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RESUMEN

Se aislaron lecfinas de cinco variedades de frijol,
todas ellas emparentadas genéticamente con Pinto UI111, cuya
actividad hemaglutinante ha sido reportada como leve. Para su
aislamiento se utilizé precipitacién con sulfato de amonio,
filtracién en gel y cromatografia de afinidad en fetuina-
agarosa . Los mejores resultados se obtuvieron mediante el
empleo de cromatografia de afinidad utilizando fetuina
agarosa, ya que es se empledé un solo paso de purificacién. Se
obtuvieron las fracciones donde residia la totalidad de 1la
actividad hemaglutinante detectable de cada una de las
variedades utilizadas. Estas fracciones aisladas tuvieron
diversos grados de actividad hemaglutinante, todas ellas
superiores al ©progenitor Pinto UIll1l. Los patrones
electroforéticos obtenidos de los extractos crudos de las
variedades mostraron similitud en las bandas principales y la
presencia de una banda en las fracciones con actividgd
hemaglutinante en la variedad Amber. Se concluyé que las
variedades en estudio, a pesar de poseer un progenitor comin
presentan diferencia en actividad, tanto de sus extractos
crudos como de sus lectinas aisladas, y que 90 existe
correspondencia entre la actividad de los extractos crudos y

el de las lectinas ya aisladas.
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INTRODUCCION OTECA
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~ | Alimentos

Las leguminosas, principalmente el frijol, contribuyen
en forma especial en la dieta de personas que no estan en
condiciones de consumir leche y otros productos de origen
animal (Carpenter, 1981).

En algunas partes del mundo, las leguminosas, han
reenmplazado parcial o totalmente a 1los productos‘animales,
como fuente de proteina, mientras que en otros paises se
han mantenido como fuente de proteina suplementaria (Bressani
y Elias, 1974). En general, se considera a las leguminosas
como las mejores fuentes de proteina en paises en vias de
desarrollo, por su bajo costo y tomando en cuenta que
suplementados con cereales proveen un buen balance de
aminodcidos (Salunkhe y colaboradores, 1985).

En algunos paises el consumo de leguminosas comienza
desde 1la temprana infancia, principalmente ‘'en forma de
caldos o sopas, mientras que en otros se empieza a hacer
énfasis en su uso, utilizandolas como proteina aislada
(Bressani y Elias, 1974). En un futuro las proteinas de
leguminosas podran tener una mayor importancia, desde el
punto de vista nutricional, por <cu “Hajo precio vy

versatilidad. Sin embargo, este potencial nutricional de 1las

leguminosas estd limitado por su baja digestibilidad, bajo
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contenido de aminodcidos azufrados y la presencia de factores
considerados como téxicos y/o antinutricionales, tales como:
Inhibidores de proteasas, lectinas, compuestos formadores de
bocio, compuestos cianogénicos, compuestos que producen
favismo y lathirismo (Liener, 1979), oligosacaridos
flatulentos, &cido fitico (Thorn y col., 1983), alérgenos,
polifenoles, estrdégenos, saponinas, antivitaminas vy
fitoalexinas (Salunkhe y col., 1985).

De los compuestos antinutricionales, el mas importante,
desde el punto de vista cuantitativo son las
fitohemaglutininas o lectinas, ya que pueden representar del
8 al 10 % de la proteina total de la semilla de frijol
(Murray, 1984). Las lectinas, al igual que otros factores
antinutricionales son inestables al calor, por lo que se
puede asumir que un correcto procesamiento para el consumo
elimina o disminuye su actividad considerablemente (Grant y
col., 1982; Thompson y col., 1983). Sin emb;rgo, existe
evidencia de que cierta actividad residual se mantiene en
algunos productos de frijol y en frijol cocido y no se
conoce si las lectinas desnaturalizadas pueden causar los
efectos prodi'~idos peor las lectinas nativas (Sgarbieri y
Whitaker, 1982). Ademds, dada la diversidad de costumbres
y utensilios utilizados para la preparacién del frijol, no

siempre hay buena correlacién entre la textura adecuada para
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su consumo y la eliminacién de la actividad biolégica de las
lectinas (Sgarbieri y Whitaker, 1982); otro aspecto
importante es que los efectos adversos producidos por 1las
lectinas se acentuan cuando se incluyen en las dietas de
animales experimentales con poblaciones altas de bacterias
en el tracto intestinal, aunque todavia no se conoce el
mecanismo con exactitud (Pusztai, 1989). No se conoce,
ademds, el efecto a largo plazo del consumo de frijol en el
cual cierta actividad residual de las lectinas pudiera estar
presente (Sgarbieri y Whitaker, 1982).

En el mejoramiento genético del frijol, ademas de 1los
aspectos agronémicos como el rendimiento, la resistencia a
la sequia y a las plagas, entre otros, se deben tomar en
cuenta los aspectos nutricionales, como lo son el gumento del
aminodcido metionina y la eliminacién de factores
antinutricionales indeseables, tales como las‘lectinas. Para
que los fitomejoradores puedan incluir 1los aspectos
anteriores en la obtencién de nuevas variedades se requiere
de un estudio mads detallado acerca de las funciones, 1la
estructura, las propiedades fisicas y bioquimicas de 1las
lectinas prosentes en las lineac y varie lades de frijol que
estos centros de fitomejoramiento y experimentacién agricola
estan evaluando constantemente para hacer recomendaciones a

los agricultores en cuanto a su cultivo en la regidn.
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En el presente trabajo se aislaron las lectinas de
algunas variedades recientes de frijol tipo Pinto, mismo que
es de alto consumo en la regidén; el aislamiento es el punto
de partida de un estudio de las caracteristicas de este
compuesto en las diferentes variedades, para conocer el
impacto que ha tenido el fitomejoramiento en_éllas, y
fundamentar desde el punto de vista toxicolégico 1la
seleccién de dichas variedades para que representen mejores
opciones nutricionales.
En la elaboracién de este trabajo se siguié el formato de

la revista Journal of Food Science.



OBJETIVOS

Objetivos Generales
1. Conocer mads acerca de la estructura de las lectinas

de variedades de frijol de alto consumo en la regién.

Objetivos Particulares

1. La separacién y purificacién de las lecti;as de las
variedades de frijol Pinto UI111l, Amber, Agate, Columbia y
NW410

2. La caracterizacién parcial de las lectinas de las

mismas variedades.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Las Lectinas de Frijol

La actividad hemaglutinante fué descrita inicialmente por
Stillmark en 1888, causada por un componente de la semilla

de higuerilla (Ricinus comunis); posteriormente, Elfstrand

(1898), descubrié componentes con caracteristicas similares

en las semillas de las euforbiaceas Abrus precatorius y en

Croton tiglum, 1lamdndoles abrina y crotina, respectivamente,

a los principios activos de estas semillas.

Después, en 1908, Landsteiner y Raubitscheck observaron
que los extractos de diversas semillas comestibles de
leguminosas también aglutinaban glébulos rojos, pero 1la
actividad relativa hemaglutinante de diversas semillas era
diferente cuando se evaluaba con células sanguineas de
diferentes animales; en las investigaciones realizadas en
esa época no se detectaron los efectos téxicbs de estos
componentes (Jaffé, 1980). En 1915, Harris descubrié que 10s
extractos de semilla de soya aglutinaban fuertemente a los
eritrocitos; este componente fué aislado por primera vez en
1982 por Liener y Pallansch, y fué liamado soyina.

En 1954, Boyd y Sharpleigh acunaron la palabra

"lectina" (del 1latin legere = elegir, escoger) para
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denominar a las substancias de origen vegetal que aglutinan
eritrocitos y muestran alta especificidad hacia eritrocitos
humanos de diferentes grupos sanguineos, asi como de
diferentes especies de animales (Liener, 1976).

Las propiedades antigénicas de 1las lectinas o
fitohemaglutininas (como fueron también 1llamadas por su
capacidad de aglutinar células sanguineas) fueron estudiadas
en los inicios del siglo por diversos investigadores vy ésto
permitié sentar las bases de la inmunologia moderna.

Por un tiempo se o0lvidé de la importancia de estos
descubrimientos debido al desarrollo de antigenos de origen
bacteriano, hasta que Renkonen (1948) detecté que 1los
extractos de semillas de diversas leguminosas mostraban
especificidad para los antigenos humanos de 1los grupos
sanguineos A, B y O (Toms y Western, 1971). Se comprobd
después, que cierto numero de éstas fitohemaglutininas eran
especificas en sus interacciones con los glébulos de 1la
sangre de humanos de los grupos A, O, B, M y N (Gatehouse,
1984).

Las semillas de muchos vegetales comenzaron a ser
probadas para detectar fitohemaglutininas que se puliieran
utilizar para el tipeo de sangre (Toms y Western, 1971).

Actualmente 1la palabra "lectina" se usa como término

genérico que denota todas las proteinas que unen
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especificamente azicares; se les denomina fitolectinas a las
de origen vegetal, zoolectinas a las de origen animal y
micolectinas a las de microorganismos (Sgarbieri y Whitaker,
1982). Una definicién mds exacta desde el punto de vista
operacional es la dada por Kocourek y Horejsi (1983), en la
que definen a las lectinas como "proteinas de naturaleza no-
inmunoglobulina capaces de reconocer especificamente y unirse
reversiblemente a las fracciones carbohidrato de
carbohidratos complejos sin alterar la estructura covalente
de algunos de los ligandos glucosidicos reconocidos", esta
definicidén excluye algunas toxinas y proteinas quimiotacticas
que se unen sélo a azucares simples (Eztler, 1985).

Tan amplio e importante es el estudio de éstas
peculiares proteinas que se ha creado un nuevo caﬁpo: el de
la "Lectinologia"; actualmente se han aislado y caracterizado
aproximadamente 100 lectinas, algunas superficialmente vy
otras con gran detalle (Van Driessche, 1988); en los ultimés
anos se ha empezado a estudiar a las lectinas también desde
el punto de vista de su importancia nutricional (Pusztai y

col., 1981, 1982).



Propiedades Bioguimicas

Como su nombre lo indica, las hemaglutininas o lectinas se
caracterizan y detectan por su accién en los glébulos rojos
de la sangre, pero también pueden ser aglutinadas otros
tipos de células (Jaffé, 1980) debido a que practicamente
todas las células tienen una cubierta de azucares en su
membrana (Lis y Sharon, 1986). Las lectinas poseen una serie
de propiedades bioldégicas que las convierten en harramientas
utiles en 1la investigacién biomédica, 1las cuales estan
resumidas en la Tabla 1.

Las lectinas son en su mayoria glucoproteinas, es decir,
proteinas que poseen una fraccién carbohidrato en su
estructura; sin embargo, aparte de esto no hay una
estructura comin para todas ellas. Algunas 'de estas
proteinas son ricas en ciertos aminoacidos, tales como &cido
aspartico, treonina y serina, que pueden representar
aproximadamente el 30 % del contenido total de aminoécidoé;
en contraste, son bajas o carentes de aminoacidos azufrados.
El peso molecular de 1las lectinas fluctia desde 36,000 D
para la la=ctina e germen de trigo hasta 265,000 D para la

lectina de frijol Lima (Lis y Sharon, 1986).



Tabla 1. Efectos Biolégicos de las Lectinas

10

Aglutinacioén de eritrocitos u otro tipo de células.
Estimulacién mitogénica de linfocitos.

Generacién de células supresoras.

Mediacién de la muerte de células-blanco por linfocitos y

macrofagos.
Realce de 1la fagocitosis de 1levaduras y bacterias
macrofagos.
Efectos de Insulina con células grasas.
Toxicidad a células y animales.
Inhibicién de crecimiento de tumores.
Induccién de la formacién de vacuolas en macréfagos.
Efectos inmunosupresivos "in vivo".
Promocién de la adhesién y diseminacién de células.
Induccidén de la liberacién de histamina de baséfilos.
Inhibicién de crecimiento de hongos.
Liberacién de peréxido de macroéfagos.
Inhibicién de endocistosis de enzimas lisozomales

fibroblastos cultivados.

por

de

Tomado de: Lis y Sharon, 1986
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Todas las lectinas consisten de subunidades proteicasl
siendo las de plantas compuestas de dos o cuatro; en la
mayoria de las lectinas las subunidades son idénticas, pero
en algunas pueden ser diferentes o en pares. Las subunidades
de diferentes isolectinas de la misma fuente pueden ser
intercambiadas (Lis y Sharon, 1981).

Salvo raras excepciones, todas 1las lectinas contienen
metales. Se requiere Ca? y/o Mn® para su actividad (Lis y
Sharon, 1981).

La estructura de la lectina de frijol comun esta formada
por una familia de 5 isolectinas, las cuales estan constitui-
das por un tetramero de 4 subunidades unidas por enlaces no
covalentes (Goldstein y Poretz, 1986).

De acuerdo al peso molecular de las subunidades, las
lectinas de leguminosas son clasificadas generalmente en dos
grupos : los de cadena sencilla y los de dos cadenas. Las
primeras son dimeros o tetrameros de unm tipo de
subunidades, mientras que en la ultima estan construidas de
dos diferentes tipos de subunidades que son 1llamadas la
cadena o Yy la cadena f. Ambas cadenas estan unidas por

fuerzas no covale! tes (Van Driessche, 288).
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Funciones de las Lectinas en las Plantas

Las lectinas representan del 2 al 10% del total de las
proteinas en las semillas de leguminosas, lo cual sugiere que
tienen un papel importante en la fisiologia de la planta
(Murray, 1984); por lo que se han formulado muchas hipétesis
acerca de las funciones que podrian desempenar.

La amplia distribucién de las lectinas en laé plantas y
su habilidad de distinguir diferentes tipos de células,
podria ser indicativo de que sirven para combatir 1las
invasiones de organismos patégenos en las etapas de
desarrollo en que la planta es mas susceptible al ataque,
esto es durante la imbibicién, germinacién vy estado de
plantula (Pusztai, 1989).

Las 1lectinas pueden servir también como. sitios
receptores para elicitores de fitoalexinas, y por lo tanto
contribuir a 1la defensa de 1la planta contra patdgenos
(Vidhyasekaran, 1988).

Las lectinas actian como anticuerpos para reconocer las
bacterias nocivas del suelo e inhiben la formacién de quitina
en las hifas de los .iongos fitopatégenos, inhibicndo también
las polisacarasas de los mismos (Lis y Sharon, 1981).

Algunos autores sugieren que las lectinas protegen

también de animales depredadores; se encontré que las larvas
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del gorgojo Callosobruchus maculatus morian al agregar

lectina de frijol negro en su dieta (Janzen y Liener, 1976).

Una funcién que ha sido extensamente estudiada es la
interaccién en el reconocimiento de las bacterias fijadoras
de nitrdégeno del suelo (Dazzo y Gardiol, 1984; Barondes,
1983; Bohlool y Schmidt, 1974). Otras funciones que han sido
propuestas son : Actuar como proteinas de reserva (Murray,
1984); servir en el transporte y almacenamiento de los
azucares; adherir enzimas glucoproteicas en sistemas
multienzimaticos y jugar un papel importante en el desarrollo
y diferenciacién de las células embriénicas (Sgarbieri y
Whitaker, 1982).

Existen otras funciones posibles para las lectinas en las
plantas, de las cuales existe todavia poca investigacién,
tales como el reconocimiento celular en 1la interaccién
pistilo-polen y participar en la elongacién de la pared
celular mediante las auxinas (Pusztai, 1989).

Muchas plantas contienen mas de una lectina, vy es
posible que las plantas contengan familias de genes de
lectina que han alterado su expresién en diferentes tejidos
de la misma planta. A pesar de la cantiiad de informacidén
acerca de la estructura y propiedades de las lectinas, su
importancia biolégica todavia no puede ser establecida; su

diversidad en propiedades y distribuciones subcelulares en
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diferentes tejidos de la misma planta sugiere que las
lectinas se pueden haber adaptado para una gran variedad de

funciones durante su evolucién (Eztler, 1985).

Localizacién de las Lectinas

Con respecto a la formacién de las lectinas en las
semillas, se ha estudiado el mecanismo que se da en la

planta "Horse gram" (Dolichos biflorus) y se ha encontrado

que el contenido de 1lectinas aumenta repentinamente durante
la formacién de la semilla. No es detectable los primeros 26
dias después de la floracioén y alcanza un maximo nivel a los
28 dias (1000 ng de lectina/ pg de nitrégeno), asi mismo,
al germinar la semilla y hacer un extracto de tallos y
hojas de la plantula, ésta contiene solamente pequefas
cantidades de lectina (Barondes, 1981). El patrén de 1la
acumulacién y desaparicién de lectinas en- las semillas
sugiere que las lectinas funcionan durante la maduracién y
germinacién de la semilla o en mantener la dormancia de la
semilla (Eztler, 1985).

En muchas leguminosas la localizacién de las 1l.ctinas
esta principalmente en 1los cuerpos proteicos y también
uniendo las membranas de estos cuerpos proteicos a los

granulos de almidén. Las isolectinas de frijol estan
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localizadas dentro de los cuerpos proteicos del parenquima
de almacenamiento del cotiledén, pero en algunas células
vasculares y en el parénquima del eje embrionario las

lectinas son citopldsmicas (Murray, 1984).

Aislamiento y Purificacién de Lectinas de Friijol

.

Las lectinas de frijol han sido aisladas por
cromatografia de afinidad en columnas de Sefarosa conjugada
con tiroglobulina porcina y con fetuina; ambas
glucoproteinas unen a las lectinas (Goldstein y Poretz,
1982) . Rigas y col. (1955, 1964) aislaron a partir del frijol
"red kidney" lo que parecia una glucoproteina homogenea con
peso molecular de 128,000 D con propiedades leucoaglutinantes
y eritroaglutinantes; después se evidencié que 1las dos
propiedades bioldégicas provenian de diferentes isolectinas,
que despues fueron 1llamadas E (eritoaglufinante) y L
(leucoaglutinante). Miller y col. (1973) comprobaron que las
lectinas del frijol "red kidney" estan formadas por una
familia de 5 isolectinas, y que éstas pueden ser separadas
nor .‘romatografia de intercambio i%nico. Cada isolectinz est i
formada por cuatro subunidades unidas por enlaces no
covalentes, conteniendo diferentes proporciones de 1las

subunidades E y L, segun se muestra en la Figura 1.
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Figura1. Representacion esquemética de las Isolectinas de frijol comin.
E: fraccién eritroaglutinante y L: fraccién leucoaglutinante.

(TomadodeMillery cols., 1975).
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La isolectina E, tiene wuna fuerte afinidad por 1los
eritrocitos y la isolectina L, tiene una fuerte afinidad por
los leucocitos, asi como una potente actividad mitogénica de
linfocitos. Las 3 formas intermedias (E;L,, E,L,, Yy E,Ly)
tienen diferentes grados de afinidad por los eritrocitos y
los leucocitos.

Takahashi y col. (1967) purificaron una lectina de
frijol "Wax" con propiedades similares a las del ffijol "red
kidney", esta 1lectina contenia 1los azucares glucosa,
arabinosa, fucosa, manosa, xilosa, y glucosamina.

Pusztai y Watt (1974) aislaron y caracterizaron 5

isolectinas de semillas de frijol Phaseolus vulgaris variedad

"Processor" por cromatografia de afinidad en fetuina-
Sefarosa.

Ohtani y Misaki (1979) purificaron una lectina de frijol
"Tora" por cromatografia de afinidad utilizando
tiroglobulina-Sefarosa y Concanavalina A-Sefarosa.

Novakova y Kokourek (1974) aislaron dos lectinas por

técnicas convencionales en el frijol Phaseolus coccineus

"Scarlet runner", siendo ambas glucoproteinas tetraméricas
conteniendo iones metalicos ca?*, zn?*, Mg®* y Mi*, con :n
peso molecular de 120,000 D.

Pusztai y col. (1981) aislaron una lectina dimérica

con baja actividad aglutinante en la variedad de frijol Pinto
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111; esta 1lectina fué purificada por diversos métodos
convencionales, inclﬁyendo cromatografia de filtracién en
gel, fraccionamiento por solubilidad vy electroforesis
continua de alto voltaje. Se empleé también cromatografia de
inmunoafinidad en una columna de Sefarosa 4B a 1la cual se
ligaron inmunoglobulinas antilectina de semilla de frijol
Pinto. i
Los resultados mostraron que la lectina tuvo un peso
molecular de 52,000 D.
Dada la importancia que tienen las lectinas purificadas
como herramientas para infinidad de pruebas en la industria
biomédica, cada vez son mas los investigadores que se han

dado a la tarea de buscar nuevas metodologias para su

aislamiento y purificacién.

Métodos de Deteccidn de las Lectinas

Existen un gran numero de métodos para cuantificar el
grado de aglutinacién ocasionado por lectinas bajo ciertas
condiciones especificas.

La cuantificacién del grado de aglutiricién puede
involucrar: conteo microscépico de células libres y células
aglutinadas, uso de contador de particulas, conteo de

eritrocitos que se adhieren a una capa celular cubierta de
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lectinas o la determinacién de células radio-etiquetadas
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adheridas a una capa celular.

Los métodos ée titulacién pueden involucrar 1la
determinacién del tiempo requerido para aglutinar
aproximadamente el 50% de las células en una concentracién
dada de 1lectinas o la determinacién de la concentracién de
lectinas requerida para aglutinar el 50 ¥ de los eritrocitos
a un tiempo dado (Schnebli, 1988). ;

Un método que es comunmente utilizado por su sencillez
es el método de microtitulacién seriada que consiste en
realizar diluciones en serie en una placa de
microtitulacién, anadiendo una concentracién constante de
eritrocitos tratados con proteasa y observar la aglutinacién
al cabo de una hora (Jaffé y Brucher, 1972).

En un intento por hacer mds objetiva la cuantificacién
de 1lectinas, Liener (1955) desarrollé una técnica
espectrofotométrica, en la cual se mide la densidad éptica de
la capa de eritrocitos tripsinizados no sedimentados en un
tiempo de incubacién de 2.5 horas, 1la actividad
hemaglutinante es calculada de éstas mediciones. Sin
embargo, la técnica consume “emasiado tiempo y los res :ltados
tienen un amplio margen de error (Bender, 1982).

El manejo de la suspensioén de eritrocitos, asi como 1la

densidad de células, las variaciones en temperatura, el
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tiempo de reaccién, el pH y el ambiente idénico son
condiciones que influyen en la aglutinacién de las células
por las lectinas (Schﬁebli, 1988).

La medicién de actividad hemaglutinante de muestras de
frijol no debe ser tomada categéricamente como una medicién
del contenido de lectinas, ni como una medicién de la posible
toxicidad producida por éstas, sino unicamente como un

indicador de su presencia en el frijol (Barrén, 1984).

Efectos Nutricionales de las Lectinas

En resena de Liener (1986), se indica que las lectinas de
frijol pueden agruparse badsicamente en cuatro tipos:
a) Aquellas que aglutinan células de conejo y células
tripsinizadas de vaca; b) Las que aglutinan solo células de
conejo; c) Las que aglutinan sdélo células tripsinizadas de
vaca y d) Aquellas que aglutinan solo células. tripsinizadas
de roedores Hamster. Se ha encontrado que sélo los tip?S
correspondientes a los incisos a y c¢ son téxicos al
inyectarse a ratones, asi mismo son las que retardan mas el
crecimiento de r.tas. Liener (1974) ha reprrcado que al
administrar niveles bajos hasta de 0.5 % de 1lectinas en la
dieta de ratas, se observa un retardo en el crecimiento.

Se piensa que el modo de accién de las lectinas tiene
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que ver con su afinidad por compuestos presentes en las
membranas del intestino, lo que causa una interferencia no
especifica con la abéorcién de nutrientes (Jaffé, 1980).

Rouanet y col. (1982) encontraron que la adicién de
lectina purificada en la dieta de ratas inhibié 1la invertasa
del intestino, por lo que la digestibilidad de las proteinas
y la hidrélisis de azucares se reducen. La lectina de

Phaseolus vulgaris afectd fuertemente 1la “actividad

enteroquinasa del duodueno de ratas "in vitro", por lo que
se cree que las lectinas de frijol interfieren con 1la

protedlisis en el tracto digestivo (Rouanet y col., 1983).

Estabilidad de las Lectinas

La forma de consumo del frijol es generalmente después
de un cocimiento, lo cual destruye la actividad de 1la
lectina (Coffey y col., 1985; Thompson y col.,.1983; Grant y
col., 1982) pero, en los ultimos anos se ha hecho énfasis en
el uso de harinas instantdneas, las cuales a veces tienen un
tratamiento térmico insuficiente para destruir totalmente la
actividad hemaglutinaite (Bender y Reasdi, 1982). Se
considera en forma general que el cocimiento de esta
leguminosa para el consumo humano es casi una garantia para

la inactivacioén de éste factor téxico, pero debe prestarse
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condiciones de procesamiento moderno; por ejemplo, en mezclas
con cereales para comidas de infantes, donde a veces el
tratamiento térmico es insuficiente (Liener, 1981). Se puede
seguir detectando una actividad biolégica residual en algunos
tipos de frijol y subproductos de frijol dependiendo de 1la
forma en que se cocinen, ya que existe una gran diversidad de
sistemas de cocinado en las diferentes culturas; se
desconoce aun la magnitud de ésta actividad res}dual y se
desconoce también si 1las lectinas desnaturalizadas aun
tienen capacidad de adherirse a las mucosas, causando

rompimiento de las membranas de las microvellosidades vy

degradacién celular (Sgarbieri y Withaker, 1982).

Modificaciones Genéticas del Contenido de Lectinas

La lectina es una proteina que es heredada como un
caracter dominante monogénico, por 1lo dﬁé puede ser
suceptible de manejo fitogenético (Klozova y Turkova, 1978).

En un experimento de este tipo, Osborn y Bliss (1985)
emplearon retrocruza para eliminar el contenido de 1lectina
en semillas de fri‘ol y estudiar los efecto:, utilizando las
variedades Pinto UI140 y Pinto 111 como padres sin lectina
y "Sanilac" y "Great Northern" como padres con lectina. Los

resultados mostraron que no se alteraron 1las cualidades
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agrondémicas del frijol y que las lineas obteniaas sin
lectina substituyeron su contenido proteico de 1lectina por
la proteina faseolina; lo cual puede ser importante ya que en
la fraccién faseolina es mayor en contenido de 1los
aminoacidos azufrados.

En un estudio reciente de la variabilidad de proteinas
en diferentes variedades de frijol, se encontré que existen
diferencias y polimorfismo tanto entre variedades como

dentro de una misma variedad (Klozova y Turkova, 1978).

Algunas semillas de Phaseolus vulgaris han sido
reportadas como carentes de lectina. Una de estas variedades
es la Pinto 111 extensamente estudiada por Pusztai y col.
(1981, 1982), quienes concluyeron que dicha variedad si

contiene lectinas, pero que son diferentes de 1las lectinas

comunes de Phaseolus vulgaris. Se trata de una proteina
dimérica; sin embargo, las raices de plantulas de Pinto 111,
especialmente cuando son inoculadas con Rhizobium sintetizan
pequenas cantidades de lectina comin o similar a las demas de

Phaseolus vulgaris, lo cual indica que los genes de lectina

de frijol comin en Pinto no estan expresados pero si
presentes.

Después, Horowitz (1985) comprobdé que la variedad Pinto
contiene genes para 1lectina de frijol comin, pero la

cantidad de RNA, de 1lectina estd sumamente reducida,
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sugiriendo que a esto se debe el nivel tan bajo de lectina de
frijol comin en esta variedad de frijol.

Es importante determinar cuales son las caracteristicas
quimicas y fisicas de las lectinas del frijol en variedades
de frijol para uso regional que han sido obtenidas usando un
progenitor con baja actividad aglutinante, asi como observar
la variacién que presentan, como producto de las cruzas

-

realizadas.



MATERIALES Y METODOS

Preparacién de la Muestra

Para la realizacién del estudio, se utilizaron las
siguientes variedades de frijol tipo pinto: Agate, Amber, NW
410, Columbia y Pinto UI11l; de las cuales tomaron muestras
aleatorias de 1 Kg de cada una de las variedades a probar, se
molieron y se pasaron por un tamiz de malla 100. La harina
obtenida de cada variedad de frijol fué almacenada en frascos

cerrados a 4°C para su posterior andalisis.

Extraccién de Proteina

La extracciodn de proteina se realizé agregando solucién
amortiguadora de borato de sodio 0.05 M, PpH 8.5, a una
muestra de harina (10:1 v/p), colocando 5 gr de harina de
frijol crudo y 50 ml de solucién amortiguadora ‘en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml, con agitacién magnética lenta por dos
horas a temperatura ambiente; posteriormente se centrifugé en
una centrifuga refrigerada DAMON IEC B-20A a 14000 rpm por 1
hora a 4'C y se eliminé el precipi*ado, recuperando el

sobrenadante.

25
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Determinacién de Proteina en Solucidén

El contenido de ﬁroteina en solucién fué determinada por
el método de Smith y col. (1985), utilizando el reactivo
dcido bicinchoninico (PIERCE), para lo cual se realizé una
curva estandar de proteina con albumina de bovino.

Las fracciones cromatograficas fueron evaluadas en su
contenido de proteina mediante la lectura de su absorbancia

a 280 nm. en un espectrofotdémetro Perkin-Elmer Lambda 3A.

Fraccionamiento con Sulfato de Amonio

En la variedad Pinto UI111 se 1llevé a cabo un
fraccionamiento mediante precipitacién escalonada con sulfato
de amonio. Se utilizaron los rangos de saturacién de 0 a 40
%, de 40 a 60 %, de 60 a 80 % y de 80 a 100 %. A cada una de
las fracciones obtenidas se les resuspendidé .en un volumen
minimo de la solucién amortiguadora de extraccién, se les
mididé su concentracién de proteina en solucién por el método

ya descrito y su actividad hemaglutinante.
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Cromatografia de Filtracién en Gel

Las fracciones precipitadas con sulfato de amonio donde
se encontré la actividad hemaglutinante fueron resuspendidas
en un volumen minimo de solucién amortiguadora de extraccién.

De cada variedad se inyectdé una muestra de 1‘ﬁ1 de esta
solucién resuspendida a una columna cromatografica de
filtracién en gel empacada con BioGel P-150 Grueso (Bio-Rad)
con dimensiones (didmetro por altura) de 2.5 x 41 cm, con un
volumen total de cama cromatografica de 201.258 ml y un
volumen vacio de 32.2 ml, el cual fué determinado inyectando
a la columna 1 ml del colorante azul de dextran (10 mg /ml),
el cual posee un peso molecular de 2,000,000 D y midiendo el
volumen de elucién del mismo. Se utilizé 1la solucién
amortiguadora de extraccién para eluir la muestra y se
utilizé un flujo de 10 ml/hora, mediante una bomba
peristaltica (Econo-Column BioRad) colectando fracciones de
3 ml (colector Buchler LC200). La elucidén de las proteinas
fue monitoreada leyendo la absorbancia de las fracciones a
280 nm en un espectrofotometrc. Aquel’as fracciones que
mostraron hemaglutinacién positiva, fueron combinadas y se
les determiné la concentracién de proteina en solucién y 1la

actividad especifica.
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Cromatografia de Afinidad

De cada variedad se tomaron 5 ml de extracto crudo Yy se
inyectaron a una columna de afinidad empacada con
fetuina-agarosa (SIGMA F3256) con dimensiones (didmetro x
altura) de 1 x 9.5 cm, con un volumen total de cama
cromatografica de 7.46 cm®, manteniendo un flu5c> de 20
ml/hora y colectando fracciones de 3 ml.

Las proteinas no ligadas a la columna fueron eluidas
mediante un lavado con solucién amortiguadora de fosfato de
sodio 0.05 M pH, 7.4, conteniendo NaCl 0.15 mM hasta obtener
una absorbancia a 280 nm de aproximadamente 0.05 (3 a 4
volumenes de la cama cromatografica).

La elucién de las lectinas ligadas a la columna se
realizé utilizando una solucién amortiguadora de glicina -
HCl 0.2 M, pPH 2.6, y a las fracciones colectadas se les
ajusté el pH a 6 con NaH,PO, -2H,0 1M, para evitar su
desnaturalizacién.

Las fracciones eluidas que mostraron 1la mayor
absorbancia a 280 nm se almacenaron a 4°C para su posterior
evaluacién de actividad aglutinanze Yy movilidad
electroforética. A dichas fracciones eluidas de 1la
cromatografia de afinidad se les determindé la concentracién

de proteina en solucién.
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Deteccidén de Actividad Hemaglutinante

Las fracciones\que presentaron presencia de proteina
fueron evaluadas en su poder hemaglutinante por
microtitulacién seriada en pares seguin la técnica de Jaffé y
Brucher (1974).

Esta técnica consiste en colocar 25 ul de la solucidén
amortiguadora de extraccién en cada pozo de una placa de
microtitulacién de fondo cénico (Titertek), se afaden 25 ul
de la muestra con una micropipeta (Eppendorf) en el primer
pozo y se realizan diluciones en serie, wutilizando
microdilutores (Titertek) de 25 pl; posteriormente, en cada
pozo de la placa se le agregan 25 ul de una solucién al 4 %
de eritrocitos tripsinizados de vaca, se deja reposar por 1
hora y se observa visualmente la aglutinacién. Aquellas
muestras que forman un paquete de células sanguineas en el
fondo del pozo cénico son consideradas como - -aglutinacioén
negativa y aquellas que no precipitan completamente se
observan al microscopio a 40X. Si se observan aglutinados de

células sanguineas se considera como aglutinacién positiva.
Este procedimiento se realizé por dunlicado. Se reperta como
titulo de aglutinacién al inverso de la ultima dilucién con

indicios de aglutinacién.
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Se determiné la actividad especifica de cada fraccién
proteica con actividad aglutinante, denomindndose asi a la
relacién entre titulo de aglutinacién por unidad de proteina

de la muestra (Felsted y cols., 1981).

Electroforesis

.

De cada uno de los extractos de las variedades de frijol
se tomdé una alicuota de 1 ml del eluyente de 1la
cromatografia de afinidad, asi como del extracto crudo y de
un estandar de proteinas de bajo peso molecular (Sigma SDS-
7): (a-lactalbumina 14,200, inhibidor de tripsina de soya
20,100, tripsinégeno 24,000, anhidrasa carbdénica de
eritrocitos de bovino 29,000, deshidrogenasa gliceraldehido
3-fosfato 36,000, albumina de huevo 45,000, albumina de
bovino 66,000). Se colocaron en tubos de ensayo.a los cuales
se les anadié 1 ml de una solucién tris-Cl 0.125 M, pH 6.?,
sulfato dodecil de sodio al 4%, glicerol al 20 % vy
2-mercaptoetanol al 10%; se calentaron en un bafno de agua a
ebullicién por 90 segundos, se enfriaron y se sometieron a
electrofor:sis en gel de poliacrilamida -n condiciones
disociantes bajo un sistema discontinuo (Laemmli, 1970). la
electroforesis se 1llevé a cabo en una celda vertical en

emparedado Protean II de 16/20 cm (BioRad). El sistema



31
consistié de un gel'de empacado de 4 ¥ de poliacrilamida y
un gel de separacién al 10% de poliacrilamida, con un grosor
de 1.5 mm.

En el tanque de electroforesis se utilizé como solucién
amortiquadora tris 0.025 M, pH 8.3, glicina 0.192 M y sulfato
dodecil de sodio al 0.1 %.

Al gel preparado se 1le inyectaron las siguientes
cantidades: 15 pl del extracto crudo, 100 ul de las
fracciones con actividad aglutinante y 50 pul del estandar
de pesos moleculares, ademds se inyecté el indicador azul
de bromofenol al 0.002% para rastrear el frente de la corrida
electroforética.

La electroforesis se llevé a cabo bajo voltaje variable
y corriente de 15 amperes por 1 hora y 30 amperes por 4
horas. Las proteinas fueron tenidas en una solucién de azul
de Commassie R-250 al 0.125 %, metanol al 50 l% y 4&acido
acético al 10 % por toda la noche.

El gel fué destenido en una solucién de metanol al 50%,

acido acético al 10 % con agitacién, en un aparato ‘
destenidor modelo 556 (Bio-Rad). Las bandas obtenidas
fueror coi'paradas con el estanlar de proteinas para conocer

su peso molecular.



RESULTADOS Y DISCUSION

Fraccionamiento con sulfato de amonio

Mediante 1la precipitacién con sulfato de amonio se
encontré que en la variedad Pinto UI11ll el total de 1la
actividad hemaglutinante se encontré en 1la fraccién que
precipita entre el 40 y el 80 % de saturacién de sulfato de
amonio; aunque, la mayor actividad se encontré en la fraccioén

proteica que precipita entre el 40 y el 60 % de saturacién,

segun lo mostrado en la Tabla 2.

Filtracién en Gel

Al utilizar las fracciones proteicas precipitadas entre
el 40 y el 80 % de saturacién de sulfato de amonio de cada
variedad para una separacién mediante croﬁétografia de
filtracién en gel, con las condiciones ya mencionadas, se
obtuvieron perfiles cromatograficos con pobre resolucién, ya
que las fracciones que tuvieron actividad hemaglutinante
detectable se encontraron en el volumen de vacio en las
variedades 2jate y Amber, y en un ~egundo nico traslapado con
el volumen de vacio en la variedad Pinto UI111l; por lo que se

asume que estaban acompanadas por demasiados contaminantes.

32
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Tabla 2. Actividad hemaglutinante y especifica de
fracciones proteicas de frijol Pinto UIl1l1l
precipitadas con sulfato de amonio.

% de Concentracioén Titulo de Actividad
Saturacioén de proteina en Hemaglutinacién® Especifica®
solucién?
(mg/ml)
0 - 40 16 .45 0 0
40 - 60 14.54 128 8.80
60 - 80 15.06 64 4.24
80 - 100 2.83 0 0

¥ Método BCA (Smith y col., 1984).

P Inverso de la ultima dilucién con indicios de
aglutinacioén.

¢ Unidades de aglutinacién por unidad de proteina.
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Las fracciones que presentaron hemaglutinacién positiva se
encontraron sumamente diluidas por lo que se dificultaba su
deteccién, tanto en el ensayo de aglutinacién como en 1la
electroforesis. Las condiciones cromatograficas no fueron las
adecuadas y debian ser modificadas, en cuanto a dimensiones
de la columna y flujo de la solucién amortiguadora; sin
embargo, la técnica propuesta probé ser demasiado laboriosa,
tardada y las fracciones obtenidas eran sumamente diluidas,
por lo que se optd por utilizar la técnica de cromatografia
de afinidad directamente con extractos crudos de las muestras
sin el paso preliminar de fraccionamiento con sulfato de

amonio, seguida de filtracién en gel.

Cromatoqrafia de Afinidad

Se encontré que en las 5 variedades de frijol, una
fraccién proteica fué enlazada al ligando fetﬁiha. En éstas
fracciones, se encontré la totalidad de 1la actividad
aglutinante de eritrocitos con diferentes titulos para cada
variedad, no encontrandose actividad aglutinante de
cfritrocitos fuera del pico de 2lucién con solucién regu.adora
de glicina - HCl; sin embargo, dentro del pico de elucidén se
encontraron fracciones que no tenian actividad

hemaglutinante detectable.
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El perfil cromatografico de las variedades de frijol
estudiadas fué muy similar, las diferencias en cuanto a su
absorbancia a 280 nm se debieron a que en los extractos
crudos se obtuvieron diferentes concentraciones de proteina
en solucién. El1 volumen al que eluyeron las proteinas que
fueron atrapadas por el ligando dependié del volumen en que
se realizé el cambio de solucién amortiguadora de-fosfato de
sodio con cloruro de sodio a glicina-dcido clorhidrico. La
recuperacioén de proteina con afinidad para el ligando también
fué diferente en dichas variedades, siendo la variedad NwW410
la mayor con 2.13 % de la proteina inyectada a la columna,
siguiéndole la variedad Amber con 1.3 %, Pinto con 0.60 %,
Columbia con 0.14 %, y Agate con 0.053 %, segun se muestra en

la Tabla 3.

Variedad Pinto UI1l11l

Del frijol Pinto UI11ll fueron inyectados a la columna
cromatografica un total de 55.35 mg de proteina (5 ml con uha
concentracién de 11.07 mg/ml); se eluyeron 2 fracciones con
actividad hemaglutinante de titulo 4, y una fraccién con
titulo 2, que reprerantan ur 0.60 % (0.063 mg) del t_tal de
proteina inyectada. Las 3 fracciones que presentaron
actividad hemaglutinante tuvieron una lectura de absorbancia

a 280 nm diferente, sin embargo en el ensayo de proteina en
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Tabla 3. Recuperacién de proteina en las fracciones
con actividad hemaglutinante de las
diferentes variedades de frijol purificadas
mediante cromatografia de afinidad én
fetuina-agarosa.

Variedad Recuperacién de Proteina (%)?

NW410 2.13

Amber 130

Pinto 0.60

Columbia 0.14

Agate 0.05

? Del total de la muestra inyectada a la columna,

determinada

por el Método BCA (Smith y col., 1984).
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solucién arrojaron la misma concentracién de proteina (0.007
mg/ml) . La fraccién Ae titulo de hemaglutinacién 2 posee una
actividad especifica de 285.71, y las fracciones de titulo 4
poseen una actividad especifica de 571.4, segun se muestra

en la Tabla 4.

Variedad Amber

En cuanto a la variedad Amber fueron inyectados a la
columna cromatografica un total de 48 mg de proteina (5 ml
con una concentracién de 9.6 mg/ml); se eluyeron 3 fracciones
con actividad aglutinante de titulos 4 y 16, que representan
un 1.3% (0.623 mg) del total de proteina inyectada con una
actividad especifica de 132.23 en la fraccién de mayor
aglutinacién, una actividad especifica de 40 en la fraccién

44 y 8 en la fraccioén 46, segun se muestra en la Tabla 5.

Variedad Agate

De la variedad Agate fueron inyectados a la columna
cromatografica un total de 72 mg de proteina (5 ml con una
concentracién de 14.4 mg/ml); se eluyeron 2 fracciones con
actividad aglutinante de titulo 32, que rcpresent-=n un 0.053
% (0.038 mg) del total de proteina inyectada, con una
actividad especifica de 388.34 en la fraccion 33 y 99.1 en la

fraccién 32, segun se muestra en la Tabla 6.



Tabla 4. Purificacién de lectinas de frijol variedad
Pinto UIl1l1l.

Muestra Concentracioén Titulo de Actividad
de proteina en Hemaglutinacién® Especifica®
solucién®
(mg/ml)
Extracto crudo 11.070 4 0.3
Fraccién 31 0.007 2 285.7
Fraccion 32 0.007 4 571.4
Fraccion 33 0.007 4 571.4

? Método BCA (Smith y col., 1984).

b Inverso de la ultima dilucién con indicios de
aglutinacién.

¢ Unidades de aglutinacién por unidad de proteina.
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Tabla 5. Purificacién de lectinas de frijol variedad

Amber.

Muestra Concentracidén Titulo de Actividad
de proteina en Hemaglutinacién® Especifica®
solucién®
(mg/ml) '

Extracto crudo - 9.600 16 1.6
Fraccion 44 0.100 4 40.0
Fraccion 45 0.121 16 132.2
Fraccién 46 0.499 4 8.0

2 Método BCA (Smith y col., 1984).

b Inverso de la ultima dilucién con indicios de
aglutinacién. .

¢ Unidades de aglutinacién por unidad de proteina.
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Tabla 6. Purificacién de lectinas de frijol variedad

Agate.
Muestra Concentracién Titulo de Actividad
de proteina en Hemaglutinacioén® Especifica®
solucién®
(mg/ml)
Extracto crudo 14.440 8 0.6
Fraccion 32 0:323 32 99.1
Fraccion 33 0.082 32 388.3

@ Método BCA (Smith y, col., 1984).

P Inverso de la ultima dilucién con indicios de
aglutinacién. ,

¢ Unidades de aglutinacién por unidad de proteina.
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Variedad Columbia
En cuanto a la variedad Columbia, fueron inyectados a la
columna cromatogrdafica un total de 70.85 mg de proteina (5 ml
con una concentracién de 14.17 mg/ml); eluyéndose 2
fracciones con actividad aglutinante de titulo 8, que
representan un 0.1473 % (0.104 mg) del total de proteina
inyectada, con una actividad especifica de 133.33 en la
fraccion 70 y 37.4 en la fraccioén 71, segun se muestra en la

Tabla 7.

Variedad NW410

En cuanto a la variedad NwW410, fueron inyectados a la
columna cromatografica un total de 54.05 mg de proteina (5 ml
con una concentraciéon de 10.81 mg/ml); eluyéndose 2
fracciones con actividad aglutinante de titulo 16, que
representan un 2.1313 % (1.152 mg) del total de proteina
inyectada , con una actividad especifica de 551 en 1la
fraccion 32 y 126.7 en la fraccion 31, segun se muestra en la
Tabla 8.

Al comparar en cada variedad la actividad especifica del
extracto crudo con aquella de la fraccidn con mayor actividad
se obtienen 1los siguientes valores de purificacidn:
PintoUI111 1904 veces, Amber 82 veces, Agate 647 veces,

Columbia 60 veces y NW410 1380 veces.
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Tabla 7. Purificacién de lectinas de frijol variedad

Columbia.
Muestra Concentracién Titulo de Actividad
de proteina en Hemaglutinacion® Especifica
solucioén®
(mg/ml)
Extracto crudo 14.170 32 22
Fraccion 70 0.060 8 133.3
Fraccion 71 0..214 8 37 .4

® Método BCA (Smith y col., 1984).

b Inverso de la ultima dilucién con indicios de
aglutinacién.

¢ Unidades de aglutinacién por unidad de proteina.



Tabla 8. Purificacién de lectinas de frijol variedad
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NW410.
Muestra Concentracién Titulo de Actividad
de proteina en Hemaglutinacioén® Especifica®
solucién®
(mg/ml)
Extracto crudo 10.810 4 0.4
Fraccion 31 0.126 16 1267
Fraccion 32 0.029 16 551.7

8 Método BCA (Smith y col., 1984).

b Inverso de la ultima dilucién con indicios de
aglutinaciédn.

¢ Unidades de aglutinacién por unidad de proteina.
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Los valores tanto de titulo de hemaglutinacién, como de
actividad especifica obtenidos, son dificiles de comparar con
otros estudios ya que en la literatura cientifica no se
encuentra homogeneidad en la manera de reportar la actividad
biolégica de 1las 1lectinas, sin embargo, en referencia
unicamente a 1la ultima dilucién a 1la que presentaron
actividad detectable, las variedades en estudio. se pueden
considerar de baja actividad, al comparar con los resultados
de Koehler y cols., 1986 y de Jaffé y Brlcher, 1972.

Los cromatogramas de las diferentes variedades de frijol
son mostradas en las Figuras 2 a 6.

Se pudo observar una diferencia en 1la actividad
especifica de los extractos crudos de 1las variedades de
frijol en estudio siendo Pinto UI11l1l (el progenitor comun) la
de menor actividad y Columbia la de mayor actividaa, segun se
aprecia en la Figura 7.

De las lectinas aisladas, las fracciones mas activas de
cada variedad también mostraron variacioén al ser aislad;s
por esta metodologia, se encontrdé que la lectina aislada con
mayor actividad especifica fué la de la variedad Pinto UI1l1l1l,
siguiendole N¥'210, Agate, Columbia y Amber.

Las diferencias en cuanto a la actividad especifica
podria deberse a la estructura de 1las 1lectinas de las

diversas variedades.
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Figura 2. Cromatograma de extracto crudo de frijol Pinto
UI1l1ll en fetuina-agarosa (1 x 9.5 cm), elucidén de proteinas
no ligadas con solucidén amortiguadora de fosfato de sodio
0.05 M pH 7.4, conteniendo NaCl 0.15 mM y elucién de
proteinas ligadas con solucién amortiguadora glicina-HCl 0.2
M pH 2.6. Flujo de 20 ml\Hora y fracciones de 3 ml. Flecha:
canbio de solucién amortiguadora Recuadro: activiézd
hemaglutinante.
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Figura 3. Cromatograma de extracto crudo de frijol Amber en
fetuina-agarosa (1 x 9.5 cm), elucidén de proteinas no ligadas
con solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.05 M pH 7.4,
conteniendo NaCl 0.15 mM y elucién de proteinas ligadas con
solucién amortiguadora glicina-HCl 0.2 M pH 2.6. Flujo de 20
ml\Hora y fracciones de 3 ml. Flecha: cambio de solucién
amortiguadora. Recuadro: ectividad hemaglutinarte.
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Figura 4. Cromatograma de extracto crudo de frijol Agate-'en
fetuina-agarosa (1 x 9.5 cm), elucidén de proteinas no ligadas
con solucidén amortiguadora de fosfato de sodio 0.05 M pH 7.4,
conteniendo NaCl 0.15 mM y elucidén de proteinas ligadas con
solucioén amortiguadora glicina-HCl1 0.2 M pH 2.6. Flujo de 20
ml\Hora y fracciones de 3 ml. Flecha: cambio de solucién
amortiguadora. Recuadrc: actividad hemaglutinante.
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Figura 5. Cromatograma de extracto crudo de frijol Columbia
en fetuina-agarosa (1 x 9.5 cm), elucidén de proteinas no
ligadas con solucién amortiguadora de fosfato de sodio 0.05
M pH 7.4, conteniendo NaCl 0.15 mM y elucién de proteinas
ligadas con solucién amortiguadora glicina-HCl 0.2 M pH 2.6.
Flujo de 20 ml\Hora y fracciones de 3 ml. Flecha: cambio de
solucidén amortiguadora. Recuadro: actividad hemaglutinant.:.
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Figura 6. Cromatograma de extracto crudo de frijol NW410 en
fetuina-agarosa (1 x 9.5 cm), elucién de proteinas no ligadas
con solucidn amortiguadora de fosfato de sodio 0.05 M pH 7.4,
conteniendo NaCl 0.15 mM y elucién de proteinas ligadas con
solucién amortiguadora glicina-HCl 0.2 M pH 2.6. Flujo de 20
ml\Hora y fracciones de 3 ml. Flecha: cambio de solucién
amortiguadora. Recuadro: actividad hemaglutinarte.
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Figura 7. Actividad especifica de extractos crudos de
diferentes variedades de frijol.
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Se muestra la actividad de las 1lectinas dé las
variedades en la Figura 8. Las variedades cuyo extracto crudo
arrojé un menor valor de actividad especifica tuvieron los
mayores valores de esta misma actividad al ser aisladas las
lectinas, lo cual puede indicar que 1la actividad
hemaglutinante no sélo depende de la presencia de 1lectinas,
sino también de otros compuestos que son eliminaéos durante
la separacién cromatografica, y que pueden inhibir hasta
cierto punto la manifestacion de esa actividad bioldgica.
Se observd que no todas las proteinas enlazadas por la
fetuina mostraron aglutinacién detectable de eritrocitos, por
lo cual es posible que estas proteinas enlazadas por 1la
fetuina sean una forma de lectina no eritroaglutinante,
dichas formas de 1lectina no fueron monitoreadas en el
presente estudio, se considera necesario someter la totalidad
de estas fracciones atadas a la fetuina a un fraccionamiento
mediante otra técnica cromatografica tal como la de
Intercambio Idénico, asi como utilizar técnicas que permitan

identificar a las formas de lectina no eritroaglutinante.
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Figura 8. Actividad especifica de fracciones separadas
mediante cromatografia de afinidad en fetuina-agarosa de
diferentes variedades de frijol.
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Electroforesis

Los patrones electroforéticos obtenidos de 1los
extractos crudos de las cinco variedades de frijol fueron
muy similares entre si cuanto a las bandas mas importantes y
mostraron también similitud con los patrones electroforéticos
del frijol Pinto 111 reportadas por Pusztai y col.-(1983). En
todas las variedades evaluadas se presentd una zona en la
que se pueden distinguir varias bandas gruesas muy
coloreadas con un Rf entre 0.3 a 0.36 de movilidad, y que
corresponden a subunidades de la proteina mas importante
cuantitativamente en la semilla de frijol, con un coeficiente
de sedimentacidén 7s y peso molecular de 43,000 a 53,000 D,
segun lo reportado por Pusztai y Stewart (1980), quienes la
llamaron "glucoproteina II". Ademds de esta zona fuertemente
coloreada, otras bandas de diferentes intensidades se
encontraron en todas las variedades.

El patréon electroforético de 1las fracciones qﬁe
tuvieron actividad eritroaglutinante presenté dificultades
enb su deteccién debido a las cantidades tan pequenas de
prcteina encontradas en ' as fracciones enlazadas a la cnlumia
de afinidad, por lo que se recurridé a dializarlas para fines
de concentracioén, resuspendiendo en 1 ml de la solucién

amortiguadora de muestra e inyectando 50 ul de la muestra en
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el gel. Sé6lo se presentd una banda en el caso de la variedad
Amber, en correspondéncia con una de las bandas fuertes del
extracto crudo, segun se aprecia en la Figura 9. En el resto
de las variedades, las fracciones enlazadas a la fetuina, se
encontraron sumamente diluidas, por lo que no se les pudo
detectar visualmente. No se contd con el equipo indispensable
para tener una apreciacién de cantidades tan pequenas de
proteina que permitieran establecer una comparacién de la
pureza de las fracciones obtenidas mediante la técnica de

afinidad.

BiBLIOTECA
D.LP.A"
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Figura 9. Patroén electroforético de extractos crudos de las
variedades de frijol utilizadas (B: Pinto UI111, D: NW410, F:
Columbia, H: Amber y J: Agate) y las lectinas purificadas (A:
Pinto UI111, C: NW410, E: Columbia, G: Amber y I: Agate),
mediante cromatografia de afinidad en fetuina-agarosa.



CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En base a los resultados obtenidos en esta investigacién

se llegd a las siguientes conclusiones:

1) La totalidad de la actividad eritroaglutinante en las
variedades de frijol probadas se encuentra en la fraccién
proteica que precipita en un rango de 40 - 80 % de saturacidn
de sulfato de amonio, por lo cual, en ciertos casos, el
fraccionamiento en este rango de saturacién, pudiera
utilizarse como un paso preliminar en la separacién de las

lectinas de frijol.

2) Los extractos crudos de las variedades de frijol Pinto
UIl1l1l, Amber, Agate, Columbia y NW410 presentan diferencias
en actividad eritroaglutinante, lo cual puede considerse como
un indicador de que poseen distintas lectinas gn_cantidad y/o

en calidad.

3) Se encontré homogeneidad en el patrén electroforético de
las variedades en estudio, aunque no fué posible detectar las
bandas correspondientes & la actividad eritroaglutinante en

todas las variedades de frijol en estudio.

56



57
4) La metodologia cromatografia de afiniéad utilizando
fetuina-agarosa permitié una separacién rapida y en un solo
paso de las proteinas de frijol que causan aglutinacién de
eritrocitos, sin embargo, la recuperacién fué diferente en

las distintas variedades.

5) Las lectinas separadas mediante cromatografia de afinidad
en fetuina-agarosa fueron diferentes en cuanto a su actividad

eritroaglutinante especifica.

6) Las lectinas aparentemente son diferentes en cuanto a su
actividad aglutinante cuando estan formando parte del
complejo de sustancias en la semilla y cuando se encuentran
en forma aislada, sin la presencia de interferentes o

activadores.

7) Las cruzas de frijol pinto que se han realizado en los
centros de fitomejoramiento ha tenido un impacto tanto
cuantitativo como cualitativo en lo que respecta al factor

lectinas del frijol Pinto.



58
Se tienen las siqguientes recomendaciones para

investigaciones futuras:

1) Se recomienda continuar con la caracterizacién de las
lectinas de las variedades utilizadas en esta investigacién,
en cuanto a su peso molecular, carbohidratos especificos,
punto isoelectrico y estructura primaria de las proteinas.

2) Implementar una técnica electroforética mas sensible en la
deteccién de cantidades muy pequenas de proteina, que permita
utilizar directamente fracciones de separaciones

cromatograficas.

3) E1 estudio de 1las formas de lectina que poseen
caracteristicas leucoaglutinantes y mitégenas de linfocitos,
de tal manera que ei se profundice el panorama global de las

lectinas que estan presentes en el frijol.

4) La utilizacién de 1las lectinas aisladas en estudios
nutricionales con animales experimentales, que nos permitan
colprender mejor sus efertos en la dieta y los mecanismos de

su inactivacioén.
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