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RESUMEN

Se aislaron las lectinas de semilla y de las paredes celulares de la raiz de haba.
La lectina de raiz se purifico parcialmente por Sephadex G-25 obteniéndose
resultados que sugieren la presencia de dos lectinas. El comportamiento en fil-
tracion por gel, dialisis, electroforesis inhibicion por carbohidratos de la eritro-
aglutinacion, accion aglutinante frente a la cepa B de R. leguminosarum culti-
vada en medio Bishop. capacidad aglutinante de cepas homaologas y heterdlogas
de las dos lectinas demostraron que ellas son diferentes. La lectina de raiz parece
ser mas especifica, ya que solo aglutiné a R. Jeguminosarum y R. spp. (caupi),
mientras que la Favina presentd actividad bactoaglutinante con cepas nodulantes
como con no nodulantes de diferentes especies de Rhizobium.

ABSTRACT

Lectins from seeds and cellular walls of roots from Vicia faba were isolated. The
root lectin was partially purified by gel filtration on Sephadex G-25. The beha-
vior of the two lectins regarding gel filtration, dialysis, gel electrophoresis,
inhibition by carbohydrates, bactoagglutination of R. leguminosarum (Strain f)
grown in Bishop medium, and bactoagglutination of homologous and heterolo-
gous Rhizobia, showed that the two lectins are different the root lectin appears

to be more specific towards several nodulating and non-nodulating species of
Rhizobia,

INTRODUCCION
Para explicar la especificidad en la interaccion Rhizobium- leguminosa se han
propuesto varias hipétesis; una de ellas ha postulado que las lectinas producidas

por las leguminosas hospederas podrian servir como determinantes de la especi-
ficidad a través del enlazamiento de la lectina a estructuras de carbohidratos
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caracteristicos que se encuentran sobre la superficie celular del Rhizobium sim-
bionte (1).

A pesar de la evidencia acumulada en favor de esta hipdtesis (1-9) desde hace
mas de una década ha sido objeto de una gran controversia debido a los resulta-
dos reportados entre otros por Law Strijdom (10), Chen y Phillips (11), Suet al
(12}, Handelsman et al (13). Desafortunadamente en la mayoria de los trabajos
se asume que las dos lectinas (de semilla y de raiz) son idénticas y se extrapolan
_al proceso de infeccion los resultados obtenidos con lectina de semilla. Ademis,
si la lectina juega un papel importante en la simbiosis Rhizobium-leguminosa es
indispensable su presencia en las raices, particularmente en los pelos radiculares,
sitio inicial de union del Rhizobium para la infeccién (14). Por otra parte, las
lectinas de semillas han sido ampliamente estudiadas mientras que las lectinas
presentes en las raices de leguminosas han sido poco caracterizadas, debido posi-
blemente a que se encuentran en muy bajas concentraciones y su extraccion no
es un proceso simple (15). Estos hechos nos condujeron a realizar un trabajo con
el fin de comparar algunas propiedades de las lectinas aisladas de semilla y de
raiz de haba (Vicia faba) para establecer la identidad o no de los dos tipos de
lectinas y determinar sus interacciones frente a cepas homologas y heterdlogas
de Rhizobium.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento y Purificacion Parcial de Lectinas. La Favina se extrajo de semillas
de haba (Vicia faba) var Teusaca de acuerdo al método descrito por Asensio
(16). Se purificd por cromatografia de afinidad a través de una columna de se-
phacryl 5-200 (40x2 ¢m) equilibrada con NaCl 19%. Después de la elucién de un
primer pico se utilizd glucosa al 5% como eluyente.

A partir de las paredes celulares de raices de haba, con 7 semanas de germina-
cion, preparadas de acuerdo al método de Kauss (17, 18) se extrajo la lectina de
raiz de haba (LRH) con algunas modificaciones en cuanto a la solucion utilizada
en la maceracion, KH2PO4 0.07 M pH 6.0 vy las condiciones de centrifugacion.
Los pasos seguidos se presentan en el Esquema 1. Como extractante se utilizo
citrato de sodio 0.1 M pH 4.2. La lectina se fracciono en una columna de Sepha-
dex G-25 (80 x 2 cm) empleando HoO desmineralizada como eluyente.

Ensayos de Aglutinacion e Inhibicion: Para determinar la capacidad de eritro-
aglutinacién y la inhibicién por azlcares se siguid la metodologia descrita en
{(19), empleando una suspension de eritrocitos humanos al 4% de los tipos A™,
B* v O". Para los ensayos con LRH se utilizé una solucién ajustada a pH 5.5 con
HCL 0.IN y a pH 7.0 con NaOH 0.1N vy soluciones de azlicares 0.05M y 0.3 M
preparadas en NaCl 1%o.

Dialisis: Un extracto de LRH liofilizado se disolvié en 3 mL de H20 desm, se

o2 cm .
determind su A% y A280. Se reservaron 0.2 mL para efectuar pruebas de eri-
troaglutinacion. El resto se dializé usando una membrana capaz de retener sus-
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Esquema 1. ESQUEMA DE EXTRACCION DE LECTINA
DE RAIZ DE Vicia faba

RAICES

Maceracion en aire liguido

[Extraccion 3:5 (P/V) KH2P040,01M
pH 6,0+ Sarcosyl 0,5% ] x 2

nitifageciie
m_‘iom rpm, 20°, 4°C

| [Lavado H20] x 4

Centrifugacion
4000 rpm, 20°, 4°C
| Paredes celulares | Sobrenadante ©

|Extraccion Citrato 0,1M
pH 4,2, 49C, 16 h]x 2

Centrifugacian

8000 rpm 20', 4°C 1

| Sobrenadante * (EI) |

*  Actividad hemoagiutinante
o No presenta actividad hemoaglutinante
+ Presenta hemolisis,

[ Sephadex G-25 |

T
| 45 Fracciones |
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tancias con un PM superior a 10 KDa, por tres veces consecutivas contra 50 mL
de H20 desm.; realizando cambios cada 6 horas. Los tres difusatos se reunieron
.y liofilizaron al igual que el retentato. Los dos liofilizados finales se redisol-
vieron en 3 mL de H20 (vol original) y se determino su Alzﬁﬁy A’ﬁﬁ. Con
alicuotas de 0.2 mL del retentato, del difusato, de una mezcla de los dos y del
extracto original se hicieron ensayos de eritroaglutinacion. El difusato liofilizado
se paso por una columna de Sephadex G-25 (80x2 cm).

Electroforesis: Se utilizaron geles en poliacrilamida de concentracion T2 C5y T3
Cs preparados en un buffer Tris- HCI 64 mM pH 6.7 y geles de separacion T7
Cs y T10 Cs preparados en un buffer Tris -HCI 0,495 mM pH 8.9. El buffer de
los tanques fue Tris 5 mM Glicina 41 mM pH 8.3 y en algunos ensayos se usd
Tris 41 mM, acido bérico 70 mM pH 8.6. Se corrieron a 250 V por dos horas.
Posteriormente se ensayd la electroforesis propuesta por Konning y Bloemendal
(20) para péptidos utilizando un sistema de gel T1p Cp,3 con poro pequefio y
polivinilpirrolidona (PVP) al 40% y al 20%.

Ensayos de Bactoaglutinacién: Las especies y cepas de Rhizobium junto con su
procedencia y principales caracteristicas se presentan en la Tabla 1. Se prepara-
ron soluciones en NaCl 1%o de las siguientes lectinas liofilizadas y su concentra-
cion se determind por el método de Lowry (21). La Favina y LRH se obtuvieron
de acuerdo con los procedimientos descritos en este trabajo. La soya se purificé
utilizando una columna de poliacrilamida alilgalactésido (resultados no publica-
dos) v el bali de acuerdo con la téenica descrita por Pérez (22); las globulinas
de frijol precipitadas con sulfato de amonio 50%0 de saturacion (23); la lectina
de frijol de acuerdo al procedimiento descrito por Maldonado (24) y la arveja
obtenida segiin (25).

Las cepas de Rhizobium se cultivaron durante 42, 66 y 138 h en medio BYMA
(26) (manitol extracto de levadura) liquido a 28°C con agitacion constante (60
osc/min.). Al finalizar cada uno de estos tiempos se determind la As50 nm de
los cultivos. La bactoaglutinacion se determino utilizando 0.2 mL de las solucio-
nes de lectinas ajustadas a pH 5.5 y 0.3 mL de las suspensiones de Rhizobium y
se observo después de 2 v 4 horas de incubacion a temperatura ambiente.

En otro ensayo se usaron Unicamente suspensiones de la cepa B de R leg cultiva-
das en medio Bishop (27) durante 24, 40, 72 y 89 horas en iguales conditiones
a las mencionadas. Las suspensiones bacteriales en este ensayo se lavaron con
buffer de fosfato de sodio 0,1M en NaCl 1% pH 7.0 (PBS) por dos veces y se
resuspendieron en el mismo buffer hasta obtener una As50nm de 0.6,

RESULTADOS Y DISCUSION
Aislamiento y purificacién parcial de lectinas de semilla y de raiz: La Favina fue

eluida con glucosa 5% de la columna de Sephacryl 5-200 en un Gnico pico
(F ) segin lo descrito por Asensio (16).
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Los ensayos iniciales de purificacion de LRH por cromatografia de afinidad y
filtracion por gel con Sephadex G-50, G-100 y 5-200 no arrojaron ningln resul-
tado. El Gnico soporte que permitié un buen fraccionamiento fue el Sephadex
G-25.

El perfil cromatografico del extracto de LRH (Grifica 1-A) mostré una mejor
resolucion de sus componentes a 280 nm que a 230 nm. Se obtuvieron 5 frac-
ciones de las cuales Gnicamente EI-3 y El-4 presentaron actividad eritroaglutinan-
te fuerte (+3) y pardeamiento en la pigmentacion de los eritrocitos.

Pérez (comunicacién personal) encontrd que el buffer de citrato de sodio 0.1M
pH 6.0 pasado a través de la misma columna de Sephadex G-25 presentd un pico
considerable a 230 nm con un volumen de elucion que concuerda con el pico
donde eluye la lectina. En consecuencia, se eliminé el citrato del extracto El
por ultrafiltracion en una celda de amicon utilizando una membrana UM 05. En
la Grafica 1B se presenta el perfil cromatografico de LRH obtenido en el cual se
observaron 4 fracciones designadas El'2, EI'-3, EI'-4 y EI’-5 por analogia con lo
‘obtenido en la Grafica 1A que se utiliza como patron de comparacion. La elimi-
nacion de citrato no provocd una disminucién en la absorbancia a 230 nm, como
era de esperarse si E|-3 fuera predominantemente citrato por lo tanto, el material
correspondiente a esta fraccion debe estar constituido basicamente por péptidos.
Unicamente las fracciones EI'-3 y EI'-4 presentaron actividad eritroaglutinante
similar (+ 3) eliminandose casi por completo el pardeamiento de los eritrocitos.
Estos resultados indicaron que la capacidad aglutinante de LRH no es afectada
por valores bajos de pH, mientras que la coloracion de los eritrocitos aglutinados
depende del pH del extracto ensayado.

Las fracciones activas al dializarlas perdian por completo su actividad eritroaglu-
tinante mientras que la Favina la conservé. Si tenemos en cuenta que el saporte
utilizado (Sephadex G-25) separa en un rango de PM de 1000 a 5000 daltons
(28) v la membrana de dialisis permite el paso de moléculas con un PM inferior
a 10 KDa, las fracciones de LRH deben ser polipéptidos de PM comprendido
entre 1000 y 5000,

Cuando la fraccion EI-LRH liofilizada y redisuelta en 3 mL de H20 desm se
sometid a dialisis, de acuerdo con el procedimiento descrito en la parte experi-
mental, y a pruebas de aglutinacion, se observd (Tabla 2) una pérdida de absor-
bancia a 280 nm en forma similar a lo observado en didlisis de lectinas de raiz
de arveja (25) y frﬁol (24).

En las pruebas de aglutinacion se aprecid claramente como el retentato de El-
LRH perdi6 toda actividad eritroaglutinante mientras que su difusato presentd
actividad aglutinante similar a la del extracto inicial. Cuando se mezclaron el
retentato y el difusato su actividad aglutinante fue similar a la del difusato, lo
cual indico que los componentes con PM mayores de 10 KDa, retenidos en la
membrana de dialisis, no son necesarios para la actividad aglutinante de la lec-
tina.
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TABLA 2

VALORES DE ABSORBANCIA Y ENSAYOS DE AGLUTINACION
DEL EXTRACTO EI-LRH ANTES Y DESPUES DE DIALIZAR

AGLUTINACION
Extracto A230  A280 20 min. 30min.  1hora
El inicial 2,757 2,760 +2 +2 +3
El retentato 1,679 0,850 - - -
El difusato 27718 2778 +1(1) +2(1) +11)
Retentato + - .
difusato 1 +10i) +2(

(1) Indica pardeamiento de los eritrocitos.

El conjunto de resultados obtenidos para filtracion por gel (Grafica 1A, B, C) in-

dico la posible existencia de mas de una lectina en las paredes celulares de raiz
de haba. Una situacion andloga ha sido descrita por Kauss y Bowles (17) para
P. aureus, por Bawer (29) para soya, por Luque y Kijne (30) para arveja. Estos
resultados revelaron notables diferencias entre la LRH y la Favina en cuanto a su
forma de extraccién, comportamiento en filtracion por gel y peso molecular
que para el caso de la Favina (31) es de 51 KDa.

Ensayos de Aglutinacion e Inhibicién: Tanto la Favina como el extracto de
LRH aglutinaron fuertemente (+ 3, +4) eritrocitos humanos sin mostrar especi-
ficidad por un grupo sanguineo determinado. En todas las aglutinaciones donde
se utilizd el extrato de LRH se aprecié pardeamiento de los eritrocitos. Cuando
este extracto se ajustd a un pH 5,5 no se alterd la actividad aglutinante de la lec-
tina pero si vario la coloracion de los aglutinados de parda a roja; cuando se ajus-
to a un pH neutro con NaOH 0.1N se perdié toda la actividad eritroaglutinante
de la lectina demostrandose que dicha actividad es 6ptima a un pH 5.5 y desa-
parece a2 un pH 7.0. A este respecto Kauss y Bowles (17) obtuvieron un resulta-
do diferente para las lectinas aisladas de paredes celulares de P. aureus donde la
capacidad enlazante es dptima en un rango neutro de pH y disminuye hacia va-
lores icidos de pH.

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la inhibicion por carbohidratos de la
eritroaglutinacion con LRH comparados con los resultados obtenidos por Asen-
sio (16) para la inhibicion de Favina. En la lectina de raiz la eritroaglutinacion
fue inhibida completamente por manosa y 2 deoxiglucosa a una concentracion
0.3M mientras que fructosa, galactosa, N-acetilgalactosamina, glucosa, manitol,
celobiosa, lactosa, sacarosa, melezitosa, y rafinosa solo la inhibieron parcialmen-
te porque se aprecid una disminucién del grado de aglutinacion (3a+ 1). Los dos
azdcares inhibidores de la aglutinacion presentaron en comin las siguientes ca-
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TABLA 3
INHIBICION POR CARBOHIDRATOS DE LA ERITROAGLUTINACION

AGLUTINACION(T)
CARBOHIDRATOS Favina(2) LRH
0. 1m* 0,05M*  03M*

D— Arabinosa + 4 +2 +2
D— Xilosa +4 +3 +2
D— Fructosa = +3 +1
D+ Galactosa +4 +3 +1
D— Galactosamina ND (3) aa +3
N-— Acetiic=D-galactosamina ND +3 +1
Galacturénico ND +3 +2

D+ Glucosa +3(4) +3 +1
D— Glucosamina +3 +3 %3
N— Acetile=D-Glucosamina — +3 +2
D— Manosa +2(5) 3. =
D— Manitol +3 +3 +1
‘L— Sorbosa +2 (6) +3 +2
D+ Celobiosa (glc 14 gic) ND +3 +1
D— Fucosa ND +3 +2
D+ Melibiosa (Gala1-6 glc) ND +3 +2
D+ Lactosa (Galf 1-glc +4 +3 +1
. D+ Sacarosa (glc 1-2 Fr¢) - +3 +1
DI Maltosa - ND ND
D+ Melezitosa (glc=1-2 B Frc 3- 1glu) ND +3 +1
D+ Rafinosa (gal=1-6 Gleex 1-2 Frc) ND +3 +1
Sorbitol +4 ND +2

2 Deoxiglucosa ND ND -
Acido sialico ND ND +2
Trehalosa ND ND +2

(1) Aglutinacién observada a las 4 horas de incubacion.

12) Resultados obtenidos por Asensio (16)

(3] No determinado.

{4) inhibe la eritroaglutinacion a concentraciones superiores a 0,3M (16).

{6] Inhibe la eritroaglutinacion a concentraciones superiores a 0.2M (16).

(B} Inhibe la eritroaglutinacion a concentraciones superiores a 0, 1M (16).

*  Indica la concentracion inicial de los carbohidratos usados en cada ensayo.

racteristicas: Son aldohexosas, con los hidroxilos 1°, 3', 4’ y 6’ libres y los hidro-
xilos 3" y 4’ estiin en posicion trans; aparentemente el hidroxilo del carbono 2
no intervendria en la inhibicion, Si se compara el efecto de la hexosa (manosa)
con su correspondiente alcohol (manitol) se observa una disminucién del poder
inhibidor cuando el grupo carbonilo es reemplazado por un alcohol. Este reem-
plazo impide que la molécula esté en forma ciclica, lo que sugiere que en la reac-
¢ion es importante la presencia de una estructura ciclica.
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El hecho que la glucosa, los disacaridos celobiosa y lactosa y los trisacaridos, rafi-
nosa y melezitosa donde participa la glucosa presentaron una accion inhibidora
parcial, indicaria que Ia presencia del hidroxilo 2' en posicién trans respecto a 3'
disminuye la capacidad inhibidora de estos azlicares. Se observd que la glucosa-
mina y la N-acetilglucosamina donde este hidroxilo ha sido reemplazado por un
grupo amino o acetilamino tampoco exhiben accion inhibidora,

No hay una explicacion satisfactoria para el posible efecto sobre la inhibicion
de los enlaces 8 1, 4 comunes a la celobiosa y lactosa o de la unién glucosa =1, 2
B Fructosa comin a la rafinosa y melezitosa. Aparentemente no se necesitarian
los carbonos 1 y 4 libres. En cuanto a la galactosa y la N-acetilgalactosamina
(inhibidores parciales) presentan los hidroxilos de los carbonos 3 y 4 en posicion
cis lo que conllevaria a una disminucion del poder inhibidor. Del analisis anterior
se puede concluir que para la union de LRH con el azicar es indispensable una
aldehexosa, con los hidroxilos 3’ y 4’ en posicion trans. Al comparar los perfiles
de inhibicion por carbohidratos de la eritroaglutinacion debidas a las lectinas de
raiz y semilla se observd que la manosa es un inhibidor comin a concentracion
de 0.3M para LRH y a concentraciones mayores de 0.2M para Favina y la gluco-
sa es un inhibidor parcial de ambas lectinas a concentracion de 0.3M de acuerdo
con los resultados de Asensio (16), pero segiin otros autores (32) la manosa 25
mM causa un 50%o de inhibicion y posee un aactividad inhibidora 4 veces mayor
comparada con la glucosa. La Fructosa y sacarosa que son inhibidores de la Favi-
na a concentracion 0.1M, exhiben accion inhibidora parcial de la LRH a concen-
traciones de 0.3M. Estos resultados disimiles en los perfiles de inhibicion de eri-
troaglutinacion establecieron que la interaccién de las dos lectinas con la mem-
brana del eritrocito se realiza a través de un receptor diferente. El grupo de
Gatehouse y Boulter (33) encontraron que las lectinas de raiz y de semilla de
arveja son similares por analisis electroforético e inmunodifusion radial pero
difieren en la especifidad poft el azlicar en los ensayos de eritroaglutinacion; en
forma similar a nuestros resultados.

Electroforesis: En la electroforesis de la Favina se obtuvieron dos bandas cerca-
nas entre si y en algunos casos una tercera banda con mayor movilidad electro-
forética cuya aparicion depende de la concentracion de la lectina ensayada. En
la electroforesis de LRH no fue posible detectar bandas en ningln caso a pesar
de las diversas condiciones experimentales utilizadas. Muy probablemente la
lectina por ser un péptido de bajo peso molecular difundio del gel antes del pro-
ceso de fijacion y coloracidn. Luque (27) obtuvo idénticos resultados para la
lectina de raiz de arveja.

Ensayos de Bactoaglutinacién: Los resultados de los ensayos de bactoaglutina-
cion de diferentes cepas de Rhizobium por LRH y Favina se presentan en la
Tabla 4; se observd que las cepas A, B y C17 de R. leguminosarum son capaces
de interactuar con las lectinas indistintamente de si provienen de raiz o de semi-
Ha. La accion bactoaglutinante de los dos tipos de lectinas frente a las cepas es
independiente de la fase de crecimiento (media logaritmica 42 h, estacionaria
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TABLA 4

VALORES DE ABSORBANCIA Y ENSAYOS DE AGLUTINACION
DEL EXTRACTO ANTES Y DESPUES DE DIALIZAR

AGLUTINACION()
ABSORBANCIA
550 am Favina LRH
Cepa/edad del cultivo h 42 66 138 42 66 138 42 B8 138
R. leguminosarum A 0.310 0802 06568 +2(2) 42 +2 2 +2 +2
R. leguminosarim B, 0,847 0899 0745 +2 +2 *3' #) AR
R. leguminosarum C18 0,000 0118 0252 — - *a - = -
Rl leguminosarum Niftal 1400 0,009 0,009 0201 — - = - - =
R. leguminosarum EL1 0194 0319 0877 -1'® 43 - - - _
R, leguminoserum Niftal 1397 0,009 0009 0155 — — +1 - = =
R. leguminosgrum C17 0.208 0301 08602 +1 +1 +2 41 *#1 41
R. phaseoli 0,114 0301 0318 +1 1 - = = =
R. trifolii c65 0131 0222 02367 +1 +1 - - - —
R. spp C582 (Caupi) 0.268 0388 0409 +1 $#1 - - = -

(1) Tiempo de observacion de aglutinacion: 4 horas
(2) Bacto

(1) Tiempo de observacion de aglutinacion: 4 horas
(2) Bactoaglutinacién mediana
(3) Bactoaglutinacion débil,

66 h, y estacionaria tardia 138 h.) en que se encuentren los Rhizobium cultiva-
dos en medio BYMA. En consecuencia los sitios receplores estarian presentes en
la bacteria durante todo el tiempo de cultivo, Este resultado esta en desacuerdo
con lo observado por Bhuvaneswari et al (3) quienes encontraron un alto por-
centaje de células bacteriales enlazantes de la lectina de soya cuando se encontra-
ban en la mitad de la fase logaritmica de crecimiento, notandose una disminu-
cion considerable cuando los cultivos entraban a la fase estacionaria. Dazzo et af
(9) también encontraron que la capacidad de R. trifolii para unirse a los pelos
radiculares de trébol y ser aglutinados por Trifolina A. variaban con la edad del
cultivo presentandose un enlazamiento optimo a los 5 dias (fase estacionaria).

La Favina se unid con la mayoria de las cepas ensayadas; este comportamiento
es muy similar al de la lectina aislada de Canavalia ensiformes (Con A) como lo
demuestran los estudios realizados por Dazzo y Hubbell (34). Mientras que la
LRH se unid Gnicamente a las cepas A, B y C17 de R. leguminosarum, aparente-
mente por ser mas especifica en la interaccion que la Favina.

De otra parte cabe destacar que los cultivos de R, leg EL1, R. phaseoli, R. trifolii
y R. spp (caupi) que perdian su capacidad de enlazamiento de la lectina cuando
llegaron a la fase estacionaria tardia; mostraban nuevamente dicha capacidad en
fase logaritmica o en fase estacionaria temprana.

En la Tabla 5 se presentan los resultados de los ensayos de aglutinacion de las

cepas de Rhizobium crecidas en BYMA por diferentes lectinas de semillas com-
parados con la LRH. Las diferentes lectinas ensayadas tenian una concentracién
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TABLA §

COMPARACION DE LA ACTIVIDAD BACTOAGLUTINANTE DE LA LRH Y LECTINAS
DE SEMILLAS FRENTE A DIFERENTES CEPAS DE Rhizobium (fase log tardia. 48 horas)

| AGLuTINACION

Especies y cepas de Rhizoblum | Aggonm Favina LRH  L.osrvels Oh:uﬂ:‘nu L. frifol  L.soys L. baki
Conc. Prot, g im) 220 o 210 aso 210 240 230
R leg crpa A 0301 +2(l) 42 1@ - 41 1 -1
R leg cepa B 0276 +2 +1 1 - +1 *1 *1
R g C1® 0292 +1 - +1 +1 +1 - -
R ieg 17 0,347  #1 1 1 .2 +1 - +1
R leg ELY 0174 #1 - +1 - +1 +1 +1
R. leg Niftal 1400 0,237 - - = - +1 - +1
R. lex Niftal 1357 0337 +1 - - +1 *1 - -
R. phaseoli 0168  +) - - - +1 - *1
R. trifoli CA% 0398 &} - - +1 +1 - +1
R. 5pp €562 (enupl) 0,165 +2 2 +2 +1 +1 +2 +3(3)

(1) Bactosglutinacion medians
{2) Bactoaglutinacion dehil
(2) Bactoaglutinacion fuerie

que variaba entre 210 y 370 pg/mL. El tiempo de 48 horas corresponde a la fase
de crecimiento logaritmica tardia.

Las 10 cepas de Rhizobium utilizadas en este ensayo, estan clasificadas como
Rhizobium de crecimiento rapido, con excepcion de C562 A. spp, del grupo
caupi, que es de crecimiento lento. Considerando los valores de absorbancia a
550 nm comeo criterio del contenido de bacterias y de la produccién de polisa-
caridos, se observa que la mayoria de los cultivos de Rhizobium presentan valo-
res similares de Assgnm.

La baja As50 nm que mostraron las cepas EL1 de R. /eg y R. phaseoli, posible-
mente se deba a poca produccion de polisacaridos en ellas. La Favina presentd
accion similar frente a algunas de las cepas de Rhizobium ensayadas como son
A, B, C17 y EL1 de R. leg, R. phaseoli, R. trifolii, y R. spp (caupi). Esta lectina
mostro actividad Rhizobium aglutinante tanto con cepas simbioticas como con
cepas fuera de su grupo de inoculacion cruzada. La lectina de bald reacciond
con todas las cepas heterdlogas ensayadas salvo C1g y Niftal 1.397 de R. /eg. La
lectina de arveja aglutind todas las cepas de R. /eg exceptuando las cepas Niftal
1.400 y 1.397. No presentd actividad Rhizobium aglutinante con R. phaseoli
y R. trifolii que no pertenecen a su grupo de inoculacion cruzada mostrando
aparentemente mds especificidad en la aglutinacion que la Favina y el bald. La
lectina de soya aglutind 3 cepas de R. leg, pero no mostro accion frente a R.
phaseoli y R. trifolii.

La LRH aparentemente mostrd mayor especificidad en la aglutinacion. Unica-
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mente aglutind 3 cepas de A. leg siendo mds fuerte |a aglutinacidn frente a la
cepa A, confirmando los resultados anteriores.

Cabe destacar la accitn aglutinante que presentaron las diferentes lectinas frente
a R. spp del grupo caupi; va que esta cepa es aglutinada por todas las lectinas.
Por otra parte, el extracto de globulinas frijol presentd menor capacidad Rhizo-
bium aglutinante que la lectina de frijol, la cual corresponde a una fraccion de
albGmina parcialmente purificada (24).

En general, las lectinas que presentaron mayor especificidad, en el efecto Rhizo-
bium aglutinante fueron las aisladas de semilla de arvejay la LRH, exceptuando
la actividad frente a A. spp (caupi); mientras que las lectinas de semilla de haba
(Favina), frijol, soya y bal( tendrian un comportamiento similar al encontrado
por Dazzo y Hubbell (34) para la Con A,

A pesar de que las leguminosas haba y arveja pertenecen a un mismo sistema
simbidtico y sus lectinas reconocen iguales azacares (glu, fru, man) en eritroaglu-
tinacion (31); sus respectivas lectinas mostraron diferente especificidad en el
enlazamiento de las distintas cepas de Rhizobium ensayadas, Estos resultados
sugieren tal como lo anota Wong (31) que el enlazamiento de la lectina al Rhi-
zobium es determinado no solamente por la especificidad de la lectina frente a
un carbohidrato dado sino también por caracteristicas de tipo estructural como
nGmero de subunidades o sitios de enlazamiento del azlcar a las lectinas.

Por otra parte, la LRH gue siempre tuvo efecto aglutinante sobre la cepa de 8
R, leg. cuando la cepa se cultivaba en medio BYMA (Tablas 4 y 5) este efecto lo
pierde cuando la cepa es cultivada en medio Bishop. (Tabla 6) demostrando de
manera bastante clara que los sitios receptores en la bacteria encargada del enla-
zamiento se modificaron dependiendo del medio, Idéntico resultado se observo
para la lectina de bali. La Favina sOlo presento la actividad Rhizobium agluti-
nante en la fase estacionaria con bacterias cultivadas en medio Bishop a diferen-
cia del comportamiento observado en el medio BYMA; al igual que las lectinas
de arveja, soya y frijol, Se hizo evidente la enorme diferencia en la accion Rhizo-
bium aglutinante de los dos tipos de lectinas.

Los ensayos comparativos entre las lectinas aisladas de raiz y de semilla en cuan-

to 2 forma de extraccion, comportamiento en filtracion por gel, dilisis, electro-»
foresis, inhibicion por carbohidratos de la eritroaglutinacion, accion aglutinante

frente a A. leg (cepa B cultivada en medio Bishop), capacidad aglutinante de ce-
pas homélogas y heterblogas y en el enlazamiento de Rhizobium con lectinas

marcadas con FITC (manuscrito en preparacion) demostraron que se trata de dos

lectinas diferentes. Una situacion analoga ha sido observada previamente en nues-

tro grupo de investigacion para el caso de arveja (25) y a lo reportado por Quinn

et al (14) para Dolichos biflorus. En otros casos se reporta similitud para las dos
lectinas como en soya (35), arveja (30,33) y trébol (5).
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TABLA 6

ENSAYOS DE AGLUTINACION POR DIFERENTES LECTINAS
DE LA CEPA B DE Rhizobium leguminosarum CULTIVADA
EN MEDIO BISHOP

Edad del cultivo (horas)

Lectinas 24 40 72 89
Favina e s +1(1) +1
Lectina de raiz de haba ~ - - =
Lectina de arveja - = +1 +2 (2)
Lectina de soya = - +2 +2
Lectina de ball = = - =
Globulinas de frijol +1 +1 +1 +2
Lectina de frijol +2 +1 +2 +2

(1) Bactoaglutinacion débil
(2) Bactoaglutinacion mediana,
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