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RESUMEN

Se utilizd Giraffina, una lectina aislada de Codium giraffa (Chlorophyta), para separar dos variedades y un
hibrido de tilapias del género Oreochremis: 0. niloticus (variedad roja y stirling) y rocky mountain, hibride
producto de (. aureus x 0. niloticus. Se obtuvo la sangre de |as tilapias por medio de puncion cardiaca y los
ensayos de aglutinacién se realizaron con una suspension al 2 % de esta sangre, mantenida en amortiguador
de fosfatos 100 mM, pH 7.2. Se obtuvo aglutinacién diferencial con Giraffina en el 100 % de los casos. Ef analisis
de los resultados de 1a aglutinacion mostro diferencias significativas {p < 0.05} en los titulos de aglutinacidn en
el ANOVA de una via y la prueba de agrupacion de medias de Newman mastré la agrupacidn de las variedades
{roja y stirling), logrando separar al hibrido rocky mountain de éstas. Concluimos que el uso de Giraffina permite
segregar variedades de este género, importante recurso alimenticio-en México. Por otro lado, la prueba de
aglutinacién con Giraffina, es sencilla y de bajo costo.
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ABSTRACT

In order to separate two strains of tilapia {genus Oreochromis) of 0. niloticus (red and stirling strains) and rocky
mountain hybrid {0. aureus x 0. niloticus) the lectin giraffine isolated from Codium giraffa (Chlorophyta) was
used. Fish blood was obtained by cardiac puncture and prepared as a 2 % suspension in phosphate buffer 100
mM, pH 7.2. At all cases, the lectin giraffine agglutinated the fish biood. The statistical analysis of agglutination
results showsad significantly differences {p < 0.05) at single classification analysis of variance. Multiple
comparisons among means SNK test shows overlapping between red and stirling strains, and could separate
the hybrid rocky mountain from this group. We can concluded that giraffine can be used as an easy and cheap
test for grouping these fishes. This test can aid the researcher to follow cerrectly the progeny of this fishes,
commercially valuable as a food source in Mexico.
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INTRODUCCION

Las lectinas son proteinas de origen no inmune, en cuya
estructura poseen sitios que ligan carhohidratos, lo cual les
confiere importantes aplicaciones en diversos campos de la
investigacién hioguimica, biomédica y clinica (Pusztai, 1991).
Las lectinas de fuentes no algales se usan en la tipificacian
de grupos sanguineos; como matrices cromatograficas para
aislamiento y purificacion de moléculas de carbohidratos y
otras moléculas que poseen sacéridos simples o complejos
en su estructura quimica; induccion de mitosis en linfocitos
humanas y de otros mamiferos; en el examen de los cambios
que ocurren en la superficie celular por procesos fisiologi-
cos, patoldgicos y como maléculas de reconocimiento celular
en diversos procesos bioldgicos (Lis y Sharon, 1986 y 1998).

Las lectinas algales han sido paco estudiadas, en con-
traste con las casi 500 lectinas purificadas de plantas vascu-
lares {Van Damme et &/, 1998), solamente se han purificado
y caracterizado parcialmente 22 lectinas de algas de |a Divi-
sion Rhodophyta, 13 de Chlorophyta y solo una de Phaeophy-
ta (Alvarez-Hernandez et &/, 1998). Esta misma carencia de
estudios es patente en la investigacién de las aplicaciones
de lectinas algales. Se ha demostrado la actividad inductora
de mitosis de varias lectinas algales sobre los linfocitos de
animales y humanos {Criado y Ferreiros, 1983; Hori, ef af,
1987; Hori et al., 1988; Lima et af, 1938}, aplicaciones biogui-
micas (Fabregas et al,, 1983a), su interaccion con bacterias,
hongos y espermatozoides de peces (Fabregas ef al,, 1988h;
Fabregas et al, 1989; Mufioz et af, 1989; Llovo et al, 1993;
Melo st al., 1997) y la separacion de subespecies o varieda-
des de peces (Mufioz et al, 1987a y b). Esta iltima aplica-
cion gs importante debido a que permite el agrupamiento de
algunas especies con similares sitios antigénicos en la su-
perficie de sus eritrocitos.

Los primeros trabajos que utilizaron lectinas de plantas
vasculares para identificar diferencias en la aglutinacién de
varias especies de peces, ha sido comentado por Cushing
{1970), refiréndose a los resultados del trabajo que realizaron
Van y Cushing (1966) con el bonito de California (Sarda
chilensis Cuvier), quienes encontraron diferencias en los ti-
tulos de aglutinacion utilizando fa lectina de la leguminosa
Dolichos bifforus Linnagus, este mismo modslo fue aplicado
por Utter ef al. (1964) en eritrocitos de varias especies de
Oncorhynchus, encontrando variabilidad antigénica. Esta va-
riabilidad también ha sido reportada por Kuhns y Chuba
{1986) en varias especies de Ictaliridos. El primer trabajo
con lectinas algales que demostrd la presencia de recepto-
res sobre la superficie de eritrocitos fue realizado en Ia car-
pa comin {Cyprinus carpio linnaeus), por Shiomi et al. (1981)
utilizando la lectina de la Rhodophyta Gracifaria verrucosa
{Hudson} Papenfuss. Resultados similares fueron obtenidos
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por Fabregas et a/. (1992) con fectinas algales y 16 especies
de peces marinos. El trabajo més reciente sobre separacion
de subespecies de peces, usando el titulo de agiutinacign
tua realizado por Mufioz et af. {1987b) con |as variedades del
tabrido Labrus bergyfta Ascanius.

Esta aplicacion resuita atractiva, desde el punto de vis-
ta practico, debido a que esta prueba constituye un método
simple de aplicar, en el que no hay necesidad de sacrificar al
animal como 8s el caso de los estudios de isoenzimas.

Las tilapias introducidas en México son fuente de pro-
teina de fécil adquisicién para la poblacién y se consumen
con regularidad durante todo el afio. Su importancia radica
en que esta especie ocupa el tercer lugar en las pesquerias
mexicanas con una produccion gstimada anual de 100,000 to-
neladas,

Arredondo-Figueroa ef al. (1994) exponen la probleméti-
ca de las titapias en México, afirmando que la produccién ac-
tual deriva de 75 ejemplares que fueron introducidos a
México en diferentes etapas, ademas comentan que el mane-
jo reproductivo de los organismos no ha sido el adecuado.
Hasta el momento se carece de un programa correcto de ma-
nejo, las actuales poblaciones presentan problemas de hibri-
dacién no controlada, asi como un alto fndice de endogamia.
Esta actividad reproductara sin control provoca una reduc-
cién critica en ef intercambio genético de las especies pre-
sentes en los cuerpos de agua y tiene como consecuencia
una alta probabilidad de producir organismos con deforma-
ciones y mas propenses a enfermedades. Lo cual, sin duda
puede afectar en corto tiempo sus rendimientos pesqueros y
acuicolas.

En el presente trabajo se utilizd |a lectina aislada de
Codium giraffa Silva como una herramienta de caracter inmu-
nolégico, para separar dos variedades de tilapia y un hibrido
del género Oreochromis, cultivadas por varias generaciones
en la Planta Experimental de Produccién Acuicola de la Uni-
versidad Auténoma Metropolitana, plantel Iztapalapa. Es im-
portante destacar que el presente trabajo representa la

_primera experiencia con peces de la tribu Tilapinii en el mundo.

MATERIAL Y METODO

La recolecta, aislamiento y purificacién de la lectina gi-
raffina, se realizd en el laboratorio de Ficelogia Aplicada de ta
UAM-Iztapalapa y en el laboratorio de Bioguimica y Bioes-
tructura del Instituto de Quimica de la UNAM {Alvarez-Her-
néndez et al, 1999). Para los ensayos de aglutinacién con
eritrocitos de tilapia se trabajé con dos variedades |a espacie
Oreochromis niloticus, provenients del Centro de investiga-
ciones y Estudios Tropicales de la UNAM “El Clarin”, ubicado
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en Martinez de Ia Torre, Veracruz; la linea pura de Oreochromis
nifoticus, conocida como variedad stirling proveniente del
centro acuicota de Teinazcal, Oaxaca y rocky mountain, un hi-
brido producto de la cruza entre 0. aureus x 0. niloticus, do-
nado por el Centro Acuicola de Zacatepec en el estado de
Morelos, México.

Diez ejemplares de cada grupo se mantuvisron en es-
tanques de recirculacion construides con fibra de vidrio de 1
m®, con hiofiltro, bajo condiciones de estabilidad por un perio-
do de un mes antes de realizar la prueba. La alimentacian,
con balanceado comercial, se realizé dos veces al dia hasta
saciedad y un dia antes de la toma de muestra, se suspendio
la misma. La sangre de los peces se obtuvo por medio de pun-
cion cardiaca, segiin la técnica publicada por Uovo et al.
{1987) para Onchorynchus mykiss Smith y Stearly. El angulo
de entrada sugerido entre 80 a 90 grados se modifico a 70-80
grados con respecto al plano dorsal, con punto de entrada en
el primer cuarto resultante de dividir en cuatro la distancia
entre la V opercular y el inicio de |as aletas ventrales. Tam-
hién se ajusté [a penetracion de la aguja en consideracion al
tamafio del pez. La sangre fue recogida directamente en una
jeringa estéril de polipropileno, usando como anticoagulante
1 ml de citrato de sodio al 3 % en solucion amartiguadora de
fosfatos (PB} 100 mM, pH 7.2,

Para los ensayos de aglutinacion se utilizaron eritroci-
tos nativos (sin tratamiento enzimético) con los cuales se rea-
lizd una suspensién al 2 %, siguiendo las recomendacionas
de Bennet (1976). Las pruebas se efectuaron por triplicado en
placas de microtitulacion, realizando diluciones daobles seria-
das de 20 pl de lectina en el mismo volumen de PB, finalmen-
te se afiadieron 20 yl de la suspensidn de eritrocitos. Las
placas se dejaron reposar a temperatura ambiente por dos
horas y seguidamente se registro el titulo de aglutinacion ba-
jo el microscopio optico.

Los resultados fueron sometidos a la Prueba de Bartlet
{Steel y Torrie, 1988}, posteriormente se realizd un ANDVA de
una vfa, para ensequida agrupar medias con la prueba de
Newmarn. Los andlisis estadisticos se realizaran con el pro-
grama Statistica, version 4.5 para Windows,

RESULTADOS

En la tabla 1 se reportan los resultades de la prueba de
aglutinacién de los eritrocitos de las variedades y el hibrido
mencignados frente a la lectina giraffina. En esta tabla se obser-
van |os resultados como la media de tres repeticiones de la ma-
xima ditucién que aglutind los eritrocitos y como titulo (reciproco
de la maxima dilucion doble}. No se presentaron diferencias en
los titulos de aglutinacidn de ninguna de las tres repeticicnes.
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Tabia 1. Media de los resultados de las pruebas de aglutinacion
con eritrocitos de tilapias. Los resultados se muestran en forma de
titulo (izquierda) v en la dilucian correspondiente (derecha).

No.de  Oreochromis nifaticus Oniloticus x 0. aursus 0. nifoticus

Ejemplar (variedad roja) {hibrido Rocky Mountain ~ {Stirling}
1 z 512 n 409 & 25
2 2 512 2 2048 25
3 2 512 n 409 A 1V
4 2 512 2 4096 A 1V
5 2" 1024 » 2048 A1V
6 i 1024 n 4096 2?52
1 z 512 i 4096 L
8 Pa 512 " 4096 ® 2%
q s 512 i 4096 N
1] 2 512 2 4096 A

La prueba de homogeneidad de varianzas permitio con-
cluir que los datos presentaron una distribucién normal, por
lo que se procedio a aplicar el ANQOVA usando como via de
clasificacion las medias de aglutinacién. Este analisis mostrd
diferencias significativas {p < 0.05), En la figura 1 se muestra
la grafica de agrupacidn de medias obtenida en la prueba de
Newman (p < 0.05}, donde se destacan los grupos con madias
similares y los que se separaron, particularmente el hibrido
rocky mountain el cual se segregd totalmente de las dos va-
riedades de Oreochromis niloticus (roja v stirling).

DISCUSION

En coincidencia con los resultados obtenidos por Fabre-
gas et al. (1992), donde reporta |a aglutinacion de los eritroci-
t0s de 16 especies de peces marinos con exiractos de 70
macroalgas y destaca la accién aglutinante de Codium
tomentosum (Hudson} Stackhouse, esto los llev a purificar y
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Figura 1. Grafica del promedio de aglutinacion de cada grupo. FiZ,
18} = 117.75; p>.0000
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caracterizar {a glicoproteina “tomentina” (Fabregas et al,
1988¢c), ambas con caracteristicas morfoldgicas similares,
hecho discutido en Alvarez-Hernandez et a/. {1998). En nues-
tro caso, al igual que la tomentina en Espafia, la giraffina
aglutiné diferencialmente y en todos los casos a los eritroci-
tos de las variedades de Oreochromis sp. Cabe destacar que
solamente las proteinas aisladas de C. tomentosumy C. giraf-
fa han sido usadas con este propdsito, no obstante que en 10
especies del mismo génern han sido aisladas y caracteriza-
das lectinas {Alvarez-Hernindez et a/, 1993).

La separacién del hibrido rocky mountain con respecto
a las variedades roja y stirling fue estadisticamente significa-
tiva, éstas (ltimas formaron un grupo con similares titulos de
aglutinacion, por lo que la lectina falld en segregarlas. Lo an-
terior puede deberse a que estas dos variedades estan rela-
cionadas estrechamente en cuanto a sus caracteristicas
genéticas, por lo que comparten similares sitios antigénicos
sobre la superficie de sus eritrocitos.

Tong y Wu (1993), afirman que al utilizar sueros heteroin-
munes y lectinas, se facilita el reconocimiento de grupos san-
guineos en los peces. Sin embargo, en algunos casos, estos
reactivos son incapaces de reaccionar con la sangre de es-
tos vertebrados. Por su parte, Ingram {1985) y Fabregas et al.
{1985} exponen que las diferencias en el contenido aglutinan-
te de las macroalgas pueden deberse a fos estadios de madu-
racion o de las diferentes fases del ciclo de vida del alga,
esto no ha sucedido con las dos lectinas comentadas ante-
riormente, su propiedad de aglutinacién permanece constan-
te. En los resultados obtenidos con la giraffina se observa
constancia en el fendmeno de aglutinacidn, no solo con eri-
trocitos de peces, sino también con los de origen humano de
los grupos 0, A, B, AB positivos y de conejo {De Lara-lsassi et
al, 1996). Esta propiedad puede permitir que la giraffina pu-
diera ser considerada como un reactivo complementario de
aplicacidn en la investigacian de la variabilidad antigénica de
los eritrocites de las tilapias, la deteccion de las modificacio-
nes de las sitios antigénicos debida el estado de madurez o
condiciones del amhiente en el que se desarrollan estas va-
riedades y fundamentalmente en la agrupacion de organis-
mos que compartan caracteristicas similares de respuesta en
su sangre frente a la lectina.

Con los resultados obtenidos, reforzamos la hipétesis de
Sindermann {1962}, que sefiala que éstas proteinas pueden
ser consideradas para formar parte de una haterfa de herra-
mientas seroldgicas aplicables en la investigacién de pes-
querias y de utilidad en la acuicultura, para identificar demes
o variedades de peces.

Ademés, es impartante considerar que con esta prusha
ne hay necesidad de sacrificar a los organismaos y por tanto,

5. Alvarez-Hernandez, st af.

se puede tener un seguimiento de las variedades genéticas
de [os mismos durante varias generaciones.
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