EXTRACCION Y DETECCION POR PCR DEL PROMOTOR 35SEN SOYA MODIFICADA
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Introduccion. Los cultivares de soya se han modificado
genéticamente para mejorar sus caracteristicas (1). Uno de
los métodos més sensibles para detectar dichas
modificaciones, es la amplificacion de secuencias especificas
de nucledtidos por PCR (34). Sin embargo, €
procesamiento industrial del grano y las técnicas de
extraccién del ADNg (4,5), pueden afectar la reaccion de
amplificacion. Por ello, el objetivo del trabajo fue probar
diversos métodos de extraccién de ADNg y detectar el
evento transgénico en ingredientes y alimentos que
contienen soya.

Metodologia Los productos de soya analizados fueron los
ingredientes: pasta (PS), grano (GS), dos harinas desgrasadas
(HdS) con tratamiento térmico ligero y moderado, 3 aislados
(AS), 2 de ellos 500E (de 1995 y de 2002) y uno EX de
Protein Technologies International (ahora Dupond).
También se evaluaron Protina®, Protemas®, galleta de soya
y dos férmulas enterales preparadas en el laboratorio,
conteniendo 7.4 mg/mL de AS de 1995 y 2002. Se probaron
3 métodos de extraccion de ADNg (6,7,8) con diferencias en
la forma de lisar las membranas celulares y separar las
proteinas del ADNg. La principal modificacion a los
métodos fue el uso de proteasas de S. griseus (Sigma)
durante la lisis y centrifugaciones posteriores a la
precipitacion de proteinas. Para la extraccién del ADNg de
los productos alimenticios se hizo solo con € méodo (C). El
ADNg extraido fue resuspendido en buffer TE junto con
RNAsa A. La presencia del gen de la ?-conglicinina
subunidad ? y e promotor 35S CaMV fue evaluada por
PCR.

posible la deteccion de ninguno de los dos genes. Entre las
ventgjas de la metodologia usada en este estudio, esta la
ausencia de fenol en el proceso y el no usar reactivos
comerciales para purificar e ADN, abaratandolo. También la
adicion de la proteasa de S. griseus, junto con el uso de PVP
y ?-mercaptoetanol favorecid la eliminacion de metabolitos
secundarios de la planta que pueden inhibir la PCR.

Cuadro 1. Resultados de la deteccion del gen dela ?-conglicinina
y del p35S en las muestras analizadas.
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Figura. 1. Amplificacion por PCR del gen de la ?-conglicinina [A)]
y del p35S[B)] en extractos obtenidos por los tres métodos (A, By
C). Control negativo (C-», Marcador PCR 100 bp Low Ladder (M).

Resultados y discusion. Los mejores resultados fueron con
el método (C), ya que permitio la extraccion y amplificacion
del ADNg del promotor 35S CaMV en ingredientes con el
mayor procesamiento industrial y en productos alimenticios
terminados. De las 12 muestras analizadas, 7 fueron
positivas a p35S CaMV, 4 negativas y sélo en una no fue

Conclusiones. La metodologia desarrollada para detectar €l
promotor 35S CaMV por PCR y para verificar la integridad
del ADN, fue aplicable en fuentes proteicas de soya como
ingrediente y en productos alimenticios terminados. Es una
ventgja extraer por medio del mismo tratamiento, material

genético de muestras de diversa naturaleza, ya que asi se
podrian trabajar muchas a mismo tiempo.
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