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RESUMEN

La fitohemoaglutinina existe en gran variedad de legununosas, las fitchemoag!intininas tienen
las propiedades de aglutinar eritrocitos y en algunos <asos induoir o actividad mitogénica de
células; estas actividades varfan dependiendo de 12 fuente de origen de la fitohemoaglutining, asi

coma del tipo de células en gue se prucbe {5.45,67,68).

En este trabajo se identifican los cambios en 1z actividad fitohemoaglutinante de la
fitohemoaglutinina obtenida durante el periodo de desarrollo de Phaseolus vulgaris, utilizando
como fuente de obtencién de la fitohemoaglutinina la variedad de frijol negro comercial, Se observa
que conforrme comienza el desarrollo de la planta la cantidad de proteina y la actividad
hemoaglutinante sufre vn decremento a partir del dia 10 que es cuando se encuentra en etapa de
pléntula y fa disminecién se mantiene hasia el dfa 78 cuando ya esta madurando el egjote,
comenzando a incrementarse los valores hasta la obtencién de la semilla nuevamente con una

tendencia a recuperar los valores iniciales.

En la actividad mitogénica se observa un incremento el dia 2, (durante la etapa de
germinacién) y posteriormente disminuye a un valor que se mantiene aunque se incrementa
nuevamente el dfa 60, (durante la etapa de floracion) pero no fue posible su cuantificacion en todas
las etapas por lo que no podria evaluarse su comportamiento en forma constante. Estos czunbios

podrian explicar la regulacién génicz que realiza la planta,

Esta fitohemoaglutinina utilizada en <l laboratorio para las €cnicas de Citogenérica, produce
resultados con una calided satisfactoria y podrfa ser semejonte 2 la de un producto comercial Para

fines de mitosis la fitohemoagtutining s pucde exiraer en cuziquier etapa de crecimiento.



INTRODUCCION

La fitchemoaglutinina es una glucoprotefna que pertenece a2 un gmpo <onoado como
lectinas, las cuales son uwna clase de protefnas definidas por su capacidad de combinarse especifica y
reversiblemente con oligosdcaridos (6,12), asf como poseer las propiedades de aglutinar eritrocitos
(6,30) y en algunas ocasiones pueden inducir la actividad mitogénica (6,33,44,67). Cabe mencionar
que ¢l término de glucoproteina se restringe a las proteinas combinadas con grupos de carhohidratos

en miés del 4% (5,35).

Las fitohemoaglutininas se conocen desde el siglo pasado como aglutinina v fue utilizada por
su capacidad de aglutinar a los hematies de humano y de algunos animales tales como: conejo,

ratén, perro, pollo, pate, rata, ete. (7,13).

En 1960 fue reportado un efecto mitogénico en leucocitos durante un corto tempo de cultivo
a partir de upa minimz cantidad de sangre periférica in-vitro (3,31,35). En humanos agiutinan
eritrocitos inespectficamente de todos los grupos sanguineos, sin importar el factor Rh, sexo y

presencia de anticoaguiantes (7,19).



Lz Fitohemoaglutinina (PHA) puede ser obtenida a partir de I especie Phaseolits communis
(judia blanca) y de la especie Phaseolus vulgaris {judia roja) sin embargo es posible extraerio de
otras leguminosas dentro de Ya especie Phaseolus vulgaris (10,37.57), y varios tipes de leguminosas

¥ semillas,

Las lectinas en general, son componentes de la semilla ¥ pueden presentar més del 2% del
peso seco. Ademds existen en todos los organismos dentro del reino vegetal como en el reino

animal (10,18,54).

Las lectinas han tenido interss por sus efectos en una gran variedad de sistemnas bioldgicos

(33,50, siendo algunas propiedades que se le atribuyen, las que se enumeran en el cuadro # 1.



CUADRO # 1. PROPIEDADES DE ALGUNAS LECTINAS: Propiedades que se

han observado en diferentes sistemas biolégicos

Propiedades Referencias
1.- Aglutinacién de los eritrocitos (19,22,67,68)
2.- Aglutinacién de células transformadas después de una infeccion (38,67,68)
viral

3.- Citotoxicidad (20,50,62,67)

4.- Esumulacion mitogénica de los linfocitos

(3,13,17,20,68)

5.- Efectos inmunosupresivos

(1,54,67,68)
6.- Iphibicién de la formacidn de vacuolas en los macréfagos £20,43,68)
7.- Inhibicién del crecimiento de células tumorales £1,42,53,67)
8.- Inhibicién de 1a migracién de células tumorales (1,17,31,53)

9. Tnhibicion del crecimiento de hongos (8.27.67)

10.- Inhibicién de lz fertilizacidn del évulo por el espermatozoide (33,58,67)
11.- Induceidn de Ia liberacidn de histamina por los baséfilos (20,44,61,67)
12.- Induccién de ta liberacién de insulina por los islotes pancredticos (4.25,67)
13.- Precipitacidn de algunas proteinas del suero de pacientes normales (4,19,26,49)
14.- Reguladora en e] crecimiento de algunos insectos (17,19}

15.- Unién de bacterias fijadoras de Nitrégeno en leguminosas v

proteccidn contra fitopatdgenos

(5,10,14,24.27,
30,44)




.- PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE ALGUNAS LECTINAS

Las lectinas o fitohemoaglutininas son generalmente extraidas de plantas como leguminosas
{8,34,56). La estructura primaria de algunas lectinas os similar en los primeros 24 residuos de
aminodcidos  (23,29,34,55); mediante pruebas de hemoaglutinacién, inmunodifusién y
electroforesis se encontré evidencias de que las lectinas tienen distribucion en todag las partes de la
planta en diferentes poreentajes (9,11,34), v también tienen aigilin papel en la asociacién que hay
entre las rajces de las leguminosas v las bacterias del género Rhizobium que son fijadoras de

Nitrégeno (5,10,11,44).

Existen numerosas lectinas las cuales poseen propiedades diferentes de acuerdo con Ta fuente
de obtencidn (34,39,59). A continuacién se describen las propiedades de algunas de las

hemoaglutininas que ya han sido purificadas:

Fitohemoaglutinina del frijol rojo (Phaseolus vulgaris).- Fue el primer frijol en que se

encontrd actividad roitogénica ademss de actividad aglutinante (54), algunos investigadores han
intentado separar ambas actividades pero los resultados han sido contradictorios ¥ algunos confusos.
En 1951, Rigas aplic6 up método para obtener las fitchemoaglutinina del frijol tojo, (Phaseolus
vuigaris) watindola como wpa glucoproteina, encontrando que a un pH 1.0 se disocia en dos
compornentes na proteina hemoaglutinante y un polisdcarido inactivo. Posteriorments realizé una
extraccion traténdolo come protefna (55,56,57), y observd que tiene un comportamiento diferente

como pretefna comjugada con azdcares que como proteina sola.



Lz glucoprotefna se comporta como una molécula homogénea en electroforesis en el
range de pH 5.8 - 8.6. Por abajo del pH de 5.8. se disocia n upa protefna aglutinante y un
polisdcarido inactivo, La glucoprotefna es soluble en agua, destilada, solucidn salina al 1%,
sofucion buffer de fosfatos 0.01 M y 0.03 M a pH 2.0 - 8.0, con un punto isoeléetrico de 5.6
(34,55,56,57), 14bil a tempetatura de 100 °C: contiene 6.5% de Nitrdgeno y 10.4 % total de

carbohidratos raductores.

Como protefna se comporta también como una sustancia homogénea en electroforesis

" con un rango de pH 2.0 - B.0. En un campo electroforético se encontrd que a un pi 2.0 se
comporta como fon, la proteina es insoluble en agua, soluble en soluciones salinas al 0.85%
en soluciones buffer de fosfatos 0.01 M y 0.03 M a pH 20, 6.4 y 8.0; tiene un punto
isoeléctrico de 6.5 y se encontré mayor actividad aglutinante que la glucoproteina (55,56,57).

El contenido de Nitrégeno es 14.6 % y un total carbohidratos reductores de 3.4 %

Debido a las propiedades que se le encontraron de hemoaglutinante y de induccién de la
mitosis (16.20,35,68), surgi6 la duda de si se podrian caracterizar dichas actividades; logréndose en
un principio separar dos fracciones cada unma compuesta de cuatro monomeros con diferentes
propicdades; identificadas como fitohemoagiutinina-E (E-PHA), ¥ la fitohemoaghutinina-L (L~
PHA). Se encontré que las dos fracciones identificadas compartian la misma secuencia de

aminodcidos del residuo 8§ al 24 (29,34,47,60).



ESQUEMA #1 Caracteristicas de las fracciones E-PHA y L-PHA (3,47.48,55)

ce. | RE [P.M. | pI [s°20w |Activided | Mitogénico

Fracciones (kDa) aglutinante
E-PHA; B |60 33 150 |65 7.1 | potente poco
(32,38,56,60) 142 1595 7.2 | eritroagiutinante | mitogénico

L-PHA; L |34 | 225a [115 [5.0 6.5 [poca actividad | potente

(3.32.,46,48) 344 1140 |525| 68 |hemoaglutinante|mitogénico

142 55 L 7.0

¢.e. = Coeficiente de extincidn,

RE. = valor del coeficiente de friccién al desplazarse la partioula
P. M. = Peso Molecular (kilo Dalton) kDa

p I = punto isceléctrico

$° 20 w = constante de sedimentacién



Ambos tetrdmeros mostraron capacidad de interaccién con ciertas protefnas de suero humano
como la tirdglobulina humana (8,23,34) por lo que Felsted-Leavit, 1975 (21) disefiaron un método
que demosirS la unidn de lectinas a 1a tirégiobulina porcina uniéndola a la Sefarosa (2,37). Después
Miller (1975) estudi6 la fitohemoaglutinina en frijol rojo y supone que esti compuesta de cinco

fracciones que son heterogéneas por sus propiedades fisicoquinricas (36,46,47),

Fitohemoaglutinina de ftijo) judia awarilla (Phaseolus vulgaris). Estudiada posteriormente

con un Peso Molecular = 132 kDa, contiene 10% de carbohidratos principalmente manosa, glucosa
¥ en menor cantidad glucosaming, galactosa, arabinosa, xilosa y fructuosa. En ¢l mismo frijol fue
aislado un glicopéptido con pesa molecular = 4,389 kDa con propiedades aglutinantes (24). Sus
subunidades muestran actividad hemoaglutinante para lo cual requigre de la presencia de cationes

bivalentes como Ca™ y Mn™* (20,24,37).

Se ha realizado una comparacién sobre las bemoaglutininas aisladas por los diferentes
autores y obscrvamos que los pardmetros fisicoquimicos los cuales describen el tamafio, forma y
carga son diferentes en cada uno (17,29); en el cuadro # 2 se muestran algimas propiedades de
Hemoagiutininas obtenidas de diferentes variedades de frijoles de la especie Phaseolus vulgaris

(17,18).

Las reacciones de hemoaglutinacién y mitogénica de Ia PHA so piensa que son mediadas por
los complejos de carbohidratos los cuales se unen a la membrana celular, las reacciones de
precipitacion presumiblemente ipvolucran la combinacién de 2 PHA con carbohidratos solubles

contenidos en el suero (20,22,26,51,64).



Cuadro # 2. PROPIEDADES QUIMICAS Y FISICOQUIMICAS DE ALGUNAS

FITOHEMOAGLUTININAS

Propiedades de las fitohemoaglutininas del frijol judia amarilla, frijol judia roja v frijol negro

(35,58)
PROPIEDADES Frijol Judia amarifla (57) | Frijol Judfa rojo (57) | Frijol Negro (17)
Constante de
sedimentacion (s° 20w) 5.37 6.5 50
Coeficiente de difusion
(emseg” x 107 17 4.8 ..
Punto isoeléctrico

D 55 6.5 49
Contenido de
carbohidratos (%) 10.4 3.4 5.7
LPeso molecular (kDa) 121 a 132 128 126 a 130




Se ha modificado la concepcidn gue inicialmente se tenia sobre la aglutinacién de eritrocitos
que no era especifica para algin grupo sanguineo, viéndose después gue algunas lectinas si
mostraban especificidad como la Haba de Limz la cnal fue la primer lectina que mostrd
especificidad sobre un grupo sanguineo de Tipo A (19,33.68), mds tarde Karl Landsteiner durante
sus estudios de dpificaci6n de grupos sanguineos, encontrd que los extractos de ciertas semillas

aglutinan determinados grupos de eritrocitos.

Extractos de garbanzo y lenteja, aglutinan sangre de conejo y no glébulos rojos humanos
{37}, 1gualmente se ha observado que las variedades de Phaseolus vulgaris aglutina sangre humana

de todos los grupes sanguineos pero en forma mids fuerte el tipo O Rh positivo (17,49).

Actualmente se ha lograde reunir informacion de cientos de extractos con actividad
aghitinante de fuentes que van en la Escalg Filogenética desde bacterias, moluscos (7,32,49,54)

organismos superiores; vegetales como semilias, frutos; (44) animales como conejos o aves (33,47).

Aunque la gran mayoria no son especificas para los grupos sanguineos por que hay lectinas
que aglutinan 2 o 3 grupos (46,49), se puede decir que se cuenfa con dos lectinas de actividad

aglutinamte especifica para cada grupo sanguineo del sistema A B O humano. (19,46,54.68).

Los antisueros ntilizedos para tipificar los grupos sanguineos A, B, O; reconocen la parte
reductora de la cadena glucosidica de la parte antigénica que forman los grupos sanguineos
(3747,36), mientras que las lectinas son capaces de reconocer los azicares aungue estos se
encuentren en la parte intermedia de dicha cadena antigénica, por esta razén, muchas lectinas a
pesar de ser especificas para un azicar, como la de cacahuate o la de Ricimits communis que ambas

recontocen a la galactosa, no aghitinan exclusivamente eritrocitos del grupo sangufneo B, a pesar de

10



que este aziicar es el determmante antigénico de este grupo (46,67).

Existen diversas lectinas que aglutinan eritrocitos del tipo D y A, pero existen pocos
ejemplares de lectinas capaces de aglutinar eritrocitos B, (7) o que dificalta en cierta medida la
utilizacién rutinaria de estas substancias en el laboratorio para la tipificacién de grupos (17,68). En
el Cuadro # 3 se presentan algunas lectinas que han sido aisladas capaces de aglutinar eritrocitos de

los grupos A By subgrupos D, N.

La utilizacién de lectinas con actividad mitogénica ha permitido conocer los eventos
bioquimicos mds importantes involucrados en el proceso de induccidn de la divisién cefular. La
Hsta de lectinas mitogénicas es numerosa y das células sobre las que mis se ba esmdiado la

capacidad mitogénica son los linfocitos.(3,5,15).
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Cuadro # 3: LECTINAS ESPECIFICAS PARA DETERMINAR GRUPOS

SANGUINEOS A,B y subgrupos D, N. (46,67,68)

GRUPO SANGUINEO | Origen de la lectina que Aziicar Principal

interacciona
Dolichos biflorus N-acetil-galactosamida

A Phaseolus limmensia “ «
Helrx pomatia “ “
Bandeirae simplicifolia Galactosa

B Abrus precatonus “
Lotus tetragonolobus L - frcosa

D Anguilta anguilla “

N Vicia gramminea Galactosa
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Como se ha comentado, zlgunas lectinas parecen tener Ja habilidad de estimular solo a los
linfocitos T (20,68), mientras que otras son especificas para linfocitos B (50,68). Otras lectinas que
no son mitogénicas también muestran selectividad a diferentes poblaciones linfocitarias, (como se
muestra en el cuadro 4), (20,41) reforzando la hipdiesis de que Ja respuesta mitogénica de la célnla
no solo obedece a la adherencia de las moléculas de lectinas a la membrana celular (7,26,52), sino
que tambiéh (depende del periode en que se encuentre la célula) a todos los componentes que

regulan el ciclo celular (6,33,58).

Se ha propuesto que ¢l mecanismo de reaccién mitogénica es mediado por el Adenosil Mono
fosfato eiclico (AMPc) el cual estimula la sfntesis de RNA mensajero {15,66). Owos investigadores,
han considerado que la PHA actiia induciendo la sintesis del DNA (16,33), sin embargo otra
propuesta es que hay una respuesta inmunolégica especifica para 1a PHA actuando como antigeno

especifico (31,52,61).

Utilizando lectinas mitogénicas se ban logrado detectar variaciones en el mimero de
moléculas de lectinas que se unen a linfocitos normales con respecto a linfocitos de pacientes con
leucemia linfocitica erénica los cuales enlazan tres veces menos moléculas de lectinas ¥ responden
més pobremente  la actividad mitogénica de las mismas (67). En leucemia aguda los linfocitos de
pacientes responden igual que linfocitos de personas normales (60,65). Estos hallazgos se han
efectuado con lectines conjugadas con fluoresceina que permiten detectar estas moléculas en la
membrana celular confirmandeo asf Ias observaciones qae llevaron a Singer y Nicholson al modelo
de membrana de “Mosaico Fluido” (59), que en la membrana celnlar los componentes proteicos v

glicoproteicos se encuentran interaccionando en una matriz lipfdica (4,56).
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Cuadro # 4 LECTINAS CON ACTIVIDAD MITOGENICA SOBRE

POBLACIONES DE LINFOCITGS (20,66,67,68)

Lectina Especificidad Celular
Linfocito B | Linfocito T
Abrus precatorins + +
Amaranthus leucocarpus + -
Canavalia esnifarais - +
Glycine max - +
Lens culinaris - +
Machaerocereus cruca - +
Phaseolus coccinens - +
Phaseolus limmensis + -
Phaseolus vulgaris - +
Phytolaca americana + +
Robinia psendoacacia + +
Vlex eurepeus - +
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2.- USOS DE LA FITOHEMOAGLUTININA

Las fitohemoaglutininas han sido investigadas ampliemente para conocer detalladamente sus
propiedades y al mismo tiempo buscar aplicaciones (13,67,68). Estas lectinas han demosirado ser
herramientas dtiles en técnicas de cromatografia de afinidad para la purificacién de glecoproteinas
solubles y membranales (14,33,44,53). Por sus propiedades se ha utilizado extensivamente para el
estudio genético (4,26,30), también se han introducido en una gran gamz de estudios y de

investigaciones gue se entmeran en el cuadro # 5.

A pesar de que se desconoce el papel fistoldgico que poseen las lectinas en 1z naturaleza, la
aplicacién de estas protefmas en distintas areas de la medicina, la biologia melecular o la
inmunologia entre otras, se ha hecho de uso frecuente (9,20,67). Las ventajas que oftecen las
Tectinas en contraste con 1z utilizacién de otros reactivos, como los anticterpos son: en primer lugar,
Ias lectinas pueden obtenerse ficilmente en grandes cantidades; en segundo Iugar, el complejo que
forman Ias cadenas glucoproteicas con ia lectina puede ser disociado con monosdcaridos ¥ por
iltimo la disociacién puede efectuarse a un pH neutro sin causar dafios graves a la estructura o

actividad biol6gica de la glucoproteina en cuestién (33,53,63,67).

Probablemente con ¢l paso del tiempo durante su analisis y el descubrimiento de nuevas

variedades de lectinas se vayan conociendo muchos més efectos y aplicaciones.
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USOS DE LAS FITOHEMOAGLUTININAS

LCuadro #5.- Algunes usos de las fitohemoaglutiminas en biomedicina (67,68)

REFERENCIAS
ay Utilizado para clasificar algunos mamiferos filogeneticamene (7,13)
b) Estudio de cromosomas humanos (3,31,68)
¢) Tipificacién de grupos sanguineos en varios mamiferos (1.24.67)
d) Para detectar aiteraciones de linfocitos en algunas enfermedades (3,19,37)

€) Medir vida media de los linfocitos

(3,17.18,19,68)

f) Estudio de ia esterilidad reproductiva de diversas especies

{26,33,67)

£) Algunos defectos genéticos N (3,14,17,67)
KUtil en el diagnostico prenatal de malformaciones (3,31,68)
1) Utilizado en problemas de Aborto habitnal (31,33.67)

J) Caracterizacién de glucoproteinas de la membrana de 10s ertrocitos

(3,18,34,37,54)

especificas en sueros normales

k) En estudios médicos forenses para identificar sangre y diferentes (7,33)
sangres de animales
1) En la purificacién y caracterizacién de polisacaridos y glucoprotefnas (28,34,37.67)

m) Estimulacién de la division de linfocitos en reposo y diferenciacion
L

(18,19,37,67,68)

n) Puede ser utifizada para la clasificacién de diferentes tipos de

leucemias

(9,15,37,)

o) Algunas lectinas se han utilizado en el estudio del crecimiento de

células tumorales in-vitre o in-vivo

(1,16,53,55,67)

p) Identificacién de células transformadas después de yna infeccion viral

(37,38,54,55.67)

@ Paraidentificar algunas aifa-fetoproteinas

{3,31,54,67)
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3.- METODOS DE EXTRACCION (31,39,43)

Para realizar una extraccién y purificacién se parte de fuentes naturales, planteando la
posicién de la proteina dentro de Ia oélula y asf lograr una extraccién tratando de disminuir los

pasos para eliminar contaminantes,

METODOS: (34,40)
La obtencién de protefna puede ser de origen Vegetal, Animal o de cualquier microorganismo

(bacteria, hongo, virus, efc.)

Medios Fisicos: Ruptura de Ia pared celular ¥ la membrana celular por:
a) Molinos

b) Sonicacién o Ultrasonicacién

¢) Tratamiento térmico

d) Tratamiento Qsmético

Medios Quimicos:

a) Detergentes

b) Svlventes organicos

¢} Enzimas: lisozimas y papaina

En células vegetales la ubicacién de la protefna es importante ya que la ruptura de la

membrana libera 4cidos fenoliticos, los que se unen a proteinas, por lo que hay que controlar el pH
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para evitarle (9); a diferencia de cuando se encuentra en los organelos cn que es suficiente una

centrifugacién (43,44).

Para la obtencién de proteinas es fundamental seguir una serie de pasos, considerando las
propiedades de solubilidad, cargs, tamafio, actividad bioldgica: ¥y una combinacidn, para la
separacién de otras biomolécylas en presencia de un grupo de protefnas (6,39). La separacién por
solubilidad se logra modificando el pH, Ia fuerza iémca, las propiedades dieléctricas del solvente ¥

la temperatura,

El pH permite climinar algunos contaminantes que entorpecerfan la purificacidn. Una
proteina es menos soluble a pH isoeléctrico ya que la molécula no tiene carga neta por 10 gue no hay
repulsidn electrostitica y tienden a aglutinar y a precipitar (12,43). El PH depende de la fuerza

iénica de la selucidn y més atn de la composicitn idnica.

La fuerza i6nica- Las sales con pKa cerca de 7.2 influyen en la solubilidad a
concentraciones bajas, las sales presentes aumentan la solubilidad, esto se debe & cambios
posiblemente en la tendencia de los grupos “R” disociables a ionizarse en la protefna (40). A
medida que la concentracion de la sal aumenta la solubilidad de Ia proteina disminuye y, cuando la
fuerza idmica es suficiente llega el momento que la proteina precipita. La sal captura agua de
hidratacién de la molécula de protefna reduciendo la salubilidad (50). El rango de concentracién en
¢l cual precipita depende de la naturaleza de la proteina, de lz sal afiadida, Ia temperatura sobre la
solubilidad es muy variable. Las globulinas de semillas de plantas son més solubles en soluciones

salinas a temperaturas més aftas que a temperaturas més bajas (13,27,40).

Las propiedades dieléctricas del solvente.- La adicién de solventes orgénicos como el etanol
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y la acetona disminuyen la solubilidad en agua de Ia mayoria de fas protefnas globulares, o que
lieva a una precipitacién. Manteniendo el pH y la fuerza idnica constantes, nos permite indicar que
la solubilidad depende de la constante dieléetrica por ejemplo, cuando se adiciona etanol con una
constante més baja que la del agua 2 una solucién acnso de proteina, gumenta las fuerzas de
atraccién entre cargas opuestas y puede disminuir el grado de ionizacién de los grupos “R” de la
proteina agregdndose v precipuitando (40). Con este método es facil provocar la desnaturalizacion de

Ia protefna por lo que es mejor realizarla a bajas temperaturas (42).

Temperatura.- El calor de la desnamralizacién de las proteinas tiene un gran coeficiente de
temperatura en consecuencia, se destruccion por este factor {que es diferente ¥y caractetistico de

cada una) esté muy definido (39,44).

Se debe considerar la propiedad de 1omizacién de la protefna, en cada molécula hay un
nimero de grupos que pueden disociar o unir protones formendo aniones o cationes confiriéndoles

propiedades dcido - base caracterfsticas.

Los métodos de separacién y andlisis basdndose en estas propiedades dcido - base son

Electroforesis y Cromatografia de intercambio y absorcion (16,43),

Electroforesis.- La conducta de una macromolécula en un campo eléctrico es dada por la
movilidad, carga eléctrica y el coeficiente de friccién (2). Coando se somete a un campo eléctrico
“E” una particula aislada suspendida en un perfecto zistante, habrd una fuerza QE {donde Q ¢s la
carga neta de la particula) sobre ella y cuando se desplaza habrs nna fuerza de friccién f(d=/dt) que
actuard

en direccién opuesta donde “ es el coeficiente de friceion v dx/dt es la velacidad de la particula
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(34,43}, Los métodos de electroforesis que mas se usan se clasifican en:

a).- Electroforesis en un medio uniforme de PH, en la que la separacién estd basada en las

diferencias de carga de los componentes individuales a determinado pH.

b).- Electroenfoque, que se basa en Jas diferencias de los puntos isoeléctricos de las proteinas

¥ en el que la separacion se lleva a cabo en presencia de un gradiente de pH.

¢}~ Electroforesis en un medic con tamiz molecular, es usada como Soporte en una
electroforesis de zona y es de gran ayuda utilizdndose en presencia de detergentes de
amonfaco que al anlar la carga de las proteinas lievan a cabo la separacidn solo por

tamafio.

d).- Isotacoforesis, es la sepatacién de los iones en base a su movilidad neta, yz que todos

migran a la misma velocidad,

Un caso especial es Ja inmunoelectroforesis, que aprovecha la propiedad antigénica de las
proteinas que pueden ser determinantes en la caracterizacidn v la cuantificacién de las mismas
(39,52,54).

Los métodos de Cromatografia mas utilizados se clasifican en (52,55) .

Cromatograffa de intercambio idnico.- La fase estacionariz consiste en nn material sintética,
polimerizado generaimente de bésicos depende det tipo de resina. Cuando los grapos fijos son

positivos, 1os iones cambiables son negativos y viceversa. Es decir si los grupos quimicos cargados
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fijos son positivos y la solucién de intercambio tiene iones negativos la resma se llama anidnica ¥
caando la resina tiene cargas fijas negativas y la solucién de intercambio posee cargas positivas se

le denomina catinica (33,50,55,).

La fase mdvil estd compuesta por up gradiente de elusién que puede ser lineal o de otras
clases. Este tipo de cromatograffa puede combinarse con fa cromatografia de exclusién molecular,
que resuelve las mezclas de proteinas con base 2 su carga v tamafio. Como la de CM-Sephadex

usada por Lawrens, 1969 (34,55)

Cromatograffa de exclusién molecular.- Comprende una fase mévil (liquida o gaseosd), y
otra estacionaria (s6lido o quido) que hacen contacto a wavés de las cuales son mansportados los
componentes de una mezcla a diferentes velocidades dependiendo de sus afinidades relativas para

las dos fases 40,43).

Absorcidn.- Las proteinas pueden ser absorbidas con materiales relativamente inettes
(carbdn, aldmina, gel de silice, hidroxiapatiia, etc) y después elu-idas selectivamente. La
nawraleza es unién se desconoce pero se supone participacion de fuerzas de Van der Waals o
interacciones de tipo idnico en el caso de absorbentes no polares ¥y atracciones de tipo idnico en el

caso de absorbentes de tipo polar (16,40,54).

Por el pran tamafio de las proteinas se disefiaron métodos para separar las moléculas de

tamafio pequefic, tales como: Didlisis y ultrafiltracion, centrifugacién y cromatografiz de exclusién

molecular,

Dilisis y ultrafiltracién.- Utilizan membranas semipermesbles de poro controlado (40,43).
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La didlisis se emplea para eliminar la sal de una solucién proteica es decit, el equilibric de wna
solucidn proteica con una tamponada quedando retenidas las protefnas, saliendo las moléculas de
menor peso molecular. Es de fmportancia cuando se wiiliza 2 continwacién de la fase en la coal tavo

lugar la precipitacién de la proteina (43).

Centrifugacién en equilibrio.- Cuando se somete una particula a un campo centrifugo
experimental su fuerza es directamente proporcional a su tasa, a su vez estd contrarrestada por la
tendencia que tiene la particula a flotar, caysada por el desplazamiento del solvente v por la fuerza
de friccidn hasta que se alcanza un equilibrio de flujos en que ia velocidad de sedimentacion es
constante, dando un coeficiente de sedimentacion gue guarda una relacién con e peso de la
protefna (18,40). Existen otros tipos de centrifugacion donde se incluyen algenos solutos como en el

caso de gradientes de glucosa, Clorare de Cesio v otros,

El métedo basado en la propiedad bioldgica de algunas protefnas de tener capacidad
especifica y activarse para unirse a una molécula Hamada “ligando” se denomina cromatografia de
afinidad. El complejo de proteina obtenido denominado ligando - soporte, se disocia para extraer la
proteina suficiente a través del método de purificacién usado por Felated y Leavitt para 1a PHA en

1975 (21).

Cromatografia Hquids.- Bn este método Iz fase mévil es liquida y la fase estacionaria puede
ser un s6kido o un liguide que cubra un soporte sélide (52). Los principios de distribucién entre las
tases son la absorcién en la superficie, el intercambio idnico, Ias solubilidades relativas v los efectos
estéricos (52). Finalmente, se puede afirmar que debido a la finciones de la PHA en las plantas
como por sus propiedades en los animales v microorganismos ya antes mencionados, las lectinas

son de gran interés y utilidad para diferentes estudios (34,53).
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4.- JUSTIFICACION

En anteriores trabajos se ha reportado gre la actividad hemoaglutinante varfa no solamente
cuando se prucba con eritrocitos de diferentes especies sino también dicha actividad es diferente
dependiendo de la lectina que se utilice asi como entre las variedades de un mismo género
(11,13,44), encontrando que el frijol negro es mds activo mitogénicamente, como hemoaglutinante

{67.68) por lo que se elige niilizario en este wabajo.

Ademds de ser de gran utilidad en el laboratorio para las técnicas de citogenética para
realizar Cariotipos {38,67). Se pueden estodiar wenicas de exiraccién de la  proteina
fitvhemoaglutinina obtenida de Phaseclus vuigaris comin (ftijol negro) a un costo muy bajo, y

que reporte una actividad comparable & un producto comercial.

Puesto que 1a obtencién de la fitohemoaglutinina se puede reslizar durante las diversas etapas
de desarrollo de Phaseclus vulgaris es importante analizar € comportamiento de las actividades de
la PHA durante €l crecimiento que de la planta y buscar vn modelo que nos permita entender este
comportamiento y observar como durante el procese de desarrollo de Phaseolus vulgaris estos

cambjos podrian explicar la regelacién génica para el crecimiento de la planta.
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OBIETIVO:

EVALUAR LA ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE DE LA
FITOHEMOAGLUTININA OBTENIDA DURANTE LAS DIVERSAS ETAPAS DE

DESARROLLO DE Phaseolus vulgaris.

HIPOTESIS:

SILA ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE O MITOGENICA ESTAN
RELACIONADAS CON LAS ETAPAS DE DESARROLLO DE LAS
LEGUMINOSAS, ENTONCES PODRAN TDENTIFICARSE LOS CAMBIOS EN
LA ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE DE LA FITOHEMOAGLUTININA
OBTENIDA DURANTE LAS DIVERSAS ETAPAS DE DESARROLLO DE

Phaseolus vuigaris.



M- MATERIAL Y METODOS

1.~ Estraccidn de la Fitohemoaglutinina

2.- Cuantificacion de Proieinas

3.~ Actividad hemoaglutinante y mitogénica

4.~ Andlisis de resultados
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METQODOLQOGIA

La metodologia que se llevé a cabo consistic en ios puntos siguientes:

1.- Extraccibn: A partir de frijol negro que se tritura finamente, se mezclé con la minima
cantidad de buffer hasta obtener una mezcia homogénea, en una proporcién de 20 gramos de harina
en 200 ml de buffer, siguiendo el método modificado de extraccidn (13,57). Las muestras de las
diversas etapas de desarrollo de Phaseolus vulgaris, primero induciendo la germinacién en medio
himedo y tornando muestras en tres etapas de la germinacion: a los 2 dias, 4 dias y 10 dias,
posteriormente s¢ tomaron nuevamente myestras a la planta completa a los 60 dias de desarolia,
cuando estd por nacer el ejote, para tomar tres muestras durante €] crecimiento del gjote hasta la
maduracién y finalmente a 1a obtencion de la semilla seca y madura. Las muestras de germinacién,
se extrajeron con la misma técnica (17,24,31), al igual que las muestras de ejotes que se cosechan.
Todas las muestras obtenidas se colectaron en frascos color &mbar y se guardaron en el congelador
para efectuarles las pruebas de cuantificacién de proteipas y actividad hemoaglutinante y

mitogénica.

2.- Coantificacién de Protefnas: A los extractos obtenidos se les realizaron las pruebas de:
Cuantificacién de proteinas (6,18), utilizando el método de Biuret y basdndonos en una ctrva

esténdar de Albimina-bovina fraceidn V, para protefnas.

3.- Actividad hemoaglutinante v mitogénica: A cadz una de las muestras obtenidas se les
evalugron la  actividad hemoaglutinante (3,19) vy actividad mitogénica (31,47); de acuerdo a

diversos autores (3,13,19,31,47)
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4.- Andlisis de Resultados: La linearizacion de 1a curva estindar de protefnas se realizé
mediante regresién lineal con ¢l pagucte NWA Estatpak para P C. (38). Se analizaron los resultados
mediante pruebas de regresién con: una ecwacién lineal, exponencial, logarftmica, de potencia y
cuadritica (38), para buscar el modelo que mejor explique el comportamiento de las diferentes
concentraciones de proteinas, actividad hemoaglutinante y mitogénica en relacién con las diversas

etapas de desarrollo de Phasechus vulgaris. (38).
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1.- EXTRACCION DE LA FITOHEMOAGLUTININA (13,17.57).

REACTIVOS MATERIAL

Molino de mano

Tamices #20 y #80
NaClal 0.9 % Mortero
HCLOIN Agrtador Magnético
NaOHG.1N pH metro
Harina de frijol Centrifuga Clinica

Buffer de Fosfatos 0.1 M Termémetro
pH 74 Ultracentrifuga Ependor

Meétodo Modificado (13,37.40).

A partir de frijol negro que se tritura con un molino de mano, se realizd yn tamizado a modo
de obtener una hatina en tamiz # 20 y # 80, a continuacién se mezcld 20 g con minima cantidad de
NaCl a 0.9% hasta lograr una masa homogépea (durante 2 horas aproximadamente}, luego sé
resuspendio en solucién Buffer de Fosfato a pH 7.4 en una proporcién de 20 grames de harina en

200 m! de buffer, y se mantuvo agitando durante 24 hrs. a una temperatara de 4°C.

Al siguiente dfa s€ centrifugé & 3000 X ¢ durante 30 minutos, ¢l sobtenadante se centrifuge

en centrifuga Ependor por 13 mingtos a 15000 X g obteniendo un sobrenadante transparente.

Finalmente se colecto el sobrenadante y se guardd en frascos ambar bien tapados y etiquetados.
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A este sobrenadante se le cuantificé cantidad de proteina mediante una curva estdndar de

protefnas y se le midié ta actividad Hemoaglutinante y Mitogénica (13,40).

Todas las muestras de las diversas etapas de crecimiento se obtuvieron con el mismo método

y se colectaron y guardaron bien tapadas y etiquetadas.
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Esquema # 2.-METODO MODIFICADO DE EXTRACCION DE LA

FITOHEMOAGLUTININA

20 g de frijol + Buffer (200 wl) y agitar
durante 2 hrs.

7

Ajustarel pH="74

i

Agitar 24 hrs. a 4°C

)

Centrifugar a 3000 X g 30 min.

\A

Ll sobrenadante se centrifuga a

Ultracenwifuga Ependor 15000X g 15 min.

4
Colectar los sobrenadantes y gupardar para
determinar proteinas v actividad
fitohemoaglutinante.

Diagrama de flujo de extraccidn de la Fitohemoaglutinina, método modificado (17,57)
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2.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS por Método de Biuret (6,18).

FUNDAMENTO: En medio moderadamente alcalino més Cu™ se forma un complejo con

C=0y ="N-H, reaccién que ocurre con compuestos que por lo menos

contienen dos grupos NHxCO-, -NH;08- dando un color que absorbe a

540 1. (18, 50)

REACTIVOS
- BIRUET (1 litro)
KI 1 gramo
NaOH 025N 300 ml
CuSQOH,0 1.5 gramos
Tartrato de Nay K 6 gramos
-NaClal0.09 %
- Solucidn estdndar de

Aloiraina-bovina fraccion V.

METGODO:

MATERIAL

Bafio Maria

Material de Vidrieria
Termoémetro

H:O Bidestilada

Espectrofotémetro

Se preparé el reactivo de Biuret para trabajar. Diespués se hizo una curva de calibracién para

proteinas; la curva estdndar se prepard con Albdmina Bovina fraccién V.. La concentracién de la

solucidn es 1 mg/ml de albimina. Con esta solucién se prepard una serie de rubos como se muestra

en el cuadro de la curva estdndar de proteinas. { ver cuadro siguiente).

Estos tubos se colocaron 2n bafio Mat{a ¥ s¢ dejaron incubar 30 min, a 37°C.
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CURVA ESTANDAR DE PROTEINAS

TUBOS 1 2 [ 31 41 s 6 ] 7 g | 9 T 10
Sol EstAndar Alb-bovina
frace. V. (ml) 02 |04 o6 |08 |10 |12 14 |16 |is !20
U Nall09% ) N R R e
(ml) 23 21 |19 |17 115 13 |11 {09 {07 |05
Reactivo Biuret
(ml) 25 (25 25 (25 (25 (25 |25 |25 |25 |25

Posteriormente se tomaron Ias lecturas de Absorbancia a 540 nm. Para realizar la gréfica

patrde de la solucidn esténdar de protefnas (ver fig. # 1)

Tedos los tubos problemas se prepararon con 0.2 ml de los sobrenadantes mas 2.3 ml de

NaClal 0.9 %, mas 2.5 m] de reactivo de Biuret, trabajdndolos en las mismas condiciones que las

MUuestras anteriores.



Cuadro # 7.- DATOS DE LA CURVA ESTANDAR DE PROTEINAS

'] Albimina-bovina | Lectura promedio
TUBOS (mg/ml) a 540 nm
i 0.2 0012
2 0.4 0.024
3 0.6 0.040
4 Q.8 0.053
5 1.0 0.065
6 1.2 0.079
7 1.4 0.088
8 1.6 0.098
9 1.8 0.112
10 2.0 G.123

Curva estandar de protefnas, utilizando una solucién de Albdmina-bovina fraceitn V,

1 mg/ml. Cuantificados por méiodo Biuret, incubados 30 min. A 37°C, v leidas a 540 nm.
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FIGURA # 1.- CURVA ESTANDAR DE PROTEINA
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Linearizacién de la curva estdndar de proteinas por el paquete estadistico NWA Estatpak para P. € (38). Con
un valor r=0.99845.
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3.- ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE (7,17

FUNDAMENTO: Tomando en cuenta Jas propiedades que tienen las fitohemoaglutininas de

aglutinar gldbulos rojos, se decide wilizar sangre de tipo “0” Rh

positivo, de acuerdo a estudios previos (7,17,47).

REACTIVOS
- Sangre Heparinizada Tipo “0"+

- Sol. NaCl 0.09 %
- Muestras de sobrenadantes

METQDO:

MATERIAL

Bafio Marfa
Termémetro

Material de vidrieria
Tubos de ensayo en

gradillas

Se tomd la cantidad necesaria del sobrenadante de fitohemoagiutinina para obtener una

concentraciéon de 1 mg en 1 ml de solucién. Salina. A continuacién se tomaron 0.25 ml y se

prepararon en series de tubos con diluciones dobles, quedando las dilucienes como siguen: 1:2, 1:4,

1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 y 1:512, por ltimo se agregaron 0.25 ml de solucién de gldbulos

rojos a una concentracién final de 10,000 células/ml, Se dejé incubar 30 min. a 37°C.

Después del tiempo establecido se observd la aglutinacién. Se considerd €l reciproco de la

lectura de dilucion mds baja donde se presentd hemoagletinacidn, para obtener ¢f titulo de

hemoaglutinacién.
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Actividad Mitogénica: (31.47)

Para cuantificar 1a actividad mitogénica se tomé el extracto de Fitohemoaglutinina en una
dilucidn 1:20 y se probaron en frascos para culiivo de linfocitos, que s¢ extraen mediante la

solucién de Ficolly pack.(3,15,31,47).

MATERIAL:

Frascos limpios esiériles

Medio de cultivo HAM F - 10

Mezcla de Antibi6ticos: Estreptomicina y Penicilina Procainica
Sangre Hepatinizada tipo “0”

Solucién de colchicina

Solucién de KC10.75 M a 37 °C

Solucion Etanol-Acido Acético 2:1

Estufa a 37 °C

Centrifuga Clinica

Bomba de vacio para aspirar

Agitador Vortex

Porta objetos limpios desengrasados v frios

Laos frascos de cultivo se prepararon en Campana estéril con Ia signiente composicién:

Medio de cultivo HAM F-10 8 mi
Dilucién de Fitohemoagiutinina 0.3 ml
Mezcla de antibiGticos 1 gota
Sangre entera heparinizada 19 gotas
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- Los frascos se mezclaron y se dejaron en la estufa a 37 °C durante 72 horas; cuando
cumplieron 70 horas se agregaron a cada frasco I gota de colchicina v se dejaron terminar las 72
hrs,

- Se sacaron ios frascos de la estufa, transfierendose a tunbos de centrifuga y se pusieron a
centrifugar a 3 000 X g por 10 min.

- Se retirg et sobrenadante por aspiracién.

- Se resuspendieron con 8 ml de solucién KCI 0.75 M a 37 °C, incubdndolos en Ia estufa por
25 min. a 37 °C Se centrifugaron por 5 min. a 3 000 X g y se desecharon los sobrenadantes.

- Se resuspendieron en Vortex y en agitacién constante se agregaron 8 ml. de solucidn Etanol-
Acido Acético fria, evitando que se formen grumos.

- Se dej6 actuar por 30 min. a Temperatura Ambiente y se centrifugaron 5 min. a3 000 X g.

- El sobrenadante se resuspendid y por goteo se fijaron en portaobjetos limpios y frios, donde
se forma una pequefia pelicula que nos permite leer metafases en ¢l total de células.

- Las laminas fijadas se tifien en solucién de Giemsa.

- La actividad mitogénica se midié por el nimero de metafases observadas en un total de

1000 células.

4.- Andlisis de Resultados:- Los resultados se analizaron mediante pruebas de regresion con

una ecuacién lineal, exponencial, logarfimica, de potencia y cuadrdtica para determinar £l modelo
que mejor explique el comportamiento de concentracién de protefna, actividad hemoaglutinante, y

mitogénica en relacién con fas diversas etapas de desarrollo del Phaseolus vulgaris, (38).
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IV.- RESULTADOS

1.~ Proteinas totales

2.~ Actividad hemoaghitinante y mitogénica

3.- Comparacién de Proteinas y Actividad hemoaglutinante v mitogénica

4.- Anglisis de la correlacién de resultados
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IV.- RESULTADOS

Se obtuvieron ocho extractos de fitohemoagletinina durante las diversas etapas de desarrollo
de Phaseolus vulgaris. En el cuadro # 7 se muestran las etapas de crecimiento y los dias de edad

correspondientes a los cuales se colectaron las muestras para este estudio.

Etapa 0 semiila seca y almacenada por mucho tiempo

Etapa 2 germinaci6n a los 2 dias en humedad

Etapa 3 germinacidn 4 los 4 dias, estado de plantula

Etapa 4 alos 10 dias cuando la planta esta completa como tal

Etapa 5 alos 60 dias lz planta esta en proceso de floracin, para iniciat e] brote de ejotes
Etapa © alos 78 dias el gjote se encuentra a la mitad de crecimiento y maduracion

Etapa 7 son 100 dias ¢l ¢jote se encuentra maduros para su recoleccidn y aprovechamiento
Etapa 8 zlos 127 dias ya se recolecté las vainas maduras de frijol y pasaron el proceso de

secado, la semilla esta rnadura y aun no totalmente seca
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I.- PROTEINAS TOTALES:

La cuantificacién de protefnas se hizo por triplicado en cada extracto ¥ s¢ repoita el
promedio de 3 determinaciones { X ). estos resultados se muestran en la tabla # 1 y en la

grifica # 1. Se observa que las concentraciones mas altas se obtienen en las semillas.

Tabla # 1. PROTEINAS TOTALES durante Ias diversas etapas de
desarrollo de Phaseolus vulgaris.
Desarrollo P. v, X Protefnas

dias (mg/ml)
0 14.50
] 2 6.50
4 6.65
10 4.15
60 335
78 225
160 3.10
127 8.00

Cuantificacitn de proteinas totales de fos diferentes sobrenadantes en las diversas etapas de desarrollo

de Phaseolus vulgaris reportada como X protuedio de 3 cuantificaciones, por método de Biuret.
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GRAFICA # 1.- PROTEINAS TOTALES DURANTE LAS

DIVERSAS ETAPAS DE DESARROLLO De Phaseolus vulgaris.

e |
| 4
IT |
} ? 12 --‘\ |
i "g‘a 104

e - O
I W 84 x ’c
i 2 6 -+ b- »=Q -~ L4 l
\ i Y ’ |
8 44 °o- . . |
| & "o .. . O
T 24 - - |
| 0 —~+——— : —
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L DIAS DE DESARROLLO De Phaseolus vulgaris a

Cuantificacidn de proteinas en los sobrenadantes de las diferantes etapes de desarrollo de Phaseolus vulgaris.
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2.- ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE Y MITOGENICA,

Los resultados de la comparacién de la actividad hemoaglutinante y mitogénica se

muestran en la tabla # 2 y en las graficas # 2 v # 3, observando variaciones en algunos

puntos.

Tabla # 2.- COMPARACION DE LA ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE Y
MITOGENICA De Fitohemoaglutinina durante las diversas etapas de desarrollo de

Phaseolus vulgaris.

Desarrollo Actividad Hemoaglutinante | Actividad mitogénica
Phaseolus vulgaris | Titulo de Hemoaghutinacién | No. Metafases/1000
(dias) (H. A)

0 512 80
2 32 120
4 64 86
10 32 68
60 2 102
78 2

100 32

| 127 256 * = 55 J

Cuantificacién de lo actividad hemoaglutinante con gldbulos rojos de sangre humana tipp O Rh
positive. El tiulo de bemoagluinacién se considerd como e} reciproco de la dilucién més baja utilizada en la
que se observé hemoaglutinacién. y la actividad mitogémea en Hnfocitos de sangre humana tipo O positivo;
determirada por ¢l nimero de metafases observadas en 1000 células.

* Considerando el valor que corresponda en el dfa 127, de acuerdo a los valozes obtenidos en &l dia 0

que pueden ser parecidos.
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GRATICA # 2.- ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE DE LA
FITOHEMOAGLUTININA DURANTE LAS DIVERSAS ETAPAS DE DESARROLLO

D Phaseolus vulgaris.

L) 1
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TITULO DE HEMOAGLUTIRACIDN

DIAS DE DESARROLLO De Phaseolus vulgaris

Cuantificacibn de Actividad Hernozgiutinante. Ei ttulo de hemoaglutinacién se consideré como el reciproco

de la diluci6n mds baja utilizada en la que se observé hemoaglutinacitn,



GRAFICA # 3.- ACTIVIDAD MITOGENICA DE LA FITOHEMOAGLUTININA

DURANTE LAS DIVERSAS ETAPAS DE DESARROLLO DE Phaseolus vulgaris,

140 4
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DIAS DE DESARROLLO De Phaseolus vulgaris

Cuantificacién de la Actividad mitogénica de 1z fitohemoagluuning, determinada por el mimero de mefafases

observadas en 1000 céluias.
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3.- COMPARACION DE PROTEINAS Y ACTIVIDAD HEMOAGLUTINANTE Y

MITOGENICA

Los resultados de la comparacion de Protefnas, actividad hemoaglutinante v mitogénica se

muestran en la tabla # 3 y en la grafica # 4 se observa su comportamiento global.

TABLA # 3.- COMPARACION EN LAS DIVERSAS ETAPAS DE DESARROLLO De
Phaseolus vulgaris: Cuantificacién de Protefnas: Actividad Hemoaglutinante v Actividad

Mitogénica de la fitohemoaglutinina.

Desarrollo X Proteinas Titulo de Actividad mitogénica
Phaseolus v (mg/mi) Hemoaghitinacién  No. metafases/1000
(dfas) (H.AD

0 14.50 512 80

2 6.50 32 120

4 6.65 64 86

10 4.15 32 68

60 3.35 2 102

78 225 2

100 3.10 32 j

L 127 9.00 256 '7 * =35

Comparacitn de resuitados de protefnas totales, actividad hemoaglatimante y actividad mitogénica de la
fitohemoaglutina obtenida durante las diversas etapas de desarrollo de Phaseolus vielgaris.
* Considerando et valor que corresponda en el dia 127, de acuerdo a los valores obtenidos en el dia 0

probablemente puede ser parecido.



GRAFICA #4.- COMPARACION DE PROTEINAS TOTALES Y ACTIVIDAD
HEMOAGLUTINANTE Y MITOGENICA DE LA FITOHEMOAGLUTININA.

OBTENIDA EN LAS DIVERSAS ETAPAS DE DESARROLLO De Phaseolus vulgaris
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Cotnparacién de la cuantificacién de protefuas totales, actividad hemoaghitinante y actividad mitogénica de la

fitohemozglutinina obtenida durante las diversas etapas de desarrollo de Phaseolus valgaris.
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4.- ANALISIS DE LA CORRELACION DE RESULTADOS

El andlisis de regresidn para la correlacién de resultados se muestran en las tablas # 4, 56y7

TABLA # 4.- RESULTADOS del ajuste de los modelos de regresién a Ia relacién entre los

dias de desarrollo de Phaseolus vulgaris y Ya concentracién de Proteinas Totales

Tipo de modelo

Ecuaci6n de la

r a b c
curva
Lineal y=a+bx 03125 | 7.3826 | -2.5087 -
Exponencial y = ae'? 03465 | 6.3859 -4,2522 J -
De Potencia y=ad 07057 | 80735 | -0.1750 - ]
Logarftmica (In) y =2 + b(Inx) 0.4857 11.5 -4.008 -~
Logaritmica (log) | y=a-+b(logs) | -0.7412 | 9.1908 | -1.025 - 1
Cuadrética yea+bx+cxt | 08785 | 19723 | 67149 | 0.6542
(parabdlica) L

El que mejor se ajusta es el modelo de la ecuacion cuadrética, ecuacidn de la pardbola, es

decir que Ia concentracién de proteinas con respecto a los dfas de desamrollo tiene el

y = 19.723 - 6.1749x + 0.6542 x*

r = 0.8785

comportamiento de una pardbola; la ecuacion ajustada fue:
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TABLA #35.- RESULTADOS Del ajuste de los modelos de regresién para la relacién entre

los dias de desarrollo de Phaseolus vulgaris y Titulo de Hemoaglutinacion,

Tipo de modelo Ecnacién de la r a b c
curva
Lineal y=a+bx 01217 | 133.183 | -0.4342 - J

Exponencial y=2e® 0.1640 | 43.6046 i ~00649 L -

[ De Potencia y=ax’ 0.5393 [ 94.0111 ] 04315 [ -

Logarftmica (In) |  y=a + b(Inx) l 0.3154 J 30679 | -143.55 [ -
. R 17

Logaritmica (log) | y=a+b(logr) | -0.6110 | 22653 | 44057 | -

|
Cuadritica y=a+bx+cx- | 07828 | 67693 | 29562 | 30.19
(parabdlica)

El que mejor se ajusta es el modelo de la ecuacién cuadrdtica; ecuacién de la pardbola, es

decir que el titulo de hemoaglutinacion con respecto a los dias de desarrollo tiene el

y= 676.93 — 295 62% + 30.19%°

= 0.7828

comportarniento de una pardbola, la ecuacion ajustada fue:
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TABLA # 6.- RESULTADOS Del ajuste de los modelos de regresién para la relacién entre

los dias de desarrollo de Phaseolus vulgaris y Actividad Mitogénica

Tipo de modelo Ecuacidn de [a T a b c
curva

Lineal y=a+bx 02209 | 88516 | 0.1765 -

Exponencial y = 2e™ 02503 | 86.546 | -.00217 -~

De Potencia y=ax® 0.2064 | 10063 | -0.1738 -

Logaritmica (In) |  y=a+b(lnx) 0.1625 | 99.932 | -12.902 -
Logaritmica (log) y=a+ b{logx) - - - - 1

Cuadritica y=a+bx+cx® | 03897 | 86.067 | 62306 | -1.2497
(parzbdlica)

No se encontré un modelo adeceado que explique el comportamiento de la actividad mitogénica.
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TABLA # 7.- RESULTADOS del anélisis de correlacién para determinar la refacién entre
concentracion de proteinas y titulo de hemoaglutinacién durante las diversas etapas de

desarrollo de Phaseolus vulgaris.

Tipo de distribuciénI Ecuacién de 1a curva “ I a2 | b
Lincal ! y=a-+bx 0.95024 | -144.81 | 42.232
De Potencia 1 y=axd 0.8911 t).zwo 28756 |
Exponencial ’ g = 26® 0.8495 | 23044 | 04190
Logarftmica i y=a + b(logx) 0.8473 | 20038 | 24637 J |

La ecnacidr que muestra la mejor relacidn entre la concentracién de protefnas y el dulo de
hemoaglutinacién es la lineal, es decir muestra una relacidn lineal entre la concentracidn de

proteinas ¥ la actividad hemozglutinante,
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V.- DISCUSION

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de Phaseclus vidgaris indican que cenforme
comienza su desarroflo embrionatio 1z cantidad de protefna/gramo de tejido disminuye y produce un
decremento significativo alrededor del dia 10 (ver cuadro # 7), que es cuando se encuentra en estado
de plantula. Dado que la proteina se encuentra distribuida en diferentes porcentajes en woda 1a planta
{9,11,34), cuando la planta esta creciendo en algunos sitios es m#s ficil de extraer ¥ €1 ofTos no, ya
que este decremento se mantiene hasta el diz 78 que es en la etapa gque se encuenia creciendo el
gjote ¥ gue se podria pensar gue la semilla esid restabieciendo sus reservas para comenzar
nuevamente el ciclo de germinacién. Durante la maduracién v crecimiento del ¢jote la sintesis de
protefnas esta en auge y va ir aumentando cada vez, Este comporiamiento corresponde al modelo
que explica la tendencia que sigue la grifica de cuantificacién de protefnas (graf. # 1}, que es de tipo
parabdlica analizada en la tabla # 4, posteriormente alrededor de Tos dfas 80 se ve una tendencia de
aumentar llegando a ¢l dia 127 a un nivel de 9,00 mg., y pusiblemente Negaré a recuperar los

valores iniciales.

Observando gue Y mayor conceniracion de proteina se obtiene en las semillas, la inicial v las
finales. Cabe mencionar que las cantidades en gramos de protefnas pueden sufrir variaciones,
porque las muestras obtenidas en cada etapa después de la germinacién contienen mayor cantidad

de agua que la semilla inicial sola.

Los diferentes extractos de Fitohemoaglutinina fueron cuantificados para medir su actividad

hemoaglutinante y actividad mitogéuica, obteniendo los siguientes resultados (ver tabla # AR

En la gréfica de actividad hemoaglutinante (gréf. # 2), obsetvamos que la actividad de
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hemoaglutinacion ﬁisminuye desde el dfa 2 durante su perfodo de desarrollo embrionario (cuadre #
7) ¥ se mantiene a la baja hasta el dia 78 que es cuando se encuentra creciendo el ejote,
posteriormente se observa un anmento en la actividad hemoaglutinante, mostrando un valor alto al
dia 127 y con una tendencia de alcanzar el valor inmicial. El comportamiento de ia grifica de
actividad hemoaglutinente (grdf, # 2), es de tipo parabdlico y corresponde al modelo que explica la

tendencia que sigue la curva y que se analizo en la tabla # 3.,

Mientras que el valor de actividad mitogénica el dia 2 (cuado # 7), etapa de desarrollo
embrionario, se ve aumentado considerablemenie, posteriormente sufre una disminucién paulatina
hasta el dfa 10 y el dfa 60 una nueva tendencia a aumentar esta actividad (oraf. # 3), aunque
finalmente no se ceantifico en las ulfimas etapas, por fziia de Tecursos, tampoco se tuvieron las

repeticiones necesarias y no fue posible realizar un andlisis estadistico (ver tabla # 6)

Al realizar la comparacién de la actividad hemoaglutinante y actividad mitogénica,
observamos que mientras en algunos puntos (dia 2 y 60j, la actividad hemoaglutinante disminuye la
actividad mitogénica se incrementa, en otros puntos se mantiene v que la diferencia entre los valores
no es significativa, esto nos permite inferir la presencia de diferentes fracciones de la
fitohemeaglutinina que tienen actividad hemoaglutinante y actividad mitogénica (18,20,35,68) y

que la actividad depende det tipo de céiulas y del periodo en que se encuentre dicha célula (6,33).

Posteriormente en Ia tabla # 3 donde se integran todos los resultados obtenidos en esta
experimentacion; nos permite observar en forma global el comportamiento de Ia fitohemoaglutinina
durante el periodo de desarroilo de Phaseolus vulgaris. Se puede corroborar que en elapas con poca
sintesis proteica celular hay poca actividad hemoaglutinante y actividad mitogénica, mientras que

en otros puntos hay un incremento (gréf. # 4). La actividad mitogénica presentz un pico de mayor
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actividad en ef dia 2 (cuadro #7) cuando se esta llevando a cabo Ja germinaci6n y que hay sfatesis
proteica y presenta un nuevo pico el dia 60 que es cuando la planta esta en proceso de floracién, es
cuando nace el gjote o bien un nuevo periodo de crecimiento o de mayor sintesis proteica durante el
desarrollo del Phaseolus vuigarts; mientras la actividad hemoaglutinante mantiene un valor bajo al

igual que la concentracion de protefnas.

Para utilizar csta Fitohemoaglutinina en el Laboratorio para fas técnicas de Citogenética es
mejor obtener ¢l extracto durante el primer periodo en proceso de germinacién o en los Gltdmos das
de crecimiento de la planta. Algunas muesiras comparadas con un producto comercial dieron

resuitados seruejanies y podria pensarse que puede ser sustituido.

Se mostré que la relacion entre concentracién de protefna v el titulo de hemoaglutinacitn cs
de tipo lineal, mediante un andlisis de correlacién {tabla # 7), es decir que siguen un

comportamiento muy semejante durante fas diversas etapas de desarrolo de Phaseolus vilgaris.

Por lo tanto, en esta hipdtesis se querfa identificar: 81 la actividad hemoaglutinente o
mitogénica estaban relacionadas con las etapas de desarrolo de las leguminosas, entonces podtian
identificarse los cambios en Ia actividad hemoaglutinante de la fitohemoaglutinina obtenida durante
las diversas etapas de desarrollo de Phaseolus vulgaris. Y de acuerdo a los resultados obtenidos, si
se identifican los cambios er la actividad hemoaglutinante que si bien no legan a recupetar los
valores iniciales, a partir del 78 dia se observa tendencia a aumentar v posiblemente como no se

obtiene la semilta completamente madura y seca no llega a recuperar los valores iniciales.

Es muy interesante como durante el proceso de desarrollo de Phaseolus vidgaris se observan

cambios que podrian explicar la regulacién génica para el crecimiento de Ia planta.
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Esto también depende de las condiciones de crecimiento, cosecha y almacenamiento, seria
conveniente realizar mds estudios al respecto, donde se Ileve un control muy estricto de las
condiciones de crecimiento, cosecha y almacenamiento de la planta, s¢ puedan realizar mds
repeticiones de obtencién de los extractos, como mayores repeticiones en cuantificaciones que

permita realizar un andlisis estadistico més completo.

Aunque este trabajo espera haber contribuido al desarrolle del tema y desca despertar el

interés para seguir estudiando la actividad Fitohemoaglutinante de Phaseclus vulgaris.
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CONCLUSIONES

La Fitohemoaglutinina (PHA} obtenida del frijol negro comin (Phaseolus vulgaris) tiene
caracteristicas de tener actividad Hemoaglutinante y Mitogénica; se obtiene mds del 2 %

del peso seco de la semilla.

Los cambios observados durante el desarrolio de Phaseolus vulgaris podrian explicar la

reguiacidn génica que realiza la planta

Para utilizar esta Fitohemoaglutinina en el Laboratorio para las técnicas de Citogenética
es mejor obtener el extracto durante ] primer periodo en proceso de germinacioén o en los

dltimos dias de crecimiento de la planta.

Pata obtener €l extracto para realizar cuantificacién Mitogénica se puede obtener de
cualquiera de las etapas de desarrollo de Phaseolus vulgaris ya que en los puntos de estos

periodos cuantificados no se aprecian cambios muy considerable, pero puede tenerlos.

Al ser utilizado en ¢l Laboratorio de Citogénetica, observamos que produce metafases
que permiten hacer un estudié aceptablemente; y podria ser de una calidad semejante a
un producto comercial. Incluso puede proponerse un futuro proyecto que incluya la
elaboracién del producto para ofrecerlo a hospitales y laboratorios clfnicos. Para ello sin

duda se tendrd que realizar mis estudios.
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