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RESUMEN 

Para la determinación de las mejores condiciones de extracción de la lectina de 
raíz de haba (LRH), se utilizaron iniciaimente raíces enteras y paredes celulares 
de raíces. De acuerdo con los resultados, se establecieron las condiciones experi­
mentales para la preparación de paredes celulares por tres métodos. Se encontró 
que el Método I, en el cual se usó Sarkosyl 0.5%, KH2PO4 0.01 M pH 6.0 para 
la obtención de paredes celulares y luego se extrajo la lectina con buffer de citra­
to de sodio 0.1 M pH 4.2, es el más adecuado. El fraccionamiento se realizó por 
filtración por gel usando Sephadex G-25. 

ABSTRACT 

For the determination of the best extraction conditions of the lectin from fava 
bean roots (LRH), whole root cell walls were used initially. According to the 
results three methods were established for the preparation of cell walls. The best 
method was I which used Sarkosyl 0.5%, KH2PO4 0.01 M pH 6.0 to prepare 
the cell walls and 0.1 M pH 4.2 citrate buffer to extract the lectin. Fractionation 
of the lectin was performed by gel filtration with a Sephadex G-25 column. 

INTRODUCCIÓN 

Dentro de los sistemas biológicos capaces de fijar el N2 atmosférico, uno muy 
promisorio lo constituye la asociación simbiótica entre las bacterias del género 
Rhizobium y las raices de las leguminosas. En este sistema tanto la bacteria 
como la planta contribuyen a la especificidad de la simbiosis (1). 

Bohiool y Schmidt (2) sugirieron que las lectinas producidas por la leguminosa 
hospedera podrían intervenir en la determinación de la especificidad. Las lectinas 
son proteínas que se enlazan, con un alto grado de especificidad, a la superficie 
celular a través de oligosacáridos (3). La hipótesis plantea que la lectina presente 
en un sitio sobre la superficie de la raíz de la leguminosa, interactúa específica­
mente en la superficie del Rhizobium apropiado, como preludio a la nodulación. 
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Han sido encontradas lectinas en varias partes de la planta como: Cotiledones, 
raíces, tallos, hipocótilos, hojas y cortezas variando la cantidad de proteína de­
pendiendo de la especie, edad de la planta y órgano examinado (4 - 6). 

Pueppke et al (4), Schmidt (7) y Gade et al (8) han descrito el aislamiento y 
caracterización de la lectina de raíz de soya. En el caso de la lectina de raíz de 
trébol las investigaciones han sido realizadas principalmente por el grupo de 
Dazzo (9, 10). La lectina de raíz de arveja ha sido detectada y caracterizada 
parcialmente por diversos investigadores (11 - 15); habiéndose en algunos casos 
estudiado su interacción con varias cepas de Rhizobium. 

En este trabajo se determinaron las mejores condiciones para la extracción y 
fraccionamiento de la lectina de raíz de haba (Vicia faba) LRH, dado que la 
interacción R. leg biovar viciae - haba se realiza a nivel de la raíz. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Obtención de Raíces: Se utilizaron semillas de haba Var teusacá seleccionadas 
por tamaño uniforme, esterilizadas de acuerdo con la técnica descrita por Vin-
cent (16). Para la germinación de las semillas se utilizaron diferentes soportes 
como: Musgo fresco, vermiculita o arena lavada. En un cristalizador que conte­
nía una capa de soporte más o menos compacta de unos 2 cm de espesor y 200 
mL de H2O; se cubrió con papel de aluminio y una banda de caucho; se esterili­
zó a 15 Ib/pulg^ de presión, 120°C, durante 30 min. Sobre el soporte se sembra­
ron 40-50 semillas de haba, se dejaron germinar en la oscuridad y cuando los 
tallos alcanzaron una longitud aproximada de 2 cm se retiró el papel aluminio y 
se dejaron crecer al ambiente bajo el fotoperíodo solar. Cumplido el tiempo de­
seado (5, 6 o 7 semanas), se cortaron las raíces, se lavaron con H2O destilada 
hasta que quedaran limpias y sin residuos del soporte. Se dejaron secar sobre 
papel de filtro, se pesaron y a partir de ellas se extrajo la lectina. 

Ensayos preliminares con raíces enteras. Las raíces enteras de 4 semanas de edad 
se sometieron a la acción de las siguientes soluciones extractoras: a) NaCI 1 % , 
b) K2HPO4 0.5 M, pH 7.0 + /3-mercaptoetanol 0 .2% y c) glu 33 mM, gel 33 mM, 
gal 33 mM y sac 33 mM en NaCI 1 % . 

Las raíces se maceraron utilizando 3g de raíces frescas por cada 5mL de extrac­
tante. Una vez obtenido un macerado homogéneo se centrifugó a 1.000 rpm 
durante 20 min a 4°C. El residuo se reextrajo una vez más con cada uno de los 
extractantes. Con los sobrenadantes resultantes se efectuaron ensayos de eritro­
aglutinación (17) utilizando sangre de grupos A* y O"̂ . Una alícuota de cada uno 
se sometió a diálisis contra NaCI 1 % , durante 3 días, efectuando 3 o 4 cambios 
diarios. Nuevamente se realizaron ensayos de eritroaglutinación con los reten-
tatos. Como blanco se utilizó una alícuota de NaCI 1 % . 

De acuerdo con los resultados obtenidos en estos ensayos preliminares, se prefi­
rió utilizar un método de extracción a partir de paredes celulares de raíces de 
haba y no de raíces enteras. 
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Preparación de paredes celulares. Se siguió iniciaimente el procedimiento des­
crito por el grupo de Kauss (18, 19) con algunas modificaciones en cuanto a la 
solución utilizada en la maceración (KH2PO4 0.01 M pH 6.0) y las condiciones 
de centrifugación. Las condiciones experimentales empleadas se indican en el 
Esquema 1. Con una alícuota de cada uno de los sobrenadantes que se indican 
en este esquema, se efectuaron ensayos de eritroaglutinación adicionando NaCI 
sólido al extracto hasta obtener una concentración aproximada del l % e n NaCI. 

Esquema 1 

PREPARACIÓN DE PAREDES CELULARES Y EXTRACCIÓN DE LRH 
DE LRH DE Vicia faba 

RAICES 

Residuo 

(Lavado SDS 0 . 5 % l x2 

Centrifugación 
4.000 rpm, 2 0 , 40C 

Sobrenadante* 

Maceración en f r ío 
Extracción (1;2 (p/vl 

KH2 PO4O.OI M pH 6.0) x 2 

Centrifugación 
4.000 rpm, 20', 40C 

Sobrenadante' 

Calentamiento bario maría 10' 

Residuo 
(se descarta) 

Residuo 

I 

Sobrenadante ° 
FES 

Factor de Estabilización 

(Lavado con I-I2O desmíneralizada) x4 

Centrifugación 
4,000 rpm, 20 ' , 40C 

I Sobrenadante* [ I Paredes Celulares| 

(Extracción FES+Citrato 0.1 M 
pH4 .2 , 40c . 16h) x 2 * 

« 
. Centrigugación 

I 18.000 rpm. 20', 4°C 

I Residuo 
[I 

Sobrenadante* 

* Actividad hemoaglutinante 
' No presenta actividad hemoaglutinante 
+ Presenta hemolisis 
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Extracción de la lectina de raíz (LRH). En un ensayo preliminar se utilizaron 
como extractantes iniciales de las paredes celulares: Fosfato de potasio 0.5M en 
jJmercaptoetanol 0.2M pH 7.0, NaCI 1 % y citrato de sodio O.IM pH 4.2. De 
acuerdo con los resultados se usó como extractante buffer de citrato de sodio 
O.IM pH 4.2. A las paredes celulares de raíces de 6 y 7 semanas de edad, tiempo 
de germinación del haba que contiene la mayor concentración de lectina (20), 
se le adicionaron 0.5 mL de FES (factor de estabilización) y 2 mL del extractan­
te por 1 g de raíz fresca. Las etapas de preparación usadas segiJn el esquema 1. 

Los residuos obtenidos luego de la extracción con buffer citrato, fueron extraí­
dos con EDTA-Na2 0.05 M en idénticas condiciones a las descritas. Se efectua­
ron ensayos de aglutinación utilizando extractos de citrato obtenidos a partir 
de raíces con 6 y 7 semanas de edad dializados y sin dializar. 

Métodos de preparación de paredes celulares y extracción de la LRH. De acuerdo 
con los resultados preliminares se establecieron las condiciones experimentales 
para la preparación de paredes celulares a partir de raíces de plántulas de 7 se­
manas. 

En el método I (Esquema 2) se usó en la maceración de las raíces la misma solu­
ción de KH,2''04 ^-^^ ^ P'̂  ^-^ P '̂̂ ° adicionándole Sarkosyl 0,5%. En el méto­
do II (Esquema 2) se utilizó solución de KH2PO4O.OIM, pH 6.0, ácido ascór-
bico 0.05M y polivinilpirrolidona (pvp) al 2 % . Se aisló la LRH, en ambos 
casos, con buffer de citrato de sodio O.IM, pH 4.2 en iguales condiciones a las 
descritas, obteniéndose así los extractos de El y Eli a los cuales se les determinó 
su actividad eritroaglutinante. En el método III (Esquema3) las raíces se macera­
ron directamente con una solución de NaCI 1 % . Posteriormente el residuo se 
extrajo con citrato O.IM, pH 4.2 en las condiciones antes mencionadas (Ell l). 

Fraccionamiento de la LRH. Los extractos El, EU y Elll se fraccionaron en una 
columna Sephadex G-25 (80 x 2 cm) utilizando H2O desm. Se colectaron frac­
ciones de 2 mL con una velocidad de flujo aproximada de 8 mL/h. Se determinó 
A^3o'y en algunos casos A280- L^s fracciones que presentaron absorción se reu­
nieron, se liofilizaron y con ellas se realizaron pruebas de eritroaglutinación. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Ensayos preliminares con raíces enteras: Los extractos obtenidos con NaCI 1 % 
y K2 HPO4 0.5 M, pH 7,0+ B mercaptoetanol 0 .2% presentaron una coloración 
negruzca debida posiblemente a la oxidación de taninos y compuestos fenólicos 
presentes en las raíces de haba. Cuando se sometieron a diálisis y luego a centri­
fugación se obtuvieron extractos claros. Las pruebas de aglutinación presentaron 
actividad hemolítica antes de dializarlos pero luego de la diálisis no hemollzaron 
ni tampoco aglutinaron los eritrocitos. 

Únicamente el extracto resultante de la maceración de las raíces enteras con la 
solución de glu 33 mM, gal 33 mM y sac 33 mM en NaCI 1 % sin dializar presen-
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tó una actividad hemoaglutinante débil (+ 1) que se perdía al someterlo a diálisis. 
Estos resultados indicaron que la mezcla de azúcares utilizada fue capaz de ex­
traer la LRH pero en baja proporción ya que su actividad hemoaglutinante fue 
débil. Dicha actividad se pudo observar sin necesidad de eliminar los aziJcares 
debido a que ninguno de ellos es inhibidor de la LRH a la concentración utiliza­
da (21). 

Preparación de paredes celulares: De acuerdo con el Esquema 1, se hicieron ensa­
yos de eritroaglutinación con el sobrenadante de la extracción con KH2PO4 0.01 
pH 6.0, con los sobrenadantes de los lavados con SDS, con H2O desm y con el 
sobrenadante que correspondería al factor de estabilización hallado por Kauss 
y Bowles (19). Los 3 primeros extractos hemolizaron los eritrocitos en muy 
breve tiempo, sea que se agregue o no NaCI sólido para una concentración final 
aproximada del 1 % en NaCI. El factor de estabilización (FES) tampoco presen­
tó actividad hemoaglutinante, lo cual indicaría que en esta etapa del proceso aún 
no se ha extraído la lectina. Kauss y Bowles observaron que en el caso de P. 
aureus, el FES parece mejorar la extracción de la lectina de las paredes celulares. 
De acuerdo con lo observado en este trabajo el FES no sena necesario para la 
extracción de la lectina a partir de paredes celulares de raíz de haba; por tal 
razón en las extracciones posteriores se omitió. 

Extracción de la LRH: La solución que mostró mejores resultados como ex­
tractante de la LRH fue el citrato de sodio 0.1 M, pH 4.2. Resultados muy simi­
lares se encontraron en la extracción de las lectinas de raíces de arveja (14), 
fríjol y alfalfa (22). Es posible, como lo anotan Kauss y Bowles (19) que en el 
enlazamiento de estas lectinas a la pared celular estén involucrados iones metá­
licos de naturaleza desconocida, que se remueven mediante el agente comple-
jante utilizado, permitiendo así la liberación de la lectina. La utilización de 
EDTA-Na2 0.05 M, como segundo extractante no produjo resultados satisfacto­
rios; aunque es también un agente complejante, es posible que en el momento de 
su utilización, la lectina se hubiera liberado en gran proporción con el primer 
extractante. 

Es así como, únicamente el extracto de paredes celulares con citrato de sodio 
O.IM, pH 4,2 presentó una actividad eritroaglutinante fuerte (+ 3) (Esquema 1). 
En la aglutinación se observaron aglomerados de tamaño considerable y un 
cambio en la coloración de los eritrocitos de roja a parda debido posiblemente al 
pH ácido del extracto. Este resultado mostró en primer lugar, que las condicio­
nes de lavado de las paredes celulares con SDS fueron adecuadas para la libera­
ción posterior de la lectina sin perjudicar su actividad hemoaglutinante, diferente 
a lo reportado por Kauss y Bowles (19) quienes establecieron que con más de 4 
lavados con este detergente se disminuiría el rendimiento en la extracción. En 
segundo término demostró que la lectina extraída está presente en las paredes 
celulares y no en el citoplasma de las células de raíces de haba, ya que los extrac­
tos iniciales con KH2PO4 0.01 M pH 6.0 no presentaron actividad aglutinante. 

El extracto de LRH obtenido a partir de paredes celulares presentó una actividad 
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hemoaglutinante más fuerte que cuando se extrajo con la mezcla de azúcares a 
partir de raíces enteras. 

Por otra parte, cuando se efectuaron los ensayos de aglutinación usando los ex­
tractos de citrato obtenido de paredes celulares con 5, 6 y 7 semanas de edad 
dializados y sin dializar, se encontró que los extractos sin dializar presentaron 
una aglutinación inespecífica respecto a los dos grupos sanguíneros humanos 
utilizados, mientras que los extractos dializados perdían por completo la activi­
dad hemoaglutinante (Tabla 1). Resultados muy similares encontró Luque (14) 
para las raíces de arveja y Maldonado (22) para las raíces de fríjol y maní. 

Tabla 1 

CAPACIDAD ERITROAGLUTINANTE DE LOS EXTRACTOS CON 
CITRATO DE PAREDES CELULARES DE RAICES DE 5, 6 Y 7 SEMANAS 

Y VALORES DE ABSORBANCIA DE ESTOS EXTRACTOS 
ANTES Y DESPUÉS DE DÍALIZAR 

Aglutinación (1) 
Extractos con Eritrocitos 1 cm A280 1 C"" ^280 

citrato TIPO A* TIPO O* antes de después de 
(Semanas) , , , , , , ... diálisis diálisis 
* ' 1 h 4 h 1h 4h 

5 + 2 + 3 +2 +3 0,920 0,032 
6 + 2 + 3 +2 +3 1,200 0,027 
7 ' +2 +3 +2 +3 1,300 0,025 

(1) Aglutinación antes de diálisis en la cual se observó perdeamiento. 
Después de diálisis no hubo aglutinación en ninguno de los casos. 

Métodos de preparación de paredes celulares y extracción de la LRH. En el mé­
todo iniciaimente utilizado para la preparación de las paredes celulares existía 
la posibilidad de la ocurrencia de una proteólisis de los componentes presentes 
en los extractos incluyendo la lectina, ya que los lavados con SDS que disminu­
yen la actividad de las enzimas hidrolíticas, se realizaban después de la macera­
ción de las raíces con KH2PO4 0.01 M pH 6.0. Además los extractos obtenidos 
mostraban una fuerte coloración oscura debido posiblemente a la presencia 
de taninos y compuestos fenólicos. Por estas razones se modificaron las condi­
ciones para la preparación de paredes celulares. 

En el método 1 (Esquema 2) la adición se Sarkosyl 0.5% a la solución de KH2 
PO4 0.1 M, pH 6.0 buscó inhibir la acción de enzimas proteoliticas evitando el 
rompimiento de la lectina presente en la pared. Este detergente se ha usado para 
inhibir hexoquinasa (23) e inhibe la tripsina en concentraciones del orden de 
0 .01%. 

En el método 11 (Esquema 2) se adicionó pvp al 2 % y ácido ascórbido 0.05 M 
a la solución de KH2PO4 0.01 M, pH 6.0, el primero con el objeto de eliminar 
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taninos y compuestos fenólicos y el segundo como agente antioxidante. En 
ambos métodos las modificaciones realizadas dieron como resultado la obten­
ción de extractos claros poco pigmentados lo que indicó una inhibición de las 
oxidadas presentes en los extractos. Los ensayos de aglutinación con los sobre­
nadantes resultantes en las diferentes etapas del proceso mostraron actividad 
eritroaglutinante fuerte (+ 3) en los extractos El y Eli. 

Posteriormente se empleó un esquema de extracción diferente que se denominó 
método III (Esquema 3) donde se utilizó NaCI 1 % en la maceración de las raí­
ces. Se obtuvo un sobrenadante que presentó coloración negruzca actividad 
hemolítica y un residuo que correspondió prácticamente a las paredes celulares 
de donde se liberó también con citrato la lectina. Este extracto Ell l presentó una 
actividad hemoaglutinante similar a la de los extractos El y Eli. Esta forma de 
extracción de la lectina de raíz confirmó la presencia de ella en las paredes celu­
lares y no en el citoplasma de las raíces. 

Los mejores resultados para la extracción de la LRH se obtuvioern con el méto­
do 1 ya que la adición de Sarkosyl como agente desnaturalizante de las proteínas 
evitó la acción de enzimas proteoliticas y oxidasas, mientras que en el método 
III sí es posible la ocurrencia de proteólisis y de reacciones de oxidación. Ade­
más el extracto Eli liofilizado presentó una coloración rojiza, debido posible­
mente a la presencia de pvp complejado con polifenoles el cual es insoluble 
mientras que el extracto El liofilizado es poco pigmentado y esto facilitó la 
observación en los ensayos de eritroaglutinación 

Fraccionamiento de la LRH. La cromatografía de El, El! y El l l , por Sephadex 
G-25 produjo los perfiles de elución indicados en las gráficas 1, 3 y 4 respectiva­
mente. En la Gráfica 1 se observa un pico muy elevado con actividad hemoaglu­
tinante, cuyo volumen de elución fue moderado (entre 150 y 200 mL) y corres­
pondió a las fracciones EI-3 y EI-4. Análogamente la Gráfica 2 muestra el perfil 
cromatográfico típico, del extracto El determinado a 230 nm y 280 nm. Las 
fracciones activas EI-3 y EI-4 se encuentran localizadas dentro del pico deter­
minado a 230 nm. 

El perfil de elución del extracto Eli (Gráfica 3) presentó también un elevado 
pico con actividad hemoaglutinante que corresponde a las fracciones EII-3 y 
EII-4. El volumen de elución en este caso fue menor (entre 100 y 150 mi) que 
el observado en las Gráficas 1 y 2. En ambos casos las 3 fracciones restantes no 
presentaron actividad eritroaglutinante 

En la Gráfica 4 se observó (perfil cromatográfico Elll) una mejor resolución y 
dos componentes con actividad hemoaglutinante; las fracciones EII-3 yEIII-4 
similares a las que presentaron las lectinas obtenidas por los métodos I y 11. 
Como en los casos anteriores, las otras fracciones no presentaron actividad eritro­
aglutinante. 
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GRÁFICA 1 • Filtración porael del extracto El 
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GRÁFICA 2 - Filtración por gel del extracto El Ultrafi l trado por UM05 
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GRÁFICA 3 . Filtración por gel del extracto EU 

S r p h o d n 0*2S 

(80x2 cm) 

H2O d t f f f l i n t r a l i i s d e 

ISO iOO 

V d u m t n d* rlucioi i ( m i l 

GRÁFICA 4 . Filtración por gal del extracto Elll 
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En la observación de todas las aglutinaciones donde se utilizaron los extractos 
de LRH se apreció pardeamiento en los eritrocitos. El buffer de citrato 0.1 M pH 
4.2 utilizado como extractante y como blanco en todas las determinaciones de 
aglutinación por sí solo es capaz de aglutinar los eritrocitos humanos, pero su 
actividad es débil y lo hace después de 7 a 8 horas de incubación, tiempo supe­
rior al que requieren los extractos de LRH para exhibir su acción aglutinante. 

Basados en los resultados similares obtenidos en los ensayos de aglutinación de 
la LRH, aislada de acuerdo con los métodos 1, II y MI, se pudo concluir que las 
modificaciones hechas en la obtención de paredes celulares no influyeron en la 
actividad hemoaglutinante de las lectinas aisladas con citrato. Por otra parte, no 
se observaron variaciones importantes en los perfiles de elución (Sephadex G-25) 
de los Extractos El, EU y El l l , donde en cada caso se obtuvieron dos fracciones 
con poder eritroaglutinante. 

Cabe recordar que el extracto El liofilizado antes de ser sometido a filtración por 
gel presentaba poca pigmentación y en las fracciones resultantes EI-3 y EI-4 no 
se apreció ninguna coloración lo que facilitó los ensayos de aglutinación. El con­
junto de resultados sugieren que el método I es el más adecuado para posteriores 
extracciones de la LRH. 
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