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Phaseolin, the 7S seed storage protein from common beans (Phaseolus vulgaris L.), partially modified in vivo
during seed germination and seedling growth was isolated from cotyledons of 6 day germinated seedlings (phaseolin-
invivo). SDS-PAGE showed that the pattern of fragments of phaseolin-invivo is similar to that of the phaseolin degra-
ded by legumain - phaseolin-LLP. Native electrophoresis showed that phaseolin-invivo consists of four molecular
forms. 2-D electrophoresis showed that the molecular form of phaseolin-invivo that is similar to phaseolin-LLP retains
in its quaternary structure some of the fragments detected by SDS-PAGE. Phaseolin-invivo retains the property to
reversibly associate/dissociate with the changes in pH. At pH 4.6 it is present in its dodecameric form while at pH 8.0 in
its protomeric form. The implications of the finding that phaseolin-invivo retains the same property of native phaseolin
to associate into dodecamers at acidic pHs are discussed.

Asigurarea cu produse alimentare a populatiei globului padmantesc reprezintd o mare provocare la nivel
mondial [1]. Deoarece problema privind deficienta proteinelor in alimentarea oamenilor este actuald, in pre-
zent producerea si utilizarea in alimentatie a proteinelor de origine vegetala are o importanta foarte mare. De
aceea, interesul fata de studierea proteinelor vegetale niciodata nu a scazut [2]. Conform datelor Organizatiei
pentru Alimentatie si Agriculturd a ONU (FAO), ratia alimentard a oamenilor la nivel mondial contine 70%
proteine vegetale din plantele cerealiere si leguminoase [3]. Deci, plantele leguminoase sunt printre cele mai
importante plante de cultura [2,4,5] si reprezinta una dintre resursele majore de proteine care sunt considerate
ca sursa principala de proteine dietare de origine vegetala [2].

Semintele plantelor de culturd folosite n alimentatie contin o cantitate mare de diferite grupe de proteine
de rezerva (PR): albumine, globuline si prolamine [6,7,8]. In semintele plantelor leguminoase ele sunt re-
prezentate de doua tipuri de globuline: leguminele (sau 11S) si vicilinele (sau 7S) [2,6,7]. PR din semintele
plantelor leguminoase, in general [2,6], si cele din fasole, in particular [9], au o mare importanta economica,
reprezentdnd o sursd nutritivd valoroasd de proteina pentru alimente si furaj. Mai mult decat atat, aceste
proteine au atras o atentie deosebitd in ultimii ani, datoritd proprietatilor lor ,,functionale” (fizico-chimice)
importante pentru folosirea in produsele alimentare [2].

Desi fasola reprezintd o planta de cultura crescutd in lumea Intreagd pentru alimentatie si furaj [10], ale
carei seminte contin pand la 30% de proteina dupa greutate [8], dintre care pana la 75% sunt reprezentate de
globuline [8], si fazeolina — PR principala, care alcéatuieste 76% din globuline [8], poseda proprietati functio-
nale excelente [11], folosirea fasolelor in alimentatie este limitatd de unele aspecte toxicologice [10], care
impiedica utilizarea lor in diete [12].

Unul dintre cei mai importanti factori care afecteaza valoarea nutritiva a PR este susceptibilitatea lor la
actiunea proteinazelor tractului digestiv [13]. Prezenta proteinelor cu o digestibilitate redusa are o implicatie
negativa asupra nutritiei si reduce calitatea sursei proteice pentru alimentatie [14]. Mai mult decat atat, a fost
aratat cd PR din superfamilia cupinei, care au o structura stabila si rezistenta la proteoliza, reprezinta alergeni
majori n produsele de origine vegetald [15].

Viteza hidrolizei catorva PR native din semintele plantelor leguminoase este relativ rapida [16], ceea ce
rezultd in hidroliza profunda a acestor PR [16]. Singura exceptie de la aceastd reguld este reprezentata de
fazeolina [16,17]. Hidroliza ei la actiunea proteinazelor exogene (inclusiv digestive) se opreste dupa clivarea
unui numar mic de legaturi peptidice (modificarea limitatd a moleculei), care rezultd in formarea fragmente-
lor cu masa moleculard (M,) ce corespunde aproximativ cu jumatate din subunitate a catenelor fazeolinei
native [16,17]. Deoarece fazeolina este mobilizatd pe parcursul germindrii semintei (adica, hidrolizatd pana
la aminoacizi), se considera cd n seminte pe parcursul acestui proces sunt expresate proteinaze care pot in-
faptui o hidroliza profunda a fazeolinei. Insa, doud proteinaze cisteinice majore purificate din semintele ger-
minate de fasole, CPPh — o proteinaza papainica [18] si legumaina — o proteinaza Asn-specifica [19], indi-
vidual infaptuiesc numai hidroliza limitatd a fazeolinei [18,20,21]. Pand in prezent nu s-a obtinut hidroliza
profunda a fazeolinei la actiunea a nici uneia dintre proteinazele testate. Aceasta rezistentd a fazeolinei la
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actiunea individuald a proteinazelor, atat exogene, cat si endogene, a sugerat ca se datoreaza particularitatilor
structurale ale fazeolinei ce o deosebesc de alte PR [17,18,19]. De aceea, determinarea cauzelor exacte ale
acestei proprietdti neobisnuite a structurii fazeolinei reprezinta un interes teoretic si practic.

Actiunea consecutiva a diferitelor proteinaze asupra fazeolinei are in general un caracter adiativ [17].
Numai actiunea CPPh-ului asupra fazeolinei modificate de catre legumaind duce la scindarea completa a
fazeolinei [21]. Insa, nu se stie daci insisi fazeolina modificatd de catre legumaina, fazeolina-LLP [22], este
susceptibild la proteoliza profunda sau daca ea devine susceptibila numai dupa modificarea adaugatoare de
catre CPPh. Pana in prezent, cautarea formei moleculare a fazeolinei susceptibile la hidroliza profunda s-a
facut doar prin analiza fazeolinei modificate in vitro de catre diferite proteinaze. Dar, existd si o alta cale —
purificarea fazeolinei modificate in vivo pe parcursul germinarii semintelor de fasole. Anume caracterizarea
proprietatilor fazeolinei modificate in vivo a si reprezentat scopul acestei lucrari.

Material si metode

Purificarea fazeolinei. Fazeolina a fost izolata din semintele mature de fasole (Phaseolus vulgaris L.)
dupd metoda lui Schlesier si al. [23]. Fazeolina partial degradata in vivo (fazeolina-invivo), care reprezinta o
mixturd complexa a catorva forme moleculare ale fazeolinei care au un diferit grad de scindare (modificare)
a moleculei, a fost izolatd din semintele de fasole germinate sase zile. A fost ales anume acest termen, deoa-
rece pana la sase zile creste activitatea proteinazelor endogene [24], iar fazeolina atinge un nivel de modifi-
care destul de profund [19,24], totodatd nefiind complet modificata [19, 24]. Fazeolina-invivo a fost izolata
prin modificarea metodei lui Hall si al. [25], initial fiind elaborata pentru izolarea fazeolinei native, prin
adaugarea cocktailului de inhibitori ai proteinazelor din diferite clase (Pepstatin 1uM, EDTA 5mM, Pefabloc
0,5mg/ml, lodacetat 50uM, lodacetamida 50uM, E64 SuM) la etapa de extragere a proteinei.

Electroforeza in gel de poliacrilamidid (GPAA). Electroforeza in prezenta dodecil-sulfatului de sodiu
(SDS) (electroforeza SDS) a fost efectuata in GPAA de 12,5% conform metodei Laemmli [26]. Fosforilaza b
(94 kDa), albumina serica bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anhidraza carbonica (30 kDa), inhibitorul
Kunitz al tripsinei din soia (20,1 kDa) si a-lactoglobulina (14,4 kDa) au fost folosite ca standarde pentru
determinarea M,. Gelurile au fost colorate cu Coomassie brilliant blue G-250 conform procedurii standard.

Electroforeza in conditii native in gradientul GPAA (electroforeza nativa) a fost efectuatd Intr-un gradient
vertical (4-30%) al GPAA folosind sistema de solutie-tampon 90 mM Tris-borat, pH 8,4. Electroforeza a
durat 4500 Vh. Fazeolina (140 kDa) si albumina sericd bovina (67 kDa) au fost folosite ca standarde pentru
determinarea M,. Procentul proteinei reziduale a fost calculat din descresterea M,. Gelurile au fost colorate cu
Coomassie brilliant blue R-250 conform procedurii standard.

Electroforeza bidimensionala (electroforeza 2-D) a fost efectuata intr-un gradient vertical (4-30%) al GPAA
in conditii native in prima directie si apoi benzile proteice au fost tdiate din gel si supuse electroforezei SDS
in a doua directie.

Gel-filtrarea. Solutiile de fazeolina si de fazeolind-invivo cu concentratia de 20 mg/ml au fost supuse gel-
filtrarii pe coloana cu sephacryl S200 (0,72 % 80 cm) la doud pH-uri:

1) pH 4,6 — tampon fosfat-citrat 120 mM, 180 mM NaCl, 0,04% NaNj3;, 0,5 mM EDTA;

2) pH 8,0 — tampon tris-HC1 50 mM, 500 mM NaCl, 0,04% NaNj3, 0,5 mM EDTA.

Coloana a fost echilibratd cu tamponul corespunzitor si cromatografia a fost efectuata la viteza de
12,6 ml/ora. Absorbantd la 280 nm a fost inregistrata continuu si au fost colectate fractiile de 1, 9 ml (9 min).

Rezultate si discutii

Electroforeza SDS a ardtat ca fazeolina-invivo constad din subunitati native si fragmente cu M, cuprinse
intre 11 si 27 kDa (Fig.1A). Un astfel de spectru al fragmentelor ce constituie fazeolina-invivo a fost obser-
vat si atunci cand fazeolina-invivo a fost izolata fard a fi protejatd de actiunea proteinazelor endogene prin
adaugarea inhibitorilor [19,24]. Fragmentele cu M, mai mica de jumatate de subunitate (grupul 3) sunt com-
plet similare celor generate la hidroliza fazeolinei de catre legumaina (Fig.1A) si, dupa cum a fost aratat de
Senyuk si al. [19], provin din clivarea legaturilor peptidice cu Asn in pozitia P1: N103-P, N220-T si N235-S,
toate fiind situate pe aceeasi parte a structurii moleculei de fazeolina [22]. Insa, fragmentele cu M, aproxima-
tiv egala cu jumatate de subunitate (grupul 2) se deosebesc de cele prezente in fazeolina modifcata de catre
legumaina (Fig.1A). Luand in consideratie ca la germinarea semintelor de fasole sunt active trei proteinaze
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cisteinice [27] si toate modifica partial fazeolina, generand fragmente aproximativ egale cu jumatate de sub-
unitate [18,20,28], se poate de presupus cd aceste fragmente provin din clivarea moleculei de fazeolina de
catre diferite proteinaze. Electroforeza nativa confirma aceasta presupunere, aratand ca fazeolina-invivo con-
std din 4 forme moleculare (Fig.1B) ce au M, de 137 kD, 123 kD, 97 kD si 26 kD. Deci, electroforeza nativa a
aratat ca scindarea subunitatilor fazeolinei si eliminarea unor peptide nu distabilizeaza structura cuaternara a
moleculei fazeolinei. Forma moleculard de 137 kDa, care predomind, are aceeasi M, ca si fazeolina-LLP [22],
iar celelalte trei forme au mase moleculare mai mici atat decat fazeolina-LLP [22], cat si de catre fazeolina
modificatd de celelalte doud proteinaze cisteinice endogene: CPPh — fazeolina-CPPh [18] si proteinaza A [28].
Este clar cd aceste trei forme moleculare ale fazeolinei-invivo pot proveni din actiunea mai multor proteinaze
endogene asupra fazeolinei. In ceea ce priveste forma moleculari cu M, de 137 kDa, electroforeza 2-D a
aratat ca numai trei fagmente cu M, mai mica de jumatate de subunitate (grupul 3) fac parte din ea (Fig.1C) si
raman asociate in strucruta cuaternard a proteinei, ceea ce o deosebeste de fazeolina-LLP [22]. Comparand
masele moleculare ale acestor trei fragmente cu masele moleculare ale fragmentelor fazeolinei-LLP [22], se
poate constata ca ele provin din scindarea legaturilor peptidice N220-T si N235-S.
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Fig.1 Electroforeza fazeolinei-invivo. A — SDS-electroforeza, B — electroforeza nativa, C — electroforeza 2-D:
1 — proteinele standard; 2 — fazeolina-invivo; 3 — fazeolina-LLP. M, a proteinelor standard (in kDa) este aratata
la stanga. Grupele de fragmente (electroforeza SDS si electroforeza 2-D) si formele moleculare (electroforeza nativa)
ale fazeolinei-invivo sunt aratate la dreapta cu sdgeti numerotate.

Fazeolina este un trimer format din trei tipuri de subunitati similare, numite 3, o, $i a’, care constau din
397, 411 si 412 aminoacizi, respectiv [29]. Fazeolina este un membru al unei familii largi de PR din plantele
leguminoase, care au structuri omoloage ale subunitatilor [29]. in baza structurii tridimensionale a fazeolinei,
determinate prin difractia razelor X impreuna cu alinierea structurii primare a 15 subunitati ale PR 7S,
Lawrence si al. [29] au elaborat modelul canonic al structurii PR. Conform acestui model, fiecare subunitate
a PR consta din doud domene de marimi similare, care au practic aceeasi structura si sunt formate din doua
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elemente: un B-barel compact alcatuit din opt catene 3 si un lat extins alcatuit din trei helixuri a scurte. Structura
B-barelui are o topologie (,,folding motif”) de ,jelly-roll” [30], care are o capacitate remarcabild de a exista
in diferite stari de oligomerizare [30]. Atat vicilinele, cat si leguminele sunt proteine multimerice §i constau
din trei i sase subunitati similare, respectiv. Pe langa structurile tertiare similare ale subunitatilor [29], vici-
linele de asemenea au structuri cuaternare similare: subunitatile se asociaza si formeaza o structurd in forma
de disc [31].

Structurile cuaternare ale diferitelor PR au variate forme geometrice: disc, sferica, toroid [32]. Structura
cuaternari a moleculei de fazeolini constituie un disc cu diametrul de 90 A si grosimea de 35 A [30,32].
Fazeolina nativa, spre deosebire de alte PR, poseda proprietatea de a asocia (si a disocia) reversibil intr-o
(dintr-o) structura supramoleculara la diferite valori ale pH-ului [33] (Fig. 2). La pH acid, de la 1,0 1a 3,0, ea
este reprezentatd de forma sa de baza alcatuitad din trei subunitati (numitd protomer [33]), pe cand la pH acid
cu valori fiziologice (care sunt caracteristice pH-ului vacuolelor [34]), de la 3,8 la 5,4, fazeolina trimerica
asociaza intr-un dodecamer (un tetramer format din trimeri) [33]. La ridicarea valorilor pH-ului fazeolina
disociaza din nou in trimeri la pH neutru si slab bazic, de la 6,4 pana la 10,5 [33]. Daca pH-ul atinge valori
bazice mai mari de 11,5, atunci molecula de fazeolina 1si pierde structura cuaternara si disociaza in subunitati
individuale [33]. O tranzitie foarte clara Intre tetramer §i protomer se observa atunci cind pH-ul este ridicat —
de la 5,4 1a 6,0. Ambele forme — protomerica si tetramericd — sunt prezente in diapazonul de valori ale pH-ului
de la 3,8 pand la 6,4, ceea ce sugereaza ca aceste forme sunt in echilibru, care este dependent de pH [33].
Forma tetramerica s-a adeverit a fi forma moleculei in cristalele folosite la determinarea structurii fazeolinei
cu razele X [30]. Imaginile acestei forme inregistrate in conditii acide sugereaza ca patru trimeri asociaza si
formeaza un tetraedru regular aflandu-se pe fatetele lui [32], ceea ce o deosebeste de forma geometrica a
structurilor altor PR [32]. Desi a fost sugeratd ideea precum ca constrangerile impuse PR de rolul lor in sus-
tinerea germindrii plantei ar influenta acumularea PR 1n corpurile proteice ale celulelor cotiledoanelor semintei
in diferite structuri geometrice [32] si ca aceasta proprictate a fazeolinei de a asocia/disocia reversibil in de-
pendenta de valorile pH-ului poate avea importanta la controlul proteolizei pe parcursul germindrii seminte-
lor [33], totusi pana in prezent nu a fost stabilitd functia biologica a acestei proprietiti a fazeolinei.

Protomer 7,1S 18 Dodecamer 18,2S 6.4 Protomer 7,1S 12.0 Polipeptide 3,0S
(Trimer = ———  (Tetramer al —p (Trimer = ——> (1 subunitate)
3 subunitati) T trimerilor = T 3 subunitati) TG

12 subunitati)

Fig.2 Schema asocierii/disocierii moleculei de fazeolina la diferite valori ale pH-ului (dupa [33]).

Conform datelor electroforezei native (Fig.1B), formele moleculare care intrd in componenta fazeolinei-
invivo isi retin structura cuaternard. Mai mult decat atat, electroforeza 2-D a zonei predominante arata ca
fragmentele majore detectate de SDS-electroforeza (Fig.1B) fac parte din molecula fozeolinei-invivo de
137 kDa (Fig.1C) si, deci, nu destabilizeaza structura ei cuaternard. Evident, apare intrebarea daca aceasta
modificare in vivo a fazeolinei are vreo consecintd pentru capacitatea ei de a asocia in structuri supramolecu-
lare la pH-uri acide (Fig.3).

Profilul cromatografic al fazeolinei si al fazeolinei-invivo la gel-filtrarea la pH 4,6 este asemanator (Fig.3).
Ele ambele elueaza intr-un singur pic — cel al tetramerului, si picurile lor coincid (Fig.3). La fazeolina nativa
se observa de asemenea unele urme de subunititi individuale, care sunt in cantitati foarte mici, ceea ce se
aseamana cu rezultatele prezentate in literatura [35]. La pH 8,0 se observa disocierea tetramerului fazeoli-
nei in protomeri, ce rezultd in eluarea a doua picuri (Fig.3), aceasta fiind in conformitate cu rezultatele
publicate [35]. Fazeolina-invivo de asemenea disociaza la pH 8,0 (Fig.3), insa, spre deosebire de fazeolina
nativa, aici predomina picul tetramerului (Fig.3). In afard de aceasta, picul protomerului este deplasat cu o
fractie fata de picul corespunzator al fazeolinei native (Fig.3), ceea ce aratd ca formele moleculare protome-
rice modificate ale fazeolinei-invivo au mase moleculare mai mici decat protomerul fazeolinei native. Acest
fapt indica, probabil, ca formele moleculare ale fazeolinei-invivo, care sunt mai profund modificate, se
dovedesc a fi mai sensibile la disocierea tetramerului in trimeri. Deci, rezultatele primite la gel-filtrare au
aratat ca fazeolina-invivo la pH-urile 4,6 si 8,0 are o structura la fel de stabila ca si cea a fazeolinei native,
care se comporta la fel, avand aceeasi proprietate de a asocia in structuri supramoleculare (Fig.3). Aceasta
stabilitate este, probabil, necesara pentru functiile pe care le are fazeolina in vivo.
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Fig.3. Gel-filtrarea pe Sephacryl S200 a fazeolinei (@) si a fazeolinei-invivo (o) la pH-ul 4,6 (—) si 8,0 (-).

Rolul pe care il au PR in vivo necesita ca ele sd posede doud proprietati antagoniste la diferite etape onto-
logice ale semintei (la maturizare si la germinare). Desi, la initierea germindrii, ele trebuie sa devind suscep-
tibile la proteoliza completa, in timpul acumularii lor la maturizarea semintelor ele trebuie sa fie protejate de
proteoliza nelimitata. Deci, constrangerile impuse PR de acumularea lor la maturizarea semintelor in vacuolele
de rezerva ale celulelor cotiledoanelor si mobilizarea lor la germinarea semintelor au impus restrictii asupra
structurii lor, esentiale in interactia lor cu proteinazele din vacuola, care participa la aceste doua procese [36].
Desi putin se stie despre felul de aranjare a PR in seminta, aceastd organizare se crede a fi importantd nu doar
pentru utilizarea eficientd a spatiului, dar si pentru facilitarea mobilizarii PR la germinarea semintelor [6].
Depozitarea PR in corpurile proteice este foarte densa, in unele cazuri rezultdnd chiar in cristalizarea lor in
situ [37]. A fost sugeratd ideea precum ca transformarea globulinelor intr-o stare cristalind pe parcursul acu-
mularii lor 1n corpurile proteice la maturizarea semintelor le fac inaccesibile atacului proteolitic al proteinazelor
papainice [38]. Este cunoscut faptul cé asocierea leguminei Intr-o structurd hexamerica in timpul acumularii
ei In seminte protejeaza subunitatile acesteia de atacul legumainei [7]. De asemenea, este recunoscut faptul
ca destabilizarea structurii proteinei [39], inclusiv a PR, in general [16], si a fazeolinei, in particular [16], le
fac susceptibile la proteoliza completa. Insi, influenta asocierii trimerilor fazeolinei in dodecamer asupra pro-
teolizei ei incd nu a fost studiatd. Descoperirea faptului ca fazeolina-invivo 1si retine propritatea de a asocia
in dodecameri atestd ca aceasta proprietate a fazeolinei are un rol fiziologic semnificativ. Aceasta poate explica
rezultatele observate ca fazeolina este rezistentd la actiunea individuala a trei proteinaze cisteinice endogene
majore: CPPh [18,21], legumaina [20,21] si proteinaza A [28] si ca hidroliza ei completa este atinsd numai la
actiunea consecutiva a legumainei si CPPh [21]. Metabolismul PR la maturizarea si germinarea semintei este
strans legat de vacuolele celulelor cotiledoanelor care au un pH slab acid [34,40,41]. Deoarece la acest pH este
evidentd predominarea formei tetramerice a fazeolinei (Fig.3 si [33]), fazeolina in vivo va fi prezenta predo-
minant in forma dodecamerica si, in consecinta, va fi disponibild numai atacului unei proteinaze specifice —
asa-numita ,,enzima-declangatoare” (in acest caz — legumaina), pentru a incepe mobilizarea fazeolinei in forma
dodecamerica. A fost aratat ca legaturile peptidice scindate de citre legumaina in fazeolind — Asn103-Pro104,
Asn220-Thr221 si Asn235-Ser236 [19] — sunt localizate pe aceeasi parte a discului structurii cuaternare a
fazeolinei format de asocierea subunitatilor ei in trimer [22]. Ceea ce sugereaza ca aranjamentul observat al
situsurilor scindate de catre legumaina in structura fazeolinei este determinat de accesibilitatea acestor locuri
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care, la randul lor, rezulta din asocierea trimerilor fazeolinei in tetrameri. A fost aratat ca situsurile clivate in
fazeolind-invivo sunt aceleasi ca si in fazeolina-LLP [19], deci ele au aceeasi localizare pe suprafata trimerului
fazeolinei. CPPh cliveaza fazeolina la situsul Ser216-Lys217 [18] localizat in sectorul dezordonat al linkeru-
lui dintre domene, care este localizat pe aceeasi faté ca si situsurile scindate de cétre legumaind. Luand 1n con-
siderare faptul ca hidroliza fazeolinei de catre CPPh si legumaina a fost analizata la pH 4,6 si 5,6 [18-22], un
pH la care fazeolina este in forma tetramerica [33], este lesne de observat ca aceste proteinaze au acces numai
la o parte a moleculei de fazeolind. Acest lucru este valid si pentru fazeolina-invivo (Fig.3). Probabil, aceste
situsuri scindate sunt localizate pe partea tetramerului care este orientata catre solvent (adica, fata trimerului
fazeolinei care formeaza fatetele tetraedrului regular format la asocierea protomerilor fazeolinei in dodecamer).

Proprietatea PR de a se autoasocia in structuri supramoleculare formand agregate cu M, inalta a fost ate-
stata si 1n alte conditii. Solubilitatea in vitro a globulinelor purificate din semintele de lupin (Lupinus albus L.),
mazare (Pisum sativum L.) si soia (Glycine max (L.) Merr.) descreste odata cu ridicarea concentratiei cationi-
lor de calciu si/sau magneziu [42], ceea ce rezultd in formarea agregatelor cu M, inalta insolubile dintre ace-
leasi globuline sau globuline diferite. Aceste structuri macromoleculare disociaza in conditii de forta ionica
ridicata, sugerand implicarea interactiunilor electrostatice in procesul de agregare [42]. Nivelul asocierii este
puternic influentat atat de cantitatea ionilor Ca>*/Mg*" [42], cét si de forta ionicd a mediului [42], indicand ca
ele se afla in echilibru. Se presupune ca aceasta proprietate a globulinelor din lupin asigura depozitarea efici-
entd a PR in vacuole in vivo [43]. Anterior am aritat [44] ca ionii de Ca®" inhiba hidroliza fitohemaglutininei,
lectina din semintele de fasole. Rimane de vazut dacd si aceastd asociere Ca*’/Mg*-dependenti a PR in
structuri supramoleculare exercitd vreo influentd asupra proteolizei lor.
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