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I. t1ESUMEN. 

La Lb es una i1roteina que forma parte de la familia de i'rotei­

nas conocidas como globinas, y las cuales se encuentran ampliame!! 

te distribuidas en el reino animal¡ por su parte, en el reino ve­

getal, la Lb es el primer y único caso concluyentemente demostra­

do de la presencia de una globina en este reino, donde es casi e~ 

elusiva de Leguminosas, y está intrinsecamente relacionada con el 

proceso de la Fijación Biológica de Nitrógeno. El incremento en el 

estudio de esta proteina puede ayudar a resolver algunas interro­

gantes planteadas. 

El presente trabajo se llevó a cabo con nódulos radicales de 

Crotalaria pumila, Ort., los cuales fuer~n homogenizados; la sol~ 

ción resultante fué precipitada con sulfato de amonio al 80~ y tr~ 

tada con ferricianuro de potasio para eliminar el ácido nicotinico 

endógeno, entonces, la soluci6n fué filtrada por una columna de S~ 

phadex G-10 y determinado el R 560/620 de la fracción proteica; 

posteriormente, esta fracción fué filtrada a través de una columna 

de DEAE-Celulosa y el eluido monitoreado a 280 y 546 nm. La Lb fué 

detectada y cuantificada por el método de piridina-hemocromo. 

Loa resultados obtenidos permiten establecer que, de manera ge­

neral, la Lb de Crotalaria numila 1 Ort. presenta algunas caracte­

rísticas semejantes a las Lb's ya reportadas, como es el polimor­

fismo tipico de este srupo de proteínas, aunque, sin embargo, pre­

sente algunas diferencias, principalmente en el perfil de eluci6n 

en la DEAE-Celulosa, lo que conduce a una serie de inferencias y 

alternativas de investj.gaci6n. 
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4. 

I1. ANTECEDENTES. 

IIa. GENERALIDADES SOBRE LAS GLOBINAS. 

El término globina incluye a un grupo de proteínas muy relaci~ 

nadas entre si y con la función comón de almacenar y transportar 

oxigeno, las cuales se encuentran ampliamente distribuidas en el 

reino animal, donde abarcan tanto a grupos de invertebrados como 

de vertebrados. Entre los primeros son abundantes en An6lidos, se 

encuentran en la mayoría de los Poliquetos y muchos Oligoquetos; 

también en otros Phyla tales como Platelmintos, Nemertinos, Nema­

telmintos, Moluscos, Equinodermos Holotóridos, Equiuroideos y Si­

puncólidos, y unos cuantos Crustaceos e Insectos, entre otros. En 

vertebrados su presencia es prácticamente universal. Además, se 

ha reportado su existencia en niveles bajos en la escala filogen! 

tica, como los Hongos, Levaduras y Protozoarios, lo cual, como se 

verá mas adelante, es de gran importancia desde el punto de vista 

evolutivo (Keilin y Tissieres, 1954, en Fox, 1976). 

El inicio del estudio comparativo en diferentes organismos de 

la estructura tridimensional de las globinas debe ser asignado al 

trabajo de Reichert y Brovn de 1909 (Lesk y Cbothia, 1980), quie­

nes investigaron la variación evolutiva de los ejes axiales de 

los cristales de hemoglobinas aislados de especies diferentes. 

Pero el estudio verdadero de la relación entre la secuencia y la 

estructura, necesariamente tuvo que esperar a la aplicación de la 

cristalografia de rayos-X a las proteínas por Zuckerkandl y Pau -

ling en 1965. 

Los análisis de la estructura cristalina han permitido diluci­

dar, a nivel de resolución atómica, la estructura para 11 globi -

nas. Estas son, las cadenas alfa y beta de las hemoglobinas huma-



5. 
nas y de caballo, la aubunidad gamma de la hemoglobina humana fe­

tal, la mioglobina del esperma de ballena, las hemoglobinas mono­

méricas de la lamprea marina y el anélido Glicera dibranchata, 

una eritrocruorina de la larva del insecto Chironomus th11mmi, y 

la leghemoglobina de los nódulos de las raices del Lupino amari­

llo (Lesk y Chothia, 1980). 

Estas 11 moléculas tienen secuencias de aminoácidos muy dif e­

rentes pero estructuras secundaria y terciaria muy semejantes. 

Son comunes a todas ocho hélices marcadas como A, B, e, D, E, F, 

G y H, excepto para cuatro estructuras que carecen de la hélice 

D. Las hélices se presentan en un patr6n com6n, que encierran al 

grupo hamo en receptáculos de geometría similar, formados de por­

ciones homólogas de las moléculas, con una simetría en espejo. 

La estructura secindaria de las globinas tiene una serie de r,!!. 

giones helicoidales, contiguas en algunos casos, pero separadas 

por vueltas en otras. No hay una manera vlara de decidir exacta­

mente donde se inicia una hélice y donde termina, ya que las ter­

minales de las hélices est~n a menudo distorsionadas, lo que las 

aparta de la geometría ideal de la hélice. Lesk y Chotbia (1980) 

basaron su criterio en la descripción original de la estructura, 

en la geometría de los puentes de hidr6geno entre p~tidos y en el 

exá.men de la conformación molecular, facilitada por modelos gene­

rados por computadora. Ellos consideran que cualquier aminoácido 

puede formar parte de la hélice, si participa razonablemente bien 

en el patrón de puentes de hidrógeno de la hélice, sea como dona­

dor o como aceptar. 

La estructura de las globinas muestra homologia en sus secuen-
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cias secundarias: las h6lices están formadas en su mayor parte de 

residuos bom6logos en las porciones comunes de las secuencias ali 

neadas. Excepto en sus terminales, las regiones helicoidales no 

están sujetas a inserciones y delaciones, Las delaciones de más 

de dos residuos se encuentran en las siguientes hblices: desoxi­

hemoglobina humana normal subunidad alfa (Den H-Hba), desoxihemQ 

globina humana normal subunidad beta (H-Hbb), metbemoglobina de 

caballo subunidad beta (E-Hbb), metmioglobina del esperma deba­

llena Pbyseter catodon (SW-Mb), cianobemoglobina de la lamprea m! 

rina Petromyzon marinus (L-Hb), carbomonoxihemoglobina del anbli­

do Glycera dibranchata (G-Hb) y leghemoglobina de los n6dulos de 

las raíces de Lupinus luteus, L. (Lb-Hb); el inicio de Ben la 

eritrocruorina de la larva del insecto Chironomus thummi (C-Er) y 

el inicio de H en Lb-Hb. E en Lb-Hb es aproximadamente cinco res! 

duos más larga que E en otras globinas. 

Por otro lado, el grupo prost6tico de las globinaa, el hemo, 

es una porfirina que contiene hierro con ocho substituyentes, dos 

grupos de ácido propi6nico, dos grupos vinilo y cuatro metilos. 

Loa dos grupos de ácido propi6nico distinguen una zona hidrotili­

ca ~nica y la distribución asim6trica de los grupos vinilo y met! 

lo rompen con la simetria de espejo. 

La cadena polipeptidica de cada globina forma un receptáculo 

dentro del cuál se acomoda el hamo, con solo la orilla hidrofili­

ca expuesta al medio. El átomo de hierro del hemo forma un enlace 

covalente con el N-E2 de una His en ~osici6n 109 de la h6lice F ¡ 

en algunas estructuras uno o ambos ácidos propi6nicos ~orman enl! 

cea de hidr6geno con un lado de la cadena del polipéptido. La PO! 
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ci6n no polar del hemo interactóa con el polipéptido por medio de 

interacciones hidrof6bicas. 

La figura l muestra el arreglo espacial de estas regiones alr! 

dedor del bemo. En términos de la orientación del hemo, en la Pª! 

te (a) de esta figura, la hélice F y la esquina FG cubren casi 

toda la parte superior del grupo hemo¡ la hélice G cubre un cost~ 

do del bemo en la región del anillo 31 el final de la hélice e, 

la región opuesta de la óltima. Adyacente al hierro del bemo hay 

una cavidad donde se pueden acomodar ligandos, El residuo de His 

en la posición 75 en la hélice E, o Leu en G, actúan como una 

puerta de entrada en esta cavidad (Marimoto ~ !!!.,., 1971, en 

Lesk y Obothia, 1980). Como resultado de las posiciones relativa­

mente diferentes de la hélice F, en la H-Hba y b' E-Hba y b' y 

Lb-Hb, también forman enlaces con la parte superior del bemo dos 

residuos de la hélice H. 

IIb. HISTORIA DE LA LEGHEMOGLOBINA. 

En 1940 1 Allison y col. (Fox, 1976) concluyeron que la respir~ 

ci6n de los nódulos radicales de la Soya, estaba restringida a la 

concentración atmosférica normal de oxigeno; aproximadamente al 

mismo tiempo, Kubo (1939, en Fox, 1976) descubrió que el color rg 

sa de los nódulos de la Soya y otras Leguminosas fijadoras de ni­

trógeno, era debido a un pigmento soluble' es decir, no unido a 

membranas, semejante a la hemoglobina, y concluy6 que estas hemo­

globinas estaban relacionadas con el consumo de oxigeno en los n~ 

dulos. Posteriormente, Keilin y Wang (1945, en Fox, 1976), deter­

minaron que el contenido de hemina de sus preparaciones, estima-
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Fig.1. Estructura del empaque del henio de la mioglobina del esperma de ballP -
na. 1 bl,Vista superior del hemo a través de la hélice F. Note. la distribución asimé­
trica .sobre la porfirina de tos grupos propiónico, vinil y metil.I a), Vista dentro del 
empaque del hemo. 1 e l, Empaque de los residuos de las h"'lices e .E y F aire de _ 
dor del grupo hemo. < d ), Empaque de la hélice C. contra la parte posterior del 
hemo. 1 Tomado de Lesk y Chothia ,1980 l. 
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das como piridina- bemocrom6geno, contituian aproximadamente el 

2 % del peso seco de los n6dulos, y que el intenso color rojo de 

su soluci6n exhibía todas las características espectrales y re­

acciones químicas de una hemoglobina. La identificaci6n de 6ata 

hemoglobina nodular, actualmente denominada Leghemoglobina, es la 

primera demostración de la presencia de una proteína de tipo glo­

bina en una planta, aunque otros hemo derivados tales como la ca­

talasa y el citocromo hayan sido conocidos tiempo atrás en el re! 

no vegetal {Fox, 1976; Bergersen ~ 1!1,. 1 1979). 

IIc. ESTRUCTURA DE LA LEGHEMOGLOBINA. 

Las Lb's son hemoproteinas con un peso molecular de 15 a 17000 

d, que contienen un Protohemo IX como grupo prost6tico. Las cara~ 

teristicas principales de la estru~tura de la Lb
8 

de la Soya, a 

una resolución de ;., 1, concuerdan con las descritas para otras 

hemoglobinas monom6ricas (tabla I), con la excepci6n de la caren­

cia de un segmento helicoidal. La mol6oula es un elipsoide aplan~ 

do con ejes principales de 40, 47 y 25 A de longitud aproximada­

mente. Hay siete segmentos helicoidales que representan el 77 % 

de la estructura, y se encuentran arreglados en el ya bien conoc! 

do plegamiento de la mioglobina. El hemo está comprendido en una 

cavidad hidrof6bica, mantenido por residuos de las b6lices B, C, 

E, F, G y H, y la mol6cula en su totalidad se encuentra rormada 

por aproximadamente 145 residuos de aminoácidos, este n6mero va­

ria de acuerdo al tipo y la especie a la ouil corresponda {Ollis 

~ .!!!,., 1983). 



¡---· ----------. ··-··--.·-----·-·-··· ---···· 
1 Tdbld l. 
1 Comparacíon de alguna:. característica:. comune:. entre una Globi -
1 

na de origen animal, la Mioglobina, y una de origen vegetal, !'a 

LE>CJhemoglobina. 

GLOBINA VEGETAL 
----------- -···--¡ 

GLOBINA ANIMAL : 
··--·--- -····-···--

LEGHEMOGLOBINA MIOGLOOINA 1 ---·------ ----------·· ... 
1 

UBICACION Nódulo:. íladiculare:. Tejido Mu:.cular _,,_J ,____ ______ 
-· ··--·-·--· -· ·---------·-·· 

FUNCION 
1 

Acarrear y Almacenar 02. Almacenar o : ____ ..:._ ________ 
--·----·····----·- ---· ···-····--· _2 __ ---j 

NATUl1ALEZA Monómero Cpolimórfico) Monómero Cmono_'!'_órf}co )j 
PESO MOLECULAíl 15 a 17,000 d 17,000 d 

- --------- ... --···----"! 

No. ílESIDU05 A. A. 145 aproximadamente 150 aproximddamentl:' 
l 

1 GPO. PílOSTETICO Fe - Hemo Fe - Hemo .. _. 
j No. DE HELICES 7 CA,9,C,E,F,G,H) 8 CA,8,C,O,E,F, G,H l 
~------- ...._. 
¡ 

DIMEN510NES 40x 47x 25 '4 40X 35x 25 Jl. 

CONF. OC- HELICOIDAL 77 °/o 75 °/o 
-

¡ No.DE EXONES 4 3 
-

No. DE INTl10NES 3 2 
··- --

------·--·-·-·-, -------······-'··---· ... 



IId. FUNCION DE LA LEGHEMOGLOBINA. 

La presencia de la Lb en tejidos radicales fijadores de nitr~ 

geno se encuentra bien establecida. Los nódulos radicales fijado­

res de nitrógeno se forman como respuesta a la infección por bac­

terias del género Rhizobium, las cuales proliferan dentro de las 

clllulas vegetales del nódulo en desarrollo, como se observa en la 

figura 2 (las electromicrograf!as son material original, para su 

preparación referirse a la sección de Mat. y Mét. y al Apéndice 

5). Estas bacterias al modificarse para la vida simbiótica son 

llamados bacteroides. Dentro del n6dulo, la fijación de nitr6geno 

atmosférico, y su conversi6n en amoniaco, se lleva a cabo por un 

complejo enzim ático denominado Nitrogenasa, el cuál se encuentra 

dentro de los bacteroides. Este complejo enzimático es destruido 

por trazas de oxigeno, pero al mismo tiempo le actividad nitroge_ 

nasa de loa bacteroides intactos depende del suministro de ATP, 

formado seguramente por la rosforilación oxidativa bacteriana. La 

fijación de nitr6geno en el n6dulo intacto es deficiente en pre­

sencia de oxigeno y se incrementa en respuesta a un aumento en la 

presión ambiental del mismo. La presi6n promedio de este elemento 

en las célt1las del tejido central de los nódulos de la Soya ae e_! 

tima en 0.01 mmHg aproximadamente, y se mantiene en este nivel 

por un vigoroso consumo de oxigeno, de lo cuál los bacteroides 

son los principales responsables. Una paradoja de la función del 

nódulo radical, la cuál requiere de una explicación, es, como se 

sostiene el gran flujo de oxigeno, mientras que la presión de 61 

dentro de los bacteroides se mantiene a tan bajo nivel, y la rel!! 

ci6n que tiene esto con las tasas de fijación de nitrógeno (Witt~ 

nberg, 19?4). 



A 

8 

Fig. 2. Micrografids di microscopio electrónico de células nodulclrtos de ~­
~ 'lUlg~,L. infectadas por Bhizobjum ~.<A ),vista g~nerc!ll del grado de 
infección del citoplasm11 de la célula vegetal. 1795 X. ( B l. desplazamiento de los oc 
g11nelos hacia la periféria de la célula por los bacteroides. 7500 X. < bl,bacteroide, 
( mpl,membrana peribacteroidal,<m l, mitocondria ,In l, núcleo,( pe !,pared celular, 
( rer ),retículo endoplásmico rugoso. Los aumentos corresponden a los originales del 
microscopio electrónico. · 
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Se han propuesto div rsos papeles fisiológicos para explicar 

la relación observada entre la concentración de Lb y la fijación 

de nitrógeno. La Lb no juega un papel directo en el sistema fija­

dor de nitrógeno, sin embargo, se ha sugerido que pudiera actuar 

facilitando la difusión de oxigeno en el tejido nodular con la 

baja pp02 existente en este tejido denso. La producción de ATP 

para la fijación de nitrógeno por los nódulos radicales parece 

estar limitada por las concentraciones atmosféricas de oxigeno. 

Este papel propuesto para la Lb podria ser similar al de la difu­

sión facilitada del oxigeno en las fibras musculares de mamiferos 

por la mioglobina (Bergersen ~ !!,., 197~). 

Se ha demostrado ·en experimentos realizados con nódulos intac­

tos, la presencia de una via sensible al CO por medio de niveles 

bajos de ppCO. Estas fueron efectivas en inhibir la incorporación 

de oxigeno al sistema, e indican la presencia de elementos con 

alta afinidad por el CO, y se sabe que 6nicamente la Lb tiene 

esta propiedad. Otros elementos posibles en la célula son mucho 

menos sensibles al co. AdemAs, en estos ensayos, y en loa realiz~ 

dos con suspensiones de bacteroides, la Lb estimuló la reducción 

del acetileno por estas suspensiones; se consideró como responsa­

ble de esto no .al incremento de la transferencia o activación del 

acetileno, ya que primeramente, no hay evidencias del espectro de 

absorción que demuestre la unión de éste a la Lb; segundo, el ac~ 

tileno ea aproximadamente 33 veces mAs soluble que el oxigeno, y 

los intervalos de incorporación del ~ltimo son mucho mayores que 

los intervalos de reducción de acetileno; tercero, la observación 

espectroscópica sugiere una correlación entre el grado de oxigen~ 
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ción de la Lb y los intervalos de reducción de acetileno en ensa­

yos con bacteroides. Por lo tanto, se ha concluido que la Lb fun­

ciona, en nódulos intactos, por medio de su capacidad para captar 

y liberar el oxigeno a bajas concentraciones (Bergersen, ~al., 

1973). 

Los ensayos realizados con suspensiones de bacteroides, en los 

que se detect6 la tasa de reducci6n de acetileno y la incorpora­

ción de oxigeno, en que se tuvo como ·t;l'anspotadores de este ele­

mento diferentes tipos de globinaa, han mostrado que la Lb prese~ 

ta uno de los valores más afines hacia el oxigeno (P50 = 0.04 

mmHg) y como consecuencia una alta eficacia funcional en el sist~ 

ma (Wittenberg, 1974). Además, se han encontrado fuertes eviden­

cias que indican que la Lb es sintetizada antes que el complejo 

nitrogenasa activo sea detectable. En n6dulos radicales de Chich!. 

ros, la síntesis de Lb siempre precede la reducción de acetileno 

(Bisseling ,il !!J.., 1980). 

IIe. FIJACION DE LIGANDOS POR LA LEGHEMOGLOBINA. 

Como se ha encontrado con otras hemoproteinas, el átomo de hi~ 

rro del hemo en las Lb's puede unir ligandos tales como el cianu­

ro, fluoruro, o hidroxilo. La reacci6n entre las Lb's férrica y 

.ferrosa. con a2o2 se ha podido estudiar y se ha reportado actividad 

peroxidásica de las Lb's. Un ligando de especial interés es el 

ácido nicotinico (3- carboxipiridina), el cuál se acumula en los 

nódulos radicales durante la fase más activa de la fijación de n! 

tr6geno, a una concentraci6n tal que es comparable con la de las 

Lb's, y tanto la forma f6rrioa como la ferrosa de esta proteína 
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exhiben una alta afinidad por este ligando. La unión del ácido n! 

cotinico excluye la del CO, y pudiera considerarse como un regul! 

dor natural de la función de la Lb, debido, además, a que la re­

acción con el ácido nicotinico presenta una constante de disocia­

ción muy baja para el complejo ligando- hemoproteina (Job!!!!!_., 

1980). 

Dentro del metabolismo celular normal de los nódulos, se prod~ 

ce el ani6n 02, el cuál es capéz de reaccionar con la oxiLb, don 

de la forma férrica de esta hemoproteina es incapáz de captar el 

oxigeno¡ asi, muchas reacciones en la célula pueden generar este 

i6n t6xico, una de ellas es la autooxidación de la Lb 1 favorecida 

por un pH ligeramente ácido en el n6dulo. La enzima SOD presente 

en la c6lula vegetal parece poder captar·el anión 02 y evita la 

oxidación de la Lb. Por lo tanto, esta enzima pudiera jugar un p~ 

pel de protección celular contra oxidaciones no controladas. La 

ferriLb también es oxidada por el a2o2 para dar Lb IV, una forma 

muy estable de Lb completamente inactiva; la catalasa aislada de 

c6lulas del hospedero pudiera asegurar el suministro de oxigeno a 

los bacteroides al captar el H2o2. tan pronto como es formado 

(Puppo ~ !!,. 1 1982). Además, otro mecanismo de protección de la 

Lb contra este dltimo radical es la formación del complejo nicot! 

nato- ferriLb, el cuál no estA sujeto a desnaturalización como 

ocurre durante la reacción de la forma f'6rri.ca libre con compues­

tos oxidantes tales como el H2o2 (figura;) (Job 2.:1:: ~., 1980). 

IIf. POLIMORFISMO EN LA MOLECULA DE LEGHEMOGLOBINA. 

La mayoria de las Leguminosas tienen muchos tipos de Lb's en 
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los n6dulos de las raices, distinguibles electrororéticamente. En 

la Soya bay dos formas principales: la Lb S y lu F, las cuales 

son distinguibles electroforéticamente. Además, por cromatografia 

en DEAE- Celulosa, la Lb F puede resolverse en dos componentes, y 

se han detectado otras especies menores (Appleby et al., 1975). 

Se ha demostrado que las proporciones de las dos formas mayores 

de la Lb en los n6dulos de la raiz de la Soya, cambia durante su 

desarrollo. Por ejemplo, en la Soya se han detectado 4 componen­

tes denominados a, b, o y d, igualmente en el Chicharo, pero den.2 

minados I, II, III y IV, los cuales, para ambos casos, pueden ser 

resueltos en componentes menores. La proporci6n de los componen­

tes mayores de estas proteinaa cambia durante el desarrollo del 

n6dulo; este cambio, asi como las diferencias en la secuencia de 

amino~cidos y dos secuencias gen6micas distintas de Lb aisladas 

por clonaci6n, son evidencias de que los genes que codifican para 

los componentes de la Lb son distintos y su sintasis es regulada 

por separado ~Uheda y Sy6no, l982a). 

Los componentes que tienen menor afinidad por el oxigeno, la 

Lb
0 

en la Soya y la Lb I en el Chicharo, son sintetizados princi 

palmenta en n6dulos j6venes, y por el contrario, los componentes 

sintetizados principalmente en n6dulos maduros, Lb8 en la Soya y 

Lb r.v en el Chicharo, muestran una mayor afinidad por el oxigeno. 

Estos hechos sugieren que la heterogeneidad de la Lb es una adap­

tación para una rijaci6n de nitr6geno mAs efectiva (Uheda y Sy6no 

1982b). 
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IIg. GEllETICA DE LA LEGHEMOGLOBirlA. 

Los nódulos de las Leguminosas, en su mayoria, parecen contener 

más de una especie de Lb. Esta multiplicidad dentro de una espe­

cie y la relaci6n intrinseca entre las Lb de Leguminosas relacio­

nadas, sugiere que los genes para este grupo de proteínas se han 

conservado durante la evolución. Las di!erentes Lb son producto 

de genes distintos, y esto se ha hecho evidente con los dato1 de 

secuencias de aminoácidos de proteínas (Brisson ,2! ,!!!., 1982; 

Sievers et &·, 1978)', como tambi6n con la traducci6n del ARNm de 

de los nódulos .!!! ~' el cuál produce los polip6ptidoa corres­

pondientes a las distintas e~pecies de Lb (Verma ,2! ~., 1979). 

La naturaleza simbi6tica de la biosintesis de la Lb, en la que 

el hemo es sintetizado por la bacteria Rbizobium, mient~as que la 

apoproteina es sintetizada por la Leguminosa, ha sido apoyada por 

datos gen6ticos, los cuales muestran que la infecci6n con mutan­

tes de Rhizobium no permite la producción del hemo en nódulos no­

e.rectivos, ·ea decir, incapaces de fijar nitr6geno, y carecen, 

como consecuencia, de Lb funcional. Sin embargo, los n6dulos no­

e!ectivos contienen cantidades significativas de ARNm de Lb, el 

cual puede ser traducido ia ~ en una apoproteina, lo que su­

giere que la inducción de la Lb es independiente de la capacidad 

de los n6dulos para fijar nitr6geno. 

Un análisis. detallado de los fragmentos de ADN genómioo aisla­

dos de la Soya, revelaron que el fragmento Eco RI (GM II) de 11.5 

kb contiene dos genes de la Lb separados por aproximadamente 2 kb 

de ADN, mientras.que el fragmento GM IV contiene un gene trunca­

do. Las regiones que flanquean a estos genes ?B.l'ecen ser 6nicas. 
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El análisis de ARNasa y loa datos de secuencias del ADN, muestran 

que un gene que codifica para la Lbc3 en el fragmento GM II, está 

interrum9ido por tres intrones e incluye secuencias potencialmente 

reguladoras, por ejemplo, paquetea TATA y CAT. Otro gene de Lb 1~ 

calizado en el fragmento Eco RI de ?.5 kb, tambien muestra la pr~ 

sencia de secuencias interruptoras en las mismas localizaciones. 

Basados en estos datos, la estructura general de loa genes de la 

Lb de la Soya, puede ser esquematizada oomo en la figura 4, la 

cuál muestra cru.•acteristicas comunes a otros genes de euoariontes 

(Brisaon et~., 1982). 

En adici6n a las dos secuencias interruptoras que se encuen­

tran en todos los genes de globinas, hay un tercer intr6n presen­

te en los genes de Lb, que da como resultado la interrupci6n de 

la regi6n codificante en cuatro exones. La longitud de los intro­

nes varia entre los diferentes genes de Lb de la Soya. 

La organizaci6n génica de las diferentes Lb's mencionadas ant~ 

riormente, en particular la de la Soya, se encuentran agrupadas 

en un cromosoma de manera similar a la situaci6n observada para 

los genes de globinas animales. La secci6n intergénica entre los 

genes de Lb es más pequeña en comparaci6n con las globinas de an! 

males (figura 5). Una secuencia comparable a la regi6n 3' que 

flanquea los loci de Lb no se ha observado en los loci de globinas 

de mamíferos. Como muchos otros loci de globinas, el loous de Lb 

de la Soya consiste de un pseudogene central flanqueado por Benes 

verdaderos relacionados; este pseudogene no muestra alta homolo­

gía en la secuencia con alg6n miembro en particular de la familia 

de los genes de Lb, lo que sugiere que la duplicaci6n, la cual dib 
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lu5ar a esta secuencia, ocurrió previa o concomitantemente con 

los grandes eventos de duvlicaci6n de los genes de Lb. La ~resen­

cia de una secuencia de nucleótidoo en la terminal 3' del paeudo­

gene de la Lb, la cuál pudiera codificar para aminoácidos extra 

no ha sido encontrada en las Lb's de la Soya, pero si en loa de 

Lb's de otras especies; esto podría sugerir que, de hecho, pudie­

ra ser un reminiscente de un gene ancestral (Lee,!!.! al., 1983). 

La conservación de la posición de los residuos de aminoácidos 

clave en las globinas y Lb's 1 y la posición de loa dos intrones 

comunes, sugiere que estas clases de globinas han evolucionado 

del mismo gene ancestral. A nivel de secuencia de nucleótidos, sin 

embargo, se observa poca homología entre loa dos tipos de genes. 

Por ejemplo, los valores de divergencia de las secuencias entre 

las regiones codificantes para la Lbc3 y los genes de ~-glo~in~ 

del rat6n, exceden el 100 ~ de sitios de reemplazamiento y el 

200 % de los sitios silenciosos. Una regi6n con posible signific! 

do regulador, la cuál está relativamente conservada, se encuentra 

en la regi6n 5' flanqueante de estos genes. Cuando una secuencia 

concenso derivada de las secuencias flanqueantes 5' no- codcfocan 

tes de 10 genes semejantes a~- globina, se comparan con la regi6n 

correspondiente de los genes de Lb, se observa una secuencia sie;n! 

ficativa de homología (30 pb) en la región que rodea al sitio 

CAP. La conservación de esta secuencia, como tambi~n la de los P! 

quetes ATA y CCAAT, indica que estas regiones son probablemente 

esenciales para la función de los genes de globina en plantas y 

animales (Lee et ~l., 1983). 
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IIb. SITIO INTRACELULAR DE SINTESIS DE LA LEGHEMOGLOBINA. 

Se ha observado que la Lb está confinada a las células que cog 

tienen bacteroides, sin embargo existe controversia respecto al 

sitio intracelular de síntesis y su localizaci6n en la célula. 

Con base en técnicas de autorradiografia y de marcaje con peroxi­

dasa, para detectar el hemo, se ha llegado a la conclusi6n de que 

la Lb está localizada dentro de los sacos membranales que contie­

nen a los bacteroides. Sin embargo, recientemente se ha podido d! 

terminar que el citoplasma de la célula vegetal contiene a la pr~ 

taina libre, es decir, no confinada en dichos sacos (Verma ~ .!!!• 
1976). Como resultado de algunas observaciones indirectas, donde 

la Lb pudiera estar presente dentro de los sacos membranales que 

contienen a los bacteroides, Verma et.!!· (1976), re- examinaron 

el aspecto del sitio intracelular de síntesis en los n6dulos de la 

raíz. Se ha sugerido que el saco membranal se deriva del retículo 

endoplásmico en los n6dulos de las raíces de la Alfalfa (Jordan 

~ !!,., 1963), y también en el caso de las células de las raíces 

de la Soya (Goodchild y Bergersen, 1966). Si es correcta la inte,E 

pretaci6n, y si las moléculas de Lb pueden pasar a través de la 

membrana, un sitio posible de síntesis podría ser en los poliso­

mas unidos a membranas en el citoplasma de la célula hospedera. 

Además, la membrana que rodea a los bacteroides es una estructura 

dinámica y debido a la ruptura de la estructura membranosa apare­

ce un material denso a los electrones dentro del saco membranal; 

ya que el espacio entre los bacteroides y la membrana que les ro­

dea está libre de ribosomas y Lb, y si la apoproteina utiliza el 

hemo sintetizado por los bacteroides, el ensamble de la Lb pudie-
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ra llevarse a cabo en el citoplasma de la c6lula hospedera (Verma 

.U .tl·, 1976). 

IIi. DISTRIBUCION DE LA LEGHEMOGLOBINA. 

La Lb es una proteína que ha sido principalmente estudiada en 

grupos de Leguminosas de importancia económica, particularmente 

en especies de la subfamilia Papilionoideae, como por ejemplo, 

Glycine !)!!!! (Soya) (Hurrell y Leach, 1977), 11.fil!J! sativum (Chich~ 

ro) (Lehtovaara ~ !.!·• 1980), ~~(Haba) (Ricbardson !! 

!.!•• 1975), Pbaaeolus vulgarie (Frijol) (Broughton y Dilworth, 

1971), Trifolium subterraneum (Trebol) (Thulborn ~ ~·· 1979) y 

Lupinus luteus (Lupino) (Dilwortb, 1969). Sin embargo, y a pesar 

del número reducido de especies estudiadas, se puede considerar 

como amplio el espectro de la distribución de esta proteína en L~ 

guminoeas fijadoras de nitrógeno. 

Aunque por mucho tiempo la presencia de la Lb en sistemas fij! 

dores de nitrógeno diferentes a la asociación Rhizobium- Legumin2 

sa había sido desconocida! en 1983 Appleby fil:. al., reportan haber 

encontrado una hemoglobina en los nódulos radicales fijadores de 

nitrógeno de Parasponia, un miembro de la familia Ulmaceae. Esta 

planta es nodulada por cepas de Rhizobium que también nodulan a 

ciertos miembros de la familia Leguminoseae (Akkermans ~ !!_., 

1978). 

Es posible que, in~' la hemoglobina de Parasponia esté 

fuertemente unida a la superficie bacteroidal de Rbizobium, y 

esto pudiera baber sido la razón de la incapacidad para detectar­

la en investigaciones i~revias. En 1960, Davenport (Appleby .!!,! !!!.• 

/ 
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1983) re:,.1ort6 la presencia de una hemoglobina insoluble, es decir 

unida a membranas, en nódulos radicales fijadores de nitró~eno 

que contenian actinomicetes endofiticos. Estas observaciones han 

sido confirmadas con preparaciones de nódulos de muchas familias 

de plantas y ba sido posible extraer una hemoglobina soluble, no 

unida a membranas, de Casuarina cunningamiana, Miq. (Applcby ~ 

!!!·' 1983). 

IIj. ORIGEN Y EVOLUCION DE LA LEGHE%10GLOBINA. 

La pregunta referente a como adquirieron los ve~etales el g~u -

po de genes para sintetizar esta globina, ha sido escasamente 

abordada, sin embargo, se han planteado algunas hiDótesis que in­

tentan resolver esta cuestión. 

Jeffreys (1982, en Lewin, 1982) ha sugerido que las Lb's se 

produjeron como resultado de una transferencia horizontal de ge­

nes de globina desde un animal a una planta Leguminosa ancestral 

en 6pocas recientes, donde el gene fue acarreado en un virus patQ 

geno a las plantas, portado por un insecto. Esta posibilidad 

pod.ria implicar que la hemoglobina del insecto tambi6n tuviera 

tres intrones y que la linea evolutiva que di6 lugar a las globi­

nas de vertebrados perdió el intr6n extra antes que el gene pri­

mordial se duplicara para establecer los grupos oc y ~ (Lewin, 

1981). Sin embargo, recientemente (Lewin, 1984) se ha encontrado 

que los genes que codifican para la sintesis de las globinas de 

los insectos carecen de intrones en su estructura, lo que no con­

cuerda con lo planteado por Jeffreya, y ademAs, el anAlisis de la 

filogenia de las globinas indica que las Lb's están igualmente r! 
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lacionadas a todas las clases de globinas animales, aunque una P.Q 

sible explicación para esto es que, ya que los genes de globina 

han estado presentes en las plantas, en ellas pudieron haber di­

vergido más rápidamente que aquellas de la linea de descendencia 

animal. Las Lb's de la Soya y del Lupino difieren en aproximadameE 

te la mitad de las posiciones de aminoácidos, las cuales son 

aproximadamente las mismas entre la divergencia de las globinas 

de los peces 6seos y otros vertebrados verdaderos. La dltima di­

vergencia, sin embargo, ocurrió hace aproximadamente 350 millones 

de años, mientras que la divergencia Soya- Lupino debió haber oc~ 

rrido depu6s del origen de las Angiospermas, hace menos de 140 m! 

llones de años. Por lo tanto, las globinas vegetales parecen estar 

evolucionando más rápidamente que sus correspondientes en anima­

les (Lee~.!!!,., 1983). 

Otra idea que ha intentado explicar el origen de la Lb, sugie­

re que el gene que la codifica pudo haber venido de la bacteria 

simbionte Rhizobium, como un brinco de genes de un protooarionte 

a un euoarionte, hecho ya demostrado (Lewin, 1982); sin embargo, 

la presencia de intrones en el gene inducen a rechazar esta bip6-

tesis. 

El descubrimiento, ya mencionado, .de una hemoglobina en una 

planta no- Leguminosa, por Appleby ,!U..!!!• (1983), sugiere que los 

genes de globinas pudieran ser comunes a muchas familias de plan­

tas, por lotanto, parece razonable pensar que los genes de Lb SU!: 

gieron de un gene primordial comdn a plantas y animales. 
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III. OBJE'l'IVOS. 

De lo expuesto en la aecci6n anterior se puede apreciar que la 

Lb ha sido estudiada en un grupo muy reducido de Leguminosas, au!! 

que se han podido establecer una serie de características para 

estas Lb's. Sin embargo, ea necesario incrementar el n6mero de e.!! 

pecies de Leguminosas en las que se estudie esta proteina, con el 

objeto de buscar semejanzas y diferencias que nos permitan tener 

una idea mAs clara de la situaci6n de laa Lb's dentro de esta fa­

milia de vegetales. 

Para iniciar con este tipo de estudios es necesario montar di_ 

versas técnicas, tales como las de purificaci6n de proteinas, las 

cuales constituyen un medio confiable para poder alcanzar otras 

metas planteadas, y que ademAs, sea posible dentro de este proce­

so manejar las diferentes variables que la técnica pudiera prese.n 

tar. Uno de los objetivos del presente trabajo rué el de montar 

en el laboratorio una t6cnica de purificaci6n de Lb. 

Para aumentar el conocimiento de las Lb's en el grupo de las 

Leguminosas, se decidi6 trabajar con Crotalaria pumila, Ort., co­

nocida vulgarmente como Tronadora, Cascabelillo, Chipilin o Che­

pil¡ la cuAl es una planta que en muchas regiones de nuestro pais 

es utilizada como abono verde, por lo que se supuso que contendría 

altas cantidades de nitrógeno combinado como consecuencia de una 

fijaci6n de nitr6geno muy activa, y paralelamente con ello prese,B 

taria altas cantidades de Lb. Ya habiendo montado la técnica de 

purificaci6n, el siguiente objetivo del trabajo !ué el de detec­

tar, ~uri!icar y cuantiricar la Lb de Crotalaria pumila, Ort. 
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Por óltimo, como consecuencia del proceso de rurificaci6n se 

planteó el tercer objetivo, el cuAl consisti6 en caracterizar pa~ 

cialmente a la Lb de esta especie, y comparar cada una de las ca­

racterísticas obtenidas con las de Lb's de otras especies estudi~ 

das para poder establecer semejanzas y diferencias interespecifi-

cas. 
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IV. MATERIALES Y METODOS. 

Los n6duloo utilizados en el presente trabajo provienen de 

plantas colectadas en el estado de Morelos, en una localidad ubi­

cada a 3 Km del pueblo de Oaxtepec sobre la autopista a Cuautla, 

en la cu€il hay gran abundancia de Crotalaria oumila, tíricamente 

como una especie ruderal y por lo general está asociada con pas -

tos, aunque en algunos casos se colect6 en manchones formados ~or 

poblaciones densas. Las colectas se llevaron a cabo en los meses 

de Junio y Julio, y se obtuvo aproximadamente un total de 200 

ejemplares de 30 cm d~ altura, loa que todavía no alcanzaban el 

estado de floración y presentaban abundantes n6dulos en las raí­

ces, de los cuales la ma;yoria eran de color rojizo con un tamaño 

promedio de 2 mm. 

De esta cantidad de ejemplares se obtuvieron 38.6 g de n6dulos 

los cuales fueron congelados en una aoluci6n amortiguadora de 

NaCl 0.15 M - KH2Po4 50 mM, pH 7.6 (Reibach et !1·• 1981). 

La detecci6n y purificacl6n de la Lb, se llevaron a cabo de 

acuerdo con Appleby f1j¡ ttl,. (1975), de la siguiente manera: los n~ 

dulos ya descongelados fueron homogenizados en un mortero con un 

pistilo en la aoluci6n amortiguadora mencionada anteriormente, 

hasta tener una soluci6n muy densa y de un color caf6 obscuro, la 

cuál fu6 filtrada a través de una gasa dando varios lavados con 

el amortiguador al bagazo del tejido, aún de color caf6, de la 

que se colect6 una solución clara color miel. Esta soluci6n tu6 

centrifugada a 6,000 rpm durante 5 min para aclararla; posterior­

mente, la solución fu6 saturada al 80 % con (NB4)2so4 (Ap6ndi-
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ce l) e incubada a 4 ºa durante dos horas. Al cabo de ese tiem;;o 

se decant6 el sobrenadante y se centrifug6 a 10,000 rpm durante 

15 min para precipitar las proteínas; el sobrenadante se deshech6 

y el bot6n fué resuapendido en un volúmen mínimo del amortiguador 

de Tria - HCl 0.1 M, pH 7.7 1 con EDTA lo-4 M, y dializado contra 

el mismo durante 24 horas. 

De esta soluci6n se tom6 una alícuota para determinar la cant! 

dad de proteína total, soluble e insoluble, por el m6todo de Lowry 

~ ~· (1951), y la cantidad de hemoproteina por el m6todo de pi­

ridina - hemocromo (de Duve, 1948; Paul ~ .!!l,., 195~), como sed~ 

talla en el Aphndice 2. 

La soluci6n dializada fuh centrifugada a 19 1 500 rpm durante 45 

min en una centrifuga de alta velocidad (Ivan Sorvall, Inc. 1 Con­

nectiout) con el cabezal SS - ~4 y con un intervalo de temperatu­

ra de -5 a -1oºc, con el objeto de aclararla. El sobrenadante rué 

concentrado aproximadamente a la mitad de su volúmen, de la si-. 

guiente manera: en una boja de papel encerado, se colocaron aprox! 

madamente 20 B de Aquacide (Calbiocbem, San Diego, Cal.), el cuál 

es un elemento altamente bigrosc6pico, y la soluci6n en un tubo 

de di&liais completamente seco, el que fu6 cubierto con dicho el~ 

mento, colocado en un frasco seco y mantenido a 4°C hasta alcan­

zar el vol~men deseado. Este procedimiento de concentraci6n de la 

soluoi6n se eligi6'ya que es más confiable que la ultra!iltraci6n 

en un aparato Amicon con una membrana Diaflo UM 10, en la cuál se 

determin6 una alta p6rdida de proteínas en soluciones con valores 

de pH menores a 6.0 • 

La Lb fu6 oxidada completamente al estado Fe(III) y de esta m~ 
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nera estabilizada, al utilizar 4 equivalentes de K

3
Fe(CN)6 a pH 

9.2, como sigue: se enfrió a 2°c el amortiguador de Tris 0.1 M, 

pH 9.2 (15 ml) y se añadió a la solución de Lb (50 ml) a 2°c. El 

K3Fe(CN)6 (1?6 mg) se agregó a la solución, y ésta se aeit6 cuid~ 

dosamente hasta que ces6 la producción de oxigeno. Para eliminar 

el oxidante y el ácido nicotinico endógeno, el cuál se encuentra 

fuertemente unido a la Lb a un pH de 5.2, los 50 ml de la solución 

se filtraron en una columna de Sephadex G - 10 (para la prepara­

ción del gel y el montado de la columna, consultar a Fischer, 

1975) de 20 x 3 cm, equilibrada con el amortiguador de Tria - HCl 

0.1 M, pH 9.2 a 2°c, el cuál a su vez fu6 utilizado como eluyente 

con una velocidad de !lujo de 3 ml/ 1.5 min, y se colectaron 20 

fracciones de 3 ml cada una en un colector de fracciones (Vol. 

Inst. Spetialist, Nebraska). Estas 6ltimas fueron detectadas en 

un espectrofotómetro (Hitachi - Perkin Elmer, Vis - UV) a 280 nm 

y se determinó la fracción proteica pico, la cuál a simple vista 

presenta un color miel, seguida de una banda amarilla que corres­

ponde al exceso de ferricianuro y al ácido nicotinico desplazado. 

Las fracciones correspondientes al pico de la Lb se probaron para 

Lb(III) nicotinato; se diluyeron las muestras diez veces con el 

amortiguador de Mes 0.1 M, pH 5.2, y se determinó su espectro vi­

sible en el R 560/620 DID, para el cuál se ha reportado un valor de 

1.7 para la ferriLb libre del nicotinato (Appleby .21 .!!1•1 1975). 

Despu6s de concentrar la soluci6n de la manera ya descrita, y 

de dializar durante 36 horas contra dos cambios del amortiguador 

de acetatos O.Ol M, pll 5.2 a 2°c, se clarific6 centrifugándola a 

6,000 rpm durante 15 min, entonces, los 2 ml del eobrenadante se 
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aforaron a 6 ml con el amortiguador descrito anteriormente, y se 

filtraron a través de una columna de DEAE - Celulosa (para la pr~ 

paraci6n del gel y el montado de la columna, consultar a Peterson, 

1975) de 30 x 1.8 cm, equilibrada con la misma solución. La velo­

cidad de flujo para el desarrollo fué de l ml/ min y se aplic6 un 

gradiente lineal del amortiguador de acetato de sodio de 0.01 M a 

O.l M, pH 5.2 • Se colectaron fracciones de 3.5 ml las cuales fu~ 

ron detectadas en un espectrofot6metro a 280 y 546 nm. 

Las fracciones pico se concentraron y se dializaron contra el 

amortiguador de fosfatos 0.01 M, pB 7.0, para dar volúmenes fina­

les de 5 a 10 ml por fracci6n. La concentraci6n de proteína en 

cada fracci6n rué cuantificada por el método de Lowry ~ .!!.!• 

(1951), y de hemoprote1na por el método de piridina - hemocromo 

(de Duve, 1948; :Paul .2.t .!!!,., 1953) (Apéndice 2). 

Las fracciones correspondientes a la Lb fueron corridas en 

electroforesis discontinua, según el sistema de Davis (1964), t8.!! 

to ani6nica como cati6nica (Apéndice 3). Previamente a ello, las 

fracciones fueron concentradas aproximadamente a la mitad de sn 

volúmen original, y posteriormente dializadas contra el amortigu! 

dor de Tris - Gly, el cuál corresponde al amortiguador de la cfuo! 

ra de los electrodos, durante toda la noche. Se corrieron doce t~ 

boa, dos para cada rracci6n, en los que se colocaron 0.4 ml de la 

muestra. El tiempo de corrimiento fué de 3 horas aproximadamente, 

y los geles fueron teñidos con Amido Negro y desteñidos con ácido 

acético al 7 % durante toda la noche (Apéndice 3). 

Con el objeto de obtener más evidencias como criterios de pur~ 

za, se realizaron corrimientos en cromatografía en gel en placa 
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delgada de acuerdo con Fischer (1975) (Ap6ndice 5), y cromatogra­

fia en Sephadex G - 50, en ambos casos para cada una de las frac­

ciones con Lb. En el primer caso se utiliz6 como eluyente al amo_!'. 

tiguador de Tris - HCl 1 M, pH 7.2 1 y se corrieron aproximadamen­

te 100 pl de muestra en cada carril, que contenia Azul Dextrán 

(1 mg/ ml) para marcar el frente de eluci6n; en uno de los carri­

les se corri6 ASB al 6 % como patr6n, y en los tres restantes la 

soluci6n de Lb. La velocidad de flujo fu6 de 1 cm/ h y el tiempo 

total de corrido fué de 16 horas. Las substancias fueron detecta­

das y teñidas con Amiao Negro, y desteñidas con agua corriente 

(Apéndice 4) • 

En el segundo caso, cada una de las fracciones fueron filtra­

das a trav6s de una columna de Sephadex G - 50 de 20 x ; om, 

eluidas con el amortiguador de Tria - HOl O.l M, pH 9.2, y con 

una velocidad de flujo del eluyente de 3 ml/ 4.5 min; se colecta­

ron fracciones de ; ml cada una. 

AdemAs, debido a que en la mayoria de los perfiles de eluci6n 

de Lb's reportados para diferentes especies de Leguminosas, la 

primer fracci6n de hemoproteina corresponde al oitocromo c, en el 

presente trabajo se corri6 su espectro de absorción de 410 a 800 

nm tanto para la forma oxidada como reducida al adicionar un exc~ 

so de Na2s2o,~, para determinar sus mé.ximos de absorción. 

Este sistema general de purificaoi6n ha sido bien establecido 

por di~ersos trabajos, sin embargo, Uheda y Syóno (1982 a y b) r~ 

portan la obtención dé buenos resultados al someter a electrofor~ 

sis discontinua (Davis, 1964) los extractos semicrudos de los nó­

dulos radicales de la Soya. 
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En este trabajo se intentó reproducir el ensayo mencionado, 

pero con n6dulos de Crotalaria pumila, de la siguiente manera: 

5.1 g de Q. pumila se bomogenizaron en el amortiguador de Tris -

Gly, pH 7.2, y se filtraron y centrifugaron para aclarar como ya 

se ha descrito. De esta soluci6n se tom6 una alicuota para el c~ 

rrimiento electrofor6tico, el resto de la soluci6n fu6 precipit~ 

da al 80 % con (NH4)2so4 , centrifugada y resuspendida en el amo~ 

tiguador de Tris - HCl 0.1 M, pH 7.7 con EDTA 10-4 M y dializada 

contra el mismo. De esta solución, ya dializada y concentrada se 

tom6 una alicuota y se congeló. Por último, la solución resultSB, 

te fu6 filtrada a trav6s de la columna de Sephadex G - 10, como 

ya se ha mencionado, y la fracci6n proteica fu6 concentrada para 

el corrimiento electrofor6tico. 

Se determinaron los Rf de cada una de las bandas en los geles 

de las alicuotas corridas y se compararon y se compararon con loa 

Rf relativos obtenidos de los esquemas publicados por Uheda y Sy~ 

no (1982 a y b). 

Por otro lado, previamente a loe ensayos realizados con n6du­

los de Crotalaria eumila, se trabaJ6 con nódulos del Trebol blan­

co, Trifolium repens, con el objeto de iniciar con el montado de 

la t6cnica; esto se llevó a cabo siguiendo el mismo sistema de p~ 

rificación ya mencionado, con la única diferencia en la cantidad 

de nódulos procesados, la cu~l fu6 de 11 g para el Trebol. Se ob­

tuvo el perfil de elución en la columna de Sephadex G - 10, el R 

560/620 1 el perfil de eluci6n en la columna de DEAE - Celulosa y 

la cantidad de Lb por gramo de n6dulo, lo que permitió comparar 

las Lb's de Crotalaria pumila y Trifolium repens. 
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Por óltimo, como un ensayo para obtener material para ilustrar 

los Antecedentes de este trabajo, se realiz6 el procesado de n6d~ 

los radicales de Phaseolus vulgaris, L., para microscopia óptica 

y electrónica; la técnica detallada se presenta en el Apéndice 5, 
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V. RESULTADOS. 

Diversos autores (revisado por Dilwortb, 1980) han utilizado y 

establecido dif erontes técnicas para purificar la Lb de las espe­

cies estudiadas por ellos, sin embargo, la mayoría de éstas son 

modificaciones de la t6cniaa general establecida por Appleby ~ 

_!!!. (19?5), la cuál es la más comunmente utilizada y la que pro­

porciona los mejores resultados. El presente trabajo, como ya se 

ha mencionado, se llev6 a cabo siguiendo este esquema general de 

purifioaci6n, aunque se presentaron algunas dificultades en dete! 

minadas partes de la técnica, debidas al tamaño de los n6duloa de 

la es~ecie trabajada, según se discutirá más adelante. 

De la homogenizaci6n de los n6dulos se obtuvo una soluci6n de 

color café obscuro, la cuál después de las Rucesivas centrifuga­

ciones y de la precipitaci6n con (NH4)2so4 , present6 une colora­

ci6n caf6 claro - rojizo, además, el bot6n de esta procipitaci6n 

era de un color rojo - rosado. Estas apreciaciones cualitativas 

son de gran importancia, ya que de manera macrosc6pica y aproxim~ 

da es posible su~oner la presencia de la Lb en la solución, además 

de haber sido cuantificada la proteína total y el hemo por milil! 

tro y por gramo de tejido nodular (tabla IIa. ). De los 38.6 g de 

n6dulos se obtuvieron 1,260 p6 de proteína/ m~de solución, que 

corresponden a 33.1 pg de proteína/ g de n6dulos; la cantidad de 

proteína total incluye tanto a la soluble como a la insoluble. 

Como es de esperarse, es mayor la cantidad de proteína soluble 

que la insoluble, en una proporción de 3 : 1 aproximadamente. Del 

total proteico, el 18 % corresponde al hamo total, aunque esta 



Tabla 11. ( d l. Cdntiddd de prolelna lOldl y de hemo por gramo de le¡1do no-
duldr de Crotaldrid 1:2umjla; extracto crudo precipitddo al 80 ºlo con 
< NH4, >2 so4 . Ld cdnliddd toldl de hemo corresponde di 18 º/o de Id 
proteina totdl. 

Lowry < 1951 > Piridind-Hemocromo 

fJQ prot./ml }J9 prot. / 
g nódulo pg hemo/ml µg hemo I 

g nódulo 
prot. 910 
soluble 

23.9 230 6.0 

prot. 
350 9.2 in sol. 

Totc!l 1260 33.1 

e b J. C.:mtiddd de hemoproteína totdl y de hemo por gramo de teji-
do nodular de a:rotalarja P-h'~ de cada fracción dE' leghE>moglobl 
na provenienlE' de la etución E'n DEAE- Celulosa < Fig. 7 >. Ld ccinti-
dad de hemo corresponde al 9 º/o de Id hemoproteína total. 

Lowry ( 1951 J Piridina-Hemocromo 

Frc. J-19 hemoprot 
/mi 

µg hemoprot 
la nódulo 

µghemo/ml µg hemo I 
in. n,(,4, ''"' 

Cpl 40 1 13 0.3 

Cpll 60 1.5 19 0.5 

Cplll 230 6.0 3 0.07 

Cpl~ 140 J.6 5 0.13 

CpV 70 1.8 9 o. 23 

CpV 80 2.1 9 0.23 

Total 620 16 58 1.46 
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cantidad incluye no sólo a la Lb, sino a otras hemoproteinas como 

el citocromo, la pcroxidasa, la catalasa, etc. 

En este estado, la mayor parte de la Lb se encuentra combinada 

con el ácido nicotinico y presenta un R 560/620 de 8.1, en estado 

ferroso; la eliminación de este compuesto mediante la adición del 

K3Fe(CN)6 permitió obtener a la Lb en estado férrico libre del 

ácido nicotinico. Al filtrar esta solución a través de una colum­

na de Sephadex G - 10 (fig. 6) se obtiene una alta cantidad de 

proteina, detectada por la absorbancia obtenida, eluida en una s2 

la banda color miel que corresponde a FI, y una fracción bien de­

finida y claramente separada de una banda amarilla que contiene 

al :ácido nicotinico desplazado y al exceso de K3Fe(CN)6 , denomin! 

da FII. La Lb de FI presenta un valor del R 560/620 caracteristi­

co de 1.7 comparado con el valor reportado por Appleby et !.!• 
(1975) para la Lb de la Soya. 

La fracción proteica FI, obtenida de la filtraci6n en Sephadex 

G - 10, rué cromatografiada en una columna de DEAE - Celulosa, 

sin embargo, previamente a esto es importante hacer notar que la 

solución proteica debe ser aclarada por centrifugación, ya que de 

no ser asi, las impurezas evitarán un corrimiento homogéneo depo­

sit~ndoae en la parte superior de la columna como una gruesa capa 

de material color café claro, y como consecuencia de todo esto 

será muy difícil determinar las fracciones que contengan Lb. 

El eluado de la cromatografía en DEAE - Celulosa fu6 detectado 

a 280 y 546 nm; se utiliza esta última longitud de onda debido a 

que es uno de los valorea en los que.la Lb presenta méximos de ªB 
sorbancia. La eluci6n de FI en esta columna (fig. 7) muestra cla-



Fig. 6. Perfil de elución del extrcicto nodulcir de Crotcilaria QUmila 
en unci columnci de Sephadex G-10 e 17 x 1.5 cm>. Como eluyente 
se tuvo cil amortigucidor de Tris- HCl O .1 M, pH•9.2. con un rango 
de flujo de 3 mi I 5 min. Se colectciron fracciones de 3 mi que 
fueron registrcidas ci 280 nm. Lci FI corresponde a la fracción pq¡ 
teica y F 11 al ácido nicotínico desplazcido y al exceso de fer ricia_ 
nuro. 



Fig. 7. Perfil de elución del extracto proteico nodular de Crotcilaric1 P-U­
~ en unci columna de DEAE- Celulosa ( 30 x 18 cm >. Como eluyente 
se aplicó un gradit>nte de concentración del amortiguador de acetatos 
de 0.01 M ci 0.1 M, pHc5.2, el cual tuvo un rcingo de flujo de 1 mi I 2min. 
Se colectciron fracciones de 3 ,5 mi que fueron detectadas a 280 1-> 
y a 546 nm <->. Se detectan seis fracciones correspondientas a 
leghemoglobina. 
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ramente la presencia de dos bloques formados por tres fracciones 

cada uno, lo que representa la presencia de un total de seis fraQ 

ciones correspondientes a Lb. La eluci6n de cada una de estas Lb's 

se llevó a cabo a diferentes concentraciones de acetatos dentro 

del gradiente de eluci6n. Los valorea para cada una de ellas son 

loa siguientes: CpI (0.049 M), CpII {0.052 M), CpIII (0.055 M), 

CpIV (0.079 M), CpV (0.084 M) y CpVI (0.090 M). 

Dentro de los dos bloques de Lb, el primero, es decir, el for­

mado por CpI, CpII y CpIII, contiene a las fracciones con mayor 

absorbancia y que deben ser consideradas como los componentes ma­

yores en este estado fisiológico de la planta, particularmente 

CpII (fig. 7); por lo tanto, los tre~icoa restantes comprendidos 

en el segundo bloque, deben ser considerados como loa componentes 

menores en este estado. Estas observaciones se ven apoyadas por 

la cantidad de hemo y hemoprote!na, principalmente la primera, 

cuantificadas para cada una de las fracciones de Lb (tabla IIb. 

en la que CpII y CpI presentan la cantidad m~s alta de hemo por 

gramo de nódulos, 0.5 y 0.3 pg, respectivamente. Aunque los valo­

res para la cantidad de hemoproteina por fracción no coincidan ni 

en el perfil de eluci6n ni en los valores obtenidos por esta CUSB, 

tifioaci6n, con lo arriba establecido, una explicación posible 

para ello pudiera ser la diferencia de la cantidad de loa diver­

sos tipos de residuos de aminoácidos que constituyen a cada una 

de las Lb's y el grado de reacción de éstos con el reactivo de F.Q 

lin - fenol en la técnica de Lowry .!!!, !!1• (1951). 

En la eluci6n de la columna de DEAE - Celulosa, CpI, CpII, 

CpIII 1 CpIV y CpVI, presentan picos bien de:finidos ¡ suticienteme.!! 
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te simétricos (fig. 7), como para pensar en que cada uno de ellos 

contiene un solo tipo de Lb fácilmente distinguible de las demás. 

A diferencia de éstas fraccionos, CpV presenta un hombro que bien 

podria ser otra Lb no separada claramente, lo que daria como resul 

tado la mezcla de las dos Lb's con diferencias mínimas en una 

sola fracci6n. 

La cuantificaci6n de bemoproteina total y de bemo por gramo de 

n6dulos (tabla IIb. ) de cada una de las fracciones de Lb, permi­

te establecer que el hemo corresponde aproximadamente al 9 ~ de 
T• 

la hemoproteina total, lo que indica que otras hemoproteinns han 

sido excluidas en el procedimiento, y se puede considerar, enton­

ces, que cada fracci6n de Lb es relativamente pura, aunque esto 

est6 sujeto a la veri!icaci6n por diferentes criterios de pureza. 

El criterio principal de pureza para cada una de las fracciones 

que se intent6 obtener, ruli mediante la electroforesis disconti­

nua (ver Materiales y Mlitodos) tanto ani6nica como cati6nica, sin 

embargo, en ningún caso fu6 posible obtener resultados positivos, 

debido seguramente a la pequeña cantidad de proteína de cada una 

de las fracciones, y a pesar de haber concentrado casi al máximo 

las diferentes fracciones no rué posible detectar ninguna banda. 

Otro criterio de pureza tomado en cuenta fuli el corrimiento de 

cada fracci6n en una cromatoerafia en placa delgada de gel. Sin 

embargo, al igual que en la electroforesis, no fué posible detec­

tar las proteinas, a excepci6n de los patrones utilizados para a~ 

boa casos, los cuales fueron claramente observados. Esto indica 

nuevamente que el problema radica seguramente en la cantidad de 

muestra utilizada. 
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Sin embargo, como un criterio parcial de ?Ureza, el corrimiento 

de cada fracción de Lb en una columna de Se¡Jhadex G - 50 dió re­

sultados de sumo interés (fig. 8). Las fracciones CpI, CpIV y CriV 

son eluidas en una sola fracción simétrica, lo que indica parcia! 

mente que se tiene una fracción pura constituida de una sola Lb. 

En cambio, con las fracciones CpII, CpIII y CpVI, se presentan 

. hombros pequeños y tenues, lo que indica una posible mezcla de dos 

o más Lb's en cada una de ellas; seguramente la filtración de cada 

una d~ estas fracciones a través de un gel de poro más grande, 

por ejemplo, Sephadex G - 75, o una recromatografia en DEAE - C! 

lulosa, daria una idea más clara del grado de pureza de cada 

fracci6n, sin embargo, esto no rué posible realizarlo por temor 

a perder las proteínas por dilución. 

Cabe hacer notar en este punto que el uso del término parcial, 

con respecto al grado de pureza determinado por esta técnica, es 

debido a que no se puede tener la contianza plena de tener una 

fracción pura, comparada con el grado de certidumbre que propor­

cionan otras técnicas, como por ejemplo la electroforesis. 

Otro resultado interesante de esta recromatografia en Sephadex 

G - 50 (fig. 8), es que existen diferencias en los vol~menes de,!! 

lución de cada fracción: CpI a los 18 ml, CpII a los 27 ml, CpIII 

a los 21 ml, CpIV a los 27 ml, CpV a los 18 ml y CpVI a los 24 ml. 

Estas diferencias podrían dar una idea de la condici6n estructu­

ral o conformacional de cada una de ellas, en las cuales además de 

haber diferencias en sus estructuras primarias, sugeridas i;or las 

diferentes afinidades por la DEAE - Celulosa, hay diferencias CO,B 

formacionales que impiden que todas ellas sean eluidas en el mis-



A(280) (O) A(2tJO) ( b) A(280) (e) 

0.03. 0.075 0.15 

0.02 0.050 0.10 

0.01 0.025 0.05 

5 10 15 20 Frc.No. 5 10 15 20 Frc.No. 5 10 15 20 Frc.No. 

A(280) (d) A(280) (t') A(280) (f) 

Q045 0.060 0.030 

Q030 0.040 OD20 

(1015 0.020 0010 

5 10 15 20 Frc.No. 5 10 15 20 Frc.No. 5 10 15 20 Frc.No. 

Fi9. 8. Recrom.stografia en Sephddex ú- SO de cdda fracción de leghemo9lobina proveniente de 
la columna de DEAE - Celulosa. Lds condíciones de desarrollo de Id cromatografíd fueron lds -
mismdS que las mencionad.ss en Id fig. 6. Cdda gr.ífica corresponded: <a>,Cp 1; tbl, Cp 11; <el, Cp 11~ 
tdl,CptV; <e>,CpV; V <fl,CpVI. 
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mo volúmen a través del Sephadex G - 50. 

Como ya se mencionó en la sección anterior, generalmente se re 

porta (Appleby ~ ~., 1975) que el grupo de las Lb's al ser sep~ 

radas a trav6s de la DEAE - Celulosa, son encabezadas por el citQ 

cromo c. Sin e:nbargo, en el presente caso, el barrido espectrofo­

tom6trico de CpI, en forma reducida y oxidada (fig. 9), no presen 

ta máximos de absorbancia como los caracteristicos de los citocr~ 

moa, por lo que se descarta la posibilidad de que pertenesca a 

es.te grupo de proteinas, y por presentar absorbancia a 546 nm 

(íiG. 7), reacci6n con piridina (tabla IIb. ) y un perfil de elu­

ción en Sepbadex G-50 semejante a OpV (fig. 8), es considerada 

como Lb, denominada CpI. 

Por otro lado, el ensayo del corrimiento electroforético de e~ 

tractos·crudos y semicrudos de nódulos de Crotalaria pumila (fig. 

10 y tabla III), muestra que conforme se aumenta el grado de pur~ 

za de las proteínas tratadas 1 se pueden apreciar un mayor número 

de bandas; seguramente se debe a que en extractos crudos la alta 

cantidad de impurezas evita el corrimiento de la fracci6n protei­

ca, y conforme se eliminan estas impurezas hay mayor posibilida-

' des de corrimiento. De esta manera se ruede observar que en un e~ 

tracto crudo 6nicamente se detectan un par de bandas (fig. lOa. ) 

y que el producto de la filtración en Sepbadex G - 10 presenta 

once bandas bien definidas (fig. lOd. ). Mediante la comparaci6n 

de este último gel con los valores de Rf obtenido~ de Ubeda y Sy2 

no (1982 a y b) para la Lb de la Soya (tabla III), fu6 posible d,! 

terminar cuales bandas corresponden a Lb; se consideraron cinco, 

21, 22, 2~, 25 y 27, que presentan el Rr más cercano al reportado 
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Fig. 9. 3clrrido especlrofotomélrico de Cp 1 en forma 
reducidc!I <->.y en forme!! oxidada <-> Id cual 
presente!! máximos de absorción a 600 y 650 nm y a -
600 y 660 nm, respectivamente. 
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. Fig. 10. Electroforesis aniónica en gel de poliacrilaroi 
da de E'xtractos crudos y semicrudos de nódulos de 
Crotalaria P.umila. Cada gel corresponde a: <al, mue~ 
lra de un extracto crudo únicamE'nte homogenizado y 
aclarado. !bl,extracto producto de la precipitación -
con ( NH 4 >2S04. <c >.igual al anterior pero aclarado -
por centrifugación. <d >.muE'stra de la frc!lcción protei 
Cd procedente de la filtración en Sephadex G-10. Los 
números identifican cada banda, de las cuales su Rf­
se muestra E'n la labia 111. 
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Tabla 111. Valores de Rf para las bdndas obtenidas en eletro 
foresis de extractos crudos y semicrudos de nódulos de -
Crotdld[ia R!.lW ( ver fig. 10 l comp.irado!> con los valores -
obtenidos teóricamente de Uheda y Syóno < 1982 a y b l para 
la leghemoglobina de Id Soya. 

b d Uheoda y ~ 

a e Svóno' (>b 
.,~ 

Bd Rf Bd Rf Bd Rf Bd Rf Rf ~ ,~ 

1 0.41 3 031 10 0.32 17 0.09 

2 0.84 4 0.37 11 036 18 0.19 

5 0.64 12 0.64 19 D.25 

6 0.66 13 0.80 20 0.32 

7 0.80 14 0.84 21 0.42 0,39 Lb V 

8 0.84 15 0.88 22 0.46 0.48 Lb IV 

9 0.94 16 0.94 23 0.53 0.54 Lblll 

24 055 

25 0.63 0.64 Lbll 

26 0.67 

27 0.73 0.73 Lbl 

Bd· número de banda. 
Lb. leghemoglobina . 
• • de acuerdo con Uheda y SyOno < 1982 a y b >. 
., • de acuerdo con la denominación de ta leghemogloblna 

de la Soya. 
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para estas rroteinas de la Soya. Se aprecian li5eras diferencias 

en la comparación de estos valores, las cuales eran de esperarse 

debido a las variaciones interespecificas; ademAs, únicamente se 

pudieron identificar, con base en esta comparación, cinco bandas 

correspondientes a Lb de Crotalaria pumil~ 1 siendo que se han es­

tablecido seis fracciones en DEAE - Celulosa, Al tomar como base 

esto último, se puede suponer que la fracci6n faltante pudiera ser 

la banda 26, y de esta manera establecer los dos bloques de frac­

ciones; otra alternativa podria ser, que no se separó completame~ 

te de alguna fracción, o que no lleg6 a ser detectable. 

Por lo tanto, de esta manera, rué posible obtener valores 

aproximados del Rf de cada fracci6n de la Lb de Crotalaria pumila 

en corrimiento electroforético, lo que no pudo ser obtenido para 

cada fracción ya purificada. 

Por otro lado, en el ensayo realizado con el Trebol blanco, ~ 

!olium repens, la filtración de la fracción proteica a través de 

la DEAE - Celulosa (fig. 11)~ permite observar un patrón de elu­

ción diferente al encontrado con Crotalaria numila, sea la frac­

ción proteica en general, detectada a 280 nm, o las Lb's, detect,!! 

das a 546 nm. En Trifolium repens se detectan dos bloques formados 

por dos fracciones cada uno y una fracción eluida posteriormente, 

lo que da como resultado la presencia de cinco fracciones corres­

pondientes a Lb, las cuales son eluidas en diferentes concentra­

ciones de acetatos dentro del gradiente de elución: TrI (0.024 ;.1), 

TrII (0.028 M), TrIII (0.041 i·i), TrIV (0.047 M) y TrV (0.078 M). 

En la tabla VI se puede apreciar que el hamo corresponde a¿roxim,!! 

damente al 6,6 56 de la proteina total, y que las fracciones domi-
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Fig. 11. Perfil de elución del extracto proteico nodul~r de -
TrjfoUum ~ en una columna de DEAE- Celulosa < 25 x 5 cm>. 
Como eluyente se aplicó un gradiente de concentración del _ 
amortiguador de acetatos de 0.01 a 0.1 M, pH•S.2, el cual tuvo_ 
un rango de flujo de 1 ml/min. Se colectaron fracciones de 5ml 
que fueron detectadas a 280 nm <->y 546 nm (--l. Se 
detectan cinco fracciones correspondientes a leghemoglobind. 



Tabla IV. Cantidad de hemoproteína Jotal y de hemo por tejido nodular 
de Trifolium ~de cada una de las tracciones de leghemoglobina • 
provenientes de la elución en DEAE-Celulosa <fig. 11 > La cantidad de h~ 
mo corresponde al 6.6 º/o de la hemoproteína total. 

Lowry (1951> Piridina-Hemocromo 

Frc }J9 i"emoproteí. }J9 nemoprot./ 
na/mi g de nódulos }J9 hemo/ml }J9 hemo I 

g de nódulos 

Tri 32 2.9 1 OD9 

Trll 300 27.2 24 2.18 

Trltl 115 10.4 7 0.63 

TrlV 50 4.5 2 0.18 

TrV 32 2.9 1 009 

Total 1 529 48 35 3.18 
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Fi9. 12. Comparación del perfil de elución en DEAE-Celulosa 
de las diferentes leghemoglobinas de Crotalaria P.Umila <-l 
y Trifolium ~Rens <--). Hemoproteínas detectadas a 546 nm; 
las condiciones de elución fueron como las mencionadas en -
las figs. 7 y 11, respectivamente. 
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nantes, con base en la cantidad de hemoproteina y de hemo, son 

TrII y TrIII, las cuales deben ser los componentes dominantes del 

estado fisiol6Gico en el que se encuentra la planta, y el resto 

de las fracciones los componentes menores. 

Por último, de la comparación de los perfiles de elución de las 

Lb's de Crotalaria pumila y Trifolium repens en DEAE - Celulosa 

(fig. 12), se observa la tipica variación interespecií'ica de este 

tipo de proteinas, diferencias en el número de fracciones de Lb, 

diferencias en la concentración de acetatos en las cuales son 

eluidas cada una de ellas, y la diferente repartición de las fra~ 

ciones en los bloques a trav6s del volúmen de eluci6n, son las 

principales comparaciones que se pueden llevar a cabo en este es­

quema. 
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES. 

Por medio de la técnica utilizada en el presente trabajo, fué 

posible detectar y purificar parcialmente la Lb de Crotalaria ~ 

.!!!!!!!, Ort. (Leguminoaeae), además de establecer algunas de las c~ 

racteristicas de la molécula con base en los procedimientos utili 

zados, y compararlos con las ya establecidas para otras especies. 

Lo anterior se puede resumir de la siguiente manera: de un ex­

tracto proteico semicrudo de nódulos de Crotalaria pumila, aproxi 

madamente el 18 ~ de las proteinas totales corresponde a diferen­

tes hemoproteinas (tabla IIa. ), dentro de las cuales la mitad, 

es decir, el 9 %, está formado por las diferentes Lb's (tabla IIb); 

la cantidad de cada una de ellas varia de acuerdo con el estado 

fisiol6gico de la planta. La cantidad restante de bemoproteinas 

contaminantes, el otro 9 %, son excluidas por las diferentes se­

cuencias de purificaci6n. 

Es necesario y recomendable la eliminación del ácido nicotini­

co end6geno para que los procedimientos posteriores den resulta­

dos de un estado homogéneo de la Lb, ya que de no ser así se pue­

den presentar variaciones no confiables en los resultados obteni­

dos. El valor característico del R 560/620 de 1.7 es una indica­

ción confiable de la eliminación del ~cido nicotinico del sitio 

activo de la Lb. Al igual que en otras especies estudiadas (Dil­

wortb, 1980), la Lb de Crotalaria pumila presenta el mismo valor 

de 1.7 para el estado f~rrico, y además la separaci6n de la frac­

ci6n proteica del ácido nicotinico y el exceso de ferricianuro, se 

lleva a cabo de un solo paso mediante la filtraci6n en Sepbadex 



G - 10 (fig. 6). 

La elución de la fracción proteica total en la columna de DEAE 

- Celulosa (fig. 7), fu~ la que permitió establecer el mayor núm~ 

ro de las caracteristicas de la Lb de Crotalaria pumila. Esta prQ 

teina, al igual que las reportadas para otras especies vegetales, 

presenta un alto grado de polimorfismo, aunque el nómero y algu­

nas de las características de cada una de ellas sean diferentes. 

En esta especie se presentan por lo menos seis monómeros distin­

tos, los cuales son eluidoa en la resina de intercambio iónico en 

dos bloques de tres fracciones cada uno, a concentraciones de ac! 

tatos particulares para cada uno. Esto sugiere, debido a la afini 

dad hacia la resina, que existen diferencias fisico - químicas en 

tre cada una de las Lb's, seguramente diferencias en la estructu­

ra primaria, y una mayor abundancia de ciertos residuos de amino­

ácidos electronegativos, loa cuales proporcionan dicha afinidad 

hacia la resina. Además, como una consecuencia de esto, y apoyado 

por la recromatografia en Sephadex G - 50 (fig. 8), deben existir 

ligeras diferencias con!ormacionales entre las seis fracciones de 

Lb. 

Se ha podido establecer la estructura primaria de algunas Lb's 

como por ejemplo, de~ sativum (Lehtovaara il .!!!.·• 1980), 

~ ~ (Ricbardson il 'ª1·, 1975) y Glycine ~ (Sievers et .tl• 

1978), y se ha determinado que existen diferencias en la secuen­

cia de loa residuos de aminoácidos que las forman, por lo que las 

diferencias en la estructura primaria de las Lb's de Crotalaria 

pumila en comparación con las de otras especies, y las de ellas 

mismas, deben seguir un ;1atrón semejante de variación. Sin embo.r-
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go 1 los estudios realizadon mediante di!racci6n de rayos - X de 

cristales de Lb del Lupino (Vainshtein et al., 1975) y de la Soya 

(Ollis et.!!!,., 1983) 1 han mostrado que la estructura general de la 

conformaci6n de estas proteínas es muy semejante, y que no ha va­

riado apreciablemente a través de la evoluci6n, por lo que cabria 

esperar que de manera general las Lb's de Crotalaria pumila se 

mantuvieran en este patr6n de plegamientos, aunque se necesiten 

un mayor número de estudios para poder proponer algo. 

La Lb es una proteína polimórfica cuyos genes se expresan dif,!! 

rencialmente durante el desarrollo de las células nodulares. En 

Crotalaria pumila 1 las tres fracciones componentes del primer bl,2 

que, es decir, CpI 1 CpII y CpIII, constituyen la mayor cantid&d 

de hemoproteina del total cuantificado (tabla IIb. ), las cuales 

deben ser características del estado fisiológico de la planta, ªB 

tes de la floraci6n y aproximadamente de 60 a 80 días después de 

la germinación. Como ocurre con otras especies estudiadas, en este 

vegetal se debe llevar a cabo un recambio entre los componentes 

dominantes, donde de la etapa de la floración bacia la senectud 

del n6dulo, los componentes del segundo bloque sean los dominantes 

es decir, CpIV, CpV y CpVI. Los estudios de afinidad hacia el ox! 

geno y de recambio por el CO, de cada una de las fracciones, podr,! 

an apoyar esta suposici6n. 

Con respecto a los ensayos realizados con la Lb del Trebol 

blanco, Trifolium repens, el perfil de eluoión en DEAE - Celulosa 

(fig. 11) concuerda en alto grado con el perfil reportado por Th~ 

lborn ~ -ª!,. (1979) para Trifolium subterraneum, aunque para este 

caso se detecten cuatro fracciones correspondientes a Lb, y para 
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el Trebol blanco sean cinco. Esta diferencia se puede deber al e~ 

tado fisiológico en el que se encuentra el material recolectado, 

o a diferencias intragenéricae como ya ha sido reportado por Holl 

~al. (1983). 

La variación interespecifica de este tipo de proteínas en las 

diferentes especies trabajadas, se mantiene evidente en las Lb's 

de Qrotalaria pumila; esto está apoyado, principalmente, por la 

comparación del perfil de eluci6n en DEAE - Celulosa de las Lb's 

de Crotalaria pumila y Trifolium repens (!ig. 12), en donde se 

aprecian diferencias marcadas en los parámetros evaluados (ver 

sección de Resultados). 

El estudio de la Lb en un mayor número de especies de Legumin~ 

sas y no - Leguminosas debe aumentar, y conforme esto suceda ha­

brá la necesidad de identificar cada una de ellas de acuerdo a la 

especie a la que corresponda y se diferencie de las demás. Al to­

mar como base el criterio aplicado para denominar las diferentes 

enzimas Nitrogenasas conocidas (Posgate, 1974), se propone el uso 

de un sistema semejante para denominar a las diferentes Lb's, que 

de hecho es el sistema utilizado en el presente trabajo, y el 

cuál consiste en tomar la letra inicial del género y la especie en 

cuestión más la fracción cromatográfica o electro!orética, a la 

cuál corresponda la Lb. Por ejemplo, en el caso de la primer fra~ 

ci6n de la Lb de Crotalaria pumila se le denomina CpI. 

Por último, y para concluir, es conveniente hacer notar la im­

portancia que reviste el estudio de esta proteína, la Lb. Desde 

el punto de vista fisiológico, es una proteína que se encuentra 

estrechamente ligada al proceso de la fijaci6n simbiótica de ni-
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tr6geno. Desde el punto de vista. sistemático, es uno rnolbcula que 

ha sido utilizada en estudios quimiotaxon6micos y filogenéticos 

(llurrell et al.., 1977) de las Leguminosas. Y desde el punto de 

vista evolutivo, quiz4s el más intrigante, algún dia llegar a es­

tablecer como ru~ que un reducido grupo de vegetales adquiri6 la 

capacidad de sintetizar esta proteina caracteristica del reino 

Animal, y en general que papel tuvo en la evolución de las globi-

nas. 
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tr6geno. Desde el ~unto de vista sistemético, es una molécula que 

ha sido utilizada en estudios quimiotaxon6micos y filo5enéticos 

(Ilurrell ~ al., 1977) de las Leguminosas. Y desde el ¡mnto de 

vista evolutivo, quiz~s el más intrigante, algún din llegar a es­

tablecer como fué que un reducido grupo de vegetales adquiri6 la 

capacidad de sintetizar esta proteína característica del reino 

Animal, y en general que papel tuvo en la evoluci6n de las globi-

nas. 
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APENDICE l. 

Precipitación de Proteínas con Sulfato de Amonio. 

La precipitaci6n de las moléculas proteicas puede llevarse a 

cabo añadiendo sales a la solución de proteínas, tales como el 

sulfato de amonio. Las moléculas de proteína y los iones inorgáni 

cos compiten por las moléculas de agua para su hidratación. A una 

concentración de sales característica, las interacciones proteína 

- proteína llegan a ser predominantes sobre las interacciones pr.Q 

teina - agua, y ocurre entonces la agregación y precipitación. 

Esta técnica es ampliamente utilizada en la purificación prelimi 

nar de las proteínas (Williams y Wilson, 19?9). 

Los cálculos para determinar la cantidad de sulfato de amonio 

necesario para llevar la solución a un cierto porcentaje de con -

centraci6n, pueden realizarse fácilmente empleando la fórmula pr.Q. 

puesta por Segel (1976): 

505 (s2 - s1) 
Wtg - -------------- 1 - 0.285 (82) 

donde, Wtg = peso de sulfato de amonio 

s6lido para ser agrgado a 

1,000 ml. 

s2 - la saturación final (como 

decimal). 

s1 : la saturación inicial (como 

decimal). 

505 : gramos de sulfato de amonio 

por 1,000 ml para 100 ~ de 

saturación. 
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APENDICE l. 

Continuación. 

Por ejemplo, sí se desean saturar al 80 % con sulfato de amonio 

51 ml de una solución de proteína, el procedimiento es el siguieB 

te: 

505 (0.8 - O) 404 
Wtg - --------------- - ----- - 523 g - l - 0.285 (0.8) - 0.772 -

por lo tanto, se adicionarán 523 g a 1,000 ml de solución para a! 

canzar el 80 % de saturación. A 51 ml se agregarán 25.6 g • 
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APENDICE 2. 

a) Deiterminaci6n de Proteínas por el Método de Lowry ~ al. 

(1951). 

Las proteinas reaccionan con el reactivo de Folin - fenol para 

dar un complejo coloreado. El color que se forma es debido a la 

reacci6n del cobre alcalino con la proteina 1 tal como sucede con 

el ensayo de Biuret, y la reducción del fosfomolibdato por la ti­

rosina y el triptófano presentes en la proteina. La intensidad 

del color depende del número de aminoácidos aromáticos presentes 

y cambiará segdn la clase de proteina. 

1) Reactivos. 

Reactivo A. Para proteinas solubles: Na2co3 al 2 % en NaOH O.lM. 

Para proteínas insolubles: Na2co3 al 2 ~ en agua 

destilada. 

Reactivo B. Cuso4 • 5H2o al 0.5 % en citrato de sodio al 1 %. 

Reactivo c. Mezcla de 50 vo16menes del reactivo A con un volú­

men del reactivo B. SE PREPARA AL MOMENTO DE USAR-

SE. 

No.OH 0.1 M. 

2) i:pécnica. 

Para proteinas solubles: se toman alicuotas de la soluci6n pr_e 

blema hasta de 1 ml, que contiene de 50 a 350 ps de proteina (há­

gase la dilución adecuada), y se afora a 1 ml con agua destilada. 

Para proteínas insolubles: se toman alícuotas de la soluci6n 

problema basta de 0.5 ml, que contiene de 50 a 350 pg de proteína 
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APENDICE 2. 

Continuación. 

(hágase la dilución adecuada), y se afora a 0.5 ml con agua desti 

lada. Se agregan 0.5 ml de NaOH 0.1 M y se deja solubilizar por 

30 min o más a temperatura ambiente. 

Se añaden 5 ml del reactivo e, se bomogeniza la mezcla y se d.!:!, 

ja reposar durante 10 min o más a temperatura ambiente. 

Se añaden 0.5 ml del reactivo D, se bomogeniza la muestra AGI-

TANDO INMEDIATAMENTE Y ENERGICAMENTE POR EXACTAMENTE 15 s, se de­

ja reposar por 30 min o más a temperatura ambiente. 

Se lee la absorbancia a 750 nm (filtro rojo) contra el blanco 

de reactivos. Se hace una curva tipo con ASB cristalizada entre 

50 y 500 pg. 

b) Determinación de Hemoproteinas por el Método de Piridina -

Hemocromo (de Duve, 1948; Paul .!!! !!!,., 1953). 

La concentración de hemoproteina en una solución determinada 

es estimada por el método de piridina - hemocromo (de Duve, 1948) 

y se utiliza un EmM a 556 nm de 34.6 (Paul ~ al. 1 1953) ¡ las mue,!! 

tras se preparan adicionando 3 rol de una solución que contenga 

100 ml de piridina, 30 ml de NaOH 1 N, 300 ml de agua destilada, 

a l ml de una soluci6n patr6n de mioglobina o hemoglobina' y a 1 ml 

de la muestra. Cuando se haya formado el complejo piridina - hem~ 

cromo, el cuál es un compuesto relativamente estable y antes de 

llevar a cabo las lecturas espectrofotométricas, se añade un exc~ 
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APEIIDICE 2. 

Continuación. 

so de Na2s2o4 , el cuál será cuidadosamente disuelto ;;ior agitación. 

El bemocrom6geno no es estable por 5 a 10 min, por lo tanto las 

lecturas deben ser tomadas rápidamente, y se llevan a cabo a una 

A557•5 (máximo) y A540 (mínimo). 

, .. 
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APENDICE 3. 

Electroforesis Discontinua en Geles de Poliacrilamida, Sistema 

Davis (1954). 

El gel de poliacrilamida se prepara polimerizando acrilamida y 

una pequeña cantidad de reactivo de entrecruzamiento, metilenobi~ 

acrilamida, en presencia del catalizador, persulfato de amonio. 

Se incluye tambi6n tetrametiletilenodiamina (TEMED) para iniciar 

y controlar la polimerización. Se deja polimerizar la mezcla en 

un tubo sellado en su extremo interior por un tap6n de caucho. 

Luego se coloca un poco de agua encima del gel para asegurar la 

obtención de una superficie plana y tambi6n para excluir el oxifi! 

no que inhibe la polimerización. 

El tamaño dei poro del gel puede variarse de acuerdo a la con­

centración del monómero en la solución. Las proteínas pueden sep~ 

rarse convenientemente en acrilamida al 7-5 ~. pero moléculas más 

grandes requieren un gel más poroso de acrilamida al 2.5 %. 

a) Electroforesis Analitica Ani6nica. 

La preparación del gel de poliacrilamida para la electroforesis 

analitica aniónica se lleva a cabo de la siguiente manera: 

Solución A: HCl 1 N - 48 ml 

Tris 

TEMED 

- 36.6 g (concentración final 0.5 M) 

- 0.23 ml 

Agua destilada - a 100 ml 

•ajustar pli a 8.9 con nOl 1 N. 
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Continuaci6n. 

Solución B: HCl 1 N - 48 ml 

Tris - 5,99 g 

TEMED - 0.4-6 ml 

Agua destilada - a 100 ml 

*ajustar pH a 6.? con HC! 1 N. 

Soluci6n C: Acrilamida - 28.0 g 

Bisacrilamida - 0.735 g 

Agua el.estilada - a 100 ml 

Soluci6n D: Acrilamida - 10.0 g 

Bisacrilamida - 2.5 g 

Agua destilada - a 100 ml 

Soluci6n E: Riboflavina - 4 mg 

Agua destilada - a 100 ml 

Soluci6n F: Agua destilada. 

Soluci6n de trabajo (gel resolvedor) para gel al 7 % 

Soluci6n 1: 1 parte de A (.3 ml) Soluci6n 2: Persulfato de 

2 partes de e (6 ml) 

1 parte de agua (.3 ml) 

Solución del gel resolvedor: 

l parte de la solución l (12 ml) 

l parte de la soluci6n 2 (12 ml) 

amonio desecado, 0.14 g 

/100 ml de agua destil~ 

da (preparar antes de 

usarse, 12 ml). 
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Continuaci6n. 

Soluci6n del gel concentrador: 

1 parte de la soluci6n B (0.5 ml) 

2 partes de la solución D (1 ml) 

1 parte de la solución E (0.5 ml) 

4 partes de la soluci6n F (2 ml) 

Regulador de la cámara de electrodos: 

Tris - 6.0 g 

Glicina - 28.8 g 

Agua destilada - 1,000 ml 

50. 

A la muestra que contiene de 50 a 100 pg de proteína se le agr~ 

ga sacarosa para dar una concentración del 10 % y una gota de Azul 

de Bromofenol al 0.01 %. Be corre la muestra aplicando una corrieB 

te de 2 mA por tubo hasta que el Azul de Bromoi'enol alcance la PB!: 

te final del gel. Después de ello, se sacan los geles de los tubos 

y se tiñen por 15 min con Amido Negro al l % en ~cido acético al 

10 %, y se destiñen en ácido acético al ? % por 24 horas y en con! 

tante agitaci6n. 

b) Electroforesis Analitica Catiónica. 

La preparaoi6n de los geles se lleva a cabo de la siguiente m~ 

:a.era: 

Soluciones del gel resolvedor: 

Acrilamida - 8 g 

Bieacrilamida - 0.25 g 

Agua destilada - a 50 ml 

Regulador: Acido acético l N 

KOH l N 

pH 5.0 
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Continuación. 

51. 

'.l'EMED: TEMED - 0.1 ml Persulfato de amonio: 10 mg/7.5 ml 

Agua destilada - 9.9 ml 

Agua dest. Acrilamida Regulador TEMED Persulfato 

Gel al 3 % 8.0 3.0 2.0 1.0 2.0 

Gel al 7.5 % 2.25 3.75 1.0 0.5 0.5 

Soluciones del gel concentrador: 

Acrlmd.: Acrilamida - 5 g Regulador: Acido ac6tico 1 N 

Bisacrilamida - l.25 g KOH 1 N 

Agua destilada - a 50 ml pH 5.5 

TEMED: TEMED - O.l ml Persulfato de amonio: 10 mg/ 

Agua destilada - 9.9 ml 7.5 ml 

Agua dest. Acrilamida Regulador TEMED Persulfato 

i.75 1.0 0.25 0.5 

Regulador de la cámara de electrodos: Glicina 17.2 g; ácido 

ac6tico 1 M, 10.8 ml; llevar a 1,000 ml (pH 4.5). 

La muestra se prepara, corre, tifie y destiñe, de igual manera 

que el sistema ani6nico. 
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APENDICE 4. 

Cromatografía en Placa Delgada de Gel. 

La preparación y el desarrollo de la cromatografía en placa de! 

gada de gel se puede llevar a cabo de acuerdo con Fisoher (1975), 

de la siguiente manera. Después que se ha dejado que el gel (Se­

phadex G - 25) se hincho por el lapso de tiempo adecuado, ee deja 

asentar, para posteriormente decantar casi completamente el líqu1 

do sobrenadante; se agita suavemente el gel y se coloca sobre una 

placa de vidrio, en este caso, de 11 x 16 cm, previamente lavada 

con detergente caliente y enjuagada con agua destilada varias ve­

ces. Para extender el gel se utiliza una varilla de cristal o ac~ 

ro con collares adaptados a ambos extremos, y moviéndola hacia 

adelante y hacia atrás se obtiene una capa de gel de aproximada­

mente 1 mm de grosor. Una vez extendida la capa, se deja reposar 

unos minutos y entonces se trazan tres canales para tener cuatro 

carriles de corrimiento, uno para cada muestra; posteriormente, 

se conectan las tiras de papel filtro (Whatman 3MM) y se deja equ1 

librar por toda la noche en el amortiguador de corrimiento. Después 

de este periodo de equilibrio se aplican aproximadamente 100 pl 

de la muestra conteniendo Azul Dextrán (1 mg/ml) para marcar el 

frente de eluci6n. La placa se deja correr durante toda la noche 

con una velocidad de flujo de 1 cm/h. 

Para la detecci6n y teñido de las substanci~s en la capa, se 

coloca papel filtro (Whatman 3MM) sobre la placa, y después de 

cerca de 5 min el liquido de la capa se transfiere al papel, y 

este es removido y secado; entonces, se tiñe con una soluci6n de 
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metanol: agua: ácido acético: Amido Negro lOB (45: 45: 10: 0.06) 

durante 15 min en agitación, y desteñido en agua corriente con 

tres cambios de ~O min cada uno. 
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Microscopía Electrónica de Nódulos Radicales de Phaseolus 

vulgaris, L. 

- Fijación. 

Los nódulos con un tamaño mayor a 1 mm se cortan en pequeños 

trozos, con el objeto de obtener una mejor penetración de los di­

ferentes componentes a lo largo de la técnica. Estos nódulos, 

fragmentados o completos, son sumergidos en el fijador de Karnov~ 

ky (1965) modificado, que contiene glutaraldehido al 2.5 % y par~ 

!ormaldehido al 1 % en el amortiguador de cacodilato de sodio 

0.1 M, pH 7.4, durante 18 horas. La solución de paraformaldehido 

se prepara disolviendo 1 g de éste en 100 ml de agua destilada, 

se calienta la mezcla a 60°0 y mientras se agita se agrega una ~ 

ta de NaOH 1 N para aclarar la solución; esta solución debe prepa 

rarse en el momento (Hayat, 1972). 

Posteriormente, los nódulos se lavan en el amortiguador de ca­

codilato de sodio con tres cambios de una hora cada uno, y al 

cabo de las tres horas se colocan en una solución de tetróxido de 

osmio (Oa04) al 1 % por tres horas para ser postfijados. Al térm! 

no de esta postfijación, a los nódulos se le dá una lavada rápida 

con agua destilada. 

- Deshidratación. 

La deshidratación de los nódulos se lleva a cabo utilizando al 

cohol etílico a concentraciones de orden creciente, de acuerdo 

con el siguiente esquema: 
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a) Alcohol e tilico 

b) Alcohol etilico 

c) Alcohol etilico 

d) Alcohol etílico 

e) Alcohol etílico 

al ?O % por 30 min. 

al 80 % por 30 min. 

al 90 ~ por 30 min. 

al 95 % por 30 min. 

al 100 % por 30 min (dos cambios). 

!) y por último, bañados en 6xido de propileno con dos 

30 min cada uno. 

- Impregnaci6n e Inclusión. 

55. 

cambio a 

Antes de la inclusi6n definitiva, se llev6 a cabo la impregna­

ci6n correspondiente, de acuerdo con el siguiente esquema (Luft, 

1961): 

a) Oxido de propileno - Ep6n 812, en proporción l 1 1 por 24 

horas. 

b) Oxido de propileno - Epón 812 1 en proporción l 2, por 24 

horas. 

c) Ep6n 812 puro, por 24 horas. 

Y por último, la inclusión, que se llevó a cabo con la siguie,a 

te mezcla: ? ml de la solución epoxi A • 3 ml de la soluci6n epoxi 

B + 0.15 ml de DMP - 30. En esta soluci6n son colocados los nódu­

los impregnados, y llevada a cabo la polimerización a 60°c duran­

te 24 horas, en cápsulas de gelatina o moldes especiales. 

Antes de proceder a realizar la inclusión en Epón ea preciso 

preparar las soluciones mezclas de Epón - DDSA y de Ep6n - NMA p~ 

ra formar, respectivamente, la solución A y la solución B en pro-
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porciones determinadas. En general, las proporciones de la mezcla 

para las soluciones A y B pueden quedar establecidas de 3cuerdo 

con lo propuesto por Lu:ft (196J.): 

Solución A: Solución B: 

E:pón 812 - 62 ml Epón 812 - 100 ml 

DDSA - 100 ml NMA - 89 ml 

Como la resina mezcla debe ser recién preparada, su prepara­

ción debe ser en el momento y para cada vez que se vaya a hacer 

una inclusión. La resina mezcla se prepara mezclando en ciertas 

proporciones la solución A + la solución B + DMP - 30. 

·Ya preparada la resina mezcla, se coloca en el agitador circu-· 

lar durante dos horas a :fin de que se mezclen íntimamente las 

tres partes y se baga una mezcla uniforme, aunque debe evitarse 

una velocidad excesiva la cuál deja la mezcla blanca por la nume­

ros!aima cantidad de burbujas¡ aunque no se estropea, tiene el in 

conveniente de que tarda muchas horas, días a veces, para aclara~ 

se por la desaparición de las microburbujas (Santander, 1968). 

- Microtomia. 

Se rebaja el bloque con una navaja basta hacerse una pirámide, 

luego se utiliza el ultramicrotomo equipado con navajas de cris­

tal, se obtienen loa cortes semifinos con un grosor de 1.5 a 2.0 

p y se tiñen con Azul de Toluidina caliente; posteriormente, se 

les dan 3 6 4 baños de agua destilada, y entonces el corte se mon 

ta en un portaobjetos sobre una platina caliente. La observación 
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de estas preparaciones en el microsc6pio fotónico permite deter~! 

nar el §.rea más adecuada para realizar cortes finos. 

Una vez localizada esta §.rea, se talla una pirámide más peque­

ña y se obtienen los cortes finos en serie; se escogen cortes do-
o 

rados y plateados, los cuales varían de un grosor de 1,000 a ?OO. A 

respectivamente, y se montan en rejillas de cobre de 300 mallas. 

Estos cortes son contrastados con citrato de plomo durante 2 min, 

en un ambiente con lentejas NaOH. 

Después de ser contrastados los cortes con el citrato de plomo, 

son lavados al chorro de agua destilada y secados a temperatura 

ambiente en una caja de Petri protejidos de las partículas de po.!. 

vo. 

Las rejillas se observan al microsc6pio electrónico Zeiss EM -

4 1 y son electromicrografiadas. 
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