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Introduccion. La soya Roundup Ready® (RR) sobreexpresa la
enzima 5-enolpyruvylshikimato-3-fosfato  sintasa EPSPS
(~46KDa), que confiere tolerancia al herbicida glifosato
(Roundup®) .  Existe la necesidad de profundizar en la
bioguimica del comportamiento de la proteina heter6loga, sus
funciones y sus efectos en los animales alimentados con ellas.
El presente proyecto pretende caracterizar la(s) fraccion(es) de
la soya RR en las que se encuentre la proteina heteréloga,
localizarla en dicha(s) fraccione(s), purificarla e identificarla
plenamente. Con esta informacion podra generarse un aislado
proteinico enriquecido en la proteina heteréloga, de forma que
pueda garantizarse que, en los estudios de alimentacion con
animales de laboratorio, los posibles cambios observados en su
histologia sean debidos al consumo de la proteina heteréloga,
en comparacion con un aislado de las mismas fracciones pero
obtenido a partir de harina de soya no-GM.

Metodologia. Estrategia experimental de la purificacion:
Caracterizacion de la muestra de soya RR
PCRy RTR-PCR

Extraccion de proteina
en amortiguador fosiato salino (PBS)

Isoelectroenfoque preparativo

ELISA para pyoteina RR

Cromatografia de Intercambio aniénico
Columnas Q,y DEAE

Espectrometria de Masas

Resultados y Discusion.

En experimentos preliminares de la
purificacion, se realiz6 un gel SDS-PAGE y
se cortaron las bandas aledafias a la proteina
de 46KDa (proteina de interés) indicadas por
las flechas. Se analizaron mediante ELISA y
las cuatro presentaron sefial positiva. Rang, [
en 2005, reportd la existencia de cuatro - |
mensajeros producto de la transcripcion de la Fig.1 SDS-PAGE
secuencia situada después del terminador. a partir de extracto
Esto apoya la posibilidad de que se exprese
en la planta, no sélo una proteina, sino
cuatro.
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A partir de una muestra de osya
GM, se obtuvo el extracto
proteinico 'y se realizd el
isoelectroenfoque. Se obtuvieron
20 fracciones de las cuales, de la 7
a la 14 presentan sefial positiva en
Fig.2 Isoelectroenfoqueg| |SA.. La fraccion 9, se corrié

Preparativo en la columna de DEAE. Y
posteriormente en la Q.
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SDS-PAGE al 10%, teflido con
plata, muestra la proteina separada
después de las columnas dess 252
intercambio anionico. Porgm 450
densitometria se determind un PM= 210
~43.21KDa. Por espectrometria de _ . ¢

masas, se evidenciaron mas bandas,=_14.0

dando pie a la existencia de distintas  Fig. 3 Gel
isoformas o bien las proteinas de  posterior ala
fusion antes mencionadas. purificacion

Conclusiones.

Se purifico una proteina de 43.21KDa, corroborando
por ELISA que se trata de la proteina buscada. De este
trabajo experimental se concluye que pueden existir
por lo menos cuatro péptidos heterélogos, ya que por
ELISA, las cuatro bandas presentan sefial positiva.
Ademas que el trabajo reportado por Rang (1)
demuestra la existencia de cuatro mRNASs, obtenidos a
partir del salto del coddn de término que realiza la
polimerasa, sintetizandose parte del fragmento de
menor tamafio que también se encuentra en la
construccion de este evento, dando pie a la existencia
de proteinas de fusion.
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