAEGVRTIRLEGRGKLTGQVID 240

Query 268 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 327
VPGDPSSTAFPLVA L+VPGSD+TILNVLMNPTRTGLILTLQEMGA+IEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAGLIVPGSDITILNVLMNPTRTGLILTLQEMGANIEVMNKRLAGGED 300

Query 328 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 387
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYP+LAVAAAFAEG TVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYPVLAVAAAFAEGTTVMNGLEELRVKESDRLSA 360
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Query 388 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 447
VA+GLKLNGVDCDEGE SLVVRGRP GKGLG SG V THLDHRIAMSFLVMGL SE+P
Sbjct 361 VADGLKLNGVDCDEGEASLVVRGRPGGKGLGKISGGQVKTHLDHRIAMSFLVMGLASEHP 420

Query 448 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 482
VTVDDATMIATSFPEFM LM GLGAKIE ++ KAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMGLMTGLGAKIEEAENKAA 455

> gi]|113871287|ref|ZP_01411416.1] 3-phosphoshikimate 1l-carboxyvinyltransferase
[Sinorhizobium medicae
WSM419]

gi 113725959 gb|EAU07051.1] 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
[Sinorhizobium medicae
WSM419]

Length=456

Score = 737 bits (1903), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 407/455 (89%), Positives = 425/455 (93%), Gaps = 0/455 (0%)

Query 28 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 87
M HG++ RPATARKSS L GTVRIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHGSNPRPATARKSSDLKGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 88 KAMQAMGAR IRKEGDTW I IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 147
+AMQAMGA+IRKEGDTWI IDGVGNG LLAPEAPLDFGNA TGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
Sbjct 61 RAMQAMGAKIRKEGDTWI I1DGVGNGALLAPEAPLDFGNAGTGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 120

Query 148 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 207
GDASLTKRPMGRVL+PLREMGVQVKS +GDRLPVTLRGPKTP PITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLTKRPMGRVLDPLREMGVQVKSAEGDRLPVTLRGPKTPNPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 208 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 267
LLAGLNTPGITTV+EP+MT DHTEKMLQGFGA+L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGITTVVEPVMTRDHTEKMLQGFGADLSVETDRDGVRTIRLEGRGKLRGQVID 240

Query 268 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 327
VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSD++1 NVLMNPTRTGLILTLQEMGA IEV++ RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDLSIFNVLMNPTRTGLILTLQEMGARIEVLSSRLAGGED 300

Query 328 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 387
VADLRVR S LKGVTVPE+RAP MIDEYP+LAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRYSELKGVTVPEERAPSMIDEYPVLAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 360

Query 388 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 447
VA GLKLNGVDCDEGE SLVVRGRP GKGLGN SG V THLDHRIAMSFLVMGL SE P
Sbjct 361 VAEGLKLNGVDCDEGEASLVVRGRPGGKGLGNDSGGQVKTHLDHRIAMSFLVMGLASERP 420

Query 448 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELSDTKAA 482
VTVDDATMIATSFPEFM LM GLGAKIE ++ KAA
Sbjct 421 VTVDDATMIATSFPEFMGLMTGLGAKIEETENKAA 455

> gi]|115254522]|emb | CAKO5596.1] putative 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) [Rhizobium

leguminosarum bv. viciae 3841]

Length=452

Score = 725 bits (1872), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 387/449 (86%), Positives = 416/449 (92%), Gaps = 0/449 (0%)
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

28

88

61

148

121

208

181

268

241

328

301

388

361

448

421

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
ML+G++S+PATARKS+GL+G+VRIPGDKS ISHRSFM GGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MLNGSASKPATARKSAGLTGSVRIPGDKS I SHRSFMIGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI I DGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
+AMQAMGARIRKEG W+1+G GNG LLAP+APLDFGNA TG RLTMGLVG YDF STFI
RAMQAMGAR IRKEGAQWV IEGTGNGALLAPDAPLDFGNAGTGVRLTMGLVGTYDFHSTFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV + +GDRLPVTLRGP TP+PI YRVPMASAQVKSAV
GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVSASEGDRLPVTLRGPGTPSP IRYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRT IRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGAALSVETDGDGVRT IRLEGRGKLAGQVID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEV INLRLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAAL+VPGSD+T I+NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
VPGDPSSTAFPLVAALIVPGSDITIVNVLMNPTRTGL ILTLQEMGAD IEVVNARLAGGED

VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYP ILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAA FAEGATVM GLEELRVKESDRLSA
VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYP ILAVAACFAEGATVMKGLEELRVKESDRLSA

VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHR I AMSFLVMGLVSENP
VA+GLKLNGVDCDEGE L+VRGRPDGKGLGNA+  V+THLDHRIAMSFLV+GL SE+
VADGLKLNGVDCDEGEDFL IVRGRPDGKGLGNAADGRVSTHLDHR IAMSFLVLGLASEHA

VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIEL 476
VT+DDA MIATSFPEFM LM GLGAKIEL
VTIDDAAMIATSFPEFMQLMTGLGAKIEL 449

>k gi 61219221 sp| POA2Y4]AROA_PSES2 3-phosphoshikimate 1-

carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)
gi 61219222 |sp|POA2Y5]AROA_ACHSL 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase

(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

Length=

Score

Identities

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

Query

449

28

1

88

61

148

121

208

181

268

690 bits (1781),

MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
M H AS +PATAR+S L+G +RIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
MSHSASPKPATARRSEALTGEIRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG

KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI
+AMQAMGA+IRKEGD WI1+GVGNG LL PEA LDFGNA TG RLTMGLVG YD ++FI
RAMQAMGAK IRKEGDVWI INGVGNGCLLQPEAALDFGNAGTGARLTMGLVGTYDMKTSFI

GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV++ DGDR+P+TL GPKT PITYRVPMASAQVKSAV
GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVEAADGDRMPLTL IGPKTANP ITYRVPMASAQVKSAV

LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA+LTVETD DGVR IR+ G+GKL GQ 1D
LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGADLTVETDKDGVRHIRITGQGKLVGQTID

VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVT ILNVLMNPTRTGL ILTLQEMGADIEV INLRLAGGED

Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
= 371/450 (82%), Positives = 403/450 (89%), Gaps = 3/450 (0%)

87

60

147

120

207

180

267

240

327

300

387

360

447

420

87

60

147

120

207

180

267

240

327
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VPGDPSSTAFPLVAALLY GSDVTI NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVEGSDVTIRNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVLNARLAGGED 300

Query 328 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 387
VADLRVR+S LKGV VP +RAP MIDEYP+LA+AA+FAEG TVM+GL+ELRVKESDRL+A
Sbjct 301 VADLRVRASKLKGVVVPPERAPSMIDEYPVLAIAASFAEGETVMDGLDELRVKESDRLAA 360

Query 388 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 447
VA GL+ NGVDC EGE SL VRGRPDGKGLG G VATHLDHRIAMSFLVMGL +E P
Sbjct 361 VARGLEANGVDCTEGEMSLTVRGRPDGKGLG---GGTVATHLDHRIAMSFLVMGLAAEKP 417

Query 448 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELS 477
VTVDD+ MIATSFPEFMD+M GLGAKIELS
Sbjct 418 VTVDDSNMIATSFPEFMDMMPGLGAKIELS 447

Blast péptido 4
RID: 1159379249-3542-20574986494 .BLASTQ2
Length=452

Score = 723 bits (1865), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 387/449 (86%), Positives = 416/449 (92%), Gaps = 0/449 (0%)

Query 18 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 77
ML+G++S+PATARKS+GL+G+VRIPGDKSISHRSFM GGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MLNGSASKPATARKSAGLTGSVRIPGDKS I SHRSFMIGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 78 KAMQAMGAR IRKEGDTWI IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 137
+AMQAMGARIRKEG W+1+G GNG LLAP+APLDFGNA TG RLTMGLVG YDF STFI
Sbjct 61 RAMQAMGAR IRKEGAQWV IEGTGNGALLAPDAPLDFGNAGTGVRLTMGLVGTYDFHSTFI 120

Query 138 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 197
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV + +GDRLPVTLRGP TP+PI1 YRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVSASEGDRLPVTLRGPGTPSPIRYRVPMASAQVKSAYV 180

Query 198 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 257
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA L+VETD DGVRTIRLEGRGKL GQVID
Sbjct 181 LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGAALSVETDGDGVRTIRLEGRGKLAGQVID 240

Query 258 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 317
VPGDPSSTAFPLVAAL+VPGSD+T I+NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALIVPGSDITIVNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVVNARLAGGED 300

Query 318 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 377
VADLRVR S LKGVTVPEDRAP MIDEYPILAVAA FAEGATVM GLEELRVKESDRLSA
Sbjct 301 VADLRVRHSELKGVTVPEDRAPSMIDEYPILAVAACFAEGATVMKGLEELRVKESDRLSA 360

Query 378 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 437
VA+GLKLNGVDCDEGE L+VRGRPDGKGLGNA+  V+THLDHRIAMSFLV+GL SE+
Sbjct 361 VADGLKLNGVDCDEGEDFLIVRGRPDGKGLGNAADGRVSTHLDHRIAMSFLVLGLASEHA 420

Query 438 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIEL 466
VT+DDA MIATSFPEFM LM GLGAKIEL
Sbjct 421 VTIDDAAMIATSFPEFMQLMTGLGAKIEL 449

> 7 gi 61219221 |sp|POA2Y4]AROA_PSES2 3-phosphoshikimate 1-
carboxyvinyltransferase (5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate
synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)
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gi]61219222|sp|POA2Y5]AROA_ACHSL 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
(5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate

synthase) (EPSP synthase) (EPSPS)

Length=449

Score = 687 bits (1774), Expect = 0.0, Method: Composition-based stats.
Identities = 371/450 (82%), Positives = 403/450 (89%), Gaps = 3/450 (0%)

Query 18 MLHGASSRPATARKSSGLSGTVRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 77
M H AS +PATAR+S L+G +RIPGDKSISHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG
Sbjct 1 MSHSASPKPATARRSEALTGEIRIPGDKS I SHRSFMFGGLASGETRITGLLEGEDVINTG 60

Query 78 KAMQAMGAR IRKEGDTW I IDGVGNGGLLAPEAPLDFGNAATGCRLTMGLVGVYDFDSTFI 137
+AMQAMGA+IRKEGD WI1+GVGNG LL PEA LDFGNA TG RLTMGLVG YD ++FI
Sbjct 61 RAMQAMGAK IRKEGDVWI INGVGNGCLLQPEAALDFGNAGTGARLTMGLVGTYDMKTSFI 120

Query 138 GDASLTKRPMGRVLNPLREMGVQVKSEDGDRLPVTLRGPKTPTPITYRVPMASAQVKSAV 197
GDASL+KRPMGRVLNPLREMGVQV++ DGDR+P+TL GPKT PITYRVPMASAQVKSAV
Sbjct 121 GDASLSKRPMGRVLNPLREMGVQVEAADGDRMPLTLIGPKTANPITYRVPMASAQVKSAV 180

Query 198 LLAGLNTPGITTVIEPIMTCDHTEKMLQGFGANLTVETDADGVRTIRLEGRGKLTGQVID 257
LLAGLNTPG+TTVIEP+MT DHTEKMLQGFGA+LTVETD DGVR IR+ G+GKL GQ 1D
Sbjct 181 LLAGLNTPGVTTVIEPVMTRDHTEKMLQGFGADLTVETDKDGVRHIRITGQGKLVGQTID 240

Query 258 VPGDPSSTAFPLVAALLVPGSDVTILNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVINLRLAGGED 317
VPGDPSSTAFPLVAALLYV GSDVTI NVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEV+N RLAGGED
Sbjct 241 VPGDPSSTAFPLVAALLVEGSDVTIRNVLMNPTRTGLILTLQEMGADIEVLNARLAGGED 300

Query 318 VADLRVRSSTLKGVTVPEDRAPPMIDEYPILAVAAAFAEGATVMNGLEELRVKESDRLSA 377
VADLRVR+S LKGV VP +RAP MIDEYP+LA+AA+FAEG TVM+GL+ELRVKESDRL+A
Sbjct 301 VADLRVRASKLKGVVVPPERAPSMIDEYPVLAIAASFAEGETVMDGLDELRVKESDRLAA 360

Query 378 VANGLKLNGVDCDEGETSLVVRGRPDGKGLGNASGAAVATHLDHRIAMSFLVMGLVSENP 437
VA GL+ NGVDC EGE SL VRGRPDGKGLG G VATHLDHRIAMSFLVMGL +E P
Sbjct 361 VARGLEANGVDCTEGEMSLTVRGRPDGKGLG---GGTVATHLDHRIAMSFLVMGLAAEKP 417

Query 438 VTVDDATMIATSFPEFMDLMAGLGAKIELS 467
VTVDD+ MIATSFPEFMD+M GLGAKIELS
Sbjct 418 VTVDDSNMIATSFPEFMDMMPGLGAKIELS 447



	Portada
	Abreviaturas
	Índice
	I. Resumen
	II. Introducción
	III. Antecedentes
	IV. Hipótesis
	V. Objetivos
	VI. Materiales y Métodos
	VII. Resultados y Discusión
	VIII. Conclusiones
	IX. Referencias
	X. Anexos

