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Resumen
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Las semillas de Diociea sericea contienen dos tipos de lectinas obtenidas por extraccién
salina y precipitacién entre el 30 y 70% s con (NH,),50, o por precipitacién con 4cido
tricloroacético al 2.5%; la lectina tipo P, se purificé por cromatografia de afinidad sobre
Sephacryl 5-200; la lectina tipo P, se purifico por cromatografia hidrofbica sobre Phenyl-
Sepharosa. A cada vuna de las lectinas se les determing su especificidad por carbohidratos, pl,
M, de subunidades, peso molecular de la proteina nativa, contenido de carbohidratos, concen-
tracién minima inhibitoria, capacidad de aglutinacién de eritrocitos animales, composicidn en
aminodcidos y secuencia N-terminal de las cadenas o, § y v de la lectina P,y o de la lectina P,
Se establecieron los contenidos de las dos lectinas en las semillas maduras.
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Abstract

Two types of lectins from Dioclea sericea seeds were obtained by saline extraction and
precipitation with 30-70% s (NH_),SO, or by 2.5% trichloroacetic acid precipitation. The P,
lectin was purified by affinity chromatography on Sephacryl S- 200; the P, lectin was purified
by hydrophobic chromatography on Phenyl- Sepharose. The following properties were
determined for each lectin: carbohydrate specificity, pl, subunit Mr, molecular weight of the
native protein, carbohydrate content, minimal inhibitory capacity, animal erythrocyte
agglutination, amino acid composition, and N-terminal sequence of the a, B and y chains of P,
lectin and « chain of the P, lectin. The lectin content in mature seeds was established.

Key werds: Dioclea sericea, Fabaceae, purification, characterization, lectin
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Introduccién’ : L -

Las lectiras son proteinas de origen no inmune
enlazantes de carbohidratos, las cuales tienen la propie-
dad de aglutinar células, estimular mitogénicamente
linfocitos, generar células supresoras y mediar en la
fagocitosis de células blanco. Estas protefnas son herra-
mientas fundamentales en glicobiologia ya que se utili-
zan para el aislamiento, purificacién y estudio estructu-
ral de carbohidratos, caracterizacién de superficies celu-
lares, cambios en glicoproteinas y/o glicolipidos durante
transformaciones malignas, tipificacién sanguinea y ais-
lamiento de linfocitos. (Lis & Sharon, 1986).

Grupo de Investigacién en Proteinas, Laboratorio de
Bioquimica, Departamento de Quimica, Universidad
Nacional, Bogotd, Colombia.

Las similitudes encontradas a nivel funcional y es-
tructural entre las lectinas aisladas de Dioclea
grandiflora, Dioclea lehmanni y Canavalia ensiformis
sefialan la importancia de estudiar detalladamente la
Dioclea sericea por ser una planta silvestre muy exten-
dida en nuestro pais y poco estudiada hasta el momento
(Bernal & Jiménez, 1990)

Las lectinas se han detectado en gran variedad de le-
guminosas y gramineas y en las primeras la subtribu
Diocleinae, con 30-50 especies, ha sido objeto de varios
estudios, particularmente la Canavalia ensiformis de don-
de se aislé la ConA que es la lectina mejor caracterizada
y con mayor nimero de aplicaciones biomédicas (Lis &
Sharon, 1986).

Otras especies también ya estudiadas incluyen la D.
grandiflora, D. lehmanni y D. altissima en las cuales se
han encontrado lectinas de tipo P, con estructura y pro-
piedades similares a la Con A teniendo entre si una alta
homologia, Estas lectinas poseen tres subunidades carac-
teristicas «, B y v con pesos moleculares aparentes de
25-26, 13-14 y 8-9 kDa respectivamente, son afines por
la glucosa o manosa ; para su actividad requieren iones
Ca** y Mn** (Moreira et al., 1983; Pérez et al, 1989;
Moreira et al, 1997)

Las lectinas tipo P, de D. grandiflora y D. altissima
no se encuentran glicosiladas a diferencia de la lectina
P,de D. lehmanni; estas lectinas presentan alta afinidad
por los trimandsidos que estdn presentes en las uniones
carbohidrato-asparagina, su composicién de aminodcidos
muestra un bajo contenido de cisteina y ausencia de
metionina y es rico en amino4cidos dcidos e hidroxilicos.
(Ainouz et al., 1987; Pérez et al, 1989; Moreira et al,
1997).

Respecto a la segunda lectina, denominada Pz, se ha de-
terminado su presencia en D. grandiflora, D. lehmanni y en
Canavalia ensiformis (Melgarejo & Pérez, 1997: Pérez,
1998); de esta lectina se ha determinado su estructura
dimérica, su baja afiridad por la glucosa y la manosa, su
relativa especificidad por lactosa y sacarosa, su pl de cardc-
ter 4cido, su composicién en amindacidos y su secuencia
N-terminal. El contenido de proteina es de 184 mg/100 g
de harina de semillas maduras en D. lehmanni (Pérez, 1998).

Tanto la lectina P,como la P,de D. lehmarni se loca-
lizan en los cuerpos proteicos de los cotiledones de la
semilla madura (Melgarejo & Pérez, 1997).

La especie Pioclea sericea no ha sido estudiada has-
ta ahora; sélo se conoce su clasificacién botdnica reali-
zada por Humbeldt (Humboldt & Bonpland, 1823), es
una enredadera, localizada en zonas secas y pedregosas
en contraposicién a la D. lehmanni que se localiza en las
orillas de los rios.

Materiales y métodos

Las semillas de Dioclea sericea se recolectaron en la
cercania al Boquerdn {Viotd, Cundinamarca), se recolec-
taron semillas verdes y maduras. La planta fue clasifica-
da por el Dr. Roberto Jaramillo (ICN).

Se escogieron las semillas que presentaron aparien-
cia sapa en vaina, se desgranaron, lavaron y molieron
hasta obtener un polvo fino.

Se realizé un ensayo preliminar para escoger el me-
jor material a trabajar, asi como las mejores condiciones
de extraccidn, La proteina de las semillas verdes y ma-
duras, se exirajo por tres veces consecutivas con NaCl
1% en relacién 1:10 (p:v) a 4 °C durante 16 h; se
centrifugd (18.000 r.p.m., 30 min., 4 °C) y se determind
el titulo especifico (TE) de cada extracto. A los extractos
de las semillas maduras se les adicioné (NH,),S0, hasta
30% de saturacién (8 h, 4 °C) y se centrifugd ( 18.000
r.p.m., 30 min, 4°C); al sobrenadante se adiciond
(NH,),SO, hasta 50% s y luego de precipitar y centrifugar,
se precipitd el sobrenadante hasta 70% s con (NH,),50,

A la harina de las semillas maduras se le realizaron
los siguientes anglisis proximales: Humedad (Método
14004), Extracto Etéreo (Método 7045), Fibra Cruda
{Método 7054), Cenizas (Método 14006), Proteina Bruta
(Método 7016), segiin las normas AOAC (1.975) y Nitré-
geno no proteico (Villarraga & Peiia, 1979).

Con base en los resultados preliminares obtenidos, se
realizd un ensayo a pequefia escala con la harina de las
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semillas maduras que se extrajo con NaCl 1% por cuatro
veces consecutivas; el conjunto de extractos se dividié en
dos porciones. A una de ellas se le realizé precipitacién
fraccionada con sulfato de amonio entre el 0 y el 20% de
saturacién, entre el 20 y 30% de saturacion, entre el 30 y
70% de saturacidn y entre el 70 y 90% de saturacién, Cada
una de estas fracciones se centrifugé ( 18.000 r.p.m., 1 h,
4°C), los precipitados se resuspendieron en NaCl 1% y se
dializaron contra NaCl 1%. El extracto salino inicial fue
ensayado para detectar la presencia de inhibidores de
tripsina (Hamerstrand et al, 1981).

A la segunda porcién del extracto salino se le adicio-
né dcido tricloroacético (ATA) hasta 2.5% { 4°C, 30 min),
se centrifugé (10.000 r.p.m., 45 min, 4 °C); el
sobrenadante se neutraiizé con NaOH 1IN y se ultrafiltro
por Amicon PM1Q, con el fin de eliminar los inhibidores
de tripsina presentes. El precipitado obtenido con ATA
se resuspendi6é en NaCl 1% hasta disolver toda la lectina
presente y se neutralizé con NaOH 1 N.

De acuerdo a los resultados obtenidos se realizé una
extraccion a gran escala (75 g harina) en donde se cuan-
tificd la proteina por microKjeldalh (Steyermark, 1961)
-y se determind el titulo y titulo especifico. Las fraccio-
nes que provienen de las distintas precipitaciones de pro-
tefna y que poseen actividad aglutinante, se
cromatografiaron sobre Sephacryl §-200 (160 x 2.5 cm),
la fraccién retenida (P ) se eluyd con Glucosa 0.2 M -
NaCl 1%; a esta fraccién se le eliminé un posible agre-
gado pasdndola por Biogel P 150 (100x 0.5 cm) equili-
brado en buffer fosfato 20 mM, pH 7. La fraccién no
retenida (P,), eluida con NaCl al 1%, que presenté acti-
vidad eritroaglutinante, se cromatografié por Phenyl-
Sepharosa (60 x 0.5 cm), esta columna se eluyé inicial-
mente con Na Cl 1% y luego con gradiente linear de
acetonitrilo al 70%.

Como control de la presencia de 12 lectina se utilizé
el ensayo de aglutinacién (Villarraga & Pefia, 1979) con
eritrocitos A+, B+ y O+, en sistema tubo y microtiter.

La pureza de las proteinas se determind por electro-
foresis (Laemmli, 1970) (T 15%). Las proteinas se ca-
racterizaron determinando su contenido de carbohidratos
{Dubois et al., 1956), punto Isoeléctrico en condiciones
desnaturalizantes (Bollag et al, 1991) y no desnatura-
lizantes (Hoeffer, 1992), peso molecular de la lectina
nativa por HPL.C (Sierra, 1997) por espectrometria de
masas MALDI-TOFT y de sus subunidades por electro-
foresis (Weber & Osborn, 1975), aglutinacién de eritro-
citos animales, inhibicién de la eritroaglutinacién por
carbohidratos, minima concentracién inhibitoria, com-

posicién en aminodcidos (Hirs y Stein., 1.956) y secuen-
cia N-terminal de las subunidades a, b y g de la lectina
P, transferidas sobre membranas de PVDF (Matsudaira,
1987) tratadas con Biobrene Plus y de la cadena a de la
lectina P, en soluci6n, utilizando un secuenciador Applied
Biosystems 477A.

Resultados y discusién

Se detectd actividad eritroaglutinante en semillas ver-
des (TE = 15.16) y maduras (TE = 52.89) siendo mayor
la actividad de lectina en las altimas. El andlisis proximal
de las semillas maduras arrojé un contenido de humedad
del 12%, cenizas 3.22%, grasa 2.29%, 10% de fibra y un
contenido de proteina bruta de 22.12%. El valor de pro-
tefna insoluble en ATA 10% es de 14.56%, siendo infe-
rior al de D. lehmann,. Estos resultados indican que la
semilla no es fuente de reserva lipidica y que posee un
alto contenido de carbohidratos como cutinas, pentosas,
celulosa, suberina y ligninas lo cual facilita la extrac-
cién de la proteina. En el ensayo preliminar con semillas
maduras, se encontré actividad aglutinante con eritrocitos
humanos A,B y O + en cada uno de los extractos. En las
semillas verdes se encontré actividad de lectina hasta el
tercer extracto salino siendo los valores de titulo espec{-
fico menores que en los extractos de semillas maduras.
En el ensayo a pequeiia escala se utilizaron rangos més
pequefios de sulfato de amonio para obtener un mejor
fraccionamiento; sin embargo se observé la presencia de
lectina desde et 20% de saturacién con un titulo de 1:1,
hasta un 70% de saturacién con un titulo de 1:32. Esta
amplia distribucién de lectina en las diferentes fraccio-
nes confirma los resultados obtenidos previamente en D.
lehmanni y D. grandiflora (Melgarejo y Pérez, resulta-
dos sin publicar); luego de cuantificar la lectina, en el
ensayo a gran escala se encontré en mayor cantidad al
precipitar al 70% de saturacién.

Se establecid en los extractos salinos la presencia de
inhibidores de tripsina y con el objeto de separar las lectinas
de los inhibidores, se realizo la precipitacién con ATA 2,5%,
encontrdndose la actividad inhibidora en el sobrenadante.
La lectina se detecté tanto en el sobrenadante como en el
precipitado; aprovechando el bajo PM de los inhibidores de
tripsina se logré eliminarlos del sobrenadante por
ultrafiltracién con Amicon PM10 concentrando y restitu-
yendo el volumen original con NaCl 1% varias veces.

Los resultados obtenidos en el ensayo a gran escala se
presentan en las Tablas 1 Opunto de extractos concentrado
se toma como referencia (con un valor unitario de 1} para
calcular posteriormente el factor de purificacién. La pre-
cipitacién con ATA muestra cantidades apreciables de
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Tabla 1, Cantidad de proteina v titulo especifico en los extractos salinos de I3 sericea.
ETAPA Proteina Factor de
{mg/ml) Titulo Titulo Especifico Purificacién
1" Extraccion NaCl 30,09 1:32 1.06
X Extraccion NaCl 4.39 1:8 1.82
3* Extraccidn NaCl 0.33 1:4 12.05
Pool Extractos NaCl 7.52 1:32 4.26 1 { Referencia)

Tabla 2. Distribucidn de las lectinas P, v P, en las fracciones obtenidas por Acido Tricloroacético y por Sulfato de Amonio.

2

ETAPA Proteina Titulo Factor de
mg /100 g harina Titulo Especifico Purificacion

Fraccionamiento con

A. Tricloroacético

P, Precipitado §70.42 1:2 25.6 &

P, Sobrenadante 514,16 1:1 349 B.16

Total lectina P, 1344.58

P, Precipitado 761.39 164 427 10,07

P, Sobrenadante 106.19 1:8 711 16.69

Total lectina P, 867.58

Fraccionamiento con Sulfato de Amonio

P, Precipitado 0-30% saturacidn 77.58 132 32 4.32

P, Precipitado 30-70 % saturacion 1010.5 1:8 57.8 7.81

Total lectina P, 188,08

P, Precipitado  0-30% saturacidn 420.27 1: 64 2313 3.14

P, Precipitade 30-70% saturacién 314.3 1:64 80.1 10.82

Total lectina P 734,57

lectina tipo P, en el precipitado y en el sobrenadante; por
el contrario gran parte de la lectina P, precipita con el
ATA. En la precipitacién con (NH,),50, se observa que la
gran mayoria de la lectina P, se recupera de la fraccidn
30-70% s mientras que la lectina P, estd similarmente dis-
tribuida entre las fracciones 0-30 % y 30-70% s. En con-
secuencia, por razones que desconocemos, la precipita-
cidn de la lectina P, ocurre en un rango muy amplio de
concentraciones de (NH,),SO, En la figura 1 se observa el
perfil electroforético de los extractos y de las fracciones
obtenidas por precipitacidn.

De la comparacidn de los métodos de precipitacidn
podemos coneluir con respecto a la proteina P, que si el
objetivo es buscar una proteina con un mayor titulo espe-
cifico, se debe precipitar con sulfato de amonio al 70% s,
pero si el objetivo es buscar es una mayor recuperacidn de
proteina ello se obtiene de la reunidn del sobrenadante y
precipitado con ATA 2.5% (1385 mg / 100 g harina), Para
la lectina P, el contenido es de 867 mg / 100 g harina.
Comparando estos valores con los disponibles para otras

Figura 1. Electroforesis de los extractos salinos y de las fracciones
precipitadas con sulfato de amonio (SA) ¥ ATA. Carriles 1-4: extractos
salinos 1 a4; carml 5: precipitado 54 30-70 %s: carrl 6: precipitado SA

0)-30) %bs; carn] 7: precipitado 5A T0-90 %s; carril 9 : precipitado ATA
2.5%; caml 10 : sobrenadante precipitacitn con ATA 2.5 %,
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especies de la subtribu Diocleinae el contenido de P, es
menor y el de P, es considerablemente mayor (Melgarejo,
1997; Pérez, 1998), lo que seiiala a D. sericea como una
buena fuente para la obtencién de lectina P,.

La cromatografia de afinidad del precipitado obteni-
do con ATA 2.5% (Fig 2A), del sobrenadante con ATA
2.5% (Fig 2B) y del precipitado con (NH,),S0, 30-70%
o (Fig 2C), evidencia la retencién de la lectina P, sobre
el soporte y la presencia, en cantidades variables, de un
pico no retenido que posee actividad eritroaglutinante
donde estd presente la lectina P, La cromatograffa
hidrofébica de la fracci6én conteniendo la lectina P, pre-
senté un perfil de elucién (Fig 3) en el cual el primer
pico eluido con el gradiente de acetonitrilo, es el dnico
que posee actividad. Los perfiles obtenidos en la
cromatograffa hidrofébica para las fracciones P, del
Sephacryl §-200 provenientes de los diferentes métodos
de precipitacién son similares y por tanto no se muestran.

La pureza de las dos lectinas se evalué por electro-
foresis en SDS (Fig 4); la lectina P, (carril 2) presentd
las tres bandas caracteristicas o (29.9 kDa),  (16.5 kDa)
y ¥ (13.4 kDa) anilogas a las observadas en D.grandiflora,
D. lehmarni y D. altissima. Un contaminante ocasional (
banda en 45 kDa) es removido por filtracién en Biogel
P150. La lectina P, (carril 1) presenta una banda mayori-
taria en 30 kDa y a veces una banda en 60 kDa probable-
mente debida a una reduccién incompleta. La determi-
nacién por punto isoeléctrico, en placa o en tubo en con-
diciones desnaturalizantes mostré la presencia en P, de
cinco isolectinas con pl comprendidos entre 5.84 y 6.66.
Para la lectina P, se obtienen tres bandas en la regidn
bésica (9.36-8.68) que corresponden a la cadena b, dos
bandas en la regién neutra {6.56-6.36) que provienen de
la cadena o y una banda 4cida (3.50) de la cadena y;
estos resultados son similares a los obtenidos por
electroenfoque con las subunidades de }a lectina de D.
grandiflora (Ainouz et al, 1987).

Los ensayos de aglutinacién con las proteinas puras
utilizando eritrocitos humanos A+, B+ y O+, presenta-
ron para la lectina P, el mayor titulo con B+ y para la
lectina P, con A+ y B+.

La caracterizacion de las lectinas (Tabla 3} permitié
establecer, que la proteina P, en su forma nativa posee un
peso molecular de 57.3 (x 0.4) kDa determinado por fil-
tracién por gel y de 52.85 kDa determinado por MALDI-
TOFT donde también se detecta la subunidad con 26.53
kDa (cadena a) y un fragmento con 13.23 kDa (cadena
y/o y). La proteina es dimérica, se encuentra glicosilada
{5.85% carbohidratos neutros} en mayor proporcién que

Tabla 3. Propiedades moleculares de las lectinas P, y P,
de Dioclea sericea.

P, P,
Mr proteina nativa (kDa)
- Biogel P150 64.6 56.9
- Spherogel TSK 3000 57.3 57.7
- MALDI - TOFT 53273 52 856
26 582 26 532
13231
Mr subunidades (kDa)
- SDS-PAGE 30.0 29.9
16.5
13.4
Inhibicién eritroaglutinacidn Lactosa Glucosa
Melibiosa Manosa
Sacarosa
Contenido Triptéfano (%) 441 3.50
Carbohidratos neutros (%) 1.52 5.85
pI (cond. desnaturalizantes) 5.84 — 6.66 9.36
(5 bandas) 6.57
3.50
pl ({(cond no desnaturalizantes) 5.72-538 6.85-6.64

su andloga en D. lehmanni, por electroforesis en SDS pre-
senta las subunidades a (29.9 kDa), B (16.5kDa) y y (13.4
kDa) también presentes en las lectinas de la D. lehmanni y
D. grandiflora, que poseen pesos similares; aglutina
eritrocitos de diversas esnecies animales (caprino, canino,
ratén, conejo y muy débilmente bovino). Los ensayos de
inhibicién con diversos carbohidratos{Tabla 4) mostraron
que la lectina reconoce glucosa/manosa o sus derivados
siendo el mejor inhibidor el p-nitrofenil-a-D-manopira-
nésido. La composicién en aminodcidos de la lectina P,
(Tabla 5) muestra que los amino dcidos e hidroxitados son
los mds abundantes; los azufrados son poco abundantes
pero es de destacar que se encuentran 4 residuos de CySH
y de Met por molécula, lo cual es inusual en las lectinas.
La comparaci6n con la lectina de Dioclea lehmanni mues-
tra diferencias importantes en los contenidos de Arg, Gly,
Phe, ademds de los azufrados (Pérez et al, 1991). La se-
cuencia de aminodcidos N-terminal de la cadena a (Fig 5)
es idéntica en los primeros 20 residuos con las de
D.lehmanniy D. grandiflora, con la interesante excepcion
de la sustitucién de Ile*e He!? (altamente conservadas en
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Figura 2. Purificaci6n por cromatografia de las lectinas P, y P, de D. sericen .
2A: Cromatografia sobre Sephacryl 8-200 del precipitado con ATA 2.5%.
2B: Cromatografia sobre Sephacryl 8-200 del sobrenadante con ATA 2.5%.
2C: cromatografia sobre Sphacryl §-200 del precipitado con sulfato de amonio 30-70% s.
Las cruces indican las fracciones donde se encuentran presentes las lectinas
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Figura 3. Cromatografia sobre Phenyl-Sepharosa del precipitado . :
con ATA 2.5% La cruz indica la fraccidn donde se encuentra P: . P PM
presente la lectina . -

Figura 4. Electroforesis en SDS de las lectinas P, y P, de D. sericea .

Carril 1: lectina P, ; carril 2: lectina P, carril 3: patrones de pesa
molecular,

Tabla 4. Minima concentracion inhibitoria de carbohidratos para las lectinas P, y P, de Dioclea sericea.

CARBOHIDRATO LECTINAP, (1:4) LECTINAP, (1:4)
Glucosa 0.6 M. 7 0.175 M.
Manosa 0.6M, N.D. 0.125 M
Sacarosa 0.3M N.D 0.075 M
Melezitosa 0.3 M. 0.075 M 0.0125 M.
Lactosa 0.3 M. 0.125 M. N.D
Melibiosa 0.3M 0.25 M N.D
Celobiosa. 0.3 M. 0.066 M N.D
Sacarosa 0.3 M, 0.125 M N.D
Galactosa 0.6 M. 015 M N.D
a-Metil-D-Manosa 0.6 M N.D 0025 M
N-Acetil-c-D-glucosamina 0.6M N.D 0125 M
2-Desoxi-D-Glucosa.0.6 M. N.D Mo Inhibio
p-Mitrofenil-f-D-Manopiranosido 37 m M. N.D No inhibio
p-Nitrofenil-a-D-glucopiranosido 37 mM. N.D Mo Inhibio
p-Nitrofenil—p-D-glucopiranosido 37 mM. N.D No Inhibio
p-Nitrofenil—a-D-Manopiranosido 37 mM. N.D 9.25. mM
Palatinosa 0.6M. . N.D 0.0125 M.
1-0-Metil-f-D-glucopiranosido 0.6 M. N.D No Inhibio
1-0-Metil-rz-D-glucopiranosido 0.6 M N.D 0.1M.
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Tabla 5. Compesicién en aminodcidos de las lectinas
de Dioclea sericea

LECTINA P, LECTINA P,
g AA/100g Residuos gAA/100g Residuos
protefna /mol proteina fmol
Lys 4.400 9 4.745 8
His 1.198 2 1.863 3
Arg 2.346 4 2.382 3
Asx 14.085 33 11.621 23
Thr 7.130 19 7.220 16
Ser 11.135 35 12.061 31
Glx 6.224 13 5.368
Pro 3318 9 2.877 7
Gly 7.014 33 8.179 32
Ala 8.168 31 7.062 22
Cys 0.0 0 2.007 4
Val 7.985 22 6.197 14
Met 1.445 3 2.345 4
" Ile 5.836 14 6.962 14
Leu 6.848 16 7.949 16
Tyr 3.985 7 3.331 5
Phe 4.655 4.399
Trp 4410 6 3.500

las Diocleas) por Lys® y Lys'; esta secuencia es también
altamente homéloga con la regién equivalente en las
lectinas del género Canavalia. En la posici6n 15 los datos
obtenidos indican una variante molecular en la que Thr
estd reemplazada por Asn. La secuencia N-terminal de la
cadena B (Fig 5) es idéntica en los primeros 16 residuos a
la de 1a cadena o, como es esperar si se presenta un proce-
samiento posttranscripcional confirmédndose la sustitucion
Lys*y la microheterogeneidad T/N en 15.

La secuencia N-terminal de la subunidad y (14 resi-
duos) es altamente homéloga (75%) en los primeros 8
aminodcidos y luego varia considerablemente cvuando se
compara con las cadenas yde D. lekmanni y D.grandiflora
(Fig 6); esta situacién permite postular la presencia en
las semillas de D.sericea de una asparaginasa que actua- .
rfa a nivel de las posiciones 118-119 (Asn-Ser) de la ca-
dena intacta (cadena o) que requiere de una regién muy
conservada en las lectinas P, de Dioclea (hasta el resi-
duo 126) para ejercer su actividad. Este procesamiento
posttranscripcional es andlogo al que ocurre en
C.ensiformis (Bowles & Papin, 1988).

La homologia con la regién N-terminal de la cadena g
de las lectinas del género Canavalia es bastante baja (25%).

La lectina P,, no es afin a la glucosa o manosa y tiene
un peso molecular de 57.3 kDa (Spherogel TSK 3000);
por MALDI-TOFT se observa la forma dimérica con
53.27 kDa y el monémero con 26.58 kda, éste dltimo en
mayor proporcién. La proteina estd formada por dos
subunidades de igual peso molecular que también estdn

Concanavalina A cadena o
C. maritima  cadena o
Dioclea lehmanni cadena o
D. grandifiora cadena «

Dioclea sericea cadena o

Dioclea sericea cadena p

1

ADTIVAVELDTYPNTDIGDPDY .....(a)
ADTIVAVELDTYPNTDVGDPSY...(a)
ADTIVAVELDSYPNTDIGDPSY ... (2

ADTIVAVELNSYPNTDIGDPSY...(b)

ADTKVAVELDSYPNTDKGDP (©)
N

ADTKVAVELDSYPNTD {©
N

20

(a):
(b):
{c):

Pérez et al , 1991
Ainouz et al , 1987
Este trabajo

Figura 5. Comparacion de la secuencia N-terminal de las cadenas o'y B delalectina P, de Dioclea sericea con las de otras
lectinas de Iz subtribu Diocleinae
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presentes en D. lehmanni y D. grandifiora. Esta proteina
aglutina eritrocitos de diversas especies animales (capri-
no, canino, ratén y conejo) y humana A+, B+ yO + yes
incapaz de aglutinar eritrocitos de bovinos difiriendo
marcadamente de la lectina P, de D. lehmanni. Esta ulti-
ma es incapaz de aglutinar eritrocitos de ratén y canino
y aglutina débilmente los de conejo (Pérez, 1998). Por el
método del fenol-sulfiirico se determiné un contenido de
carbohidratos de 1.52%, por ensayos de inhibicién, con
los mismos carbohidratos ensayados para la lectina tipo
P, se encontrd que se une a lactosa, melibiosa y sacarosa
pero con una afinidad relativamente baja. Su composi-
cién en aminodcidos (Tabla 5) muestra una proporcién
importante de residuos hidrofébicos lo que explica su
comportamiento cromatografico y difiere de la lectina P,
de D. lehmanni en el contenide de Arg, Glx, Gly y Ala.
(Pérez, 1998).

La secuencia N-terminal de la lectina P, (19 residuos)
es altamente homdéloga con las cadenas de D. lehmanni y
D. grandiflora y C. ensiformis (Fig 7) siendo notable la
sustitucién de Phe® Phe® y Phe'! (presentes en estas ulti-
mas) por IleSIle®*e Ile''. Esta secuencia confirma la pre-
sencia en la subtribu Diocleinae de una segunda lectina
nueva, diferente de las descritas por otros grupos.

En términos generales se encontré una apreciable si-
militud de la lectina denominada P,, con la Concanavalina
Ay las lectinas P, de D. grandiflora y D. lehmanni. En
forma andloga, la lectina P, de D. sericea es muy similar
a las lectinas P, de D. lehmanni y D. grandiflora. Este
trabajo confirma la existencia simultdnea en semillas de
la subtribu Diocleinae de dos lectinas con propiedades
moleculares diferentes planteando interrogantes tales
como la presencia de lectinas andlogas en otras especies
de Fabaceas fuera de la subtribu Diocleinae, la razén de

119 130
Concanavalina A STHQTNALHFMFENQFSK. ..o (a)
C . maritima STHETNALHFMFNQFTEK .vrcvnvecrenrerinnenens (a)
Dioclea lehmanni SIADANDLHFSFSQFSQ.irneireeeeeeeeee (a)
D. grandiflora . STADENSLHFSFNQFSQ. e (b)
HK

Dioclea sericea SKADENHLLIIIT Q.o screresesessrnennne (c)
a) :Pérezetal, 1991

[b) :Ainouzetal, 1987

c) : Estetrabajo

Figura 6. Comparacidn de la secuencia N-terminal de la cadena g de la lectina P, de Dioclea sericea con las de otras lectinas de la subtribu Diocleinae

La + indica un residuo de aminoicido no identificado.

Concanavalina A lGAVYF+FTu[éFT’TS+S+LT2€Q ..................................... (a)
Dioclea lehmanni AGAVYFKFTKFTTSSSSLTLQ cocreniirannne ®)
D. grandiflora AGAVYFKFTKFTTSSSSLTL Qucieneiriincnerneenas {a)
Dioclea sericea AGAVYIR I TFITISSSVLTL oo (c)

a} : Melgarejo , 1997
(h)  : Pérez, 1998
[c) . Este trabajo

Figura 7. Comparacion de la secuencia N-terminal dela lectina P, de Dioclea sericea con las de otras lectinas de 1a subtribu Diocleinae
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su procesamiento posttranscripcional diferente, sus po-
tenciales interacciones en el endospermo entre si y con
proteinas de reserva y sobre los factores que regulan su
expresion.
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