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Introduccioén. La soya transgénica Roundup Ready™,
producida por la compafiia Monsanto, es resistente al
herbicida glifosato debido a la expresion de la enzima de
origen bacteriano, CP4EPSPS (E.C. 2.5.1.19), la cual es
insensible a este. Los estudios de evaluacion de calidad
nutricional y riesgos como alergenicidad y posible flujo
de genes a ofras especies de plantas,
estudian preferentemente a la proteina CP4EPSPS
expresada en Eschericha coli (Doo Hyun Nam, 2002).
Para la soya Roundup Ready™, se ha reportado la
deteccion de 4 secuencias de mRNA que codifican para
la proteina CP4 EPSPS, las cuales son transcritas a
partir del gen cp4epsps (Rang, 2005), cuyos pesos
moleculares tedricos son de entre 55.3 y 56.8 kDa.
Adicionalmente, en el perfil electroforético en SDS-
PAGE de extractos protéicos de una muestra comercial
de granos de soya, se han detectado 4 bandas, con
pesos moleculares de entre 45 y 60 kDa, las cuales son
positivas en una prueba de ELISA especifica para
CP4EPSPS (Fong, 2008).

Tomando en consideracion lo anterior, en este trabajo se
realizé la purificacion de las proteinas heterdlogas que
posiblemente se expresan en la soya transgénica
Roundup Ready™.

Metodologia. Se extrajeron las proteinas solubles de
una harina de soya elaborada a partir de una muestra de
granos de soya en la que previamente se detecté usando
PCR punto final la presencia del gen cp4epsps. Mediante
precipitacion  fraccionada con (NH4),SO, seguida de
dialisis (MWCO 12-14 kDa), y ultrafiltracion (30 kDa), se
obtuvo una fraccién de proteinas a la que se aplico
electroforesis preparativa continua (EPC) usando un
equipo Prep Cell 409 (Bio-Rad 170-2989). La proteina
heterdloga se detectd en cada uno de los pasos descritos
usando una prueba de ELISA especifica para la misma
(Agdia PSP 74000).

Resultados y discusion. El extracto de proteinas
solubles se sometid a precipitacion fraccionada con
(NH4)2SQ,, la fraccion obtenida al 40% de saturacién se
dializo y utrafiltré. La fraccion obtenida se corrié en EPC.
Se seleccionaron las fracciones que en SDS-PAGE
(Figura 1), mostraron la presencia de bandas con peso
molecular dentro del intervalo de interés (45-60kDa).
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Figura 1. Perfil proteinas en SDS-PAGE 12% tefido con plata
de las fracciones obtenidas en EPC con peso molecular de 45-
60 kDa (17, 22,23 y 38).

Estas fracciones fueron diafiltradas y concentradas en
una celda AMICON (10 kDa) usando buffer PBS pH 7.4.
Se analizaron con un kit de ELISA especifico para
CP4EPSPS, los resultados se muestran en el cuadro 1.

Cuadro 1. Resultados de la prueba de ELISA para las
fracciones seleccionadas.

Fraccion | Peso molecular | Abssgsnm
17 46.06, 43.74 0.230
22 48.42 0.087
23 51.56 0.278
38 59.75 0.06

Se probd el limite de deteccién del kit de ELISA usando
diluciones del control positivo, y se determind que las
fracciones 17, 22, 23 son positivas.

Conclusiones. Se logré la obtencion de 3 fracciones,
cada una con 1 proteina de diferente peso molecular.
Inmunolégicamente se detectd que las 3 corresponden a
la proteina CP4EPSPS. Sin embargo, estas deben ser
sometidas a secuenciacion para corroborar su identidad y
establecer las diferencias que existen entre ellas.
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