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La constancia y el estudio hacen a los hombres y mujeres grandes, y los hombres y
mujeres grandes son el porvenir de la patria.

Frase modificada de Benito Juarez Garcia

La instruccion es la base de la prosperidad de un pueblo.

Benito Juarez Garcia

Las grandes almas tienen voluntades; las débiles, tan solo deseos.

Proverbio chino
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RESUMEN

Se determind la presencia, los patrones de distribucion y la frecuencia de aparicién de los
residuos glicosidicos en la membrana de los espermatozoides de la poblacién silvestre de
Chirostoma humboltidanum, procedente de la presa Villa Victoria, Estado de México. Las
muestras de semen se obtuvieron de adultos sexualmente maduros, sin uso de anestésicos.
La caracterizacion de los residuos glicosidicos se llevé a cabo por medio de lectinas de
origen vegetal: ConA (Canavalia ensiformis), WGA (Triticum vulgaris), PNA (Arachis
hypogaea), PSA (Pisum sativum), y UEA (Ulex europaeus), unidas a isotiocianato de
fluoresceina (FITC), para lo cual se contabilizaron 100 campos para cada lectina. Los
residuos glicosidicos que se detectaron sobre la superficie de la membrana de los
espermatozoides de C. humboldtianum fueron: aMan, aGlc, GlcNAc(b1,4GIcNAc)1-2, B-
galactosa, manosas terminales, glucosa, y Fuc que estan presentes en la cabeza, pero en el
flagelo del espermatozoide es escasa o nula la presencia de a-manosa,a-glucosa y de N-
acetilglucosamina, encontrandose cinco patrones diferentes (ANOVA <0.05), de los cuales
dos son significativos por su frecuencia en todos los espermatozoides analizados, el patrén
A (concentracion de fluorescencia entre el limite de la cabeza y el flagelo) y el patrén B
(concentracién de fluorescencia en el centro de la cabeza) con un promedio del 32.2% de
incidencia en ambos, el patron C con un 4.6% el patron D con un 5.2%, el patrén E con un
12.8% y Z con un 13.6%, este Gltimo es un conjunto de diferentes patrones, no definidos.
Como una forma indirecta de medicion de la composicion y funcionalidad y de la
membrana del espermatozoide se analizo el vigor de nado que se considero en escala 5, es
decir, los espermatozoides presentaron movimiento vigoroso Yy rectilineo y se encontrd mas
del 75% de espermatozoides en movimiento, con una viabilidad del 80.43% y una

concentracion espermatica de 1.82 x 10*° espermatozoides / pL.



ABSTRACT

We determined the presence, distribution patterns and the frequency of occurrence of
glycosidic residues in the membrane of the sperm of the wild population of Chirostoma
humboltidanum, from Villa Victoria Dam, State of Mexico. Semen samples were obtained
from sexually mature adults without the use of anesthetics. The characterization of the
glycosidic residue are carried out by means of lectins from plants: ConA (Canavalia
ensiformis), WGA (Triticum vulgaris), PNA (Arachis hypogaea), PSA (Pisum sativum),
and UEA (Ulex europaeus) together fluorescein isothiocyanate (FITC), for which 100
fields were counted for each lectin . Glycosidic residues were detected on the surface
membrane of sperm C. humboldtianum were aMan, aGlc, GICNAc (b 1, 4GIcNAc) 1-2, 3 -
galactose, mannose terminal glucose, and Fuc present in head, but in the flagellum of the
sperm is little or no presence of o - mannose, a - glucose and N- acetylglucosamine,
finding five different patterns (ANOVA < 0.05), two of which are significant for their
frequency in all sperm analyzed, the pattern a (concentration limit of fluorescence between
the head and the flagellum) and pattern B (concentration of fluorescence in the center of
the head) with an average of 32.2 % incidence in both the C pattern 4.6% D pattern with
5.2%, the pattern E with 12.8% and 13.6% Z, the latter is a set of different patterns, not
defined . As an indirect measurement of the composition and functionality of the sperm
membrane vigor swimming was considered in level 5, namely, the sperm showed strong
and linear motion and found more than 75% of sperm analyzed movement, with a viability

of 80.43 % and a sperm concentration of 1.82 x 10*° sperm / pL



INDICE GENERAL

DEDICATORIA ..o, iv
AGRADECIMIENTOS .....oooiiiiie e, v
FRASES 1ot vii
LUGAR DE REALIZACION PROYECTO .....oovviiiiiiiiiieiieeeeeeeeee viii
RESUMEN . ..., ix
INDICE GENERAL .....ooviitiiiiii e Xi

INDICEDE FIGURAS ..o XV

INDICE DE TABLAS ...ttt XVii
ABREV I ATUR AS . Xviii
INTRODUCCION. ..ottt 1
ANTECEDENTES ... e, 3
COM A e 11
W G A 12
PN A e 13
P A e 13
U A e e 14
Estudios con lectinas en espermatozoides de cerdos (Sus scrofa ssp) ................. 15
USO € 1ECTINAS BN PECES ...ttt et ettt et 16
Descripcion anatomica del testiculo de Chirostoma humboldtianum .................. 18
Soporte neuroendocrinologico de la reproduccion ..............ooovviiiiiiiiiiiii 20
PREGUNTA DE INVESTIGACION ...ttt 21
HIPOTESIS .o 21
OBIETIVOS ..o 22
ODbJEtivo GENETAL ....oei it 22
ODbjetivos PartiCulares ...........oouiieiniiti i 22

xi



INDICE GENERAL

MATERIALES Y METODOS .. ..ouiiiiniii el 23
B EMPIArES ..o 23
Técnica de obtencion del SEMeN ... 23
Viabilidad ... 24
ViIgorde NAado .. ..o 24
Movimiento de [0S eSpermatozoides............ovvieri it 24
Concentracion SPErMALICA .........c.viriniitiit it e 25
Preparacion de 1as 18CtINGAS ...........ooiririi e 25
Microscopia confocal ..o 25
Preparacion de la MUESEra ...........oooviniirii e 25
Preparacion prueba control ............ccooouiiiiiiiiii e 26

RESULTADOS ... e e e e 28

Descripcion del espermatozoide. ... ......ouviniiiiiiiiiii i 28

Viabilidad . ... 29

ViIgor de N0 ..o.eiinei e 30

Movimiento de 10s espermatozoides ...........c.vvuiiniiiiiiii i 30

Concentracion ESPEIMATICA ......u.utentententett et et et et et et et enee et eeenaeaneanaans 30

Representacion esquematica de los patrones de distribucion de los azlcares encontrados

en C. humboldtianum. ... ... ..o 30
Patrones de distribucion de [0S az0cares ............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiii 31
COm A 33
W G A L 35
PN A 36
P A 38
U A 39

xii



INDICE GENERAL

ANALISIS ESTADISTICO . ..o e

DISCUSION .o,

CONCLUSIONES ... e

BIBLIOGRAF A . oo

ANEXO 1

xiii

42

46

48

60



INDICE DE FIGURAS

Fig. 1Esquema de algunas moléculas glucosiladas de la membrana plasmatica .........
Fig. 2 Esquema modificado representativo de tres tipos de lectinas de plantas ..........
Fig. 3 Representacion esquematica de reconocimiento de carbohidratos en

superficie celular ... ..o e
Fig. 4 Esquema modificado de la localizacidn de restos azucarados mediante el empleo
B IBCHINGAS ...t
Fig. 5 Estructura de la Concanavalina A...............oouiiiniiiiieiiaineiiaieeaneanns
Fig. 6 Sitio de reconocimiento a carbohidratos en WGA ..................cccoeeiinnen..
Fig. 7 Representacion esquematica de la estructura tridimensional de la lectina

WGA (THIICUM VUIGAKIS) ©.evneiiei e e e,
Fig. 8 Esquema representativo de la estructura tridimensional de la lectina
PSA(PISUM SAVITUM) L..e e e

Fig. 9 Testiculo de C.humboldtianum. Estadio IV. Dilataciones (D), surcos (S),

TUSION POSLETIOT (FP)..veieii i e es el

Fig.10 Corte longitudinal del testiculo de C. humboldtianum En donde se observa

los conductos llenos de espermatozoides 25 X .....c.ovvviriiniiiiiiii i

Fig. 11 Representacidn esquematica del mecanismo que controla la funcion
reproductora de 10S tel€0Ste0S .........c.oviniiii
Fig. 12 Fotografia digital que muestra la técnica de recogida del semen en Chirostoma

RUMDOIALIANUI ... ... e e e e e

Xiv



INDICE DE FIGURAS

Fig. 13Muestra de espermatozoides de C. humboldtianum, tefiidos con la técnica de
BOSINA-NIGIOSINA ... \etiteet ettt ettt et et et e e et et et e e et e e et e e et e et et e e eneaee eas 25
Fig. 14 Imagen de una muestra de un corte histolégico de espermatozoides de

Chirostoma humboldtianum ........ ... 30
Fig. 15. Espermatozoides de C. humboldtianum tefiidos con la técnica de eosina-

I Tea (T o R PPN 30
Fig. 16 Esquema representativo de los patrones presentados con mayor frecuencia

en cada una de las lectinas Con A, WGA, PNA, PSAyUEA............ccoiiiiiiiinnn. 32
Fig. 17 Fotografias de los patrones encontrados en comun en las lectinas ConA,

WGA, PNA, PSA, UEA en microscopia confocal................ccooiiiiiiiiiiiiiin e 33
Fig. 18 Promedios de la proporcion de los patrones en comun presentados entre las

lectinas empleadas (Con A, WGA, PNA, PSAYUEA) ......ccooiiiiiiiiiiiiiiiiis e 34
Fig. 19 Marcaje con la lectina Con A-FITC...........coooiiiiiiiiiiiiie e 35
Fig. 20 Graficas comparativa de las medias de la proporcion entre los patrones

A-Z de alectina Con A ... 35
Fig. 21 Marcaje con la lectina WGA-FITC.........coiiiiiiiii e 36
Fig. 22 Grafica comparativa de las medias de la proporcidon entre los patrones

A-Zde lalectina WGA . ... .o 34
Fig. 23 Marcaje con la lectina PNA-FITC.........oooiiiiiii e, 35
Fig. 24 Grafica comparativa de las medias de la proporcion entre los patrones A-Z de la

B CEINA PN A .o 35

XV



INDICE DE FIGURAS

Fig. 25 Marcaje con la

lecting PSA-FITC . ..o,

Fig. 26 Grafica comparativa de las medias de la proporcion entre los patrones

A-Z de LA 1eCtiNa PS A

Fig. 27 Marcaje con la

lectina UEBA-FITC . .o

Fig. 28 Grafica comparativa entre las medias de la proporcion de los patrones

A-Z de la lectina UEA

XVi

39

40

41

41



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su

clasificacion segun su especificidad hacia monosacaridos ..................coooevviiinn. 6
Tabla 2. Principales lectinas empleadas en estudios de reproduccion asistida............. 9
Tabla 3. Tabla que muestra las cantidades empleadas para la preparacion de los

azuUcares para la prueba control ....... .. ... 28
Tabla 4. Resultados las observaciones en el microscopio confocal........................ 33
Tabla 5y 6 Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo de las

cinco lectinas (Con A, WGA, PNA, PSAy EUA). Anexo 1.........cooeviiiiiiiiinnannn. 60

XVii



ABREVIATURAS

ConA: Concanavalina A, lectina de Concanavalian ensiformis.

ConA-FITC: lectina ConA marcada con isotiocianato de fluoresceina

Fuc: fucosa

glu: glucosa

Gal: galactosa

GIcNAc: N-acetilglucosamina

kDa: kilodalton

Man: manosa

ul : microlitro

PNA: Lectina de Arachis hypogaea, cacahuate

PNA-FITC: lectina PNA unida a isotiocianato de fluoresceina

PSA: Lectina de Pysum sativum, chicharo

PSA-FITC: lectina PSA unida a isotiocianato de fluoresceina

UEA: Lectina de la planta Ulex europaeus.

UEA-FITC: lectina UEA unida a isotiocianato de fluoresceina

WGA-FITC: lectina WGA unida a isotiocianato de fluoresceina

WGA: Lectina de Triticum vulgaris, trigo.

XViii



INTRODUCCION

Las especies del género Chirostoma son endémicas del Altiplano Central de México y
presentan una distribucion discontinua restringida a algunos cuerpos lénticos en las
cuencas de los sistemas Lerma-Chapala y Rio Grande de Santiago. Actualmente

comprende un grupo de 18 especies y seis subespecies (Barbour, 1973Db).

Chirostoma humboldtianum, es la primera especie ictica descrita para la ciencia en
México, filogenéticamente, se considera el ancestro que dié origen a las especies de
dimensiones mayores denominadas coloquialmente “peces blancos”. Ha sido de gran
importancia sociocultural desde épocas prehispanicas, particularmente en la cuenca de

México. Los mexicas lo llamaban “amilotl” (Ezcurra, 2003).

En la mayoria de los peces teledsteos (como C. humboldtianum) de fecundacion externa
los espermatozoides se encuentran inmdviles en el fluido seminal y son activados sélo
después de tomar contacto con un medio acuoso. El tiempo de actividad flagelar es breve
en la mayoria de las especies. Los factores que activan este proceso son diferentes para
cada especie. Sin embargo, en casi todas, factores como la osmolaridad, temperatura, pH y
composicion idnica tienen una funcion clave en activar o modelar la actividad flagelar. La
mayoria de los espermatozoides de peces teledsteos presentan una estructura primitiva
(\Valdebenito, Fletcher, Vera y Fernandez, 2009), pequefia cabeza redonda con ndcleo, muy
pocas mitocondrias redondeadas, y los flagelos (Cabrita, Robles y Herraez, 2009) y
carecen de acrosoma, por lo que fecundan los oocitos penetrando a través del micropilo,

(\Valdebenito, et al., 2009).

Los peces blancos actualmente enfrentan una serie de problemas asociados con la
sobrepesca, contaminacion y falta de regulacién, que ha traido consigo la disminucion del

tamafio de las poblaciones en el medio silvestre. Un aspecto basico de la biologia de las
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especies lo constituye la caracterizacion de la estructura y la composicion bioquimica de la
membrana de los espermatozoides, entre otros aspectos no menos importantes de la
biologia basica de la especie; en especial para este género, del cual la informacién es

sumamente escasa.

El estudio de la composicion de la membrana de espermatozoides de peces con
fertilizacion externa es de suma importancia en la pesca debido a los peligros del medio
externo que los espermatozoides tienen a sostener después de la espermiacion. Varios
autores han investigado el contenido de la membrana plasmatica en fosfolipidos, colesterol
y lipoproteinas y su interaccion para comprender como su composicion afectara a la
calidad del esperma e influir en su capacidad de fecundar con éxito los huevos (Beirdo,

2011).

En el presente trabajo se determinaron los residuos glicosidicos en la membrana de los
espermatozoides de C. humboldtianum, sus patrones de distribucion y su frecuencia, esto
permitira en el futuro abordar diferentes estudios que conlleven a desarrollar
biotecnologias que permitan un manejo adecuado para su conservacién o cultivo, asimismo
se describe la morfologia del espermatozoide, y como una forma de medicion indirecta de
la composicion y funcionalidad de la membrana plasmatica, (Beirdo, 2011) se analizé la

movilidad, viabilidad y concentracion del esperma.



ANTECEDENTES

Las membranas plasmaticas de células eucariotas poseen carbohidratos unidos mediante
enlaces covalentes a los componentes lipidos y proteinicos, a este conjunto de glicidos o
carbohidratos se les denomina glucéalix. Segun la especie y el tipo de célula, el contenido
de carbohidratos de la membrana varia entre 2 y 10% del peso de la membrana plasmaética.
El grado de desarrollo del glucocalix depende del tipo celular (Molist, Pombal y Megias,
2011). En las glucoproteinas, el carbohidrato se presenta como un oligosacarido corto
ramificado que en condiciones tipicas posee menos de 15 azlcares por cadena. Los
azucares observados con mayor frecuencia en estas cadenas de carbohidratos son: D-
glucosa, D-manosa, D-galactosa, L-Fucosa, N-acetil-D-glucosamina, N-acetil-D-
galactosamina y Acido N-acetilneuraminico (Fig.1). No se puede considerar a los gldcidos
como moléculas inertes sino que tienen papeles importantes en el funcionamiento celular,

fundamentalmente actdan como lugares de reconocimiento y union.

Fig. 1 Esquema de algunas moléculas glucosiladas de la

(
® ) membrana plasmatica. Los glucolipidos son principalmente
PROTEOGLUCANOS ¢ ;
(X N . . -
et ded Lo bt et ont ¢ esfingolipidos con diferente composicion de glicidos.
. H
A N _
o ™ Algunos proteoglucanos tienen su parte
AT EAN A T \ A
MO IVERTE R . ( }_j;;‘fﬂ*‘ proteica insertada entre las cadenas de acidos grasos.
GLUCOESFINGOLIPIDOS GLUCOPROTEINAS Numerosos glucidos de la membrana forman parte de las
Galactosa ® N-aceti-ghscosamina glucoproteinas, formando enlaces tipo O (con los
SRR ® Glucosa aminoacidos serina) o tipo N (con los aminoacidos
® N-acetil-galactosamina Y Acido sialico
Acido glucurénico Rachss asparragina). (Molist et. al., 2011).
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Principales funciones de los carbohidratos de membrana:

» Proteger la superficie celular contra la interaccion de otras proteinas extrafias o
lesiones fisicas o quimicas.

» Papel en el reconocimiento celular, y en los procesos de rechazos de injertos y
transplantes.

» Participan en los procesos de coagulacion de la sangre y en las reacciones
inflamatorias, entre otras.

» Fecundacion: los espermatozoides distinguen los 6vulos de la propia especie de los

de especies diferentes.

La investigacion sobre el conocimiento de la ultraestructura y composicion bioquimica de
los espermatozoides en su mayoria se refiere a mamiferos, en la que se ha demostrado que
la superficie de los espermatozoides se encuentra cubierta por una serie de moléculas ricas
en carbohidratos (Matas-Parra, 1997). La mayoria de los residuos de los azlcares estan
unidos a proteinas las cuales estan integradas dentro de la membrana plasmatica o

asociadas libremente con ésta (Matas-Parra, 1997).

La determinacion de la composicion del glicocélix se ha determinado utilizando lectinas
especificas, las cuales se unen a varios tipos de cadenas laterales de azucares. Se estima
que hay cientos de glicoproteinas formando el glicocalix, estas son sintetizadas por los
espermatocitos, por el epitelio de los conductos eferentes, por el epididimo y posiblemente
otras por las glandulas accesorias que se asocian con el espermatozoide a través de su
transito por los distintos conductos y su almacenamiento posterior. La presencia del
glicocalix estd relacionada con la adquisicion de la capacidad fecundante del

espermatozoide (Sansegundo, 2008), ya que todos los componentes de la membrana



ANTECEDENTES

plasmética del espermatozoide y su interaccion son esenciales para la funcion celular
correcta y por lo tanto alteraciones sobre ellos puede afectar seriamente la funcionalidad

del espermatozoide (Beirdo, 2011).

Las lectinas, permiten evaluar el estado del acrosoma de una poblacion espermaética y ver
el porcentaje de espermatozoides que sufren una reaccion acrosémica prematura. Las
lectinas también pueden utilizarse como marcadores para evaluar la morfologia
espermatica, es decir, para valorar la forma del espermatozoide que consta de tres piezas:
cabeza, pieza intermedia o cuello y flagelo. Asimismo se emplean las lectinas para el
estudio y mayor compresion de la fisiologia de la interaccion entre espermatozoide y

ovocito (Montoya, Ten, Mendiola, Guerrero & Bernabeu, 2008).

Se han observado dominios en espermatozoides de hamster (Mesocricetusauratus) y
conejo (Oryctolagus cuniculus) con el empleo de lectinas y se ha demostrado que
diferentes disacaridos se distribuyen heterogeneamente en la superficie de los
espermatozoides y que los sitios de union de la lectina, estdn generalmente presentes en

mayor densidad en la cabeza que en el flagelo (Knobil y Neill, 2006).

Asimismo, las lectinas pueden emplearse para estudiar la redistribucion que sufren las
glicoproteinas de la membrana plasmatica del espermatozoide, gracias a su capacidad de
unirse selectivamente a determinadas secuencias oligosacaridicas. Su patron representativo
de marcaje puede ser util a la hora de estudiar el estado funcional de la poblacion

espermatica y predecir su valor fecundante (Montoya-Ureta et al., 2008).

Los neoglicoconjugados son carbohidratos especificos capaces de reconocer proteinas

receptoras en las membranas espermaticas. Generalmente los neoglicoconjugados mas
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utilizados son los marcados con fluoresceina y biotina. Estos carbohidratos marcados son
capaces de detectar la evolucién que experimentan las proteinas especificas de la
membrana del espermatozoide en el proceso de capacitacién espermatica. Se ha
determinado la distribucion topografica de las proteinas presentes en la superficie del
espermatozoide de toro (Bos Taurus) y se han estudiado los cambios que experimenta una
proteina con afinidad a la fucosa durante la reaccion acrosdmica en el espermatozoide de
verraco (Sus scrofa domestica) (Matas, 1997). Las lectinas han sido utilizadas en estudios
de reproduccidn asistida y se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Principales lectinas empleadas en estudios de reproduccidn asistida (Montoya

et al., 2008).
Lectina Localizacion Secuencia oligosacaridica reconocida
Con A Cannavalia enzyformis a-D-glucosa y a-D-manosa
WGA Triticum vulgare N-acetilglucosamina y ac. Siélico
PNA Arachis hypogaea B-galactosa
SBA Soja N-acetil-D-galactosamina
DBA Dolichos biflorus Metil-2-acetamina-2-desoxi-D-galactosa
PSA Pisum savitum residuos de manosa
AAA Anguilla anguilla Restos de fucosa
LEA Licopersicum esculentum  N-acetil-lactosamina
TPA Tetragonolobus purpureus  residuos de fucosa
UEA Ulex europaeus antigeno fucosilado H

Se ha incorporado la utilizacion de lectinas asociadas con fluoresceinas como marcadores
de acrosoma y de modificaciones en la membrana plasmatica en espermas eyaculados

(Cox, Ferndndez, Saravia, y Santa Maria, 1998).

La enzima, peroxidasa de rabano (HRP) conjugada con las lectinas WGA, PNA y Con A

se ha utilizado con buenos resultados para analizar la distribucion de los hidratos de
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carbono en espermatozoides de cerdo durante la capacitacion in vitro y la reaccion

acrosomal asi como la evaluacion de la integridad del acrosoma. (Vazquez et al., 1996).

El estudio de las lectinas fue iniciado por Stillmark en 1888, al describir el fendmeno de
hemaglutinacién con extractos de semillas de castor (Ricinus communis). La proteina
responsable de la aglutinacién de los eritrocitos la denominé Ricina (Cummings y Etzler,
2009). Mas tarde, Hellin descubrié que el extracto toxico de semillas de Abrus precatorius
también producia aglutinaciéon de las células rojas, la proteina responsable se denominé
Abrina (Hernandez et al., 1999). A las lectinas se les denomina: aglutininas vegetales,

hemaglutininas, fitohemaglutininas o fitoaglutininas (Del Brio & Riera, 1995).

Si bien, existen varias propuestas para definir a las lectinas, la mas aceptada es que: las
lectinas son proteinas o glicoproteinas de origen no inmune, fijadoras de carbohidratos con

capacidad para aglutinar células y precipitar glicoconjugados, (Hernandez, 1999).

Por otro lado algunas lectinas son mitogenicas, es decir, presentan la capacidad de inducir
la proliferacion de células especificas (Huan & Chih, 2009). Asi, la fitohemaglutinina A
induce la proliferacion de los linfocitos B y T; la concanavalina A, de los linfocitos T esta
actividad mitogénica puede inhibirse por el monosacéarido que fija especificamente la
lectina, por ejemplo, la actividad mitogénica de la concanavalina A puede inhibirse por

manosa Y la fitohemaglutinina por la N-acetilglucosamina (Battaner, 2013).

En las plantas se han detectado principalmente en los cotiledones y endospermos, las que
constituyen entre el 2 y el 10 % del total de proteinas de las semillas. La concentracion de
éstas, decrece progresivamente durante el proceso de germinacion (Gonzalez-Ledn, Casa

de Armas, & Gonzalez-Chavez, 2011); mientras que en el reino animal se han encontrado
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en invertebrados, tales como crustdceos, anélidos y moluscos. Estan presentes

fundamentalmente en la hemolinfa y rganos sexuales.
Las lectinas de acuerdo a Peumans y Van Damme, (1995) se clasifican en:

Merolectinas: son proteinas pequefias que poseen exclusivamente un dominio de union a
carbohidratos. Debido a su naturaleza monovalente no pueden precipitar glicoconjugados o

aglutinar células (Fig 2).

Hololectinas: poseen dos o mas dominios de union a carbohidratos idénticos u
homologos. Este grupo incluye todas las lectinas con multiples sitios de unién, las cuales
tienen la capacidad de aglutinar células o precipitar glicoconjugados. La mayoria de las

lectinas extraidas de plantas se incluyen en esta categoria (Fig 2).

Quimerolectinas: son proteinas de fusién que poseen un dominio de unidn a carbohidratos
y un dominio con actividad catalitica u otra actividad biolégica que actla
independientemente del dominio de union a carbohidratos. Dependiendo del nimero de
sitios de union al azlcar las quimerolectinas se comportan como merolectinas u

hololectinas (Fig 2).

MEROLECTINA HOLOLECTINA QUIMEROLECTINA

[ —u E=_ = . & —= T <

CLASS I<chitinase

e o

Type 2-RIP

o= Carbohidrato- dominio de unién
F3s< Dominio catallitico

@ Dominio de inactivacion de ribosomas

Figura 2. Esquema modificado representativo de tres tipos de lectinas

de plantas, merolectinas, hololectinas y quimerolectinas

(Peumans y Van Damme, 1995).
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La primera lectina que fue obtenida en forma cristalina fue la concanavalina A del frijol

Canavalia ensiformis en 1919 por James B. Sumner (Modificada de Hernandez, 1999).

Tabla 2. Lectinas vegetales utilizadas para el estudio de glicoproteinas y su clasificacién segin su

especificidad hacia monosacéridos. (modificada de Hernandez et al., 2005).

MONOSACARIDO LECTINA ABREVIATURA
a-D-manosa,a-D-glucosa Canavalia ensiformis Con A
Lens culinaris LCA
B-galactosa,
N-acetil-a-Dgalactosamina  Ricinus communis RCA
Glycine max SBA
Arachis hypogaea PNA
Amaranthus
leucocarpus ALL
N-acetil-B-D-glucosamina Triticum vulgare WGA
a-D-fucosa Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europaeus UEA
a-N-acetilneuraminico Limulus polyphemus LPA
manosas terminales, glucosa Pisum sativum PSA

Las lectinas forman parte de conjugados como lectina-lectina, lectina-enzimas y lectina-
anticuerpos, lo que ha permitido el desarrollo de técnicas cromatograficas como la
cromatografia de afinidad para la purificacion de glicoproteinas. Las interacciones de estas
proteinas con células pueden inhibirse en muchos casos por azlcares, por lo que se ha
llegado a la conclusion de que se enlazan a sacaridos de la superficie celular (Fig.3), esto
ha permitido el desarrollo de marcadores para técnicas histoquimicas y de microscopia
electronica para estudiar la estructura y funcion de la membrana plasmatica. Generalmente
se utilizan lectinas conjugadas con marcadores fluorescentes como la fluoresceina
(Hernéndez et al., 1999). También permiten evaluar el estado del acrosoma de una

poblacion espermatica y ver el porcentaje de espermatozoides que sufren la reaccion
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acrosémica prematura. Las lectinas pueden utilizarse como marcadores, para evaluar la

morfologia espermatica.

Fig. 3 Representacion esquematica de reconocimiento de carbohidratos

en superficie celular (Sharon & Lis, 2007).

Las lectinas pueden entrecruzar glicoproteinas y glicolipidos en las membranas de la

misma célula para varios propdésitos de organizacion en un amplio rango de procesos.

ANTICUERPO s
ANTI-LECTINA [ 5

lECTNA | o |

OLIGOSACARIDO

Fig. 4 Esquema modificado de la localizacion de
restos azucarados mediante el empleo de lectinas

(Del Brio & Riera, 1995).
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Concanavalina A (Canavalia ensiformis Agglutinin)

La concanavalina A (Con A) (Fig 5), es una proteina globular de origen vegetal, se obtiene
a partir del frijol Canavalia ensiformis, cuyo contenido varia entre 1 y 3 % en peso. Debido
a sus propiedades bioquimicas, la Con A fue clasificada por Sumner y Howell en 1936
como una lectina. La preparacion de reactivos especiales con esta proteina permite separar
e identificar glicoproteinas y polisacaridos en el estudio de las estructuras celulares

(Ganem & Martin, 2000).

La Con A es una de las lectinas mas caracterizadas, su estructura cuaternaria, es
tetramérica constituida por cuatro subunidades idénticas de masa molecular relativa (Mr)
26.500 cada una de las cuales contiene un Ca*® y un Mn*? requeridos para su actividad

(Martinez, 2009).

Forma complejos con metil a-D— manopiranosido, o - D - glucopiranésido, o -Man - ( 1-3
)-[a-Man-(1-6)] -Man.yp - GIcNAC-(1-2)-a-Man-(1-3)-[B-GIcNAc-(1-2)

- o -Man- (1-6 ) ] —Man.

Se une metil a-D— manopirandsido con una constante de asociaciéon de 0,82 x 104 M -1,
que corresponde a un total de 5,3 kcal mol - 1 de energia libre, liberada en la union

(Davina, Booma, Field & Naismith, 1999).

Fig. 5 Estructura de la Concanavalina A. La Concanavalina A
es una lectina obtenida de Cannavalia enzyformis, se presenta
como un dimero con dos regiones opuestas para el sitio de unién
a carbohidratos (Torres, 2010).
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WGA (Wheat Germ Agglutinin)

WGA (Fig. 6), aglutininas del germen de trigo, son purificadas a partir de las semillas
germinadas del trigo comun (Triticum vulgaris); se unen a ciertas porciones de
carbohidratos sobre las glicoproteinas de la superficie celular y se utilizan para identificar a
ciertas poblaciones celulares e inhibir o estimular algunas actividades inmunolégicas o

fisioldgicas.

':"'n W Wan
N2+ e oJ\ 0a2 4 e °J\
Asn Asn

Fig. 7 Representacion esquematica de la estructura tridimensional de la
lectina WGA ( Triticum vulgaris). (Van Damme et al., 1998)
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PNA (Peanut Agglutinin)

La aglutinina de cacahuete (Arachis hypogaea) se une preferentemente a la T-antigeno,
una galactosil (B-1, 3) N -acetilgalactosamina estructura presente en muchos
glicoconjugados tales como M y N grupos sanguineos, por lo tanto se emplea para
aglutinar eritrocitos humano.

(Molecular Probes, 2003), gangliosidos, glicoproteinas y glicolipidos asociados con la
membrana (Vectorlabs). La investigacion ha demostrado que PNA puede ser selectiva para
acrosomas en la rata y el espermatozoide de humano (Molecular Probes, 2003), por lo que
la integridad acrosomal se puede determinar usando fluoresceina conjugada con aglutinina
de cacahuete ( PNA -FITC), (Szész, et. al., 2000). La distribucion de las estructuras
oligosacaridicas es importante para la interaccion lectina-carbohidrato, como en el caso de
la lectina de Arachis hypogaea, donde la presencia de estructuras oligosacaridicas de manera
continua no afecta el reconocimiento (Hernandez et al., 2005).

PSA (Pisum Savitum Agglutinin)

La lectina del chicharo Pisum sativum (PSA) (Fig. 8) permite reconocer terminales de
manosas, glucosa y glucosamina de glicoconjugados localizados en la matriz acrosomal,
por lo que asociada con una fluoresceina puede identificar espermatozoides con el
acrosoma dafiado o ausente. El yoduro de propidio (PI) es una tincién nuclear y por lo

mismo sirve como tincién de contraste (Cox et al., 1998).

13
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Fig. 8 Esquema representativo de la estructura tridimensional de
la lectina PSA (Pisum savitum) (Van Damme et al., 1998)

UEA (Ulex Europaeus Agglutinin)

Aglutinina que reacciona con las proteinas séricas, util para el marcaje de endotelios
vasculares (Histopat Laboratoris, 2013). Los hematies A2, son aglutinados por la lectina de
Ulex europaeus (anti-H) (Garcia, Lippi & Valverde, 2001), se une al antigeno H del grupo
sanguineo O (Roa, I., Araya, Villaseca, Roa, J., 1997). También esta lectina es usada como
herramienta para la evaluacion de la glicosilacion intestinal, (\Valdés, Maroto, Cruz, de la
Fe-Rodriguez, & Hernandez, 2012). Se ha establecido como un excelente marcador para

las células endoteliales humanas (Laboratories Vector).

Esta lectina que tiene afinidad por el residuo glicosidico L-Fucaly se extrae de la semilla

de tojo (Del brio, et. al., 1995) o Ulex europaeus que es un arbusto espinoso perenne.

En general, las lectinas, que se unen a residuos especificos de azlcar, se han utilizado
como sondas moleculares para la caracterizacion de hidratos de carbono en la superficie de
las células, o en los tejidos post inclusion y corte del 6rgano de interés. Dado que los restos
de carbohidratos de glicoproteinas tipicamente muestran una especificidad notable con
respecto a las células de diferente etapa de desarrollo o tejidos diferentes, el patron de

tincion de las lectinas se puede utilizar como una herramienta analitica para distinguir

14
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diferentes células de interés, ademas puede ayudar a identificar tipos de células especificas
y para desentrafiar las interacciones entre células sométicas y la linea germinal en el

proceso de determinacion del sexo y la espermatogénesis (Tokalov & Gutzeit, 2007).

Estudios con lectinas en espermatozoides de cerdos (Sus scrofa
ssp)

Jiménez y colaboradores (2003), determinaron la distribucién de los carbohidratos de la
superficie de los espermatozoides de cerdo durante la capacitacion y la reaccion acrosomal
ya gue estos procesos pueden estar asociados con cambios especificos en el contenido y la
distribucion de carbohidratos de la superficie. Se analizaron treinta y nueve eyaculados de
machos fértiles de diversas razas de cerdos. Fueron detectados residuos de N-
acetilglucosamina, de manosa y fucosa sidlico por microscopia de fluorescencia y
citometria de flujo usando lectinas conjugados con FITC. La lectina WGA, se encontro
vinculada a la cabeza y la cola de los espermatozoides frescos, y la intensidad de
fluorescencia (FI) se redujo en espermatozoides capacitados y se redujo ain més en los
espermatozoides con acrosoma reaccionado . La lectina Con-A se encontré unida de forma
homogénea en la cabeza y la pieza intermedia del espermatozoide fresco y aumentd en
espermatozoides capacitados, principalmente en la region acrosomal. En espermatozoides
con acrosoma reaccionado, la fluorescencia se concentré en la frontera de la region
acrosomal. No fue posible detectar nada con la lectina UEA por microscopia de
fluorescencia. Modificaciones del glucocélix en espermatozoides observados en este
estudio permiten conocer a las modificaciones moleculares que acompafian a la

capacitacion y la reaccion acrosomal.

Fabrega y colaboradores, (2012) emplearon las lectinas aglutinina PNA, LCA, PSAWGA,

HPA, PHA -L, SBA y UEA- | para identificar los cambios en la naturaleza y la

15
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localizacién de las glicoproteinas en espermatozoides porcinos que migran a lo largo del
conducto del epididimo. Asimismo realizaron procedimientos complementarios con
citometria de flujo, andlisis de la localizacién de lectina en la membrana de los
espermatozoides utilizando microscopia de fluorescencia y la caracterizacion
electroforética de la superficie principal de receptores de glicoproteina en esperma
implicados en la union a lectina. Observaron diferentes patrones de expresion de lectina
entre las regiones del epididimo asociadas a la maduracion del mismo, que pueden estar
correlacionadas con el grado de maduracion de los espermatozoides eyaculados. (Fabrega

etal., 2012).

Uso de lectinas en peces

Las lectinas para el estudio de las glicoproteinas de la membrana también se ha llevado a
cabo en peces, principalmente sobre el analisis de las glicoproteinas de la membrana de
plasma durante la espermatogénesis y en los espermatozoides de los géneros Xiphophorus
maculatus y del chilensis Elasmobranch Schroederichthys (Rojas, et al. 2001). Las lectinas
utilizadas fueron ConA y WGA mediante microscopia laser confocal. En Xiphophorus, una
especie vivipara que presenta espermatozoides acrosomales, espermatocitos primarios y
espermatidas de forma redondeada, mostrd que toda la superficie de la célula se marcé por
ambas lectinas. En espermatozoides maduros se observé una fluorescencia discreta y no
aleatoria exclusivamente en la superficie de la cabeza del espermatozoide; Tokalov y
Gutzeit en 2007 estudiaron las células testiculares primarias de Tilapia (Oreochromis
niloticus) y Medaka (Oryzias latipes), describen el patron de unién de lectinas unidas a
FITC, mediante microscopia confocal. Las diferencias observadas en la tincion de las
lectinas de diferentes tipos de células primarias, se puede utilizar para identificar los tipos

de células particulares, para controlar su diferenciacién in vitro o para enriquecer tipos de
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células particulares, ya que los restos de carbohidratos de glicoproteinas muestran
tipicamente una especificidad notable con respecto a las células de diferente etapa de
desarrollo o tejidos diferentes, asimismo estos autores indican que el patron de tincién de
las lectinas se puede utilizar como una herramienta analitica para distinguir diferentes
células de interés, lo mismo que en analisis histoquimicos de testiculos las diferentes
lectinas, muestran notablemente diferentes patrones de tincion asociados con etapas del

desarrollo de la espermatogénesis en células de mamiferos.

Un aspecto relevante lo constituye la caracterizacién seminal ya que permite identificar
parametros de normalidad, con el fin de seleccionar e identificar posibles donantes para los
bancos de germoplasma de peces salmoénidos (Fresneda, 2004). En ese sentido, Cabrita,
(2009) apunta que existen dafios que afectan los pardmetros de calidad de los
espermatozoides como: motilidad, viabilidad, funcionalidad de la membrana plasmaética,
metabolismo, entre otros, que determinan las principales funciones de los espermatozoides

de los peces para llegar y entrar en el dvulo durante la fertilizacién.

Yanagimachi y colaboradores (2013), realizaron un estudio sobre atraccién del esperma en
la regién del micropilo de peces y de insectos y determinaron que en los peces, no hay
indicacion de que los espermatozoides son atraidos por los huevos desde la distancia, pero
una vez cerca de la abertura externa del micropilo, exhiben movimientos dirigidos hacia él,
lo que sugiere que existe una glicoproteina en esta region definida para atraer a los
espermatozoides. La atraccion de los espermatozoides a la apertura micropilo es especifico
especie y es dependiente de Ca?* extracelular. La lectina empleada fue WGA unida a FITC
y tifiié fuertemente la zona externa del micropilo. Los peces usados para este estudio

incluyeron: black flounder (Pleuronectes obscurus), barfin flounder (Verasper moseri),
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starry flounder (Platichthys stellatus), herring (Clupea pallasi), bitterling (Rhodeus
ocellatus), steelhead (a.k.a., rainbow trout [Oncorhynchus mykiss]), and medaka (Oryzias

latipes).

Estudios empleando lectinas unidas a FITC, pueden ser una herramienta Gtil para detectar
dafios como los mencionados anteriormente, ya que el conocimiento de los gametos de los
peces desde el punto de vista bioldgico, fisiolégico y metabodlico, se pueden desarrollar
tecnologias como la crioconservacion, fertilizacion in vitro, conservacion de embriones,
androgénesis y ginogénesis acordes con las estrategias reproductivas de las especies

(Tabares, Tarazona & Olivera, 2005).

Descripcion  anatomica  del  Testiculo de  Chirostoma

humboldtianum.

Los testiculos de esta especie (Fig. 9), son 6rganos pares, alargados, de forma triangular y
contorno irregular, de color blanquecino nacarado, con la base orientada lateralmente, el
mesenterio pigmentado (mesorquio) parte del vértice superior lateral y se une a la pared
corporal; el vértice interno presenta un vaso sanguineo que recorre toda la longitud de la
gonada y se prolonga en su extremo anterior a través de un filamento delgado. La longitud
y el volumen de las génadas presentan variaciones dependiendo de la etapa reproductiva en
la que se encuentre el organismo, la presencia de surcos distribuidos heterogéneamente a lo
largo de la gdnada, también puede variar en tamafio nimero y pigmentacion e indican el

grado de madurez de la gonada.
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Fig. 9 Testiculo de C.humboldtianum. Estadio IV. Dilataciones (D), surcos (S), fusion posterior (Fp).

Fotografia tomada por el Dr. Gerardo Figueroa Lucero.

Fig. 10 Corte longitudinal del testiculo de C. humboldtianum En donde se observa los conductos llenos de
espermatozoides (Ez) y cistos de diferentes tipos celulares (Cis). H-E 125x. Fotografia tomada por el Dr.

Gerardo Figueroa Lucero.
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Soporte neuroendocrinoldgico de la reproduccion

En la filogenia de los vertebrados se presentan dos sistemas de informacion: el sistema de
comunicacion neural y el sistema de comunicacion hormonal. La funcidn fotorreceptora se
basa fundamentalmente en el primero, la funcion glandular o secretora lo hace en el
segundo. Existe sin embargo un sistema que posee ambas peculiaridades: el sistema

neuroendocrino y que es fundamental para el control de la reproduccion.

La percepcion de estimulos ambientales como el fotoperiodo y la temperatura (entre otros)
esta regida por el sistema nervioso e incluye el paso desde los receptores sensoriales al
cerebro (Fig. 11); no se sabe con exactitud como llega esta informacién al hipotdlamo, pero

una vez alli, hace que se produzcan las hormonas hipotaldmicas que son transportadas a

través de los axones neuronales a la hipdfisis, _ BSTIMULOS AMBIENTALES
donde inhibirdn o estimulardn la liberacion de Temperasura v
OJ08 PINEAT,
las gonadotrofinas actuan sobre las gdénadas
CEREBRO
induciéndolas a producir esteroides gonadales conexiones neronice
HIPOTATLAMO
que seran los artifices finales del proceso de S rorme
hormonas gonadotropas
crecimiento gonadal, maduracién y puesta SONADAS

hormonas sexuales

MADURACION ¥ LIBERACION

(Zanuy & Carrillo, 1987). DE LOS GAMBTOS

Fig. 11 Representacién esquematica del
mecanismo que controla la funcién reproductora

de los teledsteos (Zanuy & Carrillo, 1987).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cudles residuos glicosidicos se encontrardn presentes sobre la membrana de

espermatozoides C. humboldtianum y cuales seran sus patrones y frecuencia?

HIPOTESIS

Los residuos glicosidicos que se encuentren en la superficie de la membrana de los
espermatozoides de Chirostoma humboldtianum serdn caracteristicos y unicos de esta

especie.

Si se emplean lectinas marcadas se podran determinar los azlcares presentes, sus patrones

y su frecuencia.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar por medio de las lectinas vegetales Con A, WGA, PNA, PSA y UEA unidas al
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina los azlcares que se encuentran presentes en la
membrana de los espermatozoides de Chirostoma humboldtianum y cudl es su distribucion

y frecuencia.

Objetivos particulares
> Analizar por medio del microscopio confocal la presencia de los azlcares que

reconocen cada una de la lectinas empleadas.

> Cuantificar y describir mediante los patrones de fluorescencia la distribucion y la

frecuencia que presentan en cada una de las lectinas.

> Determinar la movilidad, la viabilidad y la concentracion de los espermatozoides de
C. humboldtianum por unidad de volumen, como criterio de calidad de analisis

espermatico.
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MATERIALES Y METODOS

Ejemplares
Las muestras evaluadas se obtuvieron de 64 machos reproductores provenientes de la
poblacion de Villa Victoria Estado de México, los cuales se encuentran en la Planta

Experimental de Produccién Acuicola (PEXPA) UAM lztapalapa.

Los organismos se mantuvieron en condiciones controladas en estanques de 5 m* de
capacidad, con temperatura promedio de 19.8 °C y pH promedio de 8.8, con fotoperiodo
natural (12:12) y se mantuvieron con alimento balanceado para trucha (25 % proteina) y
juveniles de peces y Crustaceos adultos (Heterandria y artemia sp), ademas de larvas de

cuarto estadio de Chironomus plumosus.

Técnica obtencion del semen

Las muestras de semen se obtuvieron manualmente presionando suavemente la region
ventral en direccion craneo-caudal sin uso de anestésicos (Fig.12), y con el debido cuidado
para que las muestras estuvieran libres de sangre, heces y orina. Las muestras se colectaron
por medio de una micropipeta con capacidad de 10 a 100 pL. Las muestras estuvieron
constituidas por el semen de 2 hasta 8 machos por muestra, al cual se le agregd agua
reconstituida filtrada y esterilizada y posteriormente se le adiciond glutaraldehido al 0.2%

(50 uL), agitando hasta que se homogeniz6 y se conservo en refrigeracion.
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Fig. 12 Técnica de recogida del semen en Chirostoma humboldtianum.

Viabilidad

La prueba de viabilidad se realiz6 con semen recién obtenido y se aplicé la técnica eosina-
nigrosina. En un portaobjetos se colocé 1 pL de semen mas 1 pL de eosina-nigrosina (a
razon de 1:1), se homogenizo y se corrio la muestra con ayuda de un pincel para evitar el
desprendimiento del flagelo, se dejé secar a temperatura ambiente y posteriormente se
observaron al microscopio éptico a 100X. Los espermatozoides muertos o no viables se
tifieron de color rosa fuerte y los vivos tenian un color blanco. Las membranas de los
espermatozoides muertos o en proceso de muerte son permeables a la eosina por tal razén
se emplea esta propiedad para la determinacion de los espermatozoides vivos (Palma,
2007).

Vigor de nado

El vigor de nado de los espermatozoides fue evaluado por una escala arbitraria:

0 = para espermatozoides inmdviles

5 = Los espermatozoides con movimiento vigoroso Yy rectilineo (Guest et. al; 1976)
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Movimiento de los espermatozoides

Para el movimiento de los espermatozoides se considerd una escala subjetiva en donde:

0 = no se observa ninglin movimiento

1 = cuando el movimiento se encuentra por arriba del 25% células en movimiento

2 = cuando el movimiento se encuentra por arriba del 50% células en movimiento

3 = cuando el movimiento se encuentra por arriba del 75% células en movimiento

4 = cuando hay mas del 75% en movimiento (Viveiros et al., 2003)

Concentracion espermatica

Para cuantificar el nimero de espermatozoides por unidad de volimen se emple6 semen
recién obtenido y se realizaron diluciones 1:1000, es decir, 1 pL de semen mas 999 uL de
agua reconstituida, filtrada y esterilizada, se homogenizo6 y se tomé una alicuota de 10 pL
y se coloco en una cdmara de Neubauer, se observo al microscopio optico a 40X y se

realizo el conteo respectivo.

Preparacion de las lectinas
Las lectinas Con A, WGA, PNA y PSA se diluyeron en PBS a razon de 1:50 cada una,
WGA se prepar6 2 mg/mL igualmente en PBS, se procedi6 posteriormente a su

almacenamiento a -4°C en alicuotas de 10 pL, hasta el momento de su empleo.

Microscopia Confocal
Preparacién de la muestra

Del semen recién obtenido y fijado en glutaraldehido al 0.2% se tomaron alicuotas de 5 puL
y se colocaron en una serie de 5 tubos Eppendorf de 1.5 mL de capacidad, se les adicioné a
cada uno 500 pL de agua reconstituida filtrada y esterilizada ademas de 10 pL de la lectina

Con A, WGA, PNA, PSA y UEA respectivamente, posteriormente los tubos se envolvieron
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con papel aluminio y se colocaron en incubacion en una camara himeda a 21°C

(Temperatura ambiente del Laboratorio) por 30 minutos.

Posteriormente, los tubos se centrifugaron a 6,000 RPM (R.C.F x g 2000) durante 60 a 70
segundos, hasta que se formd el botdn, se desechd el sobrenadante, para lavar al boton se le
agregd PBS se homogenizo6 y se volvid a centrifugar por el mismo tiempo, se desecho el
sobrenadante, al boton se le agregd 10 pL de agua reconstituida filtrada y esterilizada, los
cinco tubos se conservaron en refrigeracion, cubiertos con papel aluminio para evitar que
pierdan fluorescencia. Posteriormente, se tomaron alicuotas de 10 pL de cada una de las
muestras, se colocaron en un portaobjetos y se cubrieron con un cubreobjetos y se sellaron
las orillas para evitar la entrada de aire a la muestra y ésta se secara, después se observaron
en un Microscopio laser confocal-LSM 700-Carl Zeiss, con el Objetivo Plan-Apochromat
63x/1,40 Oil DIC M27 (dt=0,19 mm), en un rango de 488 a 514nm (Verde). Se empleo el
método de deteccidn directa, puesto que la molécula fluorescente estd unida directamente
a la lectina y posteriormente se observaron al microscopio confocal (Molist, et al., 2011),
en este caso la molécula fluorescente empleada fue FITC.

De cada tratamiento se llevaron a cabo 6 repeticiones con cada una de las lectinas y se
contabilizaron 100 espermatozoides por muestra.

Preparacion prueba control

La prueba control se empleé para comprobar que las lectinas son especificas para un
determinado azucar, dicha prueba se realiz6 por duplicado. Se prepararon los azlcares a
una concentracion de 0.3 M cada uno y se dejaron incubar en refrigeracién por una hora

(tabla 3).
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Tabla 3. Tabla que muestra las cantidades empleadas para la preparacion de 100 uL de los azlcares para la prueba
control.

Lectina Azlcar Cantidad en pL

Con A Glu 98.0 de Gluy 2 de Con A
95.0 de WGA y 5 de

WGA GIcNAc GIcNAC

PSA man 98.0 de many 2 de PSA

UEA fuc 98.0 fuc y 2 de UEA
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Se encontraron diversos patrones o concentraciones de residuos glicosidicos sobre la
membrana de espermatozoides de C. humboldtianum, que marcaron cada una de las
lectinas empleadas, (Con A, WGA, PNA, PSA y UEA) sin embargo hay cinco patrones
que se repiten con mayor frecuencia y para este trabajo se les asignaron las letras del
alfabeto de la A a la E, asi mismo se nombr6 con la letra Z a un conjunto de patrones

diversos, no claramente definido.

Descripcion del espermatozoide

El espermatozoide de Chirostoma humboldtianum, carece de pieza intermedia o cuello
(Figs. 13 y 14), la cabeza es esférica y carece de acrosoma. La longitud promedio del

espermatozoide es de 17.7 u desde la parte anterior de la cabeza al final del flagelo.

Fig. 13 Muestra de espermatozoides de C. humboldtianum tefiidos con la técnica de eosina-
nigrosina, se puede apreciar que el espermatozoide carece de pieza intermedia, (flecha roja). Fotografia

digital (zoom 200%).
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Fig. 14 Imagen de un corte histolégico de espermatozoides de Chirostoma humboldtianum, en donde a pesar
de la ruptura del flagelo, se puede confirmar que este espermatozoide carece de pieza intermedia o cuello.

Micrografia obtenida del microscopio electrénico a 2500X (Fotografia de la M. en B.E. Irma Urbina).
Viabilidad
El porcentaje de viabilidad obtenido fue del 80.43 % mediante la técnica de eosina-

nigrosina (Fig. 15).

Fig. 15.Espermatozoides de C. humboldtianum, tefiidos con la técnica de eosina-nigrosina, las flechas
en rojo sefialan a espermatozoides no viables (color rosa fuerte). Los espermatozoides que se tifieron de
color rosa palido son los viables o vivos. Como se puede observar en las fotografias a y b tomadas de
dos diferentes muestras respectivamente, casi todos los espermatozoides son viables. Microscopio

compuesto.Vista a 100 X.
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Vigor de nado

Para el vigor de nado de los espermatozoides de C. humboldtianum se considera el valor 5,
es decir, espermatozoides con movimiento vigoroso Y rectilineo.

Movimiento de los espermatozoides

El movimiento de los espermatozoides de esta especie se encuentra en escala 4, arriba del
75% con movimiento.

Concentracion espermatica

Los volumenes de esperma de Chirostoma humboldtianum por organismo oscilaron entre 1

y 50 pL. El nimero promedio de espermatozoides fue de 1.82 x 10 espermatozoides/ L.

Representacion esquematica de los patrones de distribucidon
de los azucares encontrados en C. humboldtianum

Los patrones de distribucion de los azlcares se presentan de manera esquematica en la
figura 16, en donde es posible observar seis diferentes agrupaciones Ilamados patrones y
que en este trabajo se clasificaron con las letras A, B,C,D,E y Z. El patrén Z en realidad es

un conjunto que presenta diversos patrones, no hay uno definido.

30



RESULTADOS

PATRON A PATRON B

PATRON C PATROND PATRON E

00~

| -

PATRON Z (ALGUNOS EJEMPLOS)

Fig. 16 Esquema representativo de los patrones presentados con mayor frecuencia en
cada una de las lectinas Con A, WGA, PNA, PSAy UEA.

Estos patrones se representan en la Fig. 17 que son fotografias tomadas con el microscopio
confocal.

Patrones de distribucion de los azucares

Las fotografias tomadas con el microscopio confocal muestran la posicion de la marca para
cada una de las lectinas empleadas (Con A, WGA, PNA, PSA y UEA unidas a FITC) sobre
la superficie de la membrana de los espermatozoides de C. humboldtianum. Se observaron

seis patrones frecuentes (A-E y Z), su distribucién y frecuencia.
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bl

Fig. 17 Fotografias de los patrones encontrados en comln en las lectinas ConA, WGA, PNA, PSA, UEA en

microscopia confocal. (a) patron A en el limite de la cabeza y flagelo. (b) patrén B vista de frente. (b1) patron
B vista lateral der. (b2) patrén B vista lateral izg. El patron B tiene una sola posicién, depende del dngulo en
que sea observado en el microscopio. (c) patrén C, en la parte apical del espermatozoide y limite entre la
cabeza y el flagelo. (d) patron D, ubicado en las partes laterales de la cabeza. (e) patrdn E, ubicado en la parte
apical de la cabeza del espermatozoide. (z) patrdn Z, que en realidad es un conjunto de diversos patrones.

Vista 63 X.

Se contabilizaron 100 espermatozoides por muestra de cada lectina empleada y se calcul6
el respectivo porcentaje de cada patron encontrado y de este porcentaje se obtuvo la
proporcion. Las proporciones de cada una de las lectinas empleadas se presentan en la

tabla 4 en donde se observa que los patrones A 'y B son los mas frecuentes.

Tabla 4. Patrones de residuos de azucares identificados en la membrana de espermatozoides de Chirostoma

humboldtianum recién obtenidos. Se presentan los resultados de la media de la proporcién del conteo.

Patrén (%)

LECTINA " c 5 : "
Con A 0,33 0,33 0,05 0,05 0,12 0,12
WGA 0,36 0,29 0,07 0,05 0,11 0,13

PNA 0,32 0,32 0,03 0,05 0,13 0,15
PSA 0,33 0,33 0,03 0,04 0,15 0,13
UEA 0,27 0,34 0,05 0,07 0,13 0,15
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GRAFICA COMPARATIVA DE LA MEDIA DE LA PROPORCION DE LA FRECUENCIA DE
LOS PATRONES ENCONTRADOS EN COMUN ENTRE LECTINAS
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Fig. 18 Promedios de la proporcién (datos tomados de la tabla 4) de los patrones en comin presentados entre
las lectinas empleadas (Con A, WGA, PNA, PSA y UEA). Se puede observar que hay dos patrones que se
distinguen del resto (A 'y B).

Lectina Con A

La lectina Con A asociada a FITC (Fig. 19) presenta fluorescencia en toda la superficie de
la membrana del espermatozoide, con bordes difusos, pero la intensidad de la fluorescencia
en el flagelo es escasa con respecto a la intensidad de fluorescencia que se observo en la
cabeza. Se presentaron seis patrones (A-E y Z) de los cuales los clasificados como A
(mayor intensidad de fluorescencia entre el limite de la cabeza y el flagelo) y B (mayor
intensidad en el centro de la cabeza) fueron los mas frecuentes. Los azlcares que reconoce
esta lectina y que estan presentes en la membrana de los espermatozoides de C.

humboldtianum son: a-manosa y a-glucosa.
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Fig. 19 Marcaje con la lectina Con A-FITC. a) campo de fluorescencia, b) campo claro. Se puede
apreciar fluorescencia intensa en la cabeza sin fluorescencia en el flagelo, el cual si esta presente como
se puede observar en la fotografia de campo claro (b) Los residuos de carbohidratos presentes en la
membrana son: a-manosa y a-glucosa que reconoce Con A. En esta fotografia Se observa un patrén de
fluorescencia entre el limite de la cabeza y el flagelo, y es clasificado con la letra A, (flecha roja). Vista

63 X. Fotografias tomadas con el microscopio confocal.
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Fig. 20 Gréfica comparativa de las medias de la proporcion entre los patrones A-E y Z de la
lectina Con A. Se aprecia que los patrones Ay B se presentan con la misma frecuencia (33%)
pero ambos son mayores con respecto al resto. El patrdn que seguiria en orden de frecuencia

seria el patrdn clasificado como E (12%) mayor intensidad en la parte apical de la cabeza.
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Lectina WGA

32Se encontrd fluorescencia en toda la cabeza del espermatozoide de C. humboldtianum
con bordes difusos y nula para el flagelo (Fig. 21), el aztcar que reconoce la lectina WGA
es la N-acetilglucosamina y se determina que dicho azlcar estd presente. WGA-FITC
marcO seis patrones frecuentes A-E y Z, destacandose el A (fluorescencia intensa en el
limite de la cabeza y el flagelo) y el B ( intensidad de fluorescencia en el centro de la

cabeza) del resto.

Fig. 21 Marcaje con la lectina WGA-FITC. a) campo de fluorescencia, b) campo claro. Esta lectina tiene
receptores en la cabeza pero no en el flagelo de C.humboldtianum, se confirma en la fotografia de
fluorescencia (a). En la fotografia de campo claro (b) se observa la presencia del flagelo. El azicar al que se
une WGA es N-acetilglucosamina. Se aprecia en la fotografia una concentracion ubicada en la parte posterior

de la cabeza, (flecha roja). Vista 63 X. Fotografias tomadas con el microscopio confocal.
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Fig. 22 Gréfica comparativa de las medias de la proporcidn entre los patrones A-E y Z de la lectina
WGA. Se aprecia que los patrones A (36%) y B (29%) se presentan con mayor
frecuencia, siguiendo el patrén E (11%). Comparando los patrones A y B, resulté mas

frecuente el patron A (mayor fluorescencia entre el limite de la cabeza y el flagelo).

Lectina PNA

La fluorescencia que emitio la lectina PNA asociada a FITC (Fig. 23) fue de intensidad alta
en toda la periferia de la membrana del espermatozoide, con bordes bien definidos tanto en
cabeza como en flagelo. Al igual que en las lectinas Con A y WGA se encontraron en esta
lectina seis patrones en comin A-E y Z, los patrones A y B se presentaron con mayor
incidencia respecto al resto. Los residuos glicosidicos que estan presentes en la membrana
del espermatozoide de C. humboldtianum y que reconoce la lectina PNA son: B-galactosa y

N-acetil-a-D-galactosamina.
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Fig. 23 Marcaje con la lectina PNA-FITC. a) campo de fluorescencia, b) campo claro. Se observa mayor
intensidad de fluorescencia con respecto a las lectinas Con A, WGA, PSA y UEA, dicha intensidad esta
delimitada en la periferia. Los azlcares a los que se une PNA son p-galactosa y N-acetil-a-D-galactosamina.
En esta fotografia se observa un patrén bien definido en la parte apical (flecha roja) de la cabeza del
espermatozoide catalogado en este trabajo con la letra E. Vista 63 X. Fotografias tomadas con el microscopio

confocal
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Fig. 24 Gréfica comparativa de las medias de la proporcién entre los patrones A-E y Z de la lectina PNA. Los
patrones A y B se presentan con la misma frecuencia (32%) y la cual es mayor con respecto al resto de los

patrones. El patrén que sigue es el E con un 13%.
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Lectina PSA

Se encontrd fluorescencia en la cabeza y el flagelo con bordes difusos, la intensidad de
fluorescencia fue mayor en la cabeza con respecto al flagelo (Fig. 25). Los azUcares
presentes en la membrana del espermatozoide de C. humboldtianum son manosas
terminales y glucosa que reconoce la lectina PSA. Se encontraron seis patrones (A-E y Z)
frecuentes, de este grupo los patrones clasificados con las letras A y B sobresalieron del

resto.

|

-

Fig. 25 Marcaje con la lectina PSA-FITC. a) campo de fluorescencia, b) campo claro. Se puede apreciar que
la lectina tiene receptores en la cabeza y el flagelo del espermatozoide de C. humboldtianum. Se observa
mayor intensidad de fluorescencia en la cabeza que en el flagelo. PSA reconoce manosas terminales y Glu.
En esta fotografia se observa una concentracion en el centro (flecha roja) de la cabeza clasificado como

patron B. Vista 63 X. Fotografias tomadas con el microscopio confocal
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Fig. 26 Gréafica comparativa de las medias de la proporcion entre los patrones A-Z de la lectina PSA. Se
aprecia que los patrones A y B se presentan con mayor frecuencia con respecto al resto de los patrones y en
este caso ambos se presentan con la misma frecuencia y al igual que las lectinas Con A, WGA y PNA, el

patrén que sigue en frecuencia es el E.

Lectina UEA

En la lectina UEA unida a FITC (Fig. 27), se observo fluorescencia en la cabeza y el
flagelo con bordes definidos, siendo mayor la intensidad de la fluorescencia en la cabeza
con respecto al flagelo. Se encontraron seis patrones frecuentes (A-E y Z), pero los
clasificados como A y B se presentaron con mayor incidencia que el resto. Se determino
que el azlcar que reconoce esta lectina a-D-fucosa esta presente en la membrana de los

espermatozoides de C. humboldtianum.
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Fig. 27. Marcaje con la lectina UEA-FITC. a) campo de fluorescencia, b) campo claro. Se observa que UEA
tiene receptores en toda la superficie de la membrana del espermatozoide de C. humboldtianum asi como en
el flagelo. El azicar que reconoce UEA es a-D-fucosa. En estas fotografias se aprecia claramente que las
concentraciones o patrones de los azlcares se encuentran ubicadas en un espermatozoide (flecha verde), entre
el limite de la cabeza y el flagelo, (patron A) y en el otro (flecha roja) en la parte apical (patrén E).

Fotografias tomadas con el microscopio confocal Vista 63X.
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Fig. 28 Gréfica comparativa entre las medias de la proporcién de los patrones A-E de la lectina UEA.
Se aprecia que el patron B (mayor fluorescencia en la parte central de la cabeza) comparandolo con el A se
presenta con mayor frecuencia con respecto a éste y ambos se presentan con mayor frecuencia con respecto

al resto del grupo. Igualmente que en las lectinas Con A, WGA, PNA y PSA el patron que les sigue es el E.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del analisis con respecto a la posicion de los azucares entre cada una de las
lectinas (tabla 5, anexo 1) indican que no hay diferencia en la posicion o distribucion que
guardan los patrones encontrados en comun en las cinco lectinas empleadas (ANOVA, p >
0.05). Este mismo efecto se determiné para la posicion que presentaron los azlcares entre

cada una de las lectinas (ANOVA, p > 0.05).

Sin embargo en lo que respecta a la frecuencia con que se presentan cada uno de los
patrones es diferente en cada lectinas (ANOVA, p < 0.05). Con respecto a la interaccion
entre los patrones y su posicion entre los espermatozoides no existe relacion alguna, el tipo
de lectina no influye para determinar la posicion de cada patron, es decir, se encontraron

los mismos seis patrones principales (A-E y Z) en todas las lectinas analizadas.
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DISCUSION

Este es el primer trabajo en el que se estudia la determinacion de residuos glicosidicos en
la membrana de los espermatozoides de C. humboldtianum, su distribucién, patrones
presentados y frecuencia. Aunque en primera instancia sélo se trata de una caracterizacion,
estos resultados pueden contribuir para estudios posteriores como determinar si la
distribucién de los azlcares tienen relacion directa con el éxito de la fertilizacion de esta
especie, también puede contribuir como base para la realizacién de protocolos que
conlleven a desarrollar biotecnologias que permitan un manejo adecuado para su

conservacion o cultivo.

El empleo de las lectinas Con A, WGA, PNA, PSA y UEA para caracterizar los residuos
glicosidicos presentes en la membrana de los espermatozoides de C. humboldtianum ofrece
resultados positivos, ya que demuestra la presencia de todos los azlcares que reconocen
cada una de las lectinas. Todos los residuos glicosidicos encontrados (aMan, aGlc,
GIcNAc(b1,4GIcNAC)1-2, B-galactosa, manosas terminales, glucosa, Fuc) estan presentes
en la cabeza, pero en el flagelo del espermatozoide es escasa o nula la presencia de a-

manosa,a-glucosa y de N-acetilglucosamina.

Aunque estos azlcares se observaron en toda la superficie de la membrana del
espermatozoide, se encontraron cinco patrones principales de fluorescencia en mayor
densidad en la cabeza que en el flagelo, estudios particulares realizados con peces
teledsteos sugieren un comportamiento similar a la especie de estudio ya que al
caracterizar las glicoproteinas de la membrana plasmatica durante la espermatogénesis en
los espermatozoides de los géneros Xiphophorus maculatus y del chilensis Elasmobranch
Schroederichthys (Rojas, et al. 2001), utilizando las lectinas concanavalina A (ConA) y

aglutinina de germen de trigo (WGA) mediante microscopia laser confocal presentaron un
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comportamiento andlogo. Por otra parte en Xiphophorus, una especie vivipara que presenta
espermatozoides acrosomales, espermatocitos primarios y espermatidas de forma
redondeada, en los que se empleé como marcadores a las mismas lectinas descritas
anteriormente mostré que toda la superficie de la célula se marc6 por ambas lectinas.
Mientras que, en los espermatozoides maduros se observo una fluorescencia discreta y no
aleatoria exclusivamente en la superficie de la cabeza del espermatozoide (Tokalov y
Gutzeit 2007). Esta descripcion coincide con las observaciones para esta especie y aun
cuando las cinco lectinas probadas estan presentes en toda la cabeza del espermatozoide de
C. humboldtianum, es posible observar dos patrones que se presentan con mayor

frecuencia en comparacion con el resto.

Se ha demostrado que las lectinas unidas a FITC, permiten analizar la condicion de los
espermatozoides a través de la movilidad, viabilidad, funcionalidad de la membrana
plasméatica y metabolismo, que determinan las principales funciones de los
espermatozoides para llegar y entrar en el dvulo durante la fertilizacion (Cabrita, 2009).
Bajo esta premisa la movilidad, viabilidad, funcionalidad de la membrana plasmética de
los espermatozoides de C. humboldtianum analizados presentaron buenas condiciones de

acuerdo a los valores determinados para cada parametro.

Por otro lado, un aspecto relevante es la caracterizacion seminal, que permite identificar
parametros de normalidad, con el fin de seleccionar e identificar posibles donantes para los
bancos de germoplasma de peces (Fresneda, 2004). En ese sentido, existen dafios que
afectan los pardmetros de calidad de los espermatozoides como: motilidad, viabilidad,
funcionalidad de la membrana plasmatica, metabolismo, entre otros, que determinan las

principales funciones de los espermatozoides de los peces para llegar y entrar en el 6vulo
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durante la fertilizacién (Cabrita, 2009), para el caso de C. humboldtianum la presencia de
estos azucares permiten determinar no solo parametros de normalidad sino inferir la
calidad espermatica, como un aspecto basico de la biologia de la especie que garantice una
fertilidad alta para mantener el tamafio de la poblacién en condiciones reproductivas

adecuadas o estables.

De acuerdo con los resultados del ANOVA, indican que entre las cinco lectinas empleadas,
no hay diferencia significativa en cuanto a la distribucion que presentan en la membrana
del espermatozoide C. humboldtianum, ya que los cinco patrones observados, se
encontraron en comun en las cinco lectinas y demuestran que no hay interaccién entre
lectinas y patrones, es decir, que cada una de las lectinas no tiene un patrén especifico que
sea caracteristico de la lectina en cuestion, aunque existe una diferencia significativa en
cuanto a la frecuencia con que se presentan. En ese sentido los patrones A (mayor
fluorescencia entre el limite de la cabeza y el flagelo) y B (mayor fluorescencia en el
centro de la cabeza) quienes fueron los de mayor incidencia en las cinco lectinas
empleadas, indicativo de que los aztcares aMan, aGlc, GIcNAc(bl,4GIcNAc)1-2, B-
galactosa, manosas terminales, glucosa, y Fuc encontrados, pudieran servir como factor de
iniciacion para el reconocimiento de la region del micropilo del huevo (Cabrita, et. al.,
2009) y pueda llevarse a cabo con éxito la fertilizacién y evitar una polispermia, ya que
son indicadores al momento de introduccién del primer espermatozoide para cerrar
inmediatamente el canal del micropilo En ese sentido es posible inferir que en los
espermatozoides de peces carentes de acrosoma, como es el caso de C. humboldtianum los
residuos glicosidicos estan distribuidos en toda la superficie de la membrana y aunque no
existen estudios similares a este, los patrones identificados pudieran asociarse con el estado

de madurez del espermatozoide, ya que se ha demostrado que los diferentes patrones de
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DISCUSION

tincion de las lectinas se pueden utilizar como una herramienta analitica para distinguir
diferentes células de interés, lo mismo que en andlisis histoquimicos de testiculos las
diferentes lectinas, muestran notablemente diferentes patrones de tincidn asociados con
etapas del desarrollo de la espermatogénesis en células de mamiferos (Tokalov & Gutzeit,
2007), lo cual plantea la posibilidad de otros estudios que conlleven a dilucidar estos

aspectos.
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-Se establecieron las condiciones para el marcaje de los azlcares encontrados en la
membrana de los espermatozoides de Chirostoma humboldtianum asi como la técnica de
centrifugacion adecuadas para observar los flagelos completos.

-Los residuos glicosidicos presentes en la membrana de los espermatozoides de C.
humboltianum, son: aMan, aGlc, GlcNAc(bl,4GIcNAc)1-2, [B-galactosa, manosas
terminales y glucosa, asi como Fucosa.

-Es posible inferir que estos azlcares en conjunto son caracteristicos de esta especie, ya
que en estudios realizados con otros grupos de organismos (mamiferos por ejemplo), no se
han reportado todos los azucares que marcan las lectinas en la membrana de los
espermatozoides en estudio.

-La microscopia confocal revela la existencia de seis patrones de fluorescencia en la
superficie de la membrana de los espermatozoides de C. humboldtianum, dichos patrones
se presentaron en las cinco lectinas empleadas.

-Existen dos grupos que destacan por su frecuencia, son los clasificados como patrén A
(mayor concentracion de fluorescencia entre el limite de la cabeza y el flagelo) y el patron

B (mayor intensidad de fluorescencia en el centro de la cabeza).

Respecto a la evaluacion espermatica, los espermatozoides de C. humboldtianum utilizados
presentaron movimiento vigoroso Yy rectilineo y se encontrd6 mas del 75% de
espermatozoides en movimiento, estas caracteristicas se consideran con mayor poder
fecundante. La viabilidad fue del 80.43% que indica un alto porcentaje de espermatozoides
vivos, los que tienden a favorecer una alta fertilizacion y una concentracion espermatica de

1.82 x 10" espermatozoides/ pl.
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Recomendaciones

Se considera conveniente realizar analisis para cuantificar la intensidad de la fluorescencia
ya que la relacion que existe entre la fluorescencia y su intensidad permite estimar la
concentracion nominal de los residuos glicosidicos.

Estimar el potencial de fecundacion para los diferentes patrones determinados.
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ANEXO 1

Tabla 5. Andlisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo

RESUMEN patrén A patrén B patrén C patrén D patrén E patrén Z Total
Con A
Cuenta 6 6 6 6 6 6 36
Suma 35,0591998 35,5590673 20,7276042 20,5167212 27,0966304 25,6857629 164,644986
Promedio 5,84319997 5,92651122 3,45460071 3,41945353 4,51610506 4,28096048 4,57347183
Varianza 0,39841698 0,02375778 0,53888074 0,54480507 0,07575407 0,96205287 1,41173703
WGA
Cuenta 6 6 6 6 6 6 36
Suma 36,1492224 34,1962232 22,8405333 20,601155 26,1174179 26,9098314 166,814383
Promedio 6,0248704 5,69937053 3,80675555 3,43352584 4,35290299 4,48497189 4,63373286
Varianza 0,367124 0,05861072 0,11633465 0,27108037 0,26068272 0,34203255 1,11019173
PNA
Cuenta 6 6 6 6 6 6 36
Suma 34,9668652 35,0209448 18,9644251 20,2289616 27,1852486 28,09833 164,464775
Promedio 5,82781087 5,83682414 3,16073751 3,3714936 4,53087477 4,68305501 4,56846598
Varianza 0,4439445 0,11378079 0,23168608 0,48563706 0,27940862 0,41879495 1,41737909
PSA
Cuenta 6 6 6 6 6 6 36
Suma 35,4252421 35,0967414 17,4857881 19,5338519 28,0147188 25,2292226 160,785565
Promedio 5,90420702 5,8494569 2,91429802 3,25564198 4,6691198 4,20487043 4,46626569
Varianza 0,12840742 0,42262474 0,24824049 0,52895434 0,18718436 1,82087763 1,84196995
UEA
Cuenta 6 6 6 6 6 6 36
Suma 33,4915442 35,8246867 20,5558177 22,9422662 27,1591841 27,2304172 167,203916
Promedio 5,58192404 5,97078111 3,42596961 3,82371103 4,52653069 4,53840287 4,64455323
Varianza 0,02254888 0,14372755 0,30127869 0,15308071 0,17062388 1,15547923 1,1046432
Total
Cuenta 30 30 30 30 30 30
Suma 175,092074 175,697663 100,574168 103,822956 135,5732 133,153564
Promedio 5,83640246 5,85658878 3,35247228 3,4607652 4,51910666 4,43845214
Varianza 0,25628243 0,14038057 0,34096169 0,38010784 0,17828447 0,84152687
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ANEXO 1

Tabla 6. Analisis de varianza de dos factores con varias muestras por grupo de las 5 lectinas (Con A, WGA,

PNA, PSA y EUA).

ANALISIS DE VARIANZA
Grados
de Promedio de los
Origen de las variaciones Suma de cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad Valor critico para F
Muestra (Lectinas) 0,724643179 4 0,181160795 0,484568 0,747043873 2,431965056
Columnas (Patrones) 179,7431066 5 35,94862132 96,1551957 5,51695E-45 2,274490999
Interaccién 5,185066566 20 0,259253328 0,69344953 0,828174636 1,640972244
Dentro del grupo 56,07906217 150 0,373860414
Total 241,7318785 179
Hipotesis

Hipotesis para posicidon de los patrones que reconoce cada lectina
Ho = No hay diferencia en la posicion de los aztcares que reconocen las cinco lectinas

Ha = Al menos una posicidon de los azucares que reconocen las lectinas es diferente

Hipdtesis para la frecuencia en que se presentan los patrones en cada lectina
Ho = No hay diferencia en la frecuencia en que se presentan los azlcares

Ha = Al menos hay una frecuencia diferente

Para muestra (lectinas) se acepta la hipdtesis nula, todos los azlcares tienen la misma
posicion.

Para columnas (patrones) se acepta la hipdtesis alterna, las frecuencias en que se presentan
los azucares que reconocen cada lectina son diferentes.

Para interaccidn, no hay interaccion y ésta no influye para determinar la posicién del patrdn,

es decir, una determinada lectina no determina un patrén especifico.
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