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RESUMEN 

Se aisló la lectina de la semilla de 
arverja (ESA) y se purificó por croma­
tografia de afinidad, a través de una 
columna de Sephadex G-IOO. La lecti­
na de raíz (ERA) se aisló de las pare­
des celulares de la raíz de arverja. En­
tre los extractantes utilizados el que 
mostró mejores resultados fue el citra­
to de sodio 0.1 M, pH 4.2. 

Las diferencias en el proceso de 
extracción, el distinto comportamiento 
en filtración por gel, diálisis, inhibi­
ción de la eritroaglutinación por car­
bohidratos, electroforesis en gel, la ac­
ción aglutinante frente a diversas ce­
pas de Rhizobium leguminosarum bv. 
vícíae, las divergencias en el peso mo­
lecular y en la solubilización parecen 
indicar que las lectinas extraídas de la 
semilla y de la raíz de arverja son mo­
léculas diferentes. 

Por otro lado, bacterias de Escherichia 
coli se unieron a las lectinas de semilla 
y de raíz lo cual sugiere que la unión 
\ecxina-Rhizobium no es específica. 

ABSTRACT 

Lectina from Pisum sativum seed 
was isolated and then it was purified 
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by affinity chromatography on a Sepha­
dex G-100 column. Lectin of root was 
isolated from cellular walls. Sodium 
citrate O.I M, pH 4.2 was the best 
extractant. 

The extraction process differences, 
gel filtration behavior of the two lec­
tins, dialysis, inhibition by carbohy­
drates of the erythroagglutination, gel 
electrophoresis, agglutination with Rhi­
zobium leguminosarum strains and dif­
ferences in n"iolecular weight and solu­
bilization showed that probabiy the two 
lectin molecules are differents. 

Lectin-rizobial binding is not spe­
cific, because both of the lectins were 
associated with Escherichia coli too. 

INTRODUCCIÓN 

Dentro de los sistemas biológicos 
para fijar el nitrógeno, quizás el más 
promisorio, desde el punto de vista agro­
nómico, lo constituye la asociación sim­
biótica entre las bacterias del género 
Rhizobium y las raíces de las legumino­
sas. 

La asociación /?/!/ro6í«/n-legumino-
sa reviste un carácter específico: una 
cepa determinada de la bacteria sólo 
puede infectar ciertas especies o varie­
dades de leguminosa. Es posible que la 
lectina producida por la planta juegue 
algún papel en el enlazamiento de la 
bacteria, con posterioridad a los eventos 
de reconocimiento entre planta y bacte­
ria (1,2). Un hecho que apoya esta posi­
bilidad es que las lectinas se localizan 
en la región de la raíz que es más suscep­
tible a la infección por Rhizobium (3). 
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Las lectinas son proteínas o gluco-
proteínas, diferentes a los anticuerpos, 
capaces de interactuar específica y 
reversiblemente con la parte azúcar de 
(complejos) glucoconjugados (4). En 
general, no se conoce la función fisio­
lógica de las lectinas de las plantas (5, 
6). Puede ser que las lectinas jueguen 
un papel en el enlazamiento de facto­
res Nod (7). Existe la posibilidad de 
clarificar esta hipótesis mediante la 
disponibilidad de factores Nod marca­
dos (8). De todas formas, el papel bio­
químico de las lectinas y los eventos 
simbióticos en los cuales participan si­
guen sujetos a debate. Con el interés 
de contribuir al esclarecimiento de di­
cho papel, en este trabajo se busca es­
tablecer similitudes y diferencias en­
tre las lectinas aisladas de la semilla y 
la raíz de arverja (Pisum sativum) y 
determinar si estas lectinas ínteractúan 
específicamente con Rhizobium legumi­
nosarum bv. viciae. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Aislamiento y purificación de la lec­
tina de la semilla de arverja (LSA). 

ESA se extrajo de polvo de semillas 
de arverja, var. Guatecana, siguiendo 
el procedimiento de Entlicher y cola­
boradores (9), con modificaciones en 
cuanto al solvente utilizado para la sus­
pensión del polvo de arverja (cloruro 
de sodio al I por ciento, en reemplazo 
del agua destilada), la columna utili­
zada para la purificación (indistinta­
mente Sephadex G-lOO o Sephacryl S-
200) y el desorbente utilizado (glucosa 
0.1 M. en lugar de ácido clorhídrico). 

Extracción de la lectina de la raíz de 
arverja (LRA). 

Las plantas de arverja se cultivaron 
sobre musgo, en períodos comprendi­
dos entre 9 y 40 dias, al cabo de los 
cuales se separaron las raíces y se la­
varon con agua destilada. 

Para la preparación de las paredes 
celulares y la posterior extracción de 
la lectina de raíz de arverja se siguió 
el procedimiento de Kauss y colabora­
dores (10. II) pero el buffer de fosfato 
de potasio no contenía sacarosa. 

Como extractantes primarios se uti­
lizaron: (1) citrato de sodio 0.1 M, pH 
4.2; (2) fosfato de potasio 0.5 M en 
mercaptoetanol al 0.2 por ciento, pH 
7.0; (3) cloruro de sodio al 1 por cien­
to. Como extractante secundario, en 
todos los casos, se utilizó la sal disó­
dica del ácido etilendiaminotetraacético 
(EDTA-Na^) 0.05 M. La lectina se frac­
cionó en una columna de Sephadex G-
25, utilizando agua desmíneralizada 
como eluyente. 

Diálisis 

Al extracto de LRA obtenido utili­
zando citrato como extractante, se le 
determinó su absorbancia a 230 nm y 
280 nm. Con una alícuota de las frac­
ciones que mostraron picos de absor­
ción se realizaron ensayos de eritro­
aglutinación. El resto se dialízó, usan­
do una membrana capaz de retener sus­
tancias con un peso molecular superior 
a 10 Kd, contra 250 mL de cloruro de 
sodio al 1 por ciento. Al retentato se le 
determinó la absorbancia a 280 nm. 

Ensayos de aglutinación e inhibición. 

Para determinar la capacidad de 
eritroaglutinación y la inhibición por 
azúcares se siguió la metodología des­
crita por Navarro y Pérez (1 2). Para las 
pruebas de eritroaglutinación se utili­
zaron LSA y LRA (sin dializar) y sus­
pensiones de eritrocitos humanos al 4 
por ciento, del tipo A+, B+ y 0+. Para 
las pruebas de inhibición por azúcares 
sólo se utilizaron suspensiones de eri­
trocitos humanos del tipo A+. La con­
centración inicial de los azúcares uti­
lizados fue de 10 mM pero después de 
agregar la solución de lectina su con­
centración se redujo a la mitad. 
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Electroforesis. 

Se utilizaron muestras de LSA y 
LRA, disueltas en un buffer Tris 0,005 
M-GIicina 0.041 M, pH 6.3, en una 
concentración de 10 (ig/mL. Como gel 
de concentración se utilizó T^C,, pre­
parado en un buffer Tris-HCl 61 mM, 
pH 6.7 y como geles de separación se 
utilizaron T,C, y Ti^C^ preparados en 
un buffer Tris-HCl 0.49 M, pH 8.9. Se 
corrieron a 250 V _\ 40 m.\. durante 
dos horas. 

Determinación del peso molecular de 
LSA. 

Se siguió la técnica descrita por 
Andrews (13). Se utilizó una columna 
de 69 X 1.1 cm y como soporte Biogel 
A 0.5 m. 100-200 mallas. 

Para determinar el volumen muerto, 
se aplicaron IOO |iL de una solución de 
Azul de dextrano (5 mg/mL). Se reco­
gieron fracciones de 2.0 niL/tubo, con 
una velocidad de fiujo de 10 mL/hora y 
se leyeron a 230 nm. Como proteínas 
de referencia se utilizaron albúmina 
bovina (Hopkins Williams), ovoalbú-
mina (Sigma) y Citocromo C de cora­
zón de caballo (Sigma). Estas proteí­
nas y LSA se disolvieron en cloruro de 
potasio 0.1 5 M (I O mg/mL). De la mez­
cla anterior se aplicaron 200 \ÁL a la 
columna de Biogel equilibrada con clo­
ruro de potasio 0.15 M. Se recogieron 
fracciones de 2.0 mL/tubo, con una ve­
locidad de tJujo de 10 mL/hora y se 
leyó su absorbancia a 230 nm. Las frac­
ciones correspondientes a un pico de 
absorción se reunieron y se liofilizaron. 
Con el liofilizado de las fracciones co­
rrespondientes al pico de absorción, 
donde se presentó eritroaglutinación. 
se efectuó una electroforesis en gel de 
poliacrilamida. En el gel se colocaron 
también, como referencia. 25 [iL de 
cada una de las proteínas (10 mg/mL) 
que se aplicaron a la columna de 
Biogel. Se utilizó un gel de concentra­
ción T3C5 y un gel de separación T^C,. 
Se dejó correr a 250 V. durante dos 

horas. Las proteínas se fijaron con áci­
do tricloroacético al 10 por ciento y se 
tíñeron con azul de Coomasie. 

Ensayos de bactoaglutinación. 

Se prepararon soluciones de LSA y 
LRA en cloruro de sodio al 0.85 por 
ciento. Para obtener la lectina de raíz 
se utilizó citrato corno extractante, en 
plantas de 9, 12 y 24 días de edad (LRA 
C9, LRA CI2 y LRA C24. respectív;i-
mente). Se utilizaron tres cepas nativas 
de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
y una de Escherichia coli. Se siguió una 
técnica de aglutinación indirecta pro­
puesta por Hamblin y Kent (14). 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Aislamiento y purificación de LSA. 

Entlicher y sus colaboradores (9) uti­
lizaron una columna de Sephadex G-
150 y realizaron la desorción con un 
buffer de Glicina-HCI pH 2.0. Trow-
bridge (15), por su parte, utilizó una 
columna de Sephadex G-IOO y liberó 
la lectina por elución con glucosa 0.2 
M. En ambos casos, coincidiendo con 
nuestros resultados, la fracción obte­
nida por desorción de la columna pre­
senta hemoaglutinación. 

Aislamiento y purificación de LRA. 

La eventual lectina presente en la 
raíz no se solubiliza en cloruro de so­
dio al I por ciento, utilizado como pri­
mer extractante. Los mejores resulta­
dos se obtuvieron con citrato O.I M, 
pH 4.2. El fosfato de potasio 0.5 M, 
pH 7.0 también parece extraer lectina 
pero en menor cantidad que el citrato. 

LRA contiene iones Ca"* y Mg** 
como parte integrante de su estructura 
(14). Es posible, como lo anotan Kauss 
y Bowles (11), que en el enlazamiento 
de la lectina de la raíz a la pared celu­
lar estén involucrados iones metálicos 
de naturaleza desconocida que se re-
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muevan mediante los agentes acomple-
jantes utilizados y permitan la libera­
ción de la lectina. En nuestro caso, el 
buffer de citrato utilizado tiene un ca­
rácter más ácido que el buffer de fosfa­
to, lo cual puede provocar la desesta­
bilización de la pared con la conse­
cuente liberación de la lectina. En la 
gráfica 1 se muestra el resultado de la 
elución a través de la columna de Se­
phadex G-25, utilizando raíces de nue­
ve días de edad y citrato como extrac­
tante. 

Al eluir con EDTA-Na^ como segun­
do extractante, no se presentó eritro­
aglutinación. Es posible que en el mo­
mento de su utilización la lectina se 
hubiera liberado completamente con el 
primer extractante. 

Diálisis. 

En el díalizado. el contenido de pro­
teína (utílizando como criterio del con­

tenido de proteína la lectura de absor­
bancia a 280 nm) es menor que en el 
extracto inicial, en forma similar a lo 
observado en diálisis de lectinas de raíz 
de haba (16). 

En el extracto de raíz probablemente 
se encuentran varios componentes de 
carácter peptídico ya que presentan ab­
sorción a 230 nm. El soporte utílizado 
en la columna (Sephadex G-25) trabaja 
en un rango de peso molecular de I.OOO 
a 5.000 Da y la membrana de diálisis 
permite el paso de moléculas con un 
peso molecular inferior a 10.000 Da. 
Por lo tanto. LRA debe tener el carácter 
de olígopéptido o polípéptido pequeño. 

Ensayos de aglutinación e inhibición. 

Tanto LSA como LRA aglutinan eri­
trocitos humanos del tipo A+, B+ y 
0+. de manera inespecífica, lo cual co­
incide con los resultados de Sharon y 
Lis (17) para la lectina de semilla. 
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Gráfica I. Purificación del extracto de plantas de 9 dias de edad a través de una columna de 
Sephadex G-25. Eluyente: agua desmíneralizada. 
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El llevar el extracto de raíz a un pH 18). en este ensayo, la D-mannosa no 
neutro provoca la pérdida de la activi- inhibió la eritroaglutinación. Sin em-
dad eritroaglutinante de la lectina. El bargo, esta divergencia se podría de-
buffer de citrato utilizado como extrac- ber a que la concentración final de 
tante, por sí solo provoca la aglutina- mannosa, utilizada en este trabajo es 
ción de eritrocitos humanos pero su ac- dos o cuarenta veces inferior a la utili-
ción es muy débil y requiere un tiempo zada por los investigadores citados (17, 
superior al de los extractos de raíz. 18). 

La tabla 1 muestra los resultados de Los diferentes comportamientos de 
la inhibición por carbohidratos, de la LSA y LRA, en las pruebas realizadas, 
eritroaglutinación debida a LS.A y LR.A. nos sugieren que se trata de dos lectinas 

diferentes. 
D-glucosa, sacarosa y melezitosa in­

hiben la eritroaglutinación por LSA. Electroforesis. 
Los tres contienen glucosa con grupos 
-OH libres en las posiciones 2, 3, 4 y En la electroforesis con LSA se ob-
6. Posiblemente la maltosa (no se uti- tuvieron dos bandas cercanas entre sí 
lízó en este ensayo) debe inhibir tam- que corresponden a dos isolectinas. 
bien la eritroaglutinación de LSA. A Estos resultados concuerdan con los 
diferencia de otros investigadores (17. reportados en la literatura (9. 15, 16). 

Tabla 1. Inhibición por carbohidratos , de la eri troaglutinación debida a LSA 
y LRA. 

Carboh id ra to 
Eritroaglutinación por 

LSA LRA 

D-glucosa - -I-
2-glucosamina + -I-
N-acetil-a-D-glucosamina + + 
D-galactosa + -I-
2-galactosamína + -i-
N-acetíl-a-galactosamina -I- -I-
Acido galacturónico + -I-
D-mannosa + -I-
L-fucosa + + 
D-fructosa + + 
D-xilosa + -I-
D-arabinosa + -I-
L-sorbosa + + 
Mannitol -I- -I-
Lactosa + -t-
Sacarosa - -i-
Melibiosa + -i-
Celobiosa •+- + 
Melezitosa - + 
Rafinosa + + 

Nota: - indica que se inhibió la eritroaglutinación. 
+ indica que se presentó eritroaglutinación. 
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En la electroforesis con LRA no se horas. No hay, entonces, aglutinación 
detectaron bandas a pesar de que se directa entre LSA y R. Leguminosarum 
ensayaron diferentes condiciones expe- bv. vícíae, lo cual coincide con lo re-
rimentales. Esto se puede deber a que portado por otros investigadores (20, 
el contenido de lectina en la raíz es muy 21), La situación fue similar con LRA. 
bajo y a que después de 7 días sólo hay 
trazas de lectina en la raíz (18). Por lo Aglutinación indirecta. 
mismo, es posible que después de 9 días 
lo que se encuentre sean productos de Las suspensiones bacteriales, por sí 
degradación de la lectina original, solas, no aglutinan eritrocitos. En los 
oligopéptidos, por ejemplo (coincidien- casos en que las cepas bacteriales se 
do con los resultados de la diálisis), habían mezclado previamente con LSA 
que no son retenidos por el gel. y LRA se presentó eritroaglutinación, 

excepto con las cepas bacteriales de 2 
Determinación del peso molecular de y 8 días de edad. Los resultados indi-
LSA. can que la superficie rizobial no tiene 

una composición constante sino que los 
El perfil de elución obtenido mostró determinantes que permiten la unión 

la presencia de dos picos. El liofilizado de la lectina al rizobio se encuentran 
del pico I presentó eritroaglutinación, sólo en periodos transitorios de tiempo 
indicativo de la presencia de lectinas, lo cual coincide con lo expresado por 
mientras que el pico 2 no aglutinó eri- otros autores (22). 
trocitos. 

Al tratar LSA o LRA (extraído de 
La electroforesis en gel de poliacrila- plantas de 12 días de edad) con E. coli 

mida del pico I y de las proteínas pa- se presentó eritroaglutinación lo cual 
trones mostró que en este pico se en- sugiere que las bacterias rizobiales no 
contraban presentes seroalbúinina, son las únicas que poseen los determi-
ovoalbúmina y LSA. Varías limitantes nantes superficiales que permiten la 
impidieron la resolución de estas tres fijación de la lectina. 
proteínas: la principal, las dimensio­
nes de la columna utilizada; mientras 
el volumen del lecho utilizado por An- AGRADECIMIENTOS 
drews (19) fue de 240 niL el nuestro 
fue de sólo 65 mL. A la Organización de Estados Ame­
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