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ABREVIATURAS.

A- Angstroms (10'lo m).
A(280) - Absorbancia detectada
a 280 nm.
A(DO) - Deteccibn de absorbancia,
unidades en Densidad Optica.
AIA - Acido Indolacético.
ASB - Albfmina Sérica de Bovino.
d ~ Daltones.
DDSA - Dadocenil Succinico Anhidro.
Hy0, - Peréxido de Hidrbgeno.
Kb - Kilobases (lO5 bages).
KBFe(CN)6 - Ferricianuro de Potasio.
A - Longitud de Onda (um).
Lb - Leghemoglobina.
po - Micrémetro (10"6 m).
NAD' - Nicotinamin de Adenin Dinu-
clebtido Oxidado.
NADR - Nicotinamin de Adenin Dinu-
~ clebtido Reducido.
Nay5,0, -~ Hidrosulfito de Sodio o
Ditionita.
(Nﬂq)zso4 - Bulfato de Amonio.

nm - nanémetro (1072 m).

NMA - NAdico Metil Anhidro.

05 ~ Anién Superdxido.

pb ~ Pares de Bases.

ppCO ~ Presién Parcial de
Co.

pp0O, ~ Presibén Parcial de
02.

R 560/620 - Cociente de la
abgorbancia dada a
560 y 620 nm.

Rf - Velocidad de Flujo

(Range of Flow).
80D - Superéxido Dismutasa.
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I. RESUMEN.

La Lb es una nroteina que forma parte de la familia de rotefi-
nas conocidas como globinas, y las cuales se encuentran ampliamen
te distribuidas en el reino animal; por su parte, en el reino ve-
getal, la Lb es el primer y finico caso concluyentemente demostra-
do de la presencia de una globina en este reino, donde es casi ex
clusiva de Leguminosas, y est& intrinsecamente relacionada con el
proceso de la Fijacién Biolégica de Nitrégeno. E1 incremento en el
estudio de esta proteina puede ayudar a resolver algunas interro-
gantes planteadas.

El presente trabajo se llevé & cabo con nbdulos radicales de
Crotalaria pumila, Ort., los cuales fueron homogenizados; la solu
cibén resultante fué precipitéda con sulfato de amonio al 80% y tra
tada con ferricianuro de potasio para eliminar el &cido nicotinico
endbégeno, entonces, la solucién fué filtrade por una columna de Se
phadex G-10 y determinado el R 560/620 de la fraccibén proteica;
posteriormente, esta fraccidn fué filtrada e 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.

Los resultados obtenidos permiten establecer que, de manera ge-
nerel, la Ib de Crotalaria pumila, Ort. presenta algunas caracte-
ristices semejantes a las Lb’s ya reportadas, como es el polimor-
fismo tipico de este grupo de proteinas, aunque, sin embargo, pre-
sente algunas diferencias, principalmente en el perfil de elucién
en la DEAE-Celulosa, lo que conduce a una serie de inferencias y

alternativas de investigacién.
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IT. ANTECEDENTES.

ITa. GENERALIDADES SOBRE LAS GLOBINAS.

El término globina incluye a un grupo de proteinas muy relacio
nadas entre si y con la funcién comén de almacenar y transportar
oxigeno, las cuales se encuentran ampliamente distribufdas en el
reino animal, donde abarcan tanto a grupos de invertebrados como
de vertebrados. Entre los primeros son abundantes en Anélidos, se
encuentran en la mayoris de los Poliquetos y muchos Oligoquetos;
también en otros Phyla tales como Platelmintos, Nemertinos, Nema-
telmintos, Moluscos, Equinodermos Holot@ridos, Equiuroideos y Si-
puncfilidos, y unos cuantos Crustaceos e Insectos, entre otros. En
vertebrados su presencia es précticamente universal. Ademés, se
ha reportado su existencia en niveles bajos en la escala filogené
tica, como los Hongos, Levaduras y Protozoarios, lo cual, como se
ver4 mas adelante, es de gran importancia desde el punto de viste
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 Brown de 1909 (Lesk y Chothia, 1980), quie-
nes investigaron la variacibn evolutiva de los ejes axiales de
los cristales de hemoglobinas aislados de especies diferentes.
Pero el estudio verdadero de la relacibdn entre la secuencia y la
estructura, necesariamente tuvo que esperar a la aplicacién de la
cristalografia de rayos-X a las proteinas por Zuckerkandl y Pau -
ling en 1965.

Los anflisis de la estructura cristalina han permitido diluci-
dar, a nivel de resolucién_atbmica, la estructura para 1l globi -

nas. Estas son, las cadenag alfa y beta de las hemoglobinas huma-
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nas y de caballo, la subunidad 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 thummi, y

la leghemoglobina de los nbédulos de las raices del Lupino amari-
1lo (Lesk y Chothia, 1980).

Estas 11 moléculas tienen secuencias de aminolcidos muy dife-
rentes pero estructuras secundaria y terciaria muy semejantes.
Son comunes a todas ocho hélices marcadas como A, B, C, D, E, F,
G y H, excepto para cuatro estructuras que carecen de le hélice
D. Las hélices se presentan en un patrén comln, que encierran al
grupo hemo en receptlculos de geometria similar, formados de por-~
ciones hombélogas de las moléculas, con una simetria en espejo.

La estructura secindaria de las globinas tiene una serie de re
giones helicoidales, contiguas en algunos casog, 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 estén a menudo distorsionadas, lo que las
aparta de la geometria ideal de la hélice. Lesk y Chothia (1980)
basaron su criterio en la descripcidén original de la estructura,
en la geometria de los puentes de hidrégeno entre pfHtidos y en el
exémen de la conformacién molecular, facilitada por modelos gene-
rados por computadora. Ellos consideran que cualquier aminoécido
puede formar parte de la hélice, si participa razonablemente bien
en el patrén de puentes de hidrbégeno de la hélice, sea como dona-
dor o como aceptor.

La estructura de las globinas muestra homologia en sus secuen-
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cias secundarias: las hé&lices estfn formadas en su mayor parte de
. residuos homblogos en las porciones comunes de las secuencias ali
neadas. Excepto en sus terminales, las regiones helicoidales no
estn sujetas a inserciones y deleciones. Las deleciones de més
de dos residuos se encuentran en las siguientes hélices: desoxi-
hemoglobina humana normal subunidad alfa (D en H-Hba), desoxihemo
globina humana normal subunidad beta (H-be), methemoglobina de
caballo subunidad beta (E-be), metmioglobina del esperma de ba-~

llena Physeter catodon (SW-Mb), cianohemoglobina de la lamprea na

rina Petromyzon marinus (I-Hb), carbomonoxihemoglobina del anéli-

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

las rafces de lupinus luteus, L. (Lb-Hb); el inicio de B en la

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

el inicio de H en Lb~Hb. E en Lb-Hb es aproximadamente cinco resi
duos mAs larga que E en otras globinaas.

Por otro lado, el grupo prostético de las globinas, el hemo,
es una porfirina que contiene hierro con ocho substituyentes, dos
grupos de &cido propidnico, dos grupos vinilo y cuatro metilos.
Los dos grupos de Acido propidénico distinguen una zona hidrofili-
ca fGnica y la distribucién asimétrica de los grupos vinilo y meti
lo rompen con la simetris de espejo.

La cadena polipeptidica de cada globina forma un receptéculo
dentro del cuil se acomoda el hemo, con solo la orilla hid;ofili—
ca expuesta al medio. El Atomo de hierro del hemo forma un enlace
covalente con el N~E2 de una His en posicibn 109 de la hélice F ;
en algunas estructuras uno o ambos &cidos propibnicos forman enla

ces de hidrégeno con un lado de la cadena del polipéptido. La por
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¢ibén no polar del hemo interactia con el polipéptido por medio de
interacciones hidrofébicas.

La figura 1 muestra el arreglo espacial de estas regiones alre
dedor del hemo. En términos de la orientacién del hemo, en la par
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 costa
do del hemo en la regién del anillo 3, el final de la hélice T,
la regibn opuesta de la Gltima. Adyacente al hierro del hemo hay
una cavidad donde se pueden acomodar ligandos. El residuo de His
en la posicibébn 7?5 en la hélice E, o Leu en G, actGan como una
puerta de entrada en esta cavidad (Marimoto et al., 1971, en
Lesk y Chothia, 1980). Como resultado de las posiciones relativa-
mente diferentes de la hélice F, en la H-»Hba T e E—-Hba Ty ¥
Lb-Hb, también forman enlaces con la parte superior del hemo dos

residuos de la hélice H.

IIb. HISTORIA DE LA LEGHEMOGLOBINA.

En 1940, Allison y col. (Fox, 1976) concluyeron que la respira
cién de los nédulos radicales de la Soya, estaba restringida a la
concentracién atmosférica normal de 6xigeno; aproximadamente al
mismo tiempo, Kubo (1939, en Fox, 1976) descubrié que el color rg
sa de los nédulos de la Soya y otras Leguminosas fijadoras de ni-
trbgeno, era debido a un pigmento soluble, es decir, no unido a
membranas, semejante a la hemoglobina, y concluyé que estas hemo-
globinas estaban relacionadas con el consumo de oxigeno en los nd
dulos. Posteriormente, Keilin y Wang (1945, en Fox, 1976), deter-

ninaron que el contenido de hemina de sus preparaciones, estima-



(a)

729N

(d)

Fig1. Bstruclura del empaque del hemo de la mioglobina del esperma de balle -

na. ( b),Vista superior delhemo a través de la hétice F. Note. la distribucion asimé-

_ trica sobre la porfirina de los grupos propidnico, vinil y metil.( @), Vista dentro del
empaque del hemo. (c ),Empaque de los residuos de las hélices C,E y F alrede -

dor dei grupo hemo. (d ),Empaque de la hélice G contra la parte posterior del
hemo. (Tomado de Lesk y Chothia, 1980 ).
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das como piridina- hemocrombégeno, contitufan aproximadamente el
2 % del peso seco de los nbédulos, y que el intenso color rojo de
su solucibén exhbibfa todas las caracteristicas espectrales y re-
acciones quimicas de una hemoglobina. La identificacién de &sta
hemoglobina nodular, actualmente denominada Leghemoglobina, es la
primera demostracidén de la presencia de una proteina de tipo glo-
bina en una planta, aunque otros hemo derivados tales como la ca-
talasa y el citocromo hayan sido conocidos tiempo atrés en el rei

no vegetal (Fox, 1976; Bergersen et al., 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 prostético. Las carac
teristicas principales de la estrustura de la Lba de la Soya, a
una resolucibn de 5.3>1, concuerdan con las descritas para otras
hemoglobinas monoméricas (table I), con la excepcibn de la caren-
cia de un segmento helicoidal. La molécula es un elipsoide aplana
do con ejes principales’de 40, 47 y 25 X de longitud aproximada-
mente. Hay siete segmentos helicoidales que rapresentan el 77 %
de la estructura, y se encuentran arreglados en el ya bien conoci
do plegamiento de la mioglobina. El hemo esté comprendido en una
cavidad hidrofébica, mantenido por residuos de las hélices B, C,
E, F, G y H, ¥y 1a molécula en su totalidad se encuentra formada
. por aproximadamente 145 residuos de aminolcidos, este nlmero va-

ris de acuerdo al tipo y la especie a la cull corresponda (Ollis

ot al., 1983).



Tabla .

Comparacion de algunas caracleristicas comunes entre una Globi-

na de origen animal, la Mioglobina, y una de origen vegetal, la . -

Lteghemoglobina.

GLOBINA VEGETAL

GLOBINA ANMAL |
J

LEGHEMOGLOBINA - MIOGLOBINA
UBICACION -r;lédulos Radiculares Tejido Muscular
FUNQION Acf’i’f‘" y Almacenar C;;M_. _. : Alm:;n»a*rht_lz o
NATURALEZA Mondmero (polimdrfico) |Mondmero (monomérfico)

PESO MOLECULAR

15 a 17,000 d

17,000 d

No. RESIDUOS A.A.

145 aproximadamente

150 aproximadamente

GPO. PROSTETICO

Fe - Hemo

Fe - Hemo

No.DE HELICES

7 (AB.CEFGH)

8(AB,CDEFGH)

DIMENSIONES 40x47x 25 K 40x35x25 &
CONF. o(-HELICOIDAL| 7700 75 %/
No.DE EXONES 4 3
No. DE INTRONES 3 2
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IId. FUNCION DE LA LEGHEMOGLOBINA.

La presencia de la Lb en tejidos radicales fijadores de nitré
geno se encuentra bien establecida. Los nbédulos radicales figjado-
res de nitrégeno se forman como respuesta a la infeccidn por bac~
terias del género Rhizobium, las cuales proliferan dentro de las
células vegetales del nédulo en desarrollo, como se observa en la
figura 2 (las electromicrografias son material original, para su
preparacién referirse a la seccibén de Mat. y Mét. y al Apéndice
5). Estas bacterias al modificarse para la vida simbiética son
llamados bacteroides. Dentro del nédulo, la fijacibén de nitrégeno
atmosférico, y 8u conversién en amoniaco, se lleva a cabo por um
complejo enzim Atico denominado Nitrogenasa, el cull se encuentra
dentro de los bacteroides. Este complejo enzimético es destruido
por trazas de oxigeno, pero sl mismo tiempo la actividad nitroge_
nasa de los bacteroides intactos depende del suministro de ATP,
formado seguramente por la fosforilacién oxidativa bacteriana. La
fijacién de nitrbgeno en el nbdulo intacto es deficiente en pre-
gsencia de oxigeno y se incrementa en respuesta a un aumento en la
presibn ambiental del mismo, La presién promedio de este elemento
en las células del tejido central de los nbdulos de la Soya se es
tima en 0.0l mmHg aproximadamente, y se mantiene en este nivel
por un vigoroso consumo de oxigeno, de lo cuél los bacteroides
son los principales responsables. Una paradoja de la funcién del
nédulo radical, la culdl requiere de una explicacién, es, como se
sostiene el gran flujo de oxigeno, mientras que la presién de &1
dentro de los bacteroides se mantiene a tan bajo nivel, y la rela
cién que tiene esto con las tasas de fijacibén de nitrégeno (Witte

nberg, 1974).



rer

Fug 2. chrograflas al microscopio electrdnico de células nodulares de Bhaseo -
lus vulgaris, L. infectadas por Rhizobium phasepli. (A),vista general del grado de
unfeccnén del citoplasma de la célula vegetal. 1795 X. (B ),desplazamiento de los of
ganelos hacia la periféria de la célula por los bacteroides. 7500 X. (b),bacteroide,
(mp),membrana peribacteroidal, (m ), mitocondria,(n ), nicleo,{ pc), pared celular,
(rer ),reticulo endopldsmico rugoso. Los aumentos corresponden a los originales del
microscopio electrdnico. .
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Se han propuesto div rsos papeles fisiolégicos para explicar
la relacibn observada entre la concentracién de Lb y la fijacién
de nitrbgeno. La Lb no juega un papel directo en el sistema fija=
dor de nitrbgeno, sin embargo, se ha sugerido que pudiera actuar
facilitando la difusibn de oxfigeno en el tejido nodular con la
baja ppO2 existente en este tejido demso. La produccibn de ATP
para la fijacién de nitrégeno por los nbdulos radicales parece
estar limitada por las concentraciones atmosféricas de oxigeno.
Este papel propuesto pars la Lb podria ser similar al de la difu-
sién facilitada del oxigenoc en las fibras musculares de mamiferos
por la mioglobina (Bergersen et al., 1973).

Se ha demostrado ‘en experimentos realizados con nbédulos intac-
tos, la presencia de una via sensible al CO por medio de niveles
-bajos de ppCO. Estas fueron efectivas en inhibir la incorporacién

de oxigeno al sistema, e indican la presencia de elementos con
alta afinidad por el CO, y se sabe que finicamente la Lb tiene
estae propiedad. Otros elementos posibles en la célula son mucho
menoe gensibles al CO. Ademés, en estos ensayos, y en los realiza
dos con suspensiones de bacteroides, la Lb estimuld la reduccién
del acetileno por estas suspensiones; se considerd como responsa-
ble de esto no al incremento de la transferencia o activacién del
acetileno, ya que primeramente, no hay evidencias del espectro de
absorcifn que demuestre la unién de éste a la Lb; segundo, el ace
tileno es aproximadamente 33 veces més soluble que el oxigeno, y
los intervalos de incorporacién del iltimo son mucho mayores que
los intervalos de reduccién de acetileno; tercero, la observacibén

espectroscépica sugiere una correlacién entre el grado de oxigena
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cién de la Lb y los intervalos de reduccidn de acetileno en ensa~
yos con bacteroides. Por lo tanto, se ha conclufdo que la Lb fun-
ciona, en nédulos intactos, por medio de su capacidad para captar
¥ liberar el oxigeno a bajas concentraciones (Bergersen, et al.,
1973).
| Los ensayos realizados con suspensiones de bacteroides, en los
que se detectd la tasa de reduccién de acetileno y la incorpora=-
c¢ién de oxigeno, en que se tuvo como transpotadores de este ele-
mento diferenties tipos de globinas, han mostrado que la Lb presen
ta uno de los valores més afines hacia el oxigeno (P50 = 0.04
mnHg) y como consecuencia una alta eficacia funcional en el siste
ma'(Wittenberg, 1974). Ademés, se han encontrado fusertes eviden-
cias que indican que la Lb es sintetizada antes que el complejo
nitrogenasa activo sea detectable. En nédulos radicales de Chicha
ros, la sintesis de Lb siempre precede la reduccién de acetileno

(Bisseling et al., 1980).

Ile. FIJACION DE LIGANDOS POR LA LEGHEMOGLOBINA.

Como se ha encontrado con otras hemoproteinas, el &tomo de hie
rro del hemo en las Lb’s puede unir ligandos tales como el cianu~-
ro, fluoruro, o hidroxilo. La reaccibén entre las Lb’s férrica y
ferrose con H2°2 se ha podido estudiar y se ha reportado actividad
peroxidésica de las Lb“s. Un ligando de especial interés es el
&cido nicotinico (3~ carboxipiridina), el cull se acumula en los
nbédulos radicales durante la fase m&s activa de la fijacién de ni
trégeno, a una concentracién tal que es comparable con la de las

Ib’s, y tanto la forma férrica como la ferrosa de esta proteina
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exhiben una alta afinidad por este ligando. La unibn del &cido ni
cotinico excluye la del CO, y pudiera considerarse como un regula
dor natural de la funcién de la Lb, debido, ademéAs, a que la re-:
accibdn con el Acido nicotinico presenta una constante de disocia-
cién muy bvaja para el complejo ligando- hemoproteina (Job et al.,
1980).

Déntro del'metabolismo celular normal de los nédulos, se produ
ce el anién 05, el cull es caphz de reaccionar con la dxiLb, don
de la forma férrica de esta hemoprotaina es incapdz de captar el
~oxigeno; asi, muchas reacciones en la célula pueden generar este
ién téxico, una de ellas es la autooxidacién de la Lb, favorecida
por un pH ligeramente &cido en el nédulo. la enzima SOD presente
en la célula vegetal parece poder captar el anién 05 y evita la
oxidacién de la Lb. Por lo tanto, esta enzima pudiera jugar un pa
pel de proteccién celular contra qxidaciones no controladés. La
ferrilb también eé oxidada por el H202 para dar Lb IV, una forma
muy estable de Lb completamente inactiva; la catalasa aislada de
células del hospedero pudiera asegurar el suministro de oxigeno a
los bacteroides al captar el 3202 tan pronto como es formado
(Puppo et al., 1982). Ademés, otr§ mecanismo de proteccién de la
Lb contra este Gltimo radical es la formacién del complejo niéoti
nato- ferrilb, el cuéi no estd sujeto a desnaturalizacién como
ocurre durante la reaccién de la forma férrica libre con compueé;

tos oxidantes tales como el H,0, (figura 3) (Job et al., 1980).

IIf. POLIMORFISMO EN LA MOLECULA DE LEGHEMOGLOBINA.

La mayoria de las Leguminosas tienen muchos tipos de Lb"s en



®

0, * H,0,
/\ﬂ Catalasa
0; I
‘ Peroxidasa (4
NAD* NADH I
\@y
0 ¢ > W ——— b (V)

2 Lo

/o

3-metilen AlA
oxindol

Fig. 3. Diferentes mecanismos involucrados en la proteccidn de la leghemo -
globina { Lb ). Los numeros se refieren a: 1,reduccion de la ferrilb por una
reductasa del nddulo. 2, reduccién de la ferriLb durante la oxidacion simulta-
nea del AlA. 3, dismulacion del 07 4, eliminacion del Hg0p por una peroxida
sa del.nddulo. { Tomado de Puppo y Rigaud, 1982 ).
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los nbdulos de las rafces, distinguibles electroforéticamente. En
la Soya hay dos formas principales: la Lb S y la F, las cuales
son distinguibles electroforéticamente. AdemAs, por cromatografia
en DEAZ- Celulosa, la Lb I puede resolverse en dos componentes, y
se han detectado otras esvecies menores (Appleby et al., 1975).
Se ha demostrado que las proporciones de las dos formas mayores
de 1la Lb en los nédulos de la rafz de la Soya, cambia durante su
desarrollo. Por ejemplo, en la Soya se han detectado 4 componen-
tes denominados a, b, ¢ y d, igualmente en el Chicharo, pero deno
minados I, II, III y IV, los cuales, para ambos casos, pueden ser
resueltos en componentes menores. La proporcibn de los componen-
tes mayores de estas proteinas cambia durante el desarrollo del
nbdulo; este cambio, asi como las diferencias en la secuencia de
aninolcidos y dos Beéuencias gendmicas distintas de Lb aisladas
por clonacién, son evidencias de que loas genes que codifican para
los componentes de la Lb son distintos y su sintesis es regulada
por separado ﬂUheda ¥ Sybno, 1982a).

Los componentes que tienen menor afinidad por el oxigeno, la
Lb, en la Soya y la Lb I en el Chicharo, son sintetizados princi
palmente en nédulos jbévenes, y por el contrario, los componentes
sintetizados principslmente en nbédulos maduros, Lba en la Soya y
Ib IV en el Chfcharo, muestran una mayor afinidad por el oxigeno.
Estos hechos sugieren que la heterogeneidad de la Lb es una adap=-

tacién para una fijacién de nitrégeno més efectiva (Uheda y Syéno

1982b).
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IIg. GEFETICA DE LA LEGHEMOGLOBINA.

Los nédulos de las Leguminosas, en su mayoria, parecen contener
més de una especie de Lb. Esta multiplicidad dentro de una espe-
cie y la relacibédn intrinseca entre las Lb de Leguminosas relacio-
nadas, sugiere que los genes para este grupo de proteinas se han
conservado durante la evolucién. Las diferentes Lb son producto
de genes distintos, y esto se ha hecho evidente con los datos de
secuencias de aminofcidos de protefnas (Brisson et al., 1982;
Bieveps et al., 1978), comd también con la traduccibn del ARNm de
de los n6dulos in vitro, el cull produce los polipéptidos corres~
pondientes a las distintas egpecies de Lb (Verma et al., 1979).

La naturaleza simbibtica de la biosintesis de la Lb, en la que
" el hemo es sintetizado por la bacteria Rhizobium, mientras que la
apop:oteina es sintetizeda por la Leguminosa, ha sido apoyada por
datos genéticos, los cuales muestran que la infeccibén con mutan-
. tes de Rhizobium no permite la produccién del hemo en nédulos no-
efectivos,'es decir, incapaces de fijar nitrégeno, y carecen, ‘
como consecuencia, de Lb funcional. Sinlembargo, los nédulos nd-
efectivos contienen cantidades significatiVas de ARNm de Lb, el
cual puede ser traducido in vitro en une apoproteina, lo que su-
giere que la induccién de lﬁ Lb es independiente de la capacidad
de los nédulos para fijar nitrégeno.

Un anélisis detallado de los fragmantos de ADN genémico aisla~-
dos de la Boya, 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 parecen ger finicas.
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Z1 anélisis de ARNasa y los datos de secuencias del ADN, nuestran
que un gene que codifica para la Lb05 en el fragmento GM II, esté
interrumpido por tres intrones e incluye secuencias potencialmente
reguladoras, por ejemplo, paquetes TATA y CAT. Otro gene de Lb lo
calizado en el fragmento Eco RI de 7.5 kb, tambien muestra la ore
sencia de secuencias interruptoras en las mismas localizaciones.
Basados en estos datos, la estructura general de los genes de la
Lb de la Soya, puede ser esquematizada como en la figura 4, la
culdl muestra caracteristicas comunes a otros génes de eucariontes
(Brisson et al., 1982).

En adicibén a las dos secuencias interruptoras que sSe encuen=
tran en todos los genes de globinas, hay un tercer intrén presen-
te en los genes de Lb, que da como resultado la interrupcién de
la regibn codificante en cuatro exones. La longitud de los intro-
nes varia entre los diferentes genes de Lb de la Soya.

La orgenizacién génica de las diferentes Lb’s mencionadas ante
riormente, en particular la de le Soya, se encuentran agrupadas
en un cromogsoma de manera similar a la situacidédn observada para
los genes de globinas animales. La seccibdn intergénica entre los
genes de Lb es més pequefia en comparacién con las globinas de ani
males (figura 5). Una secuencia comparable a la regibén 3° que
flanquea los loci de Lb no se ha observado en los loci de globinas
de mamiferos. Como muchos otros loci de globinas, sl locus de Lb
de la Soya consiste de un pseudogene central flanqueado por genes
verdaderos relacionados; este pseudogene no mugstra alta homolo-
gia en la secuencia con algin miembro en particular de la familia

de los genes de Lb, lo que sugiere que la duplicecién, la cual did
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lugar a esta secuencia, ocurrib previa o concomitantemente con
los grandes eventos de duplicacién de los genes de Lb. La vpresen-
cia de una secuencia de nuclebtidos en la terminal 3‘ del paseudo-
gene de la Lb, la cu&l pudiera codificar para aminoAcidos extra
no ha sido encontrada en las Lb’s de la Soya, pero sf en los de
Lb’s de otras especies; esto podria sugerir que, de hecho, pudie-
Tra ser un reminiscente'de un gene ancestral (Lee et al., 1983).

La conservacién de la posicibén de los residuos de aminolcidos
clave en las globinas y Lb’s, y la posicién de los dos intrones
comunes, sugiere que estas clases de globinas han evolucionado
del mismo gene ancestral. A nivel de secuencia de nuclebtidos, sin
embargo, se observa poca homologia entre los dos tipos de genes.
Por ejemplo, los valores de divergencia de las secuencias entre
las regiones codificantes para la Lbc} ¥ los genes de X-globhing
del ratbén, exceden el 100 % de sitios de reemplazamiento y el
200 % de los sitios silenciosos. Una regidém con posible significa
do regulador, la cull esté relativamente conservada, se encuentra
en la regibn 5° flanqueante de estos genes. Cuando una secuencia
concenso derivada de las secuencias flanqueantes 5° no- codcfocan
tes de 10 genes semejantes a p - globina, se comparan con la regibén
correspondiente de los genes de Lb, se observa una secuencia signi
ficativa de homologia (30 pb) en la regibn que rodea al sitio
CAP, La congervacibén de esta secuencia, como también la de los pa '
quetes ATA y CCAAT, indica que estas regiones son probablemente
esenciales para la funcibén de los genes de globina en plantas y

animales (Lee et al., 1983).
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ITh, SITIO INTRACELULAR DE SINTESIS DE LA LEGHEMOGLOBINA.

Se ha observado que la Lb est4 confinada a las células que con
tienen bacteroides, sin embargo existe controversia respecto al
sitio intracelular de sintesis y su localizacién en la célula.
Con base en técnicas de autorradiograffa y de marcaje con peroxi-
dasa, para detectar el hemo, se ha llegado a la conclusibén de que
la Lb esté localizada dentro de los sacos membranales que contie-
nen a los bacteroides. 8in embargo, recientemente se ha podido de
terminar que el citoplasma de la célula vegetal contiene a la pro
teina libre, es decir, no confinada en dichos sacos (Verma et al.
1976) . Como resultado de algunas observaciones indirectas, donde
la ILb pudiera estar presente dentro de los sacos membranales que
contienen a los bacteroides, Verma et al. (1976), re~ examinaron
el aspecto del sitio intracelular de sintesis en los nédulos de la
rafz. Se ha sugerido que el saco membranal se deriva del retfculo
endoplésmico en los nbédulos de las rafces de la Alfalfa (Jordan
et al., 1963), y también en el caso de las células de las raices
de la Soya (Goodchild y Bergersen, 1966). Si es correcta la inter
pretacibén, y si laé moléculas de Lb pueden pasar a través de la
membrana, un sitio posible de sintesis podria ser en los poliso-
mas unidos a membranas en el citoplasma de la célula hospedera.
Ademés, la membrana que rodea a los bacteroides es una estructura
dinémica 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 estd 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 cé&lula hospedera (Verma

et al., 1976).

IIi. DISTRIBUCION DE LA LEGHEMOGLOBINA.

La Lb es una proteina que ha sgido principalmente estudiada en
grupos de Leguminosas de importancia econémica, particularmente
en egpecies de la subfamilia Papilionoideae, como por 8jemplo,
Glycine max (Soya) (Hurrell y Leach, 1977), Pisum sativum (Chicha
ro) (Lehtovaara et al., 1980), Vicia faba (Haba) (Richardson et

al., 1975), Phaseolus vulgaris (Frijol) (Broughton y Dilworth,

1971), Trifolium subterraneum (Trebol) (Thulborn et al., 1979) y

Iupinus luteus (Lupino) (Dilworth, 1969). Sin embargo, y & pesar

del nfimero reducido de especies estudiadas, se puede considerar
como amplio el espectro de la distribucibén de esta proteina en Le
guminosas fijadoras de nitrégeno.

Aunque por mucho tiempo la presencia de la Lb en sistemas fija
dores de nitrégeno diferentes a la asociacién Rhizobium- Legumino
sa habis sido desconocida, en 1983 Appleby et al., reportan haber
encontrado una hemoglobina en los nédulos radicales fijadores de
nitrdgeno 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 gt al.,
1978).
Es posible que, in vivo, la hemoglobina de Parasponia esté

fuertemente unida a la superficie bacteroidal de Rhizobium, y

esto pudiera haber sido la razén de la incapacidad para detectar-

la en investigaciones previas. En 1960, Davenport (Appleby et al.
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1983) rerorté la presencia de una hemoglobina insoluble, es decir
unida a membranas, en nbédulos radicales fijadores de nitrbégeno
que contenfan actinomicetes endofiticos. Estas observaciones han
sido confirmadas con preparaciones de nédulos de muchas familias
de plantas y ha sido posible extraer una hemoglobina soluble, no
unida a membranas, de Casuarina cunningamiana, Miq. (Appleby et

al., 1983).

ITj. ORIGEN Y EVOLUCION DE LA LEGHEMOGLOBINA.

La pregunta referente a como adquirieron los vegetales el gru -
po de genes para sintetizar esta globina, ha sido escasamente
abordada, sin embargo, se han planteado algunas hiﬁbtesis gque in-
tentan resolver esta cuestién.

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 &pocas recientes, donde el gene fue acarreado en un virus patf
geno a las plantas, portado por un insecto. Esta posibilidad
podria implicar que la hemoglobina del insecto también tuviera
tres intrones y que la linea evolutiva que di6é lugar a las globi-
nas de vertebrados perdidé el intrén extra antes que el gene pri-
mordial se duplicara para establecer los grupos X y f (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 Jeffreys, y ademés, el anblisis de la

filogenia de las globinas indica que las Lb’s estén igualmente re
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lacionadas a todas las clases de globinas animales, aunque una po
sible explicacibn para esto es que, ya que los genes de globina
han estado presentes en las plantas, en ellas pudieron haber di~-
vergido més répidamente que aquellas de la linea de descendencia
animal. Las Lb’s de la Soya y del Lupino difieren en aproximademen
te la mitad de las posiciones de aminoAcidos, las cuales son
aproximadamente las mismas entre la divergencia de las globinas
de los peces 6seos y otros vertebrados verdaderos. La Gltima di-
vergencia, sin embargo, ocurrid hace aproximadamente 350 millones
de afios, mientras que la divergencia Soya- Lupino debié haber ocu
rrido depués del origen de las Angiospermas, hace menos de 140 mi
llones de aiios. Por lo tanto, las globinas vegetales parecen estar
evolucionando més répidamente que sus correspondientes en anima-
les (Lee et al., 1983).

Otra idea que ha intentado explicar el origeﬁ de la Lb, sugie~
re que el gene que la codifica pudo haber venido de la bacteria
simbionte Khizobium, como un brinco de genes de un protocarionte
a un eucarionte, hecho ya demostrado (Lewin, 1982); sin émbargo,
la presencia de intrones en el gene inducen a rechazar esta hipé-
tesis.

El descubrimiento, ya mencionado, de una hemoglobina en una
planta no- Leguminosa, por Appleby et al. (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 sur

gieron de un gene primordial comfin a plantas y animales.
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III. OBJETIVOS.

De lo expuesto en la seccibdn anterior se puede apreciar que la
Lb ha sido estudiada en un grupo muy reducido de Leguminosas, aun
que se han podido establecer una serie de caracteristicas para
estas Lb’s. Sin embargo, es necesario incrementar el nfimero de es
pecies de Leguminosas en las que se estudie esta proteina, con el
objeto de buscar semejanzas y diferenciss que nos permitan tener
una idea més clara de la situacién 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 purificacién de proteinas, las
cuales constituyen un medio confiable para poder alcanzaxr otras
metas planteadas, y que ademés, sea posible dentro de este proce-
s0 menejar las diferentes variables que la técnica pudiera presen
tar. Uno de los objetivos del presente trabajo fué el de montar
en ol laboratorio una técnica de purificacién de Lb.

Para aumentar el conocimiento de las Lb‘s en el grupo de las
Leguminosas, se decidib trabajar con Crotalaria pumila, Ort., co-
nocida vulgarmente como Tronadora, Cascabelillo, Chipilin o Che-
pil; 1a cufl es una planta que en muchas regiones de nuestro pais
es utilizada como abono verde, por 1o que se supuso que contendria
altas cantidades de nitrégeno combinado como consecuencia de una
fijacién de nitroégeno muy activa, y paralelamente con ello presen
taria altas cantidades de Lb. Ya habiendo montado la técnica de
purificacién, el siguiente objetivo del trabajo fué el de detec~
tar, purificar y cuantificar la Lb de Qgggg;ggié pumila, Ort.
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Por filtimo, como consecuencia del vroceso de purificaciédn se
pvlanteb el tercer objetivo, el cuél consistibé en caracterizar par
cialmente a la Lb de esta especie, y conparar cade una de las ca-
racteristicas obtenidas con las de Ib“s de otras especies estudia
das para poder establecer semejanzas y diferencias interesnec{fi-

cas.
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IV. MATERIALES Y METODOS.

Los nbdulos 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 Omxtepec sobre la autopista a Cuautla,

en la cuhl hay gran abundancies de Crotalaria pumila, tipicamente

como una especie ruderal y por lo general est& asociada con pas -
tos, aunque en algunos cesos se colectd en manchones formados por
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 de altura, los que todavia no alcanzaban el
estado de floracibébn y presentaban abundantes nbdulos en las rai-
ces, de los cuales la mayoria eran de color rojizo con un tamaiio
promedio de 2 mm.

De esta cantidad de ejemplares se obtuvieron 38.6 g de nédulos
los cuales fueron congelados en una solucibén amortiguadora de
NaCl 0.15 M - KH,PO, 50 mM, pH 7.6 (Reibach et sl., 1981).

La deteccién y purificacién de la Lb, se llevaron a cabo de
acuerdo con Appleby et al. (1975), de la siguiente menera: los nd
dulos ya descongelados fueron homogenizados en un mortero con un
pistiio en la solucidn amortiguadora mencionada anteriormente,
hasta tener una solucibén muy densa y de un color café obscuro, la
cudl fué filtrada a través de una gasa dando varios lavados con
el amortiguador al bagazo del tejido, ain de color café, de la
que se colectd una solucién clara color miel. Esta solucibn fué
centrifugada a 6,000 rpm durante 5 min para aclararla; posterior-

mente, la solucidén fué saturada al 80 % con (ﬁnu)2s04 (Apéndi-
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ce 1) e incubada a 4°C durante dos horas. Al cabo de ese tiemjio
se decanté el sobrenadante y se centrifugb a 10,000 rpm durante
15 min para precipitar las preteinas; el sobrenadante se deshechd
Y el botén fué resuspendido en un volimen minimo del amortiguador
de Tris - HCL 0.1 M, pH 7.7, con EDTA 10~* M, y dializado contra
el mismo durante 24 horas.

De esta solucién se tomb una alicuota para determinar la canti
dad de proteina total, soluble e insoluble, por el método de Lowry
et al. (1951), y la cantidad de bemoproteina por el método de pi-
ridina - hemocromo (de Duve, 1948; Paul et al., 1953), como se de
talla en el Apéndice 2.

La solucibn dializada fué centrifugada a 19,500 rpn durantg 45
pin en una centrifuga de alts velocidad (Ivan Sorvall, Inc., Con-
necticut) con el cabezal SS - 34 y con un intervalo de temperatu-
ra de -5 & —10°C, con el objeto de aclararla. El sobrenadante fué '
concentrado aproximadamente a la mitad de su voldmen, de la si-
guiente manera: en una hoja de papel encerado, se colocaron aproxi
madamente 20 g de Aquacide (Calbiochem, San Diego, Cal.), el cull
es un elemento altamente higroscédpico, y la solucibédn en un tubo
de dillisis completamente seco, el que fué cubierto con dicho ele
mento, colocado en un frasco seco y mantenido a 4°C nasta alcan-
zar el volfmen deseasdo. Este procedimiento de concentracibdn de la
solucién se eligibé ya que es més confiable que la ultrafiltracién
en un aparato Amicon con una membrana Diaflo UM 10, en la cull se
determind una alta pérdida de proteinas en soluciones con valores

de pH menores a 6.0 .
La Lb fué oxidada completamente al estado Fe(III) y de esta ma
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nera estabilizada, al utilizar 4 equivalentes de KaFe(L}N)6 a pH
9.2, como sigue: se enfrié a 2°C el amortiguador de Tris 0.1 M,
pH 9.2 (15 ml) y se afiadié a la solucién de Lb (50 ml) a 2°C. K1
K3Fe(CN)6 (176 mg) se agregd a la solucibn, y ésta se agitd cuida
dosamente hasta que cesb la produccién de oxfigeno. Para eliminar
el oxidante y el &cido nicotinico endbgeno, el cudl se encuentra
fuertemente unido a la Ib a un pH de 5.2, los 50 ml de la solucibén

.se filtraron en una columna de Sephadex G - 10 (para la prepara-
cibén del gel y el montado de la columna, consultar a Fiacher,
1975) de 20 x 3 cm, equilibrada con el amortiguador de Tris - HCl
0.1 M, pH 9.2 a 2°C, el cull a su vez fué utilizado como eluyente
con una velocidad de flujo 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 iltimas fueron detectadas en
un espectrofotémetro (Hitachi - Perkin Elmer, Vis - UV) a 280 nm
y se determiné la fraccién proteica pico, la cull a simple vista
presenta un color miel, seguida de una banda amarilla que corres-
ponde al exceso de ferricianuro y al 4cido nicotinico desplazado.
Las fracciones correspondientes al pico de la Lb se probaron para
Lb(III) nicotinato; se diluyeron las muestrag diez veces con el
amortiguador de Mes 0.1 M, pH 5.2, y se determind su espectro vi-
gible en el R 560/620 mm, para el cuél se ha reportado un valor de
1.7 para la ferrilb libre del nicotinato (Appleby et al., 1975).

Después de concentrar la soluciébn de la manera ya descrita, y
de dializar durante 36 horas contra dos cambios del amortiguador
de acetatos 0.01 M, pH 5.2 a 2°C, se clarificé centrifugéndols a

6,000 rpm durante 15 min, entonces, los 2 ml del sobrenadante se
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aforaron a 6 ml con el amortiguador deascrito anteriormente, y se
filtraron a través de una columna de DEAE -~ Celulosa (para la pre
paracién del gel y el montado de la columna, consultar a Peterson,
1975) de 30 x 1.8 cm, equilibrada con la misma solucién. La velo-
cidad de flujo para el desarrollo fué de 1 ml/ min y se aplicd un
gradiente lineal del amortiguador de acetato de sodio de 0.01 M a
0.1 M, pH 5.2 . Be colectaron fracciones de 3.5 ml las cuales fug
ron detectadas en un espectrofotbébmetro a 280 y 546 nm.

Las fracciones pico se concentraron y se dializaron contra el
amortiguador de fosfatos 0.01 M, pH 7.0, para dar vollmenes fina-
les de 5 a 10 ml por fraccibén. La concentracién de proteina en
cada fraccién fué cuantificada por el método de Lowry et al.
(1951), y de hemoprotefna por el método de piridina -~ hemocromo
(de Duve, 1948;:Paul et al., 1953) (Apéndice 2).

Las fracciones correspondientes a la Lb fueron corridas en
electroforesis discontinua, segln el sistema de Davis (1964), tan
to aniénica como catiénica (Apéndice 3). Previamente a ello, las
fracciones fueron concentradas aproximedamente a la mitad de sn
vollimen original, y posteriormente dializadas contra el amortigug
dor de Tris - Gly, el cull corresponde al amortiguador de la chma
ra de los electrodos, durante toda la noche. Se corrieron doce tu
bos, dos para cada fraccibén, en los que se colocaron 0.4 ml de la
muestra. El tiempo de corrimiento fué de 3 horas aproximadamente,
y los geles fueron tefildos con Amido Negro y destefiidos con Acido
acético el 7 ¥ durante toda la noche (Apéndice 3).

Con el objeto de obtener més evidencias como criterios de pure

za, 86 realizaron corrimientos en cromatograffa en gel en placa
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delgada de acuerdo con Fischer (1975) (Apéndice 5), y cromatogra-
fia en Sephadex G - 50, en ambos casos para cada una de las frac-
clones con Lb., En el primer caso se utilizé como eluyente al amor
tiguador de Tris - HCL 1 M, pH 7.2, y se corrieron aproximadamen-
te 100 nl de muestra en cada carril, que contenfa Azul Dextrén
(1 mg/ ml) para marcar el frente de elucién; en uno de los carri-
les se corrié ASB al 6 % como patrén, y en los tres restantes la
solucién de Lb. La velocidad de flujo fué de 1 cm/ h y el tiempo
total de corrido fué de 16 horas. Las substancias fueron detecta-
das y tefildas con Amiaco Negro, y destéfiidas con agua corriente
(Apéndice 4).

En el segundo caso, cada una de las fracciones fueron filtra-
das a través de una columna de Sephadex G - 50 de 20 x 3 cm,
elufdas con el amortiguador de Tris - HOL 0.1 M, pH 9.2, y con
una velocidad de flujo del eluyente de 3 ml/ 4.5 min; se colecta-
ron fracciones de 3 ml cada una.

Ademés, debido a que en la mayoria de los perfiles de elucidn
de ILb’s reportados para diferentes especies de Leguminosas, la '
primer fraccibdn de hemoproteina corresponde al citocromo ¢, en el
presente trabajo se corrid su espectro de absorcién de 410 a 800
nm tanto para la forma oxidada como reducida al adicionar un exce
s0 de Haasaou, para determinar sus méximos de absorciébn.

Este sistema general de purificacifén ha sido bien establecido
por diversos trabajos, sin embargo, Uheda y Sybno (1982 a y b) re
portan la obtencibn dé buenos resultados al someter a electrofore
sis discontinua (Davis, 1964) los extractos semicrudos de los nbé-

dulos radicales de la Soya.
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En este trabajo se intenté reproducir el emsayo mencionado,

pero con nédulos de Crotalaria pumila, de la sigujente manera:

5.1 g de C. pumila se homogenizaron en el amortiguador de Tris -
Gly, pH 7.2, y se filtraron y centrifugaron para aclarar como ya
se ha descrito. De esta solucibn se tom§ una alfcuota para el co
rrimiento electroforético, el resto de la solucibn fué precipita
da al 80 % con (N54)2804, centrifugada ¥y resuspendida en el amor
tiguador de Tris —_HCl 0.1 M, pH 7.7 con EDTA 10"4 M y dializada
contra el mismo. De esta solucién, ya dializada y concentrade se
tomd una alicuota y se congelé. Por Gltimo, la solucién resultan
te fué filtrada a través de la columna de Sephadex G - 10, como
ya se ha mencionado, y la fraccidn proteica fué concentrada para
el corrimiento electroforético.

Se determinaron los Rf de cada una de las bandas en los geles
de las alfcuotas corridas y se compararon y se compararon con los
Rf relativos obtenidos de los esquemas publicados por Uheda y Syé
no (1982 a y b).

Por otro lado, previamente a los ensayos realizados con nédu-
los de Crotalaria pumila, se trabajé con nbédulos del Trebol blan~
co, Trifolium repens, con el objéto de iniciar con el montado de
la técnica; esto se 1llevd a cabo siguiendo el mismo sistema de pu
rificacibén ys mencionado, con la fnica diferencia en la cantidad
de nédulos procesados, la cull fud de 11 g para el Trebol. Se ob-
tuvo el perfil de elucién en la columna de Bephadex G - 10, el R
560/620, el perfil de elucibn en la columna de DEAE - Celulosa y
la cantidad de Lb por gramo de nbddulo, lo que permitié comparar

las ILb’s de Crotalaris pumile y Trifolium repens.
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Por filtimo, como un ensayo para obtener material para ilustrar

los Antecedentes de este trabajo, se realizb el procesado de nbdu

los radicales de Phageolus vulgaris, L., para microscopfa 6ptica

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

Diversos autores (revisado por Dilworth, 1980) han utilizado y
establecido difercentes técnicaes para purificar la Lb de las espe-
cies estudiadas por ellos, sin embargo, la mayoria de éstas son
modificaciones de la técnica general establecida por Appleby et
al. (1975), la cull es la mAs comunmente utilizada y la que pro-
porciona los mejores resultados. El presente trabajo, como ya se
ha mencionado, se llevd a cabo siguiendo este esquema general de
purificacibén, aunque se presentaron algunas dificultades en deter
minadas partes de la técnica, debidas al tamafio de los nédulos de
la especie trabajada, segin se discutiré més adelante.

De la homogenizacién de los nbdulos se obtuvo una solucién de
color café obscuro, la cubl después de las sucesivas centrifuga-
ciones y de la precipitacibn con (NHQ)ZSOQ, presenté uns colora-
cién café claroc - rojizo, ademds, el botén de esta precipitacibn
era de un color rojo - rosado. Estas apreciaciones cualitativas
son de gran importancia, ya que de manera macroscépica y aproxima
da es posible suponer la presencia de la Lb en la solucién, ademés
de haber sido cuantificada la protefna total y el hemo por milili
tro y por gramo de tejido nodular (tabla IIa. ). De los 38.6 g de
nbédulos se obtuvieron 1,260 pg de proteina/ mﬁbde solucidn, que
corresponden a 33.1 Pg’de proteina/ g de nbdulos; la cantidad de
proteina total incluye tanto a la soluble como a la insoluble.
Como es de esperarse, es mayor la cantidad de proteina soluble
que la insoluble, en una proporcién de 3 : 1 aproximadamente. Del

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



Tabla il (a ). Cantidad de proteina total y de hemo por gramo de tejido no-
dular de Crotalaria pumila; extraclo crudo precipitado al 80 °/o con
( NH41 )2 S04. La cantidad olal de hemo corresponde al 18 °/o de la
proteina total.

Lowry ( 1951 ) Piridina-Hemocromo
rot./ hemo /
pg prot./mi l;gn%dulo pg hemo/ml ggnédulo

prot. 910 219 2130 6.0
soluble )
prot.
insol. 350 9.2
Total 1260 3341

(b ). Cantidad de hemoproteina total y de hemo por gramo de teji-
do nodular de frotalaria pumila de cada fraccion de leghemoglobi
na proveniente de la elucion en DEAE - Celulosa ( Fig. 7). La canti-
dad de hemo corresponde al 9 /o de la hemoproteina total.

Lowry ( 1951) Piridina~-Hemocromo
Mg hemoprotjug hemoprot emo/ hemo /
Fre. /m} /g _nddulo Hghemo/m l}:':qnddq[g__
cpl 40 1 - 13 0.3
Cpll 60 1.5 19 0.5
Cpllt 230 6.0 3 0.07
ey 140 3.6 5 0.13
cpv 70 1.8 9 0.23
Cpvii 80 21 9 0.23
Total
620 16 L 58 1.46 |

—
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cantidad incluye no sblo 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 &cido nicotinico y presenta un R 560/620 de 8.1, en estado
ferroso; la eliminacién de este compuesto mediante la adicién del
KaFe(CN)6 permitibé obtener a la Lb en estado férrico libre del
&cido nicotfinico. Al filtrar esta solucién a través de una colum-
na de Sephadex G - 10 (fig. 6) se obtiene una alta cantidad de
proteina, detectada por la absorbancia obtenida, elufda en una sp
la banda color miel que corresponde a FI, y una fraccién bien de-~
finida y claramente separada de una banda amarilla que contiene
al :fcido nicotinico desplazado y al exceso de KBFe(CN)G, denominga
da FII. La Ib de FI presenta un valor del R 560/620 caracteristi-
co de 1.7 comparado con el valor reportado vor Appleby et al.
(1975) para la Lb de la Soya.

La fraccién proteica FI, obtenida de la filtracién en Sephadex
G - 10, fué cromatografiada en una columna de DEAE - Celulosa,
sin embargo, previamente a esto es importante hacer notar que la
solucibn proteica debe ser aclarada por centrifugacibn, ya que de
no ser asi{, las impurezas evitarén un corrimiento homogéneo depo-
siténdose en la parte superior de la columna como una gruesa capa
de material color café claro, y como consecuencia de todo esto
gerA muy difficil determinar las fracciones que contengan Lb.

El eluado de la cromatografia en DEAE - Celulosa fué detectado
a 280 y 546 nm; se utiliza esta filtima longitud de onda debido a
que es uno de los valores en los que.la Lb presenta méximos de ab

sorbancia. La elucién de FI en esta columna (fig. 7) muestra cla-
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Fig. 6. Perfil de elucidn del extracto nodular de Crotalaria pumila’
en una columna de Sephadex 6-10 (17 x 1.5 cm ). Como eluyente
se tuvo al amortiguador de Tris- HCl 0.1M, pH=9.2, con un rango
de flujo de 3ml/ 5 min. Se colectaron fracciones de I ml que -
fueron registradas a 280 nm. La Fl corresponde a la fraccidn pro

teica y Fli al dcido nicotinico desplazado y al exceso de ferricia-
nuro.
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Fig. 7. Perfil de elucion del extracto proteico nodular de Crotalaria pu-
mila en una columna de DEAE-Celulosa (30 x 18 cm ). Como eluyente
se aplico un gradiente de concentracidn del amortiguador de acetatos
de 0.01M a 01M, pH=52, el cual uvo un rango de flujo de Tml/ 2min.
Se colectaron fracciones de 3.5 ml que fueron detecladas a 280 (=)
y a 546 nm (——). Se detecian 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 frac
ciones correspondientes a Lb. La slucién de cada una de estas Lb’s
se llevd a cabo a diferentes concentraciones de acetatos dentro
del gradiente de elucién. Los valores para cada una de ellas son
los siguientes: CpI (0.049 M), CpII (0.052 M), CpIII (0.055 M),
OpIV (0.079 M), CuV (0.084 M) y CpVI (0.090 M).

Dentro de los dos bloques de Ldb, el primero, es decir, el for-
mado por CpI, CplI y CpIIL, contiene a las fracciones con mayor
absorbancia y que deben ser consideradas como los componentes ma-
yores en este estado fisioldégico de la planta, particularmente
CpII (fig. 7); por lo tanto, los trespicos restantes comprendidos
en el segundo bloque, deben ser considerados como los componentes
menores en este estado. Estas observacicnes se ven apoyadas por
la cantidad de hemo y hemoproteina, principalmente la primera,
cuantificadas para cada una de las fracciones de Lb (tabla IIb. )
en la que CpIl y CpI presentan la cantidad mfs alta de hemo por
gramo de nédulos, 0.5 y 0;3 P&, respectivamente. Aunque los valo-
res para la cantidad de hemoproteina por fraccién no coinciden ni
en el perfil de elucién ni en los valores obtenidos por esta cuan
tificacién, con lo arriba establecido, una explicacibn posible
para ello pudiera ser la diferencia de la cantidad de los diver-
sos tipos de residuos de aminohcidos que constituyen a cada una
de las Lb’s y el grado de reaccién de éstos con el reactivo de Fo
lin - fenol en la técnica de Lowry et al. (1951).

En la elucién de la columna de DEAE - Celulosa, CpI, CplI,
CpIII, CplV y CpVI, presentan picos bien definidos y suficientemen



33.
te simétricos (fig. 7), como para pensar en que cada uno de ellos
contiene un golo tipo de Lb félcilmente distinguible de las demébs,
A diferencia de éstas fracciones, CpV pregenta un hombro que bien
podria ser otra Lb no separada claramente, lo que darfa como resul
tado la mezcla de las dos Lb“s con diferencias minimas en una
sola fracciébn.

La cuantificaci6én de hemoproteina total y de hemo por gramo de
nédulos (tabla IIb. ) de cada una de las fracciones de Lb, permi-
te establecer que el hemo corresponde aproximadamente al 9 % de
‘aa hemoproteina total, lo que indica que otras hemoproteinas han
sido excluidas en el procedimiento, y se puede considerar, enton-
ces, que cada fraccidén de Lb es relativamente pura, aunque esto
esté sujeto a la verificacibn por diferentes criterios de pureza.

El criterio principal de pureza paras cads una de las fracciones
que se intentd obtener, fué mediante la electroforesis disconti-
nua (ver Materiales y Métodos)'tanfo aniénica como catiénica, sin
embargo, en ningin caso fué posible obtener resultados positivos,
debido seguramente a la pequeila cantidad de proteina de cada una
de las fracciones, y a pesar de haber concentrado'casi al méximo
las diferentes fracciones no fué posible detectar ninguna banda,

Otro criterio de pureza tomado en cuenta fué el corrimiento de
cada fragcibn en una cromatografia en placa delgada de gel. Sin
embargo, al igual que en la electroforesis, no fué posible detec~
tar las proteinas, a excepcibn de los patrones utilizados para am
bos casos, los cuales fueron claremente observados. Esto indica

nuevanente que el problema radica seguramente en la cantidad de

muestra utilizada.
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3in embargo, como un criterio parcial de pureza, el corrimiento
de cada fraccibén de Lb en una columna de Sephadex G - 50 dié re-
sultados de sumo interés (fig. 8). las fracciones CpI, CpIV y CaV
son eluidas en una sola fraccibn simétrica, lo que indica parcial
mente que se tiene una fraccién pura constituida de una sola Lb.
En cambio, con las fracciones CpII, CpIII y CpVI, se presentan
. hombros pequefios y tenues, lo que indica una posible mezcla de dos
o m4ds Lb’s en cada una de ellas; seguramente la filtracién de cada
una de estas fracciones a través de un gel de poro mhs grande,
por ejemplo, Sephadex G ~ 75, o una recromatograffa en DEAE - Cg
lulosa, darfa una idea m4s clara del grado de pureza de cada
fraccibn, sin embargo, esto no fué posible realizarlo por temor
a perder las proteinas por dilucién.

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 confianza plena de tener una
fraceidn pura, comparada con el grado de certidumbre que propor-
cionan otras técnices, como por ejemplo la electroforesis.

‘Otro resultado interesante de esta recromatografia en Sephadex
G - 50 (fig. 8), es que existen diferencias en los volGmenes de e
lucién de cada fraccién: CpI & los 18 ml, CpII a los 27 ml, CpIII
a los 21 ml, CpIV a los 27 ml, CpV a los 18 ml y CoVI a los 24 ml.
Estas diferencias podrian dar una idea de la condicién estructu-
ral o conformacional de cada una de ellas, en las cuales ademés de
haver diferencias en sus estructuras primarias, sugeridas por les
diferentes afinidades por la DEAE - Celulosa, hay diferencias con

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



A(250) Y A(280) (v) A(280) {e)

0.03_ 0075 015 |
002 | 0050 | 0.10 |
00t ] o 0025 | 005 |
5 10 B 20 Frepo. 5 10 15 20 g, 5 10 15 20 freNo.
A(280) @ A280) (e) A(280) )
0045 )] 0060 | ) 0030 ]
0030 ] 0040 | 0020
o015 | : 0020. 0010 |
5 10 15 20 fFreNo. 5 10 15 20 e o, 5 1015 20 g o,

Fig. 8. Recromatografia en Sephadex G- 50 de cada fraccidn de leghemoglobina proveniente de
la columna de DEAE - Celulosa. Las condiciones de desarrollo de la cromatogratia fueron tas -
mismas que las mencionadas en la fig. 6. Cada grdfica corresponde a: ta),Cpt; (b}, Cpli; (), Cplij;

(d),CpiV; te),CpViy (f),CpVi.




35.
mo volGmen a través del Sephadex G - 50.

Como ya se menciond en la seccibn anterior, generalmente se re
porta (Appleby et e&l., 1975) que el grupo de las Lb’s al ser sepa
radas a través de la DEAE - Celulosa, son encabezadas por el cito
cromo c. Sin embargo, en el presente caso, el barrido espectrofo-
tométrico de CpIl, en forma reducida y oxidada (fig. 9), no presen
ta méximos de absorbancia como los caracteristicos de los citocro
mos, por lo que se descarta la posibilidad de que pertenesca a
este grupo de proteinas, y por presentar absorbancia a 546 nm
(fig. 7), reaccibn con piridina (tabla IIb. ) y un perfil de elu-
cién en Sephadex G-50 semejante a CpV (fig. 8), es considerada
como Lb, denominada CpI. '

Por otro lado, el ensayo del corrimiento electroforético de ex

tractos crudos y semicrudos de nédulos de Crotalaria pumila (fig.
10 y tabla III), muestra que conforme se sumenta el grado de pure
za de las proteinas tratadas, se pueden apreciar un mayor nfimero
de bandas; seguramente se debe a que en extractos crudos la alta
cantidad de impurezas evita el corrimiento de la fraccién protei—
ca, y conforme se eliminan estas impurezas hay mayor posibilida-
des de corrimiento. De esta manera se puede observar que en un ex
tracto crudo Gnicamente se detectan un par de bandas (fig. 10a. )
¥ que el producto de la filtracibén en Sepbadex G - 10 presenta
once bandas bien definidas (fig. 10d. ). Mediante la comparacién
de este iltimo gel con los valores de Rf obtenidos de Uheda y Syb
no (1982 a y b) para la Ib de la Soya (tabla III), fué posible de
terminar cuales bandas corresponden 8 Lb; se consideraron cinco,

21, 22, 23, 25 y 27, que presentan el Rf més cercano al reportado
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.Fig. 10. Electroforesis anionica en gel de poliacrilami
da de extractos crudos y semicrudos de nddulos de
crotalaria pumila. Cada gel corresponde a: (a), mues

" {ra de un exiracto crudo unicamente homogenizado y
aclarado. (b),extracto producto de la precipitacion -
con (NH 4)2504. (c),igual al anterior pero aclarado -
por centrifugacidn. (d),muestra de la fraccién protej -
ca procedente de la filtracion en Sephadex G-10. Los
numeros identifican cada banda,de las cuales su Rf.
se muesira en la tabla i,




Tablaill. Valores de Rf para las bandas oblenidas en eletro
foresis de exiractos crudos y semicrudos de nddulos de -
Grotalaria pumila ( ver fig. 10 ) comparados con los valores -
obtenidos tedricamente de Uheda y Syéno (1982 ayb) para
la teghemoglobina de la Soya.

Uheday
a b c d Sybno® 3
\

Bd| Rt |Bd |Rf |Bd|Rf [BdRt | RF ]

(vl

1 [osr] 3 [031] 10 [032] 17 Jo09
2 losal 4 la37| n |oas| 18 {om9
5 |os4| 12 |064] 19025
6 |ossf 13 |0so| 20 {032
7 {oso| 14 [os4] 21 Joa2| 039 | LbV'
8 |084] 15 |ose| 22 {046 048 | LbIV |
9 Jo94| 16 [094] 23 |053] 054 Lo

24 {055
25 [063] 064 Lbl

26 |067
27{073] o073 | b

Bd= numero de banda.

Lbw leghemoglobina.

« » de acuerdo con Uheda y Sybno (1982 ayb).

+ « de acuerdo con la denominacidn de la leghemogloblna

de la Soya.
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para estas rrotefnas de la Soya. Se aprecian ligeras diferencias
en la comparacién de estos valores, las cuales eran de esnerarse
debido a las variaciones interespecificas; adem&s, Ginicamente se
pudieron identificar, con base en esta comparacién, cinco bandas
correspondientes a Lb de Crotalaria pumila, siendo que se han es=-
tablecido seis fracciones en DEAE - Celulosa, Al tomar como base
esto Gltimo, se puede suponer que la fraccibén faltante pudiera ser
la banda 26, y de esta manera establecer los dos bloques de frac-
cionesj otra alternativa podria ser, que no se separ§ completamen
te de alguna fraccidn, o que no llegd a ser detectable.

Por lo tanto, de esta manera, fué posible obtener valores
aproximados del Rf de cada fraccibém de la Lb de Crotalaria pumila
en corrimiento electroforético, lo que no pudo ser obtenido para
cada fraccién ya purificada.

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

folium repens, la filtracibén de la fraccibn proteica a través de

la DEAE - Celulosa (fig. 11), permite observar un patrén de elu-

cibn diferente al encontrado con Crotalsria vumila, sea la frac-

c¢ibén proteica en general, detectada a 280 nm, o las Lb’s, detecta

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

por dos fracciones cada uno y une fraccidén elufda posteriormente,
1o 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 elucibn: TrI (0.024 i),
TrII (0.028 M), TrIII (0.041 i), TrIV (0.047 M) y TrV (0.078 M)
En la tabla VI se puede apreciar que el hemo corresponde anroximg

damente al 6.6 % de la proteina total, y que las fracciones domi~
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Tabla IV. Cantidad de hemoproieina fotal y de hemo por tejido nodular
de Trifolium repens de cada una de las fracciones de leghemoglobina -
provenientes de la elucion en DEAE-Celulosa (fig. 11). La cantidad de he
mo corresponde al 66 °/o de la hemoproteina total.

Lowry (1951) " Firidina-Hemocromo
o e ol T o
el 2 29 JL 1 009
Tl 300 272- 24 218
Ten s 104 7 063
rew 50 45 2 018
. Trv 32 .29 1 009
Totat 529 .8 _“ 35 ns
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Fig. 12. Comparacién del perfil de elucion en DEAE-Celulosa
de las diferentes leghemoglobinas de Crotalaria pumila ( '
y Trifolium repens (—-). Hemoproteinas detectadas a 546 nm,
las condiciones de elucion 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 fisiolégico en el que se encuentra la planta, y el resto
de las fracciones los componentes menores.

Por Gltimo, de la comperacién de los perfiles de elucibdn de las

Ib‘s de Crotalaria pumila y Trifolium repens en DEAE - Celulosa

(fig. 12), se observa la tipica variacién interespecifica de este
tipo de proteinas, diferencias en el nfimero de fracciones de Lb,
diferencias en la concentracién de acetatos en las cuales son
eluidas cada una de ellas, y la diferente reparticién de las frag
ciones en los bloques a tfavés del vollmen de elucibn, son las
principales comparaciones que se pueden llevar a cabo en este es-

quema.



DISCUSION
Y
CONCLUSIONES



38.
VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Por medio de la técnica utilizada en el presente trabajo, fué
posible detectar y purificar parcialmente la Lb de Crotalaria pu
mila, Ort, (Leguminoseae), ademis de establecer algunas de las ca
racteristicas de la molécula con base en los procedimientos utili
zados, y compararlos con las ya establec%das para otras especies,

Lo anterior se puede resumir de la siguiente manera: de un ex-
tracto proteico semicrudo de nédulos 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 %, estd formado por las diferentes Lb’s (tabla IIb);
la cantidad de cada una de ellas varfa de acuerdo con el estado
fisiolbgico de la planta. La cantidad restante de hemoproteinas
contaminantes, el otro 9 %, son excluidas por las diferentes se-
cuencias de purificacién.

Es necesario y recomendable la eliminacién del &cido nicot{ni-
co endbgeno para que los procedimientos posteriores den resulta-
dos de un estado homogéneo de la Lb, ya que de no ser asi se pue-
den presentar variaciones no confiables en los resultados obteni~
dos. E1 valor caracteristico del R 560/620 de 1.7 es una indica~
cién confiable de la eliminacibn del &cido nicotinico del sitio
activo de la Lb. Al igual que en otras especies estudiades (Dil-
worth, 1980), la Lb de Crotalaria pumila presenta el mismo valor
de 1.7 para el estado férrico, y ademés la separacibédn de la frac-
cién proteica del &cido nicotinico y el exceso de ferricianuro, se

lleva a cabo de un solo paso mediante la filtracién en Sephadex
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G - 10 (fig. 6).
La elucién de la fraccién proteica total en la columna de DEAR
- Celulosa (fig. 7), fué la que permitid establecer el mayor nfime

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

teina, al igual que las reportadas para otras especies vegetales,
presenta un altc grado de polimorfismo, aunque el n@imero y algu-
nas de las caracteristicas de cada una de ellas sean diferentes.
En esta especie se presentan por lo menos seis monbémeros distin-
tos, los cuales son eluidos en la resina de intercambio ibnico en
dos bloques de tres fracciones cada uno, a concentraciones de acg
tatos particulares para cada uno. Esto sugiere, debido a la afini
ded hacia la resina, que existen diferencias fisico ~ quimicas en
tre cada una de las Lb’s, seguramente diferencias en la estructu-
ra primaria, y una mayor abundancia de ciertos residuos de amino-
&cidos electronegativos, los cuales proporcionan dicha afinidad
hacia la resina. Adem&s, como una consecuencia de esto, y apoyado
por la recromatografia en Sephadex G - 50 (fig. 8), deben existir
ligeras diferencias conformacionales entre las seis fracciones de
Lb.

Se ha podido establecer la estructura primaria de algunas Lb’s
como por ejemplo, de Pisum sativum (Lehtovaara et al., 1980),
Vicia feba (Richardson et al., 1975) y Glycine max (Bievers et al.
1978), ¥ sé ha determinado que existen diferencias en la secuen-
cia de los residuos de amino&cidos que las forman, por lo que las
diferencias en la estructura primaria de las Lb’s de Crotalaria
pumila en comparacién con las de otras especies, y las de ellas

mismas, deben seguir un patrén semejante de variacién. Sin embar-
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go, los estudios realizados mediante difraccibén de rayos - X de
cristales de Lb del Lupino (Vainshtein et al., 1975) y de la Soya
(0l1is et al., 1983), han mostrado que la estructura general de la
conformacién de estas vroteinas es muy semejante, y que no ha va-
riado apreciablemente a través de la evolucién, por lo que cabria

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

mantuvieran en este patrén de plegamientos, aunque se necesiten
un mayor nfimero de estudios para poder proponer algo.

La Lb es una proteina polimérfica cuyos genes se expresan dife
rencialmente durante el desarrollo de las células nodulares. En

Crotalaria pumila, las tres fracciones componentes del primer blo

que, es decir, CpI, CpII y CpIII, constituyen la mayor cantidsd
de hemoprotefna del total cuantificado (tabla IIb. ), las cuales
deben ser caracteristicas del estado fisiolégico de la planta, an
tes de la floracién y aproximademente de 60 a 80 dias después de
la germinacién. Como ocurre coﬁ otras especies estudiadas, en este
vegetal se debe llevar a cabo un recambio entre los componentes
dominantes, donde de la etapa de la floracién hacia la senectud
del nbédulo, los componentes del segundo blogue sean los dominantes
es decir, CpIV, CpV y CpVI. Los estudios de afinidad hacia el oxi
geno y de recambio por el CO, de cada una de las fracciones, podri
an apoyar esta suposicién.

Con respecto a los ensayos realizados con la Lb del Trebol
blance, Trifolium repens, el perfil de elucién en DEAE - Celulosa
(fig. 11) concuerda en alto grado con el perfil reportado pbr Thu

lborn gt al. (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 eg
tado fisiolégico en el que se encuentra el material recolectado,
o a diferencias intragenéricas como ya ha sido reportado por Holl
et al. (1983).

La variacién intereapecifica de este tipo de proteinas en las

‘

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

de Crotalaria pumila; esto est4 apoyado, principalmente, nor la

comparacién del perfil de elucién en DEAE - Celulosa de las Lb’s
de Crotalaria pumile y Trifolium repens (fig. 12), en donde se

aprecian diferencias marcadas en los parémetros evaluados (ver
seccibén de Resultados).

El estudio de la Lb en un mayor nfimero de especies de Leguming
sas y no - Leguminosas debe aumentar, y conforme esto suceda ha-
br4 la necesidad de identificar cada una de ellas de acuerdo a la
especie a la que corresponda y se diferencie de las demds, Al to-
mar como base el criterio aplicado pars 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 utilizadc en el presente trabajo, y el
cull consiste en tomar la letra inicial del género y la especie en
cuestién més la fraccién cromatogréfica o electroforética, a la
cuél corresponda la Lb. Por ejemplo, en el caso de la primer frac

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

Por Gltimo, y vara concluir, es conveniente hacer notar la im-
portancia que reviste el estudio de esta protefna, la Lb. Desde
el punto de vista fisiolégico, es una proteina que se encuentra

estrechamente ligada al proceso de la fijacién simbibtica de ni-
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trégeno. Desde el punto de vista sistemltico, es una molécula que
ha sido utilizada en estudios quimiotaxondmicos y filogenéticos
(llurrell et sl., 1977) de las Leguminosas. Y desde el punto de
vista evolutivo, quizAs el més intrigante, algin dia llegar a es-
tablecer como fué que un reducido grupo de vegetales adquiribd la
capacidad de sintetizar esta proteina caracteristica del reino
Animal, y en general que papel tuvo en la evolucién de las globi-

nas.
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vista evolutivo, quizAs el més intrigante, algln dfa llegar a es-
tablecer como fué que un reducido grupo de vegetales adquirié la
capacidad de sintetizar esta proteina caracteristica del reino
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nas.
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APENDICE 1.

Precipitacién de FProteinas con Sulfato de Amonio.

La precipitacién de lée moléculas proteicas puede llevarse a
cabo afladiendo sales a la solucibén de proteinas, tales como el
sulfato de ampnio. Las moléculas de proteina y los iones inorghni
cos compiten por las moléculas de agua para su hidratacién. A una
concentracibn de sales caracteristica, las interacciones proteina
- proteina llegan a ser predominantes sobre las interacciones pro
teina - agua, y ocurre entonces la agregacibén y precipitacién.
Esta técnica es ampliamente utilizade en la purificacién prelimi
nar de las proteinas (Williams y Wilson, 1979).

Los cllculos para determinar la cantidad de sulfato de amonio
necesario para llevar la solucidn a un cierto porcentaje de con -

centracién, pueden realizsrse fécilmente empleando la férmula pro

puesta por Segel (1976):

505 (s2 - Sl) donde, Wtg - peso de sulfato de amonio
L
1~ 0.285 (82) s86lido para ser agrgado a
1,000 ml.

8, = la saturacibén final (como
decimal).
Sl = la saturaci6n inicial (como
decimal), -
505 ~ gramos de sulfato de amonio
por 1,000 ml para 100 % de

saturacién.
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Continuacién.

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

51 ml de una solucibén de proteina, el procedimiento es el siguien

te:

505 (0.8 - 0) 404

Wtg = = =
1 - 0.285 (0.8) 0.772

523 g

por lo tanto, se adicionarén 523 g a 1,000 ml de solucién para al

canzar el 80 % de saturacién. A 51 ml se agregarén 25.6 g .
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APENDICE 2.
a) Determinacibn de Proteinas por el Método de Lowry et 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
reaccién del cobre alcalino con la proteina, tal como sucede con
el ensayo de Biuret, y la reduccién del fosfomolibdato por la ti-
rosina y el triptéfano presentes en la proteina. La intensidad
del color depende del nfimero de aminoAcidos aromAticos presentes

¥y cambiarl segin la clase de protefna.

1) Reactivos.

Reactivo A. Para proteinas solubles: Na2005 al 2 % en NaOH 0.1M.
Para proteinas insolubles: Naaco5 al 2 % en agua
destilada.

Reactivo B. CuS0,. S5H,0 al 0.5 % en citrato de sodio al 1 %.

Reactivo C. Mezcla de 50 volfimenes del reactivo A con‘un volG~-
men del reactivo B. SE PREPARA AL MOMENTO DE USAR-
SE.

NaOH 0.1 M.

2) Técnica.

Para protefnas solubles: se toman alicuotas de la solucibén pro
blema hasta de 1 ml, que contiene de 50 a 350 pg de proteina (hé-
gase la dilucién adecuada), y se afora a 1 ml con agua destilada.

Para proteinas insolubles: se toman alfcuotas de la solucién

problema hasta de 0.5 ml, que contiene de 50 a 350 J21:3 de proteina
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Continuacién.

(h&gase la dilucibén adecuada), y se afora a 0.5 ml con agua desti
lada. 8e agregen 0.5 ml de NaOH 0.1 M y se deja solubilizar por
30 min o més a tenmperatura ambiente.

Se afiaden 5 ml del reactivo C, se homogeniza la mezcla y se de
ja reposar durante 10 min o més a temperatura ambisente.

Se afaden 0.5 ml del reactivo D, se homogeniza la muestra AGI-
TANDO INMEDIATAMENTE Y ENERGICAMENTE POR EXACTAMENTE 15 s, se de-
ja reposar por 30 min o mis 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) Determinacibén de Hemoproteinas por el Método de Piridina ~

Hemocromo (de Duve, 1948; Paul et al., 1953).

La concentracién de hemoprotefina en una solucibén determinada

es estimada por el métode de piridina - hemocromo (de Duve, 1948)
y se utiliza un EmM a 556 nm de 34.6 (Paul et al., 1953); las mues
. tras se preparan adicionando 3 ml de una solucién que contenga

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

a 1 ml de una solucién patr68n de mioglobina o hemoglobina y a 1 ml
de la muestra. Cuando se haya formado el complejo piridina - hemo
cromo, el cuél es un compuesto relativamente estable y antes de

llevar a cabo las lecturas espectrofotométricas, se afiade un exce
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Continuacién.

so de Naasaoq, el cull serf cuidadosamente disuelto por agitacibn.
E1l hemocrombgeno no es estable por 5 & 10 min, por lo tanto las

lecturas deben ser tomadas rApidamente, y se llevan & cabo a una

A557.5 (méximo) y A540 (minimo).
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APENDICE 3.
Electroforesis Discontinua en Geles de Foliacrilamida, Sistema

Davig (1954).

El gel de poliacrilamida se prepara polimerizando acrilamida y
una pequefia cantidad de reactivo de entrecruzamiento, metilenobig
acrilamida, en presencia del catalizador, persulfato de amonio.
Se incluye también tetrametiletilenodiamina (TEMED) para iniciar
y controlar la polimerizacién. Se deja polimerizar la mezcla en
un tubo sellado en su extremo inferior por un tapbn de caucho.
Luego se coloca un poco de agua encima del gel para asegurar la
obtencibn de una superficie plana y también para excluir el oxige
no que inhibe la polimerizacién.

El tamaiio del poro del gel puede variarse de acuerdo a la con-
centracién del monbmero en la solucibdn. Las proteinas pueden sepa
rarse convenientemente en acrilamida al 7.5 %, pero moléculas més

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

a) Electroforesis Analftica Anibnica.
La preparscidn del gel de poliacrilemida para la electroforesis
analitica anibnica se lleva a cabo de la siguiente manera:

Solucién A: HCl 1 N -~ 48 ml

Tris - 36.6 g (concentracién final 0.5 M)

TEMED - 0.23 ml

Apua destilada - a 100 ml

’ *ajustar pli a 8.9 con HCl 1 N.
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Continuacién.

Solucién B: HC1 1 N -~ 48 ml
Tris -~ 5.98 g
TEMED - 0.46 ml
Agua destilada ~ a 100 ml
*ajustar pH a 6.7 con HCL 1 N,
Solueién C: Acrilamida - 28.0 g
Bigacrilamida - 0.735 g
Agua destilada - a 100 ml
Solucién D: Acrilamida - 10.0 g
Bisacrilamida - 2.5 g
Agua destilada - a 100 ml
Solucién E: Riboflavina - 4 ng
Agua destilada - a 100 ml
Solucibén F: Agua destilada.
Solucibén de trabajo (gel resolvedor) para gel al 7 %

Solucién 1: 1 parte de A (3 ml) Solucién 2: Persulfato de
2 partes de C (6 ml) amonio desecado, 0.14 g
1 parte de agua (3 ml) /100 ml de agua destila

da (preparar antes de
usarse, 12 ml).
Solucién del gel resolvedor: ‘
1 parte de la solucién 1 (12 ml)
1 parte de la solucién 2 (12 ml)
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Continuacibn.

Solucibn del gel concentrador:

1 parte de la solucién B (0.5 ml)

2 partes de la solucién D (1 ml)

1 parte de la solucién E (0.5 ml)

4 partes de la solucibén F (2 ml)
Regulador de la cémara de electrodos:

Tris - 6.0 g

Glicina -~ 28.8 g

Agua destilada - 1,000 ml

A la muestra que contiene de 50 a 100 ol de proteina se le agre
ga sacarosa para dar una concentracién del 10 % y una gota de Azul
de Bromofenol al 0.0l %. Se corre la muestra aplicando una corrien
te de 2 mA por tubo hasta que el Azul de Bromofenol alcance la par
te final del gel. Después de ello, se sacan los geles de los tubos
¥ se tifien bor 15 min con Amido Negro al 1 % en &cido acético al
10 %, y se destifien en &cido acético al 7 ¥ por 24 horas y en cons

tante agitacibn.

b) Electroforesis Analftica Catibnica.
La preparacién de los geles se lleva a cabo de la siguiente ma
mera:
Soluciones del gel resolvedor:
Acrilamida -8¢g Regulador: Acido acético 1 N
Bisacrilamida - 0.25 g KOH 1 N
Agua destilada - a 50 ml pH 5.0
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Continuacién.

TEMED: TEMED - 0.l 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 -58 Regulador: Acido acético 1 N
Bisacrilamida - 1.25 g KOH 1 N
Agua destilada - a 50 ml pH 5.5
TEMED: TEMED -~ 0.1 ml Persulfato de amonio: 10 mg/
Agua destileda - 9.9 ml 7«5 ml
Agua dest. Acrilamida Regulador TEMED Persulfato
1.75 1.0 0.5 0.25 0.5

Regulador de la clmara de electrodos: Glicima 17.2 g3 &cido
acdtico 1 M, 10.8 ml; llevar a 1,000 ml (pH 4.5).

La muestra se prepsra, corre, tifie y destifie, de igual manera

que el sistema aniénico.



52.
APENDICE 4.
Cromatografia en Placa Delgada de Gel.

La preparacién y el desarrollo de la cromatografia en placa del
gada de gel se puede llevar a cabo de acuerdo con Fischer (1975),
de la siguiente manera. Después que se ha dejado que el gel (Se-
phadex G - 25) se hinche por el lapso de tiempo adecuado, ee deja
asentar, para posteriormente decantar casi completamente el lfgui
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 enjuagade con agua destilada varias ve-
ces. Para extender el gel se utiliza una varilla de cristal o ace
ro con collares adaptadoé a ambos extremos, y moviéndola hacia
adelante y hacia atrés 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 edui
librar por toda la noche en el amortiguador de corrimiento. Después
de este periodo de equilibrio se aplican aproximadamente 100 jrul
de la muestra conteniendo Azul Dextrén (1 mg/ml) para marcar el
frente de elucién. La placa se deja correr durante toda la noche
con una velocidad de flujo de 1 e¢m/h.

Para la deteccibn y tefiido de las substancias 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 pavel, y

este es removido y secado; entonces, se tifie con una solucién de
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Continuacidn.

metanol: agua: fcido acético: Amido Negro 1O0B (45: 45: 10: 0.06)
durante 15 min en agitacibén, y destefiido en sgua corriente con

tres cambios de 30 min cada uno.
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Microscopia Electrénica de Nédulos Radicales de Phaseolus

vulgaris, L.

- FPijacién.

Los nédulos con un tamafio mayor a 1 mm se cortan en pequefios
trozos, con el objeto de obtener una mejor penetracién de los di-
ferentes componentes a lo largo de la técnica. Estos nbdulos,
fragmentados o completos, son sumergidos en el fijador de Karnovs
ky (1965) modificado, que contiene glutaraldehido al 2.5 % y para
formaldehido al 1 % en el amortiguador de cacodilato de sodio
0.1 M, pH 7.4, durante 18 horas. La solucidén de paraformaldehido
se prepara disolviendo 1 g de éste en 100 ml de agua destilada,
se calienta la mezcla a 60°C Yy mientras se agita se agrega una go
ta de NaOH 1 N para aclarar la solucién; esta solucién debe prepa
rarse en el momento (Hayat, 1972).

Posteriormente, los nbfdulos 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 solucién de tetrbéxido de
osmio (0804) al 1 % por tres horas para ser postfijados. Al térmi
no de esta postfijacibn, a los nbdulos se le d& una lavada répida
con agua destilada.

~ Deshidratacién.

La deshidratacién de los nbédulos se lleva a cabo utilizando al
cohol etilico a concentraciones de orden creciente, de acuerdo

con el siguiente esquema:
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Continuacibn.

a) Alcohol etilico al 70 ¥ por 30 min.

b) Alcohol etilico al 80 % por 30 min.

¢) Alcohol etilico al 90 % por 30 min.

d) Alcohol etilico al 95 % por 30 min.

) Alcohol etflico al 100 % por 30 min (dos cambios).

£) y por Gltimo, baiiados en 6xido de propileno con dos cambios
30 min cada uno.

-~ Impregnacién e Inclusién.

Antes de la inclusién definitiva, se 1llsvé a cabo la impregna-

cién correspondiente, de acuerdo con el siguiente esquema (Luft,

1961):

a) Oxido de propileno - Epén 812, en proporeién 1 : 1, por 24
horas.

b) Oxido de propileno - Epén 812, en proporcibén 1 : 2, por 24
horas.

¢) Epbn 812 puro, por 24 horas.

Y por dltimo, la inclusién, que se llevé a cabo con la siguien

te mezcla: 7 ml de la solucibén epoxi A + 3 ml de la solucibén epoxi

B + 0.15 ml de DMP - 30. En esta solucibédn son colocados los nédu-

los impregnados, y llevada & cabo la polimerizacién a 60°C duran-

te 24 horas, en cépsulas de gelatina o moldes especiales.

Antes de proceder a realizar la inclusién en Epén es preciso

preparar las soluciones mezclas de Epén - DDSA y de Epbn - NMA pa

ra formar, respectivamente, la solucién A y la solucién B en pro-
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Continuacién.

porciones determinadas. En general, las proporciones de la mezcla
para las soluciones A y B pueden quedar establecidas de acuerdo

con lo propuesto por Luft (1961.):

Solucién A: Solucién B:
Epén 812 - 62 ml Epén 812 ~ 100 ml
DDSA - 100 ml ~ NMA - 89 ml

Como la resina mezcla debe ser recién preparada, su prepara-
cibén debe ser en el momento y para cada vez que se veya a hacer
una inclusién. La resina mezcla se prepara mezclando en ciertas‘
proporciones la solucibén A + la solucibén B + DMP -~ 30.

‘Ya preparada la resina mezcla, se coloca en el agitador circu-'
lar durante dos horas a fin de que se mezclen Intimamente las
tres partes y se haga una mezcla uniforme, aunque debe evitarse
una velogidad excesiva la cull deja la mezcla blanca por la nume-
rosisina c&ntidad de burbujas; aunque no se estropea, tiene el in
conveniente de que tarda muchas horas, dias a veces, para aclarar
se por la desaparicibn de las microburbujas (Santander, 1968).

- Microtomia.

Se rebaja el bloque con una navaja hasta hacerse una pirémide,
luego se utiliza el ultramicrotomo equipado con navajas de cris~
tal, se obtienen los cortes semifinos con un grosor de 1.5 a 2.0
B ¥ se tifien con Azul de Toiuidina caliente; posteriormente, sge
les dan 3 6 4 bafios de agua destilada, y entonces el corte se mon

ta en un portaobjetos sobre una platina caliente. La observacién
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Continuacibn.

de estas preparaciones en el microscépio foténico permite determi
nar el Area mds adecuada pars realizar cortes finos.

Una vez localizada esta frea, se talle una pirémide m&s peque-
fa y se obtienen los cortes finos en serie; se escogen cortes do-
rados y plateados, los cuales varian de un grosor de 1,000 a ?00.3
reépectivamente, Yy 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,
gon lavados al chorro de ague destilada y secados a temperatura
ambiente en una caja de Petri protejidos de las partfculas de pol
vo.

Las rejillas se observan al microscbpio electrénico Zeiss EM -

4, y son elecfromicrografiadas.
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