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Determinacion de la estructura primaria de la lectina V-2
de semillas de arveja (Pisum sativum L.) y su efecto antibacteriano
en Staphylococcus aureus y Escherichia coli

Determination of the primary structure of a lectin V-2 from pea (Pisum sativum L.)
seeds and his antibacterial effect on Staphylococcus aureus and Escherichia coli

Alberto Cdceres-Huambo!*

RESUMEN

La lectina V-2 aislada de semillas de Pisum sativum L. (“arveja”) fue purificada mediante cromatografia de exclusiéon molecular
en Sephadex G-75 y cromatografia liquida de alta precision de fase reversa (HPLC). El andlisis en SDS-PAGE de dos dimen-
siones demostrd que la lectina es homogénea con un tnico spot proteico de ~ 14 kDa y un punto isoeléctrico de 7,5. Mediante
espectrometria de masa (MALDI-TOF) fue confirmado el peso molecular de la lectina mostrando una masa de 14.662,0 Da. La
secuencia completa de aminodcidos (estructura primaria) revelé que la lectina V-2 estd compuesta de 128 aminodcidos. El estudio
comparativo con otras lectinas, mostr6 que la lectina V-2 tiene mayor homologia con la lectina de semillas de Cratylia mollis L.
(91,4%), seguido por la lectina de semillas de Cratylia argentea (61,6%). De acuerdo al drbol filogenético, la lectina V-2 presenta
una aproximacion microevolutiva ~ 1.000 nucleétidos con la lectina de C. mollis. Asimismo, la lectina V-2 mostr6 accion antibac-
teriana sobre Escherichia coli'y Staphylococcus aureus formando un halo inhibitorio de crecimiento en una concentracion de 1 mg.
Palabras clave: lectina, Pisum sativum, secuencia de aminoécidos, estructura primaria, efecto antibacteriano.

ABSTRACT

The lectin V-2 from Pisum sativum L. ( “arveja”) seeds was purified by Sephadex G-75 molecular exclusion chromatography and
reverse phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). Two dimensional SDS-PAGE analyses demonstrated that
the purified lectin was homogeneous since it appeared as a single protein spot corresponding to ~14 kDa with an isoelectric point
of 7.5. Its molecular weight was confirmed by mass spectrometry (MALDI-TOF) to be 14,662.0 Da. The complete amino acid
sequence (primary structure) showed that the lectin V-2 contains 128 amino acids. Comparative studies with other lectins show
that it has high homology to the lectin from Cratylia mollis L. (91.4%), seeds and continued by the lectin from Cratylia argentea
(61.6%) seeds. According to a phylogenetic tree, the lectin V-2 showed an approximation microevolutionary of ~ 1,000 nucleotides
with the lectin from C. mollis. Additionally, the lectin V-2 showed antibacterial action on Escherichia coli and Staphylococcus
aureus makes an inhibition halo of growth with a concentration of 1 mg.
Key words: lectin, Pisum sativam, amino acid sequence, primary structure, antibacterial effect.

Introduccion

Las lectinas son glucoproteinas capaces de
unirse a azucares simples o complejos, aglutinar
células sanguineas y se encuentran en tejidos
animales, vegetales y microorganismos (Sharon
y Lis, 1989; Nagoyama et al., 2002). Las semillas
de leguminosas son, particularmente, fuentes ricas
de lectinas (Carlini y Grossi-de-Sa, 2002). En los

vegetales, la mayoria de las lectinas se encuentran
en organos de reserva (Peumans y Van Damme,
1995; Hivrale e Ingale, 2013), lo que es una evidencia
indirecta de su papel como proteinas de defensa.

Mediante investigaciones recientes se
comprendi6 que la mayoria de las lectinas vegetales
no solo cumplen un papel en la misma planta, por
ejemplo, como una fuente de nitrégeno o como
un factor de reconocimiento especifico, sino que
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también interactuarian con glucoconjugados de otros
organismos (Peumans y Van Damme, 1995). Las
lectinas presentan actividad antiviral, antibacteriana,
antiftingica, insecticida y antitumoral (Hudak et al.,
2000; Ayouba et al., 1994; Peumans y Van Damme,
1995; Castillo-Villanueva y Abdullaev, 2005).

El presente trabajo de investigacion tiene
por objetivo determinar la estructura primaria
y el efecto antibacteriano de una lectina aislada
de semillas de Pisum sativum L. (arveja), pues
esta especie es resistente a plagas, asi como otras
leguminosas, lo que indicaria el papel de la lectina
en su mecanismo de defensa.

Materiales y Métodos

Material vegetal: Semillas de arveja, Pisum
sativum L. (Leguminosae), adquiridas en la semillera
Rosas S.A.C. de la provincia de Arequipa, Per.

Extraccion salina: De acuerdo a la técnica
descrita por Mendoza et al. (2007), 100 g de semillas
enteras fueron trituradas en un molino mecanico
hasta la obtencién de un material pulverizado.
Luego, se tomé 70 g del material pulverizado con
la finalidad de disolverlo en 210 ml (proporcién
1:3 v/v) de una solucién de NaCl 10% y agitadas por
1 hora a temperatura ambiente, a fin de solubilizar
las proteinas. La soluciéon fue filtrada en gasa
y centrifugada a 3.000G por 20 min. 4 °C y el
sobrenadante obtenido (120 ml) fue dializado en
1 L de tampon bicarbonato de amonio (NH,HCO;,
0,1 M), pH 8,0, durante 6 horas, realizdndose
cambios cada 2 horas. La eliminacién de sal se
comprob¢ afiadiendo gotas de nitrato de plata
(AgNO;, 0,01 N); en presencia de NaCl, la solucién
adquiere una coloracién lechosa. Finalmente, se
tomaron 2 alicuotas de 0,1 ml para la determinacién
de proteinas (método de Biuret) y para la prueba de
hemaglutinacién. El dializado fue conservado a 4 °C.

Cromatografia de exclusion molecular:
Para la purificacion proteica se colocé 25 ml del
dializado anterior en una columna de exclusién
molecular empacada con Sephadex G-75 (1,6 x
100 cm), segtin Toyama et al., (2001). El monitoreo
de la corrida cromatogréfica fue realizada en un
espectrofotémetro a 280 nm; en cada una de las
fracciones se detect6 la concentracién de proteinas
mediante el método de Biuret. Para descartar la
lectina de otras proteinas se hizo la prueba de
hemaglutinacién. Las fracciones con actividad
hemaglutinante fueron conservadas a 4 °C.

HPLC de fase reversa (RP-HPLC): 20 mg
de la fraccion con actividad hemaglutinante fue
repurificada en una columna pu-Bondapack C18
(0,78 x 30 cm) preparativa, previamente equilibrada
con 4cido trifluoracético 0,1%, pH 3,5 (Tampé6n
A), acoplada a un sistema de RP-HPLC, segtin
Freire et al. (2001). El sistema cromatografico
empleado fue el HPLC-PDA 991 (Waters) equipado
con dos bombas modelo 510/B (Waters) y un
inyector automatico de muestras U6K con un asa
de 2,0 ml de capacidad (Anexo 2). Inicialmente
la elucién de la muestra fue realizada por medio
de un gradiente lineal (0-100%) con acetonitrilo
66% (v/v) (Tampo6n B). Las fracciones fueron
monitoreadas espectrofotométricamente a 280 nm.

Electroforesis bidimensional (2D): La lectina
purificada se suspendi6 en buffer de solubilizacién
(8 M urea, 4% CHAPS, 70mM DTT, con anfolitos
en gradiente pH lineal 4-7, 1,5% y 0,001% de
azul de bromofenol) y se incub6 por 30 min. a
temperatura ambiente. Luego se centrifugé a 10.000
rpm por 5 min. Se guardd el sobrenadante para
usarlo posteriormente. A 500 ug del sobrenadante
con la lectina solubilizada se agregd buffer
de solubilizacién. El precipitado obtenido fue
depositado en una bandeja de enfocar (cinta de
gradientes de pH inmovilizados). Para la segunda
dimensidn, la cinta de gradientes fue montada en
un gel de poliacrilamida por 1 h a 200 V. Luego,
el gel fue tefiido con azul brillante de Coomassie
para posteriormente ser escaneado y analizado
mediante el Image Master 2D v3.1 Elite software
(GE-Amersham Biosciences) (Mendoza-Blanco
et al., 2012).

Espectrometria de masa (MALDI-TOF):
La masa molecular de la lectina purificada se
determiné por espectrometria de masa utilizando
el sistema MALDI-TOF mediante un Voyager de
PRO MALDI-TOF Mass Spectrometry (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Se mezclé
1 uL de la muestra disuelta en TFA (0,1%) con
2 uL de la matriz acido 2,5-dihidroxibenzoico
(DHB) (Sigma), (disuelta en 60% acetonitrilo
y 0,1% TFA v/v). La matriz para la calibracién
correspondiente del equipo, se prepar6 usando el
Kit Calmix 3. Las condiciones de trabajo fueron:
voltaje de aceleracion 25 kV, laser fijo en 2890 ul/
cm?, retardo 300 ns y el andlisis fue lineal (Smolka
et al., 2001).

Estructura primaria: La lectina purificada fue
incubada con tripsina a 37 °C por 8 h. La proteasa



Determinacion de la estructura primaria de la lectina v-2 de semillas de arveja (Pisum sativum L.)... 13

SV8 de Staphylococcus aureus fue incubada a
37 °C por 16 h. Los productos de la digestién
de estos tratamientos fueron fraccionados por
HPLC- de fase reversa usando el sistema Waters
PDA 991 y una columna de p-Bondapack C18.
La separacion de los péptidos fue realizada en
un gradiente de acetonitrilo (0-100%) en 0,1% de
acido trifluoracético (v/v) (Mendoza-Blanco et al.,
2012). La proteina reducida y carboximetilada
(RC-Proteina) se sometid a secuenciacion directa
en un Secuenciador Automatico de Aminodcidos
modelo 477 A (Applied Biosystem, USA). La
identificacion de los PTH (feniltiohidantoina)
-aminodcidos se realiz6 en un PTH Analyzer 120
A (Applied Biosystem, USA). La identificacién de
los residuos de cisteina se realizé como PTH 14Cys
y confirmado por contaje radioactivo.

Estudio de homologia secuencial de la
estructura primaria y construccion del arbol
filogenético: La secuencia completa de aminoécidos
(estructura primaria), obtenida del paso anterior, fue
comparada en relacion con el grado de homologia
con otras secuencias obtenidas del programa
SWISS-PROT (Swiss Institute of Bioinformatics),
website: http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Para la
construccion del arbol filogenético o filograma
se uso el programa DNASTAR (ClustalW) que
permite obtener las distancias nucleotidicas a partir
del alineamiento de las secuencias aminoacidicas
ingresadas.

Efecto antibacteriano: El método utilizado fue
el de Kirby-Bauer modificado, aplicando la lectina
directamente a la placa. Inicialmente, se procedié
a coger de cuatro a cinco colonias homogéneas
de E. coliy S. aureus y con un asa de siembra se
transfirié la muestra a un tubo con 10 ml de caldo
peptonado; el cultivo fue incubado a 37 °C hasta que
la turbidez coincida con la del estandar 0,5 de Mc
Farland (equivalente a 108 bacterias/ml) y dentro
de los 15 min después del ajuste de la turbidez, se
sumergi6 un hisopo de algodén, no téxico, estéril,
en la suspension del in6culo y se rot6 varias veces,
ejerciendo una presiéon firme sobre las paredes
internas del tubo para quitar el exceso del liquido
(Madigan ef al., 2003). Seguidamente, se aplic
el inoculé bacteriano en la superficie seca de la
placa con agar Triptosa a temperatura ambiente,
girando la placa aproximadamente 60 grados se
asegura una distribucién uniforme del inéculo,
luego se tap6 la placa y se esperé de 3 a 5 min
para que la superficie del agar se seque antes de

colocar la lectina. Finalmente, con la ayuda de
una espatula estéril se coloco en la parte central
de la placa una concentracién de 1 mg de lectina
en cada una de las placas previamente sembradas
con los microorganismos en estudio. Asimismo, se
prepar6 placas control en las que no se les aplic
la lectina. La sensibilidad de la lectina se evalu6
mediante la presencia de la formacién del halo de
inhibicién en cada una de las placas.

Resultados y Discusion

Purificacion y caracterizacion fisicoquimica
de la lectina V-2

La purificacién de la lectina en la columna
de exclusion molecular Sephadex G-75 mostr6 un
perfil cromatografico (Figura 1) con la presencia
de VII picos proteicos, siendo el pico V el tinico
que mostré actividad hemaglutinante. Para la
repurificacién se us6 la muestra del pico V y
se cargd a una columna de RP-HPLC, donde se
obtuvieron dos picos denominados V-1 y V-2
(Figura 2). De estos, el pico V-2 fue el tinico que
present6 actividad hemaglutinante, lo que sugiere
que corresponde a la lectina altamente purificada. El
pico V-2 fue eluido aproximadamente a los 37 min
y con una concentracién de 48% de tampén B. El
pico V-2 es denominado para efectos del estudio
como lectina V-2.

Para determinar la masa molecular de la lectina
V-2 se usé una electroforesis bidimensional (2D). El
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Figura 1. Perfil cromatografico del extracto salino de semillas de
P. sativum en Sephadex G-75. La absorbancia de las fracciones
fue monitoreada a 540 nm. El pico V (*) fue el tnico de los
picos que presenté actividad hemaglutinante.
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Figura 2. Purificacién del pico V por HPLC de fase reversa. La
fraccion con actividad lectina (hemaglutinante) corresponde a
V-2. El monitoreo de la corrida se realizé a 280 nm, siendo las
fracciones colectadas a un flujo constante de 1 ml/min.

andlisis 2D evidencia que se trata de una proteina de
aproximadamente 14 kDa (Figura 3). Asimismo, se
encontrd que su punto isoeléctrico (pI) se encuentra
en torno de 7,5 sugiriendo que se podria tratar de
una proteina de cardcter ligeramente basico.

Para determinar, en forma mds precisa, la
masa molecular y constatar el grado de pureza
de la lectina V-2 se utiliz6 la espectrometria
de masa en un Voyager DE PRO MALDI-TOF.
Los resultados muestran que la lectina V-2 es de
naturaleza monomérica, compuesta de una sola
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Figura 3. Electroforesis bidimensional (2D) en SDS-PAGE
de la lectina V-2. La flecha indica el spot correspondiente a la
lectina V-2. El andlisis 2D evidencia que se trata de una proteina
de aproximadamente 14 kDa con un punto isoeléctrico (pI) en
torno de 7,5.

cadena polipeptidica de 14.662,0 Da (Figura 4).
Debido a estas caracteristicas, la lectina V-2 de
P. sativum es diferente a otras lectinas encontradas
en la familia de leguminosas, las que estdn
constituidas generalmente de dos o cuatro cadenas
polipeptidicas idénticas de 25 a 30 kDa (Hernandez
et al., 2005).

Estructura primaria de la lectina V-2

La estructura primaria de la lectina V-2 fue
obtenida por medio de dos pasos: (1) secuenciamiento
directo de la proteina reducida y carboximetilada
y (2) digestién y secuenciamiento de péptidos de
la proteina. Para la determinacién de la estructura
primaria completa se secuenciaron los péptidos
obtenidos de la digestion proteica con proteasa SV8
y tripsina (Figura 5). Los péptidos importantes
para la determinacién de la estructura primaria
de la lectina V-2, fueron: SV8-4, SV8-3, Trp-3
y Trp-07.

La lectina V-2 estd compuesta de 128 residuos
de aminoacidos: SDSLSFTFDN FRPDQRDLIL
QGDAKISSGG DSLQLTKTDT SGKPVRGSVG
KALYYTPLHL WDSHTNRLAR FQTTFTFVLS
SPTNNRWDGI AFFIAPPETT LPPRSSGGLL
GLFVPDNALL NSLNGISA.

En la estructura primaria de la lectina V-2 se
observa ausencia del aminodcido cisteina (C) lo
que, a su vez, indicarfa la falta de puentes disulfuro,
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Figura 4. Masa molecular de la lectina V-2 analizada por es-
pectrometria de masa MALDI-TOF. Los andlisis muestran que
la lectina V-2 es de naturaleza monomérica, compuesta de una
sola cadena polipeptidica de 14.662,0 Da. El primer pico (A)
representa la masa real con una pérdida de aminodcidos producto
del bombardeo laser y el segundo pico (B), la masa real.
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Figura 5. Determinacion de la estructura primaria de la lectina V-2. Se obtuvieron péptidos a partir de la
digestion enzimadtica por accion de las proteasas SV8 de Staphyloccocus aureus (a) y Tripsina bovina (b).
En ¢, se muestran las secuencias de aminodcidos obtenidos de la digestion enzimatica.

un tipo de enlace covalente que interviene en
la estabilizacion de la estructura terciaria de la
proteina. Las cisteinas interaccionan entre si
mediante grupos sulfhidrilo (-SH) formando asi
los puentes disulfuro (Voet y Voet, 2006).

Estudio de homologia secuencial y arbol
filogenético de la lectina V-2

El alineamiento de la estructura primaria
demostré que la lectina V-2 tiene alta homologia
con otras lectinas de la familia Leguminosae.
Asi tenemos que, la lectina V-2 tiene un 91,4%
de homologia con la lectina aislada de semillas
de Cratylia mollis (Cramoll), 61,6% de homologia
con la lectina aislada de semillas de Cratylia
argentea, 50,4% de homologia con la lectina
aislada de semillas de Dioclea guianensis, 49,6%
de homologia con la lectina aislada de semillas de
Dioclea grandiflora 'y 46,9% con la lectina aislada
de semillas de Canavalia virosa. Los aminodcidos
en el recuadro representan regiones de consenso
o dominios conservados (Figura 6).

Lalectina Cramoll de C. mollis, con la cual la
lectina V-2 de P. sativum tiene el més alto porcentaje
de homologia secuencial (91,4%), es una lectina
de 236 residuos, con cuatro subunidades y capaz
de unirse a metales como calcio y manganeso y a
la glucosa/manosa (Souza et al., 2003).

Siendo que la lectina V-2 tiene homologia con
otras lectinas de leguminosas es muy probable
que deriven de un antecesor comtn. Segun la
clasificacion de lectinas vegetales basada en andlisis
estructural y datos sobre homologia secuencial
evolucionaria, la lectina V-2 pertenece a la familia
de lectinas de leguminosas o tipo L (Peumans
et al., 2001; Kumar et al., 2012).

En la construccién del arbol filogenético
mediante el programa DNASTAR se observa que
la lectina V-2 de arveja, tiene una aproximacion
microevolutiva de poco mds de 1.000 nucledtidos
con la lectina aislada de semillas de C. mollis
(Q39529) y una aproximacién casi similar con
la lectina aislada de semillas de C. argentea
(Q39528) (Figura 7). Este hallazgo indica una
posible divergencia de la lectina V-2 de la familia
Leguminosae en el pasado. El resto de lectinas se
encuentran en una aproximacion maxima distante
de 7.880 nucleétidos.

Efecto antibacteriano de la lectina V-2

Se formaron halos de inhibicién del crecimiento
en las placas Petri con cultivos de E. coli'y S. aureus
donde se aplicé 1 mg de lectina (Figuras 8 a y b).
Existe ausencia del halo de inhibicién en las placas
control (sin lectina). En otro estudio, Nair et al. (2013)
encontraron que 1 mg/ml de lectina de P. sativum es
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Figura 6. La secuencia de la lectina V-2 muestra entre 91,4-49,6% de homologia o identidad con las secuencias de lectinas: Q39529,
que representa a una lectina aislada de semillas de Cratylia mollis; Q39528, que representa a una lectina aislada de Cratylia ar-
gentea; P58908, que representa a una lectina aislada de semillas de Dioclea guianensis e Q39527, que representa a una lectina
aislada de semillas de Dioclea grandiflora. Las siguientes secuencia de lectinas tienen una homologia menor al 50%: P81461,
que representa a una lectina aislada de semillas de Canavalia virosa; P55915, que representa a una lectina aislada de semillas de
Canavalia brasiliensis; P02866, que representa a una lectina aislada de semillas de Canavalia ensiformis; P14894, que representa
a una lectina aislada de semillas de Canavalia gladiata; P81371, que representa a una lectina aislada de semillas de Vatairea
macrocarpa e P22973, que representa a una lectina aislada de semillas de Ulex europaeus.
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Figura 7. Arbol filogenético de la lectina V-2 de P. sativum mostrando una aproximacién microevolutiva de aproximadamente
1.000 nucledtidos con la lectina aislada de semillas de Cratylia mollis (2_ Q39529).
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Figura 8a. Efecto antibacteriano de la lectina V-2 (1 mg) sobre
Escherichia coli. La placa de la izquierda es el control.

Figura 8b. Efecto antibacteriano de la lectina V-2 (1 mg) sobre
Staphyloccoccus aureus. La placa de la izquierda es el control.

capaz de inhibir el crecimiento de E. coli, S. aureus,
B. subtilis y P. aeruginosa. Lalectina de P. sativum
inhibe el crecimiento bacteriano, sin embargo, no
demostré capacidad de matar las bacterias.

Segun Schutter y Van Damme (2015) las
lectinas vegetales funcionan como receptores de
reconocimiento padrén (PRR) que reconocen e
interaccionan con los residuos de carbohidratos
de los microorganismos patégenos o con los
sacaridos derivados de la pared vegetal dafiada.
Una vez que ocurre la interaccién molecular, se
desencadena una respuesta inmune intracelular,
activando los padrones moleculares asociados al
patégeno o microbio (PAMP/MAMP).

Conclusiones

En el presente trabajo de investigacién se
determind la estructura primaria de la lectina
V-2 de Pisum sativum. Esta lectina mostré alta
homologia secuencial con otras lectinas de la
familia Leguminosae. Asimismo, se demostré la
actividad antibacteriana sobre E. coliy S. aureus.
Futuros estudios van a demostrar otras propiedades
bioldgicas.
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