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RESUMEN

El catan (Asractosteus spatula) es la especie dulceacuicola de mayor tamafio que
habita en las aguas continentales de México, posee un valor econdmico, cientifico y
faunistico particular. Actualmente esta especie tiende a desaparecer, debido al gran impacto
comercial que han venido sufriendo las poblaciones, despertando por el interés como
producto alimenticio, asi como de la pesca deportiva. Esto implica necesariamente abordar
un problema desde el punto de vista cientifico, social y economico, cuya solucion requiere
de una base tedrica que sirva como punto de partida en la elaboracién de medidas eficaces
para su conservacion y aprovechamiento. Hasta el momento, no se ha ejercido control
alguno sobre su reproduccion lo que ha originado que su femporada de reproduccién y
desove se restrinja a solo una semana del afio, o cual ha vemdo evidentemente limitando la
produccion de crias necesarias para restaurar los niveles poblacionales de la especie. La
solucion inmediata radica en el desarrollo de técnicas dirigidas hacia el control de la
reproduccién en cautiverio, como una medida para incrementar las poblaciones de juveniles
y de esta manera recuperar las poblaciones amenazadas. El objetivo central de este estudio
es el aislamiento y purificacién de una molécula exclusivamente femenina, tal como la
Itpoviiehina ovarica (VTL) para el posterior establecimiento de un inmunoensayo que serd
empleado para cuantificar los niveles de esta molécula. Esto se logro mediante un protocolo
inicial consistente en una precipitacion con una solucion de EDTA-MgCL,, seguida de una
cromatografia de filtracion molecular utilizando como soporte Sephacryl-300-HR, y
posteriormente separando las moléculas mediante cromatografia de intercambio de i10nes
con DEAE-Sephacel. Para verificar que las fracciones proteicas obtenidas correspondian a
tas moléculas buscadas, se llevaron a cabo pruebas cruzadas, utilizando anticuerpos anti-
Vitelogenina de Atractosteus tropicus. Estos resultados permitieron realizar el sexado de 39
organismos adultos, de los cuales 25 resultaron machos y 14 hembras. La purificacion y
caracterizacién de la VTL se confirmd mediante el peso molecular determinado por
cromatografia de filtracion en gel (315,500 Da) y SDS-PAGE (316.85 Da). Igualmente, se
cotroboré la autenticidad de esta molécula en base a sus grupos prostéticos (carbohidratos
y lipidos). De este estudio se deriva la importancia de la lipovitelina ovérica de 4. spatula
como marcador bioquimico para estimar ¢l grado de madurez sexual, asi como €l sexo de

ejemplares adultos.
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INTRODUCCION

El catén (Airacrosreus spatula), es un pez nativo de Norteamérica que se encuentra
distribuido tanto en los Estados Unidos como en México. En nuestro pais, se localiza en los
estados de San Luis Potosi, Veracruz y Tamaulipas (Morales, 1987) y su distribucion se
extiende hacia €l Norte, a todo lo largo de la costa del Golfo de México hasta Florida,
igualmente se le encuentra en el Valle del Mississippi y en las partes bajas de los rios Ohio
y Misseuri. También, se ha reportado su eventual presencia en Sudamérica, particularmente

en Nicaragua y en el Noroeste de Costa Rica (Mendoza, ef al., 2000a).

Esta especie ha sido a menudo asignada al género Lepisosteus, que constituyen un
grupo de peces muy particular, ya que la prevalencia de varias de sus caracteristicas
primitivas los separa del resto de los teledsteos (Mendoza, et al., 2000b). Estos organismos
poseen un gran valor cientifico puesto que son sobrevivientes de un grupo ancestral que
florecio durante el Triasico, antes que la mayoria de los peces modernos y tienen un valor
faunistico especial no solo por tratarse de una especie endémica, s1 no por la situacion
actual de sus poblaciones que tienden a desaparecer. A. spatula ocupa el ultimo eslabon de
la cadena alimenticia, siendo una especie ictidfaga, y alcanza el mayor tamaiio dentro de

este grupo (2 mts.) (Morales, 1987).

Esta especie habita en cuerpos de agua dulce como rios, arroyos, presas y lagunas,
preferentemente donde existe abundante vegetacién acudtica sumergida. Pueden tolerar
aguas con nubes plancténicas y turbidez moderada o temporal, Es resistente a la salinidad y
no es raro encontrarlo en aguas salobres € inclusive saladas. En verano es frecuente

encontrarlo en la superficie del agua y en invierno se localiza en el fondo.

El catan tiene una importancia considerable como alimento en la zona noreste de
México, por la calidad de su came, por su tamafio y facilidad para ser fileteado. Igualmente,
es apreciado a nivel artesanal, ya que los indigenas del norte y Centroamérica han venido
utilizando las escamas y los huesos para construir instrumentos rituales y ormamentales, asi

como articulos de joyeria.

Por otra parte, estos peces también han sido sujetos a una intensa pesca deportiva ya

que su tamafio los convierte en un atractivo trofeo. Desafortunadamente, las poblaciones



naturales se han visto afectadas al no existir normas que regulen su captura, lo cual se ha
traducido en una drastica disminucidon de sus poblaciones. A esto se pueden afiadir, las
evidentes alteraciones que han venide sufriendo los ecosistemas acuaticos en que habitan,
producto de la contaminacion, la reduccién de los volimenes de agua, al ser esta desviada
hacia las ciudades por la construccion de presas y canales, representando factores que de
manera definitiva afectan las poblaciones del catan. Lo anterior se ha visto claramente
reflejado en los registros estadisticos de pesca de la década pasada en el Estado de
Tamaulipas. Asi, mientras que en 1988 se capturaban 13.2 toneladas, este volumen se
redujo a 5.7 toneladas en 1990 y para 1997 solo se lograron obtener 1.1 toneladas

(estadistica pesquera CRIP-Tampico).

A mivel nacional unicamente se cuenta con 40 adultos mantenidos en cautiverio en
el Centro Acuicola Tancol de la SAGARPA, en las inmediaciones de Tampico,
Tamaulipas. Estos organismos sc reproducen y desovan de manera natural solo durante una
semana en el afio, lo que limita enormemente la produccion de crias necesarias para
restaurar los niveles poblacionales de la especie. Considerando la importante reduccion del
nimero de individuos en el ambiente natural, resulta imperafivo el desarrollo de técnicas
dirgidas hacia ¢l control de la reproduccion en cautiverio, como una medida inmediata para
incrementar la disponibilidad de larvas y de esta manera recuperar las poblaciones
amenazadas. Hasta el momento, este problema ha sido abordado esencialmente por Ja via
de la zootecnia, restringiéndose a la definicion de condiciones ambientales v no se ha

gjercido ningun otro tipo de control sobre su repraduccion.

Para inducir la vitelogénesis y la maduracién ovocitaria normalmente se recurre a
dos tipos de estimulos: medioambientales y hormonales. La via medioambiental permite la
obtencion de crias de mayor calidad, una minima manipulacion de los pregenitores, bajas
mortalidades y la independencia de inductores quimicos (Bejerano er al., 1997). Sin
embargo, se requiere de una infraestructura especial y a menudo costosa para regular la luz
diaria y la temperatura, asi como de una alimentacion particular. En el otro extremo, la
induccion por medio de la manipulacion hormonal ofrece multiples ventajas, dentro de las
cuales destacan la posibilidad de extender el ciclo reproductivo mas alla de la temporada

natural de reproduccidn, lo que repercute invariablemente en la produccion de crias y la

o



flexibilidad en la programacion de la produccién de larvas sin necesidad de emprender

modificaciones ambientales onerosas.

Por otra parte, el control de la reproduccion en el caso de los lepisosteidos se
complica ya que la evalnacién de las inducciones hormonales resulta dificilmente realizable
de la manera en que se lleva a cabo en otros peces, por canulacion. En efecto, estos
amimales presentan una condicidén ginoaria, per lo cual no es posible obtener muestras de

ovocitos directamente para evaluar su etapa de maduracion.

Otro aspecto esencial deniro de la estrategia de manejo reproductivo de las especies
es la constitucidn adecuada de lotes de reproductores, para lo cual resulta indispensable el
sexado precoz de los ammales. En el caso de los lepisosteidos esto solo es posible después
de varios aflos y unicamente en algunas especies en las que se presenta dimorfismo en
ciertas estructuras. De aqui, que se hayan propuesto como altermativa modelos alométrnicos
para diferenciarlos (Chavez Lomeli, 1989). En el mismo sentido, recientemente se han
implementado métodos basados en la diferenciacién de los gonoductos de hembras y
machos, los cuales a pesar de resultar eficaces implican el sacrificia de los animales

(Ferrara, A. y Irwin, E., 1999)

Considerando este contexto, una alternativa practica para facilitar el sexado de los
organismos y estimar su grado de madurez, como respuesta a las inducciones hormonales,
se encuentra en el aislamiento y purificacién de la Lipovitelina ovérica, asi como en la
implementacién de un iImmunoensayo para cuantificar los niveles de éstas moléculas. Esta
aproximacion significa no solo contar con un indice bioquimico confiable, rapido y no
invasivo (no hay necesidad de recurrir al sacrificio de los ejemplares) para estimar el grado

de madurez sexual, sino también con un método de sexado preciso.



ANTECEDENTES

1. OVOGENESIS

1.1. Estructura del ovario

La complejidad estructural y funcionat de 1a génada femenina puede vanar desde un
simple saco a un organo complejo que produce ovocitos y almacena esperma, para la
posterior fertilizacion de los Ovulos (Vemeth, et al., 1987; Zanuy y Camillo, 1987), e
incluso para la alimentacién y desarrollo del embrién como en el caso de las células

trofoteniales de la mayoria de los godéidos (Mendoza, 1994).

Los ovarios de los peces poseen un epitelio germinal que se origina a partir de
repliegues peritoneales, dando lugar a los foliculos ovaricos (Benitez, 1992). Por debajo del
mismo se encuentra la finica albuginea que es una capa muy densa de tejido conectivo con
musculos de fibra lisa y vasos sanguineos. El tejido conjuntivo se incrementa alrededor de
los vasos sanguineos, condicién que se mantiene 2 Jo largo de la recrudescencia gonadal

(Pérez y Paramo, 1998).

Dentro de la estructura del ovario se encuentran 1as ovogonias, inmersas en la pared
conjuntiva de los.trepliegues peritoneales, formando ¢l estroma ovarico, el cual contiene
vasos sanguineos y células somaticas (las foliculares y tecales) involucradas en el

desarrollo del ovocito.

Las ovogonias estan destinadas a convertirse en ovocitos a lo largo de la vida
productiva  de la hembra. (Zanuy y Carrillo, 1987, Benitez, 1992). La primera
transformacion se logra una vez que las ovogonias enfran en la profase de la primera
division meidtica, convirtiéndose asi en ovocitos primarios (Zanuy y Carrillo, op.cit.). Los
ovocltos posteniormente seran envueltos por células foliculares, constituyendo de esta

manera la unidad estructural conocida como foliculo. (Benitez, 1992).

El foliculo ovarico esta formado por dos capas: la granulosa, que se forma a medida
que se mncrementan las células foliculares y se produce el crecimiento del ovocito, y la teca

o envoltura folicular externa, la cual se origina a partir de la organizacion del tejido



conectivo del estroma. Ambas capas estan separadas por una membrana basal (Barr, 1968;

Pérez y Paramo, 1998),

Se han detectado actividades esteroideogénicas en las capas mencionadas
anteriormente. Asi, se ha demostrado que el ovarto puede sintetizar corticostercides,
progestigenos 1mportantes para la maduracion de los ovocitos (17c0203-diOHP),
androgenos (precursores de los estrogenos trans aromatizacion) y estrégenos esenciales

para la vitelogénesis (17B-estradiol) (Verreth, et al., 1987, Mommsen and Walsh, 1988).

Las fases mas caracteristicas por las cuales pasa el ovano funcional son las mitosis
ovogoniales, la transformacién de ovogonias en ovocitos primanos, la vitelogénesis, la

maduracion y la ovulacion (Verreth, et al., 1987).

En el caso particular de los lepisosteidos las génadas de las hembras se encuentran
desfasadas: la derecha se sitia de manera anterior a las aletas pélvicas, mientras que la

izquierda se localiza de manera posterior a estas (Suttkus, 1963).

Durante los primeros estadios los ovarios tienen una apariencia de 6rganos huecos,
generalmente redondeados, pequefios y translucidos, pero a medida que avanza la
maduracién se tornan fusiformes y adoptan una coloracién caracteristica de acuerdo a la
etapa de desarrollo en la que se encuentren. Asi, los ovarios de los ejemplares puberes
adquieren una coloracién amarillo-rosa, mientras que en las etapas méis avanzadas de
maduracion predomina €l color verde olivo o verde grisaceo (Netch and Witt, 1962;

Resendez y Salvadores, 1983; Pérez-Sanchez, 1995).

Por otra parte, Pérez y Paramo (1998) sefialan que en las hembras de pejelagarto (A.
fropicus), una especie cercana al catan, los ovanos se encuentran cubiertos por un
mesovario, el cual se extiende de ta] manera que forma un solo conducto gonadico que une

a ambos ovarios, mediante largos oviductos que se localizan en la parte media de la génada.

1.2. Crecinliento ovocitario

El desarrollo folicular, puede llevarse a cabo por diferentes modalidades, aunque
hasta ahora se reconocen 4 patrones de desarrollo principales. 1) El patrén sincrénico,
proceso que ocurre cuando todoes los ovocitos 1nician de manera simultanea su crecimiento

en todas las regiones del ovario, siendo este fendmeno tipico de especies que se



caracterizan por tener femporadas reproductivas cortas y un solo desove al afio, e.g.
ciclostomos y salménidos (Rodriguez, 1992; Pérez & Paramo, 1998). 2) El desarrollo
sincrénico por grupos, el cual se presenta en especies que se reproducen més de una vez en
su vida (iteroparos). En este caso se identifican al menos dos poblaciones de ovocitos en
algin momento durante su ciclo ovarico, reconociéndose dos estadios diferentes de
maduracion: uno con ovocitos maduros listos para ser expulsados y un segundo grupo de
ovocitos inmaduros (reserva). Los ovocitos primarios no evolucionan hasta que se terminan
de desarrollar los ovocitos, secundarios. Este patrén de desarrollo es tipico de especies que
desovan una vez al afo (trucha, lenguados, bagre d la India). 3) El patrén mis o menos
sincromico por grupos. En este caso la maduracién y ovulacién ocurre en grupos (solo una
fraccion de los ovocitos madura al mismo tiempo) lo que genera varios desoves en un
mismo ciclo. Se presenta en varias especies marinas que producen un gran namero de
huevos pelagicos. 4) Desarrollo asincrénico. En este patrdn se presentan continuamente
todas las etapas ovociticas en un mismo ovario, lo que implica la existencia de ovocitos en
varios estados de desarrollo, esto trae como consecuencia ovulaciones y desove repetidos.

Se presenta en especies como la tilapia, carpa, sardina, trucha moteada, ete.

En cualquicra de los casos dicho desarrollo folicular puede quedar interrumpido en
cualquiera de las fases de crecimiento del ovocito (previtelogénesis o de vitelogénesis);
debido 2 que el dvulo es susceptible de presentar un proceso denominado atresia, durante el
cual el foliculo presenta cambios degenerativos que conducen a 1a licuefaccion y finalmente
reabsorcion del vitelo. Esta condicién es comin en los foliculos vitelinicos aunque, bajo

ciertas condiciones, también puede ocurrir en los previtelogénicos (Benitez, 1992).

El crecimnento de Jos ovocitos comienza con un incremento en la talla del nicleo
(nicleolos perinucleares - distribucién de los nucleolos en la periferia del nicleo-), y al
mismo tiempo se observa una importante acumulacion del RNA en el citoplasma,
coincidiendo con los proceses meioticos. Posteriormente, se da el proceso de vitelogénesis
siendo este una secuencia de procesos complejos, pero coordinados, implicados en la
formacidn de vitelo y su acumulacion. Por Gltimo, se presenta una fase madurativa, la cual
esta caracterizada por la clarificacion del vitelo, la migracién del nicleo a la perifenia, asi
como por la lidratacién del ovocito (Verreth, et al.; 1987). Este proceso es variable en

términos de tiempo y puede durar desde algunos dias, hasta varios afios, segin la especie.



1.3. Vitelogénesis

Los meses anteriores al desove se caracterizan por un importante crecimiento del
ovario. Este crecimiento es producto de a la acumulacion de grandes cantidades de reservas
nutritivas o vitelo, por parie de los ovocitos. La sintesis de vitelo y su incorporacion dentro
de los ovocitos recibe el nombre de vitelogénesis, siendo este uno de los mejores ejemplos
de la especializacidon celular por endocitosis de proteinas especificas (Rodriguez, e al.,
1996). Si esta sintesis llega a ocurrir dentro del ovocito se le conoce como vitelogénesis
endogena y si ocurre fuera se le denomina vitelogénesis exégena. En general, se considera
que la vitelogénesis endogena precede a la exégena. Sin embargo, muchas veces, dichas

fases se superponen entre si (Verreth, et al., 1987, Zanuy y Carrillo, 1987).

La vitelogénesis endogena parece cstar asociada a la sintesis de las vesiculas de
vitelo, las cuales, en general, poseen mucopolisacaridos o glicoproteinas. Estas vesiculas
son las precursoras de los alvéolos corticales, estructuras que liberan su contenido en el
espacio perivitelino en ¢l momento de la fecundacién del ovocito, como mecanismo para
evitar la polispermia. Algunos autores consideran que la sintesis de lipidos puede ser
también de caracter endogeno (Nagahama, 1983). Al término de esta sintesis, se observa la
zona radiata con una apariencia estriada y se genera el desarrollo de la granulosa y la teca,

al igual que la presencia de los granulos vitelinicos.

Por otra parte, la incorporacién del vitelo exdgeno o vitelogénesis exdgena, es la
que realmente contribuye al importante crecimiento del ovocito y se encuentra bajo control
hipofisiario. Durante esta etapa, se presenta una proliferacion del RER en la granulosa y la
teca, el aparato de golgi se observa mucho mas extenso con inclusiones electro-densas, en
el citoplasma se disipan granulos de glucogeno y gotas de lipidos, y el nicleo y nucleolo
aparecen hipertrofiados. El ovocito empicza a secuestrar por micropinocitosis el material
necesario para la formacidén de los granulos de vitelo, los cuales, a medida que van
migrando hacia el interior del ovoplasma, desplazan a las vesiculas hacia la periferia (Ng y
Idler, 1983; Benitez, 1992). El final de este proceso, esta caracterizado por la migracion y

ruptura de la vesicula germinativa, proceso que tiene lugar antes de la ovulacion.

Con estos eventos finaliza la vitelogénesis y se aproxima la maduracion, donde los

ovocitos postvitelogenicos ain en profase-I no son fertilizables hasta completar la meiosis.



La meiosis se vuelve a bloquear en metafase-II, después sucede ovulacion y la expulsion

del primer glébulo polar se produce de manera simultanea con la fertilizacion.

1.3.1. Sintesis de Vitelogenina
La wvitelogenina (VTG), es el principal precursor macromolecular de los
constituyentes del vitelo, destinado a satisfacer las necesidades energéticas del embrién. Se
trata de una proteina exclusivamente femenina que circula a nivel plasmatico al inicio del
crecimiento ovocitario (Copeland y Thomas, 1988; Norberg y Haux, 1988; Kanungo et al.,
1990; Maiianos et al., 1994, Specker y Sulliang, 1994; Lancaster y Tyler, 1994; Lafleur, et
al., 1995).

La sintesis de la vitelogenina es estimulada por el aumento de los niveles de
estrogenos provenientes de las células foliculares. Estos esteroides se dirigen al higado, en
donde después de enfrar en contacto con receptores citoplasmaticos flanquean la barrera
nuclear para unirse con el elemento de respuesta hormonal (HRE-hormone response
element) localizado en €l DNA, lo que permitira el inicio de la trascripcion del gen de la
VTG por el RER. La molécula es subsecuentemente procesada por el aparato de golgi (Yao
y Cnm, 1996), en donde es glicosilada como condicidn para salir al torrente sanguineo. Por
esta via se dinge al ovario para entrar de manera selectiva al interior del ovocito por vasos
capilares localizados en la teca, y alrededor de la capa superior del ovocito (De Vlaming et
al., 1980; Copeland y Thomas, 1988; Kanungo er al., 1990; Nufiez y Le, 1996; Rodriguez
et al, 1996), mediante un proceso de macropinocitosis mediado por receptores
especializados (Ng y Idler, 1983; Zauny y Carrillo, 1987, Mommsen y Walsh, 1988;
Lancaster y Tyler, 1994; LaFleur et al., 1995), los cuales la reconocen especificamente
uniéndose a la region en donde se encuentra el fosforo como grupo prostético de la
molécula de VTG (Mommsen y Walsh, 1988).

Una vez que es incorporada la VTG en el interior del ovocito se lleva acabo el
clivaje proteolipidico dando como resultado Iipovitelinas y fosfovitinas (Wiley et al., 1979;
Covens, et al., 1986; Riazi y Fremont, 1988; Tyler y Sumpter, 1990; Benitez, 1992,
Kishida y Specker, 1994; Komatsu et al., 1996) (Figura 1).

Los receptores de la VTG ya existen desde que los ovocitos estan en

previtelogenesis, y su nimero se incrementa para facilitar la incorporacion de grandes



cantidades de esta molécula, necesaria para llevar acabo el crecimiento de los ovocitos del
estado previtelogénico al vitelogénico (Chan, ef al, 1991). De aqui, que el control del
mecanismo de expresion y modulacion de los receptores de la VTG, sea un elemento clave
durante el ciclo de vitelogénesis (Callard et al., 1990; Lancaster y Tyler, 1994). Un aspecto
de gran interés practico es el hecho de que el clivage que sufre la ¢ VTG no altera las
propiedades antigénicas de la molécula transformada en VTL. De aqui, que se considere

que ambas moléculas sean inmunolégicamente indistinguibles.

1.3.2. Caracteristicas de la VI G

Una de las particularidades de la molécula de VTG es su alto peso molecular,
producto de la asociacién de las proteinas con lipidos, carbohidratos, fésforo y calcio,
originados durante la vitelogénesis, por lo cua]l ha sido caracterizada como una
lipoglicofosfocarotenaproteina propia de hembras en estado reproductivo (Hor et al; 1979;
De Viaming et al., 1980; Ho, 1987, Waagboe y Sandnes, 1988; Riazi y Fremont, 1988;
Campbell y Idler, 1990; Tyler y Sumpter, 1990, Matsubara y Sawano, 1995; Nuiiez, st al;
1996; Chang, et al., 1996; Komatsu et al., 1996; Rodriguez et al., 1996).

Se ha determinado, un rango de peso molecular para la VIG que varia entre los 130

y los 636 kDa, de acuerdo a la especie, como se indica en la tabla 1.

Tabla 1. Estimaciones del peso molecular, en diferentes peces
ESPECIE PESO TECNICA AUTOR ANO
MOLECULAR DE
LA VTG EN KDa
Salmo gairdneri 440 Cromatografia en Norberg & Haux 1985
filtracion en gel,
Ultracentrifugacion
Electroforesis
Cynoscion nebulosus 200 Cromatografia en Copeland & Thomas 1988
filtracidn en gel
Cyprinus carpio 390 Cromatografia en Tyler & Sumpter 1990

filtracién en gel e
Intercambio de iones

Ducentrarchus labrax 445 Cromatografia en Maganos, et al., 1994
filtracion en gel,
Electrofdresis

Verasper moseri 520 Cromatografia en Matsubara & Sawano 1995
filtracion en gel
Oreachromis 130 Cromatografia de Johanning & Specker 1995
mossambicus 200 Intercambio de 10nes
SDS-PAGE
Acanthopagrus shlegeli 636 Cromatografia en Chang, et al., 1996
321 ftltracion en gel,

Electorforesis

Macrozoarces 5778 Cromatografia en Ya0 & Crim 1996




americanus -

_ filtracyon en gel
Cydopterus limpus 630.5 Cromatografia en Yao & Crim 1996

filtracién en gel
Gadus morhua 4852 Cromatografia en Yao & Crim 1996
filtracion en gel

Plectropomus 350 Cromatografia de Takemura & Teruya 1997
leopardus filtrac16n en gel
Sparatus avrata 180 Electroforesis Moscon, et al., 1998
Salvelinus alpinus 158 SDS-PAGE Johsen, et al 1959
Oryzias latipes 200 SDS-PAGE Nishi kazuro, et al,, 2002
Rhunbosolea tapivina 540 Cromatografia de Watts, et al., 2003
Oncorhynchus mykiss 383 filtracion en gel
Salmo salar 557

El material lipidico que forma parte de la VTG, esta compuesto principalmente de
fosfolipidos (Mommsen and Idler, 1983), contribuyendo de esta manera al iransporte y
translocacion de la molécula en el sistema circulatorio. Asi mismo, esta molécula esta
asociada con otros grupos prostéticos tales como los carotenoides, cuyo papel
multifuncional implica proteccion contra la luz, reserva energética y accion antioxidante. El
contenido de fosforo, al igual que los carbohidratos es de suma importancia, no sélo por su
rol energético, sino también para el reconocimiento de los receptores especificos durante la
sintesis de la VTG (Opresko, et al., 1981; Mommsen and Walsh, 1988). Al igual que el
peso molecular, esta composicién varia dependiendo de las especies (Tabla 2), y de la etapa
de vitelogénesis en que se encuentra el organismo. De igual manera, la concentracién de
VTG dependera de la especie. Dicentrarchus labrax y Acipensér baeri, son un ejemplo de
estas variaciones, ya que ambas especies presentan niveles relativamente elevados de
vitelogenina de 3 mg/ml a 100 mg/ml, respectivamente, algunos meses antes del desove.
Sin embargo, mientras que estos niveles llegan a disminwir hasta 1 mg/mL en Dicentrarchus
labrax , durante el desove y unos dias posteriores a este, el caso de Acipenser baen solo

llegan a descender hasta 10 mg/mL en (Cuissiet et al., 1991; Mafianéds, ez al., 1994).

Tabla 2. Composicion porcentual de la VTG, en diferentes especies de peces
PROTEINA LIPIDOS FOSFORO CARBOHIDRATOS
% % % %
Anguilla japonica
Komatsu, et af.,
199 86.0 13.0 — (0
Macrozoarces
americanus
Yao & Crun, 1,996 - 18.0 3.6 o
Cyclopterus
_lumpus )
Yaa & Crim 1,996 - 21.18 245 =
Gadus murhua
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Yao & Crim, 1996 - 21.34 2.15 -

Cyprinus carpio
Linhartt et al., 1995

17.6-27.7 22-73 —-e- ~ae
Oreochromis
mossambicus
Specker & e o L .
Suilivian, 1994

1.4. Control Hormonal

El proceso reproductivo esta regulado por las secreciones hormonales del
hipotalamo y la hipofisis. Esta ultima se encarga en particular de sintetizar y exportar las
gonadotropinas (GtH), las cuales son el eslabén mas directamente implicado en la
reproduccion de hembras durante la viielogénesis, maduracién, ovulacion y secrecién de

esteroides (Zanuy y Carrillo,1987; Nagahama, ef al., 1993, Silverstein, et al., 1999).

Existe cierta controversia acerca de la influencia de las gonadotropinas (GtH) sobre
la previtelogénesis, ya sea per se o a través de su influencia sobre la esteroideogénesis
ovarica (Verreth, et al.,, 1987). Sin embargo, esta bien claro que la vitelogénesis es
totalmente dependiente de la secrecion gonadotropa de la hipofisis (Ng and Idler, 1983;
Peter, 1983; Lam, 1985; Zanuy y Carrillo, 1987; Sherwood, 1987).

Actualmente, se ha aceptado la existencia de dos gonadotropinas hipofisiarias con
distintas funciones (Peter, 1993; Powell, ef al., 1993). Asi se ha definido la accion de una
GtH madurativa y otra GtH vitelogénica (Zanuy y Carrillo, 1987). La hormona madurativa,
estimula la esteroidogenesis folicular y la hormona vitelogénica, permite la entrada de la
VTG al interior del ovocito (Zanuy y Carrillo, 1985). Sin embargo, la presencia de la
hormona madurativa también es necesaria para que se inicien los procesos vitelogénicos
(Verreth, et al., 1987).

Los factores liberadores de gonadotropinas (GnRH) de origen hipotalamico, ticnen
como principal funcion la estimulacion de la sintesis y liberacion de gonadotropinas
(Nagahama, 1987), mientras que los factores inhibidores (GnRIF), inhiben a nivel de la
pituitaria, bloqueando la liberacién esponténea de las gonadotropinas (Peter, 1983). Cuando
los niveles adecuados de GtH son alcanzados, la vesicula germinativa migra hacia la

periferia y las células de la teca y granulosa del foliculo son estimuladas para secretar un
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esteroide (170 200 dihidroxiprogesterona) (Maturative Inducing Steroid -MIS-) el cual

induce la maduracidn ovocitaria y sus eventos asociados (Nagahama, 198 7).

Por otra parte, los antiestrgenos (citrato de clomifeno, tamoxifeno), antagonistas de
la dopamina (pimozido) y los analogos GnRH pueden estimular la secrecién de GtH y la
ovulacion en peces mediante un feed-back negativo. Mientras que los corticosteroides,
inducen la maduracion y la ovulacién, siendo el cortisol, la cortisona y la corticosterona los
mas comunmente utilizados. La accién de estas hormonas se puede incrementar mediante la
inyecciéon de GtH y de extractos de pituitaria (Lam, 1985). Finalmente, las prostaglandinas
pueden ser utilizadas como mediadores de la accién de las gonadotropinas sobre la

ovulacion (Lam, 1985) (Figura 1).

12



Temperatura, Fotoperiodo, Ciclo lunar, ete

1

v
S.N.C

HIPOTALAMO

¢ GnRH

Jn;r)zbzdorfes de | >  HIPOFISIS
opamina ’

GtH
z

< Antiestrogenos

4~ Andlogos GaRH

/

OVARIO /

Células Foliculares

.

Estrogenos ——————

| 3
Ovocito(R-VTG) N

Hidrélisis
¢ b Lipovitelina

Fosfovitelina

HRAQZP»

Maduracion

i <« Corticosteroides "\

Hidratacion
l «- Prostaglandinas

Ovulacion

Figura 1. Diagrama esquematico describiendo el control hormenal en la sintesis de la
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2. CARACTERIZACION Y PURIFICACION

Diversas técnicas de cromatografia y electroforesis se han empleado de manera
frecuente para aislar y separar moléculas, estimar su peso molecular y distinguir diferentes
aspectos de su estructura. Asf, en estudios recientes se han purificado y caracterizado tanio
la VTG plasmaética como la VTL proveniente de ovarios maduros de distintas especies de
peces, utilizando diversas técnicas bioquimicas como la cromatografia de intercambio de
iones, ultracentrifugacion, cromatografia de exclusion molecular, electroforesis en gel de

poliacrilamida, agarosa e inmunoelectroforesis (Tabla 3).

2.1. Cromatografia de Exclusién Molecular

La separacion por cromatografia se basa en las fuerzas competitivas de dos fases,
una fija o estacionaria que consta de diminutas particulas esféricas de gel que funcionan
como cribas moleculares; y otra continuamente renovada 0 movil, que se establece por las
moléculas de un soluto. El fundamento para Ia filtracién en gel se basa en la mayor o menor
posibilidad de penetracion de las moléculas en los poros de las particulas de relleno. Segun
su tamailo, se introduciran en los poros; cuanto menores sean, mas profundamente entraran
y mas tarde eluiran de la columna. permitiendo asi la separacion de moléculas de acuerdo a

su masa molecular (Pharmacia Biotech, 1999).

2.2. Cromatografia de Intercambio Ionico

Esta técnica permite separar aquellas proteinas con un rango de peso molecular
similar, en funcidon de su carga ionica. El principio de esta técnica, reposa sobre la
interaccion que existe entre las moléculas de soluto cargadas eléctricamente y su
contraparte (con carga opuesta) ligadas covalentemente a una matriz cromatografica
(Pharmacia Biotech, 1999).

2.3. Electroforesis

La electroforesis en gel de poliacnlamida (PAGE), es un método analitico, de alto
poder resolutivo que combina la migraciéon en un campo eléctrico y el tamizado molecular a
fravés de un gel de comida, constituyendo una poderosa herramienta para efectuar

separaciones, aislamientos, evaluaciones de pureza y cuantificaciones del peso molecular.
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Mycteroperca Cromatografia de Purificacién y Heppell & Sullivan 1999
microlepis Intescambio 1iico Caracterizacion de la
VTG
Salvelinus alpinus Precipitacion y Punficacion de la Johsen, er al., 1999
Cromatografia de VTG
Intercambio 16mco
Oncorhynchus mykiss | Cromatografia de Purificacién y Bnon, er al., 2000
Gobio gobio filracion en gel e Caractenizacion de la
Leuctscus cephalus Intercambio idnico VTG
Electroforesis
Salvelinus fontinalis Cromatografia de Punficacion de la Schafhauser- 2002
filtracién en gel e VTG Stmth, et af.,
Intercambio 19n1co
Oryzias latipes Cromatografia de Purificacion de la Nishi Kazute, er 2002
Intercambio idnico VTG al.,

Otras técnicas cominmente empleadas en la purificacion de anticuerpos destinados

a la caracterizacién o cuantificacion de estas moléculas son las siguientes

2.4. Precipitacion de proteinas séricas

Este método esta basado en la propiedad que tienen las proteinas para precipitar
cuando la fuerza i9nica del medio aumenta por el incremento en la concentracion de sales.
Este efecto se traduce en la deshidratacion de los grupos hidrofilicos de las proteinas lo que
trae como consecuencia una disminucion de su solubilidad (Temynck and Avrameas,

1986).

2.5. Cromatografia de afinidad (Proteina A)

La proteina A es un polipéptido de 42,000 Daltons constituyente habitual de la
pared celular de Staphilococcus aureus. Esta proteina presenta una fuerte interaccion con
los anticuerpos: la proteina A tiene cuatro lugares potenciales de unién a los anticuerpos,
pero s6lo se puede usar uno a la vez. Sin embargo, la proteina A es claramente bifuncional
permitiendo la formacién de complejos multiménicos. En los anticuerpos la region de union
a la proteina A se encuentra ¢n las regiones constantes segunda y tercera de la cadena
pesada (Fc). Por ello, cualquier anticuerpo tiene al menos dos lugares de union a la proteina

A, y esto es una organizacion ideal para la formacion de complejos multiméricos.

Por otra parte, la proteina A presenta diferentes propiedades que la hacen muy util
para la purificacion de anticuerpos y en los estudios inmunocitoquimicos:
e Debido a que la regién de unién con el anticuerpo reside en la region Fe, 1a unioén a

proteina A no cambia la capacidad del anticuerpo de unirse a su antigeno.

148945
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¢ Incluso una proteina A desnaturalizada se renaturaliza facil y rapidamente
recuperando su capacidad de unidn.

e Aunque la afinidad de la proteina A por el anticuerpo es elevada, la union antigeno-
anticuerpo se puede romper con facilidad reduciendo el pH. Esta propiedad se ha
aprovechado para ¢l establecimiento de técnicas de cromatografia de afinidad en las
cuales la fase sélida de la proteina A inmovilizada tiene una considerable utilidad
para Ja purificacion y caracterizacion de anticuerpos policlonales y monoclonales de
un amplio rango de especies. Logrando asi separar subclases de anticuerpos
simplemente generando un gradiente hinear de pH. Esto representa una excelente

alternativa para los métodos de precipitacion y purificacién de intercambio de iones.

2.6. Western-Blot

La técnica de Westem Blot es aplicada comiinmente para la identificacion
especifica de proteinas en una mezcla compleja. Esta técnica permite la identificacion de
las proteinas y péptidos, separados previamente por PAGE en base a la deteccion de
antigenos presentes en la mezela de meléculas mediante el uso de anticuerpos especificos
dirigidos contra estas (Henderson and Wolf, 1992). Esto involucra la transferencia de los
péptidos sgparados electroforeticamente a una matriz inmovil, que generalmente es una
membrana de nitrocelulosa o de nylon, con lo que se obticne una replica del perfil de
separacion de polipéptidos del gel de electroforesis. Con la ventaja de que la membrana es
mas facilmente manejable que el gel original y que los polipéptidos inmovilizados en Ia

membrana son mas accesibles a la reaccidn con anticuerpos.

2.7. Inmunoprecipitacion

La reaccion especifica entre un antigeno y su anticuerpo correspondiente, ¥y en
particular la adicién de cantidades crecientes del antigeno para reaccionar con una cantidad
fija de anticuerpo produce complejos Antigeno-Anticuerpo (AG-AC) que van creciendo en
tamafio hasta formar un precipitado en el punto de equivalencia. La reaccion de
precipitacion se puede llevar a cabo en soluciones libres o en geles de azarosa en donde los

complejos (AG-AC) pueden observarse como precipitados opacos (Lizana, 1989).



IMPORTANCIA

El catin (Atractosteus spatula), ha sufrido en los ultimos afios un gran impacto
poblacional, como consecuencia de la presion pesquera comercial y deportiva, al grado que
existe €l riesgo de que la especie se extinga. de aqui, se deriva la necesidad de implementar
técnicas que puedan ser utilizadas para el control de su reproduccion, con la finalidad de
obtener las crias necesarias para su repoblacién, cuya produccién estd actualmente limitada

a una época restringida del afio.
ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACION

Son muy escasas las investigaciones, que se han realizado en tormo al ciclo de vida
del catan (Atractosteus spatula), y en particular sobre su reproduccién. Hasta el momento,
los trabajos que se han realizado en relacion al proceso reproductivo de esta especie han
sido incipientes y se han limitado (nicamente al mantenimiento de adultos en cautiverio,
razon por la cual la obtencion de crias se ha venido restringiendo a una sola semana en el
aiio, lo cual representa evidentemente un cuello de botella para su cultivo. De aqui, que
resulte imperativo ejercer un mayor control sobre la reproducciéon de los adultos, y
considerando que la maduracién gonadal esta regida por el sistema endocrine, la
manipulacion hormonal representa la via més directa para el desarrollo de una reserva de
crias. Este contexto conduce naturalmente a la necesidad de conocer las bases fisiclogicas
de la reproduccién. Como una primera aproximacion para este proposito, el aislamiento y
purificacion de la lipovitelina ovdrica, asi como la implementacion posterior de un
inmunoensayo para cuantificar los niveles de esta molécula constituye una herramienta
esencial para responder a esta necesidad. En efecto, esto permitiria contar no solo con un
indice bioquimico rapido y no invasivo para evaluar las inducciones hormonales, sino
también con un método de sexado preciso que resultaria 1itil para la preparacion de lotes de

reproductores.
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OBJETIVO GENERAL

Purificaciéon de la lipovitelina ovérica como base para la realizacion de un
inmunoensayo para la evaluacién de la madurez gonédica y el sexado de ejemplares adultos

de Atractosteus spatula.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificacion y caracterizacion de la lipovitelina ovérica.

2. Generacién y purificacion de anticuerpos policlonales, dirigidos contra esta

molécula.
3. Identificacién del género de catanes adultos mantenidos en cautiverio

HIPOTESIS

El aislamiento, purificacién y caracterizacion de la lipovitelina ovérica, permitira
utilizar esta molécula como marcador bioquimico para identificar el sexo y de ejemplares

adultos de catan.
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METODOLOGIA

1. Obtencion del material bioldgico

Se logré obtener una hembra adulta durante la temporada reproductiva, gracias a
una donacién por parie de la SAGARPA, del lote de reproductores mantenido en las
instalaciones del “Centro Acuicola Tancol”, ubicado en el poblado de Tancol, en Tampico,

Tamaulipas

2. Obtencion de muestras de gonadas

a) Extraccion de gonadas

La hembra fue disectada después de haber registrado su peso y talla (Fig. 2). Los
ovarios obtenidos se fraccionaron y se mantuvieron en congelacién a -30°C, para ser

posteriormente utilizados en la purificacion de la Vitelina

Figura 2. Diseccién de hembras maduras de Atractosteus spatula.
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3. Purificacion de la VTL

a)  Preparacion del extracto de ovario

Las muestras de gonada (1 gr.) se homogenizaron en un Potter, con un buffer TRIS-
HCl 50mM pH 7.2 en frio (4 ml.) conteniendo Fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF)
5mM, inhibidor de proteasas. Posteriormente, el homogeneizado se centrifugd a 4,000
rp.m. durante 30 min. a 4°C, para climinar los residuos solidos y el material graso. El

sobrenadante fue utilizado para la purificacion.

b)  Obtencion del plasma

Las muestras de sangre fueron obtenidas mediante una puncion caudal, con la ayuda
de un vacutainer (Fig 3). Estas fueron colectadas en tubos heparinizados conteniendo 1% de
PMSF, en seguida fueron centrifugadas a 5,000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C y el
plasma obtenido se conservo en tubos Eppendorf a una temperatura de -30'C. Estas

muestras fueron utilizadas para llevar a cabo el Sexado de los organismos

Figura 3. Obtenecion del plasma

¢) Precipitacion

Sigumendo la técnica de Wiley et al., (1979), al extracto de gonada (4 ml) se le
agregb una solucién de EDTA 20mM, pH 7.7 (20 ml). Posteriormente, se adicioné MgCl,
0.5M (1.6 ml), y se mezclaron por inversion. El precipitado resultante se centnfugé a 4,500
rp.m durante 30 min. El sobrenadante fue desechado, y el pellet fue redisuelto con un
buffer TRIS-HCI 50mM, NaCl 1M pH 7.5, y posteriormente fue centrifugado a 4,500 r.p.m

durante 30 min. El sobrenadante fue mezclado con 25 ml de agua destilada y
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posteniormente centrifugado a 4,500 r.p.m durante 30 min., conservando el precipitado con
3 ml de buffer TRIS-HCl 50mM, NaCl 1M pH 7.5.

d) Filtracion en gel

Para la filtracién en gel e intercambio de iones se utilizéd un cromatégrafo modelo
Gradi Frac (PHARMACIA BIOTECH). En el caso de la filtracidn en gel, las muestras fueron
inyectadas en una columna (XK/26) de 64 cm de altura con 342,44 ml. de SEPHACRYL-300
HR (PHARMACIA BIOTECH), a un flujo de 1 ml/min. (Mendoza, ef al, 1993). De la misma
maneras, estas muestras fuerén inyectadas a la misma velocidad de flujo en una columna

(XK/26) de 58 cm de altura con 307.93 ml de Sepharosa-6B (PHARMACIA BIOTECH).

La columna se empaco con un buffer TRIS-HC1 0.02M, NaCl 2%, NaN; 0.1%,
iniciando con un flyjo de 4 mUmin. durante 2 h, para posteriormente incrementario a 6
ml/min. durante 1h, (Fujita et al,, 1998). Para Ja calibracion de la columna se utilizaron las
siguientes moléculas de referencia: anhidrasa carbonica (29,000 Da), albiimina (66,000
Da), B-amilasa (200,000 Da), apoferritina (443,000 Da), tiroglobulina (669,000 Da) y azul
dextran (2,000,000 Da) (MW-GF-1000 KIT, SIGMA). El eluente se monitoreo a 280 nm.

e} Cromatografia de Intercambio Iénico

Las fracciones colectadas después de la cromatografia de exclusion molecular
fueron inyectadas en una columna XK/26 de 16 cm de altura conteniendo DEAE-Sephacel
(PHARMACIA BIOTECH) como soporte. La columna fue equilibrada con buffer TRIS HCI 50
mM pH &, a un flujo de Iml/min. (Mendoza, 1992). Para la elucidon de las moléculas
retenidas se utilizé un gradiente linear de 0 - 100 % de KCI (0.5M).

f)  Electroforesis

Para la caracterizacion de las moléculas obtenidas mediante las téenicas de filtracion
en gel y cromatografia de intercambio 16nico se realizaron electroforesis en condiciones
desnaturalizantes, utilizando geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 8%, a una temperatura

de camara de 4°C, con un voltaje de 100v y una intensidad de 30 mA.
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g) Caracterizacion

Las fracciones de los picos proteicos obtenidos de la filtracién en gel e intercambio
ionico fucron sometidas a las siguientes determinaciones:

Determinacion de Proteinas

La concentracién de proteinas se determiné mediante de la técnica descrita por
Bradford (1976). Las muestras fueron leidas a 595 nm en un especirofotometro
(SPECTRONIC GENESIS 2). Se utiliz6 BSA como proteina de referencia a partir de una
solucion de 1 mg/ml.

Determinacion de Lipidos

Los lipidos se determinaron por medio de la técnica de Negro Sudan B, la cual
consiste en incubar 250 pl, de muestra, con 250 pl de Negro Sudan en tubos eppendorf a 37

%C durante 20 h en obscuridad. Posteriormente, se centrifugaron a 10,000 r.p.m.. durante 15
min. (Allen & Budowle, 1994).

Determinacion de carotenoides

Para determinar la presencia de carotenoides se realizo un barrido del extracto de
ovario en el espectrofotémetro (SPECTRONIC GENESIS 2) a longitudes de onda entre 260 y
700 nm, para seleccionar la longitud de onda y posteriormente, utilizar esta longitud de
onda para identificar las fracciones con carotenoides obtenidas en las diferentes muestras
obtenidas por cromatografia.

Determinacion de Fosforo

La determinacidon de fésforo se realizé mediante la modificacion del método de
Fiske-Subbarow (1929), el cual consiste en mezclar 500 pul de muestra, con 1000 pl de
buffer TRIS-HCI (pHB8), 500 pl de acido molibdénico, 500 pl del reactivo reducido
(NaHSO; + p-metilaminofenol) y 2500 pl de agua. La solucion se mezcld completamente y
se mantuvo en reposo durante 20 min. Posteriormente, se registré la absorbancia a 750 nm.

y se determino la concentracion de fosforo a partir de una curva estandar con KHzPOs.
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Determinacion de carbohidratos

Mediante la técnica de la 1'ortotoluidina, se detectd la presencia de carbohidratos.
Esta técnica consiste en aplicar 5000 pl de ortotolwidina y 1000 pl de muestra, las cuales
posteriormente se mantienen en baflo maria durante 10 min, para finalmente leer la
absorbancia a 630 nm. (Dubowski, 1962).

Determinacion del peso molecular

Para la determinacién del peso molecular de la VTL, mediante la filtracién en gel
se realizo un andlisis de regresién lineal considerando el parametro de elucién Kav, y el
logaritmo del peso molecular de las proteinas estandar.

Y—-A

' g
B

Donde X: Antilogaritmo del peso molecular
Y: Kav
A: Ordenada al origen
B: Pendiente
Donde Vo: Volumen muerto
Ve: Volumen de elusion de 1a molécula
V¢: Volumen total de la columna
La estimacion del peso molecular fue corroborada mediante electroforesis. Para este
proposito, se utilizé un kit de peso molecular con una mezcla de mondmeros, dimeros,
trimeros y tetrameros de Hemocianina (MW-SDS-280.000 Da, SIGMA). Asi, se llevd acabo un
analisis de regresion lineal considerando el pardmetro Rf, y el logaritma del peso molecular

de las proteinas de referencia.

_ Distancia de la migracion de la Proteina

Distancia de la migracion del frente
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h)  Produccion de anticuerpos

Se generaron anticuerpos anti-VTL en conejos adultos de raza Nueva Zelanda. Los
animales se inyectaron una primera vez por via intravenosa con 200ug de VTL purificada,
diluida en 200 uL de suero fisiolégico (0.9% NaCl), lo que corresponde normalmente a una
dosis adecuada para una respuesta rapida (Bolton and Hunter, 1986; Hunt and Chntler,
1980). Al cabo de 8 semanas, cuando la afinidad es maxima (Vaitukatis, 1981), se efectué

un refuerzo con la mitad de la dosis por la misma via.

Se tomaron muestras de sangre a nivel de la vena marginal de la oreja cada dos
semanas para seguir la evolucién del titulo de los anticuerpos por doble difusion de acuerdo
al método de Quchterlony and Nilsson (1986). Esto permitid seleccionar a los animales que
mostraban un titulo elevado, mismos que fueron sacrificados y cuya sangre fue extraida por
puncidn intracardiaca dos semanas después del dltimo refuerzo. La sangre completa (80 a
100 mL por conejo) fue puesta a coagular durante 12 hrs a 4°C y el suero (50 mL) fue
enseguida separado por centrifugacién a 10,000 g durante 30 min, como lo sugieren

Johnston and Torpe, (1987)

i) Purificacion de anticuerpos (Proteina A)

Se llevé a cabo inicialmente la precipitacion de proteinas séricas agregando sulfato

de amonio hasta el 40% de saturacion (Ternynck and Avrameas, 1986).

A continuacién, se prepard una columna de 10 mL con Proteina A, la cual fue
inicialmente lavada con un buffer PBS (0.14 M NaCl, 2.7 mM KC|, 1.5 M KH,POq,
8.1mM Na,HPO,). En seguida, se pre-eluyd con el buffer de disociacion (0.1 M glicina-
HCI, pH2.5).

La muestra se aplicd a la columna y se incubé durante 30 min a temperatura

ambiente.

Se eluyé con PBS todo ¢l material que no correspondia a los 1gG, para lo cual se
monitored el eluyente a 42¢, como indicador de proteina. Cuando la Az alcanzo el valor
mas bajo, se procedié a romper la interaccion Proteina A-IgG con el buffer de disociacion.

Se monitoreo el eluyente a Az2zp Y se colectaron los picos proteicos en tubos conteniendo 1M
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Tris, pH8 8, 120 pL/fraccion de ImL. La columna se lavd con PBS hasta que el eluyente

alcanzo un pH de 7.4.

Los IgG resultantes fueron pasados a través de una columna PD-10 con PBS para

remover residuos de glicina y Tiis.

i)  Western Blott

Posteriormente a la separacién de péptidos por SDS-PAGE se constituyd la unidad
de transferencia utilizando como soporte inerte una hoja de nitrocelulosa (BA 85,
Schleicher & Schuell). La migracion se efectud con un buffer de transferencia (Tns-HCI
pH 8, 25mM, Glicina 150 mM, Triton X-100 1%) a 50mA (0.8 - 1mA/cm®) durante una

hora.

k) Sexado de organismos en campo

El Sexado de los organismos se realizé mediante electroforesis y prucbas cruzadas,
utilizando un anticuerpo anti-VTG realizado con vitelogenina purtficada de Atractosteus
tropicus. Para esta ultima prucba se prepararon placas de agarosa de baja electroendosmosis
al 1%, con 0.3g de agarosa y 30 ml de TRIS (10mM, pH 7.3). El gel se disolvié a 80°C para
después ser vertido en una piaca de acrilico de forma cuadrangular. Una vez secos los geles
se hicieron una serie de pozos en los cuales fueron incluidas diferentes diluciones del
plasma. La placa fue incubada ¢n una camara humeda durante 24 horas. Posteriormente, se
lavd en una solucion salina al 14% durante 14 horas con el fin de retirar las proteinas que
no precipitaron. Después de esto, las placas fueron prensadas durante 17 horas y finalmente
se colorearon con Azul de Coomassie R250 durante 2 horas y se decoloraron con una
mezcla de 40% de alcohol etilico, 10% de 4cido acético glacial y S0% de agua destilada
(Laine, 1992).
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RESULTADOS

1. Purificacion de la VTL

a) Precipitacion

La adopcidn de un paso de pre-purificacion por medio de precipitacion selectiva
(MgCL-EDTA) resulté til como se puede apreciar en la Fig.4, ya que se logré eliminar

una importante cantidad de proteinas del extracto de ovario crudo.

SDS-PAGE de muestras de
ovario de Atractosteus spatula

1 2 3
B (EC ]
RN 5
2. Extracto de ovario 113,50
3. Precipitado
Figura 4, Gel de Poliacrilamida al 8% en condicioves desnaturalizantes.

Kit del peso molecular (1), Exracto de ovario maduro de dtraciosteus spatula (2), Pregipitado del exiracto

@).
b) Filtracion en gel

La filtracion en gel {Sephacryl-300 HR), permitié separar la muestra proteica en
diferentes fracciones dentro de los cuales destacaron dos picos principales detectados a 280
nm. (Fig, 5). Un primer pico proteico comprendido entre las fracciones 32 a 37 y un
segundo pico entre las fracciones 42 a 53. La naturaleza quimica de las moléculas
contenidas en estos picos fue constatada, pudiéndose apreciar que en ambos casos se trataba
de lipoglicoproteinas. (Figs. 6 y 7) Los resultados del barrido espectrofotométrico no

revelaron ninguna longitud de onda relevante para la caracterizacion de carotenoides en las
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moléculas (Fig. 8). De la misma manera, los resultados de la determinacion de fosforo

fueron negativos.
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Figura S. Fracciones proteicas (280 nm) del extracto de ovario maduro precipitado

separado con Sephacryl-300
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Figura 6. Fracciones del extracte de ovario maduro precipitado separados con

Sephacryl-300 positivas a Ja prueba de la 1’ortotoluidina (630 nm) para detectar la presencia
de carbohidrtaos
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Figura 7. Fracciones del extracto de ovario maduro precipitado separados con
Sephacryl-300 positivas a la prueba de Negro Sudan B (553 nm) para detectar la presencia de
[ipidos
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Figura 8. Barrido del extracto de avario para deteetar la presencia de carotenoides

Por otra parte, los resultados obtenidos de la filtracion can Sepharosa-6B (Figura 9),

mostraron siete picos proteicos, los cuales comprendieron las fracciones: 21, 31, 43, 45, 53,

62 y 81, respectivamente.
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Figura 9. Fracciones proteicas (280 nm.) del extracto de ovario maduroe precipitado
separadas con Sepharosa-6B

Tanto los picos proteicos procedentes de la filtraciéon con Sephacryl-300, como los
obtenidos con Sepharosa-6B fueron sometidos a la técnica de Pruebas Cruzadas, utilizando
el anticuerpo anti-VTG de Atractosteus tropicus, ¢con lo cual se determind que la fraccion
47 de la filtracion con Sephacryl-390, era la que correspondia a la molécula de la
lipovitelina ovérica (Fig. 10). No obstante haberse apreciado una ligera reaccion con las
fracciones proteicas obtenidas mediante la fiitracion en Sepharosa-6B. la purificacion se
continué con Sephacryl-300 ya que la reaccién era mas fuerte, con lo que se asumidé una

mayor integridad de las moléculas,

Pruebas Cruzadas
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Figara 10. (1) Extracto de génada de A. tropicus (2), Extracto de génada de A. spatula, (3.
4, 5) Fracciones proteicas en Sepharosa-6B (6. 7. 8) Fracciones proteicas en Sephacryl-300, (9.
10) Fracciones proteicas en DEAE-Sephacel.

¢) Intercambio de lones

La fraccion (47) de ovario maduro que resultd positiva al ser expuesta al anti-VTG
de A. tropicus, fue sometida a cromatografia de intercambio de iones (DEAE-Sephacel)
utilizando un gradiente linear de KCl de 0-100% (Fig. 6), lo que permitio separar la mezcla
proteica en dos fracciones mayoritarias (8 y 10). Comespondiendo la fraccion § a la
molécula de la lipovitelina ovarica, de acuerdo a [a reaccién posttiva que mostrd en la

téenica de pruebas cruzadas (Fig. 11).
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Figura 11. Fracciones proteicas, resultantes de la separacién por filtracion en gel con

Sephacryl-300, sometidas a Cromatografia de intercambio de iones (DEAE-Sephacel).
Gradiente linear de KC10.5 M en buffer Tris-HCI 50 mM, pH8$, flujo de 1 ml/min..

d) Electroforesis

Las fracciones obtenidas en filtracion por Sephacryl-300 e Intercambio de iones
(DEAE-Sephacel) fueron sometidas a electroforesis (Fig. 12), lo cual permitié observar un

patron similar al obtenido en cromatografia.
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Figura 12.

SDS-PAGE de muestras de
ovario de Atractosteus spatula

2 3 4

1. PM

~\4%|.('g7u'. ;.,

2. Precipitado del
extracto de ovario

3. Filtracion en gel

4. Intercambio de iones

Determinacion del peso molecular (miles de daltons) de la VTL, en gel de

poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes.

Kit del peso molecular (1), Precipitado del exiracto de ovario maduro de Atractosteus spatuia (2), Fraccion 47

de Sephaeryl (3), Fraccién 8 de DEAE-Sephacel (4).

La integridad estructural y el reconocimiento de este complejo proteico por el anti-

VTG, quedaron demostradas mediante la técnica de Western Blott (Fig,13 )
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Figura 13, (1) Filtracién en gel, (2) Intercambio de iones, (3) Precipitado del extracto de
ovario

e¢) Determinacion del Peso molecular de la VTL
Filtracién en gel
En base a la calibracion de la columna y mediante e] anilisis de regresion lineal

entre el factor de elucion Kav y logaritmo de peso molecular, se logrd determinar un peso
molecular de 315, 500 daltons para la lipovitelina ovérica (VTL) (Fig. 14).

Los datos necesarios para ¢l calculo del Kay de las proteinas se encuentran
detallados en la Tabla 4

Tabla 4. Valores utilizadas en el amilisis de regresion lineal.
PM Log. PM Ve Ye-Vo Kav
Tiroglobulina 669,000 5.825 162 22 0.108
Apoferritina 443,000 5.646 186 46 0.227
| B-Amilasa 200,000 5.301 210 70 0.345
Albimina 66,000 4,819 228 88 0.434
Anhidrasa Carbonica 29,000 4.462 250 110 0.543
VTL 315,500 5.499 190 50 0.246

*Vo=140 Vi=34244 Vi-Vo=202.44
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ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR
Kav = 1.8684 + (-0.2948) logPM
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Figura 14. Determinacién del peso molecular de la VTL, mediante el analisis de regresion
lineal del Kav y Log PM.
Electiroforesis

Como se menciono anteriormente, €l peso molecular de la lipovitelina ovarica (315,
500 Da), fue corroborado por electroforesis mediante la regresidn lineal entre el parametro
Rf'y ¢l logaritmo del peso molecular, lo que condujo a una estimacién de un peso molecular
{otal de 316.85 daltons.

En la Figura 12, se muestra €l gel de electroforesis en donde se pueden observar las

dos bandas mayoritarias de la lipovitelina ovéarica, con pesos moleculares de 167.57 Da y
149.28 Da.

f)  Generacion y Purificacion de anticuerpos

Una vez confirmada la pureza de la VTL, se procedié a generar anticuerpos en

conejos adultos de raza Nueva Zelanda. El suero de estos animales una vez precipitado fue
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utilizado para aislar y purificar los IgG por medio de cromatografia de afinidad utilizando

Proteina A como soporte (Fig. 15)
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Figura 15.

g) Sexado de organismos

Espectro de elusion de los IgG (fracciones 5 a 10) separados con Proteina A,

Mediante las técnicas de electroforesis y pruebas cruzadas, se logré determinar el

sexo de los 39 organismos adultos de A. spatula mantenidos en cautiverio en el Centro

Acuicola Tancol. De estos, 25 organmismos resultaron machos y 14 hembras.

En la Figura 16, se puede observar la precipitacién de los antigenos plasmaticos con

los anticuerpos anti-VTG de Atractosteus tropicus. De esta manera, destacan las muestras
3,4,6,12, 13, 16, 22, 25, 28, 29, 30, 35, 37 y 39 como hembras.
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Pruebas Cruzadas de muestras
de Afractosteus spatufa
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Figura 16. Sexado de Atractosteus spatula, mediante ta técuica de proebas cruzadas.
En la Figura 17, se muesira un gel de electroforesis en poliacrilamida, en donde es
posible observar las bandas correspondientes de la lipovitelina ovarica en las hembras
maduras de Atractosteus spatula,

}

SDS-PAGE de muestras de

Figura 17. Sexado de Afractosteus spatula, mediante la técnica de electroforesis
En un intento por sexar a los organismos en base a sus caracteristicas morfologicas
S tommron em cuenta el peso y longitud (Table S). Sim embaggo, no se encontraron
diferencias significativas entre hembras y machos ni para el peso (F: 3.94, P:0.0017, gk 13)
(Fig. 18), ni para b longitud (F: 0.657, P 0.217, gl: 13) (Fig. 19).
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F=3.94 P=0.0017, gl=13

Peso fotal (Kg)

35
30
25
20
15
10

27.071

Figura 18.

Valores promedio de peso (kg) de adultas de Atractosteus spatula.

F = 0.657, P=0.217, gi=13

Longitud total (cm)

140

120

P 28 3

N
=]

{a]

Machos

Figura 19.

Valores promedio de Jongitud (cm) de adultos de Afractosteus spatula maduro,

precipitada a 286 mm; en-Sephacryh300
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Tabla 5. Caracteristicas morfométricas utilizadas para determinar el sexo de los

reproductores.

Las areas sombreadas indican 1a presencia de hembras, determinadas tanto por precipitacion con el anti-VTG
de 4. tropicus como por PAGE,

No. de organismo | Peso (Kg) | Taiia (cm) Sexo
1 22 1.1 Macho
2 19 108 Macho
3 22 116 Hembra
4 Faj 113 Macho
S 21 117 Macho
6 27 129 Hembra
7 30 138 Hembra
8 20 112 Macho
9 21 107 Macho
10 26 124 Hembra
11 30 132 Hembra
12 4 164 Hembra
13 24 128 Hembra
14 2 118 Macha
15 20 107 Macho
16 26 132 Hembra
17 25 120 Hembra
18 19 98 Macho
19 22 116 Macha
20 21 111 Macho
1 21 108 Macho
73 2G 135 Hembsra
23 17 103 Hembea
o4 21 117 Hemima
2% ) 114 Hembra
) 25 109 Macho
28 2 124 Her e
oY 30 133 Hembra
30 38 151 Hembra
ey ) 100 Macha
5 27 101 Macho
= 23 113 Macho
24 24 415 Macho
6 20 g3 Macho
37 20 =
28 23 102 Macho
39 25 103 Macho
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DISCUSION
Purificacion de la VTL

Ante Ja carencia de ejemplares adultos de catdn en etapa reproductiva fue necesario
llevara a cabo inicialmente diferentes aproximaciones experimentales en este estudio con
una especie cercana: A. fropicus. Esto permitio no solo probar los protocolos de
purificacion de la VTG, sino también de disponer de un anticuerpo dirigido contra esta
molécula, lo cual fue una herramienta esencial en la presente investigacion. Esta escasez de
adultos origind igualmente que no se recumriera a la purificacidén de la VTG, ya que se
necesitaban cantidades importantes de plasma y que de manera alternativa se optara por

purificar la VTL tomando ventaja de su similitud estructural e inmunologica.

En investigaciones anteriores, se han venido utilizado una gran variedad de técnicas
para la purificacién de la lipovitelina ovarica y/o la vitelogenina plasmatica de distintas
especies de peces, pero solo en algunas se ha considerado adicionar una etapa de separacion
nicial de precipitacion con EDTA-MgCl, (Wiley et al., 1979; Norberg & Haux, 1988;
Inaba et al., 1997; Fujita ef al., 1998), para concentrar y asilar por completo estas
moléculas, del resto de los componentes del ovario o del plasma. Lo cual es una gran
ventaja, ya que el EDTA-MgCL se une de manera selectiva a los grupos fosfato de la
molécula, aumentando su masa y propiciando asi la precipitacién. Adicionalmente, esta
técnica resulta particularmente eficaz cuando estas moléculas se presentan en
concentraciones elevadas (Norberg & Haux, 1988) como €s €l caso de la VTL concentrada
en los ovarios de las hembras en etapa reproductiva. Asi fue posible la obtencién de la
lipovitelina ovarica en su conformacién nativa, para la realizacion de una purificacién mas

especifica.

A pesar de la sclectividad que ofrece esta tecnica de precipitacion, no resultd
suficiente para la separacion total de la lipovitelina ovarica de los otros componentes del
ovario. Por lo cual fue necesario la recurrir a la combinacién secuencial de la cromatografia
de exclusidn molecular ¢ intercambio de iones, al igual que en investigaciones similares
como es ¢l caso de Oncorhynchus mykiss (Tyler & Lancaster, 1993), Cyprinus carpio
(Tyler & Sumpter, 1990), Dicentrarchus labrax (Maifianos et al., 1994). Estas técnicas de

cromatografia han sido utilizadas principalmente por que ofrecen la ventaja de poder
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disponer de la molécula en fase liquida, lo que permite continuar con su ulterior
purificacion por medio de diferentes opciones (cromatografia de afinidad, electroforesis,
etc) (Cortés, 2000). Entre los medios de filtracion en gel que han producido mejores
resultados para la purificacién de la VIL y la VTG en peces se encuentra la Sepharosa- 6B
(Copeland et al., 1986; Copeland & Thomas, 1988; Tyler ef al., 1988; Tyler & Sumpter,
1990, Pelissero et al., 1991, Tyler & Lancaster, 1993; Manands ef al., 1994). Sin embargo,
el Sephacryl, un medio que presenta caracteristicas similares a la Sepharosa, presenta mejor
estabilidad quimica a diferentes amortiguadores en un mayor rango de pH y soporta una
presion mas elevada, lo que permite procesar una mayor cantidad de muestras en un menor
tiempo (Cortés, 2000). De aqui que este medio haya sido utilizado exitosamente en |a
purificacion de la VTG y la VTL de aotras especies de peces e.g. Diodon holocanthus
(Fujita et al., 1998). Adicionalmente, en un estudio colateral en el que se purificd la VIL y
VTG de A. tropicus con Sepharosa-6B se observé una degradacion de las moléculas,
particularmente viendose afectada una de las sub-unidades proteicas constituyentes de la
VTG (Hernéandez, 2002). Esto, aunado al hecho de la mayor integridad de las moléculas
obtenidas mediante la filtracién con Sephacryl, originé la eleccién de este medio para

realizar la punificacion de la lipovitelina ovarica de A. spatula.

Los resultados obtenidos con respecto a la filtracion en gel, mostraron la necesidad
de recurrir a un segundo proceso de purificacion, ya que se obtuvieron varias proteinas
dentro del mismo rango de peso molecular que la lipovitelina ovanca. Por lo que se
procedié a emplear la cromatografia de intercambio de iones (DEAE-Sephacel) (Notbeg &
Haux, 1985; Tyler & Sumpter, 1990; Tyler & Lancaster, 1993), ya que permite separar
moléculas con rango de peso molecular similar, por medio de su carga iénica. Aunque esta
técnica se ha utilizado regularmente con un gradiente linear de NaCl (Kanungo et al., 1990;
Manands ef al., 1994; Nunez er al., 1996; Heppell & Sullivan, 1999), en el presente estudio
s¢ tuvo que recurrir a una modificacidn del protocolo, adoptando en su lugar un gradiente
linear de 0 - 100% de KC1 (0.35M, pH 8), tal como lo recomienda Wiley et al., (1979), para
la purificacion de la VTG de Xernopus laevis. Esto permitid obtener asi, la separacion total

de la lipovitelina ovarica de A. spatuia al 4% de KCI (0.5 M, pH 8).

Por otra parte, la confirmacion estructural, por sus constituyentes quimicos, y

funcional, por el hecho de que solo se presentara en hembras y por su reacciéon con el
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anticuerpo anti-VTG de pejelagarto, corroboran que se trata efectivamente de la VTL

ovarica del catin

A este respecto, cabe mencionar que aunque la VTL y la VTG estan consideradas
como lipoglicocaretenofosfoproteinas, en este estudio solo se pudo demostrar su caracter
lipidico y glucidico de la VTL. Esto se puede explicar por el hecho de que la precipitacion
EDTA-MgCl, utilizada como etapa de pre-purificacién, implica la reaccién de estos
compuestos con los grupos fosfatos que forman las cargas superficiales de la proteina
(Wallace et al., 1967). Lo cual lleva a suponer la modificacion cstructural de estos
componentes durante la precipitacion, Por otra parte, en lo concerniente a la ausencia de
carotenoides, es importante sefialar que mientras que en otros lepisosteidos predomina el
color verde olivo o verde gnsaceo (Netch y Witt, 1962; Resendez, y Salvadores, 1983,
Pérez-Sanchez, 1995), en los catanes los ovarios y los huevos son blancos. De hecho, se ha
arribuido la toxicidad de los huevos de 4. spatula a esta ausencia de coloracion,
argumentando que mientras que los huevos de otros lepisosteidos, como los de L. oculatus,
que son muy pequeiios con matices verde-grisaceos y 1os cuales son desovados en areas de
densa vegetacion, los del catan son grandes, blancos y generalmente son desovados en

areas mas desprotegidas, lo que sugiere la necesidad de una mayor toxicidad (Bums ez al.,
1981).

Determinacion del peso molecular de la VIL

La gran variedad de técnicas (ultracentrifugacion, cromatografia, electroforesis, etc)
utilizadas para la determinacion del peso molecular de la VIG y la VIL de peces ha
provocado a menudo sesgos en las estimaciones. Esto ha sido demostrado en
investigaciones anteriores, en las cuales se han comparado diferentes aproximaciones para
determinar el peso molecular de la VTG y la VTL, como en ¢l caso de Dicentrarchus
labrax, especie para la cual se estimaron pesos moleculares para la VTG mediante filtracién
en gel y SDS-PAGE de 445 kDa y 510 kDa, respectivamente (Mafiands ef al., 1994). De la
misma manera, Campbell & Idler (1980), reportaron pesos moleculares de 342, 440 y 470
kDa para la VTG de Salmo gairdneri mediante ultracentrifugacion, filtracion en gel y SDS-
PAGE, respectivamente. En contraste con lo anterior, Tyler et al., (1988) y Wagboe &
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Kjartan (1988) determinaron un peso molecular de 440 kDa para la VTG de Salmo

gairdneri mediante filtracién en gel y HPLC respectivamente.

A esto cabe afadir que la determinacién del peso molecular unicamente por
electroforesis, no siempre resulta satisfactoria puesto que las proteinas son separadas en
funcién a una combinacion de su carga y de su peso molecular, sin embargo la suma de
estas propiedades no proporciona una medida absoluta, considerando que una zona
eleciroforética puede cubrnir proteinas con la misma movilidad, pero con un peso molecular
y cargas diferentes, y por consecuencia pueden presentar propiedades inmunologicamente
diferentes (Clausen, 1988). Sin embargo, la cercania en las estimaciones encontradas en
este estudio mediante cromatografia de exclusién molecular (315.5 kDa) y electroforesis
(316.85 kDa - suma de las sub-unidades obtenidas) vienen a corroborar la autenticidad del

peso molecular de la VTL de catén.
Sexado de los organismos de campo

La determinacion sexual en los peces puede llegar a representar un problema muy
serio dentro de la acuacultura, ya que en ocasiones no se cuenta con un metodo preciso para
determinar el género de los individuos. Este aspecto es de importancia fundamental al
momento de preparar lotes de reproductores ya que asi se puede tener una mejor estrategia
de mangjo, al proporcionar condiciones diferentes (temperatura, alimentacion, etc.) para
hembras y para machos. Igualmente, es descable la identificacion de los géneros en el
momento de la reproduccion, ya que las mayores posibilidades de fertilizacion se obtendran
al acercarse a las proporciones que se observan en el medio ambiente natural. En referencia
a lo anterior, cabe sefialar que los lepisosteidos presentan un comportamiento poco
gregario, sin embargo durante la temporada de reproduccion se les puede encontrar
comuinmente formando grupos de decenas de individuos, habiéndose observado hasta mas
de 20 al mismo tiempo (Alemdn, 1987; Dean, 1895; Holloway, 1954). Las hembras
encabezan los grupos de reproductores, mientras que los machos avanzan detras expulsando
el esperma que fecundara los ovules, los cuales son adherentes y se fijan a la vegetacién
sumergida (Contreras, 1987). De manera general, se observa siempre un mayor numero de
machos que de hembras. Suttkus, (1963) menciona igualmente que cuando las hembras van

a desovar se hacen acompafiar de uno a cuatro machos. En el caso del pejelagarto A.
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tropicus se han reportado relaciones macho: hembra que van desde 0.82:1 (Chavez-Lomeli,
1989), pasando por proporciones de 1:1.2 (Resendez y Salvadores 1983), 3:1 (Bejerano et
al, 1997), hasta proporciones de 5:1 (Gomez-Gomez, 1989, Pérez-Sanchez, 1995).
Holloway (1954) reporta proporciones de 1:2 y de 1:1 machos por hembra para Lepisosteus
platyrhincus y sefiala proporciones que varian de 1:2 a 3:1 machos por hembra para L.
osseus. Mientras que en el caso de 4. spatula la proporcidn sexual que se ha venido
utilizando en el Centro Acuicola Tancol durante la época reproductiva en cautiverio es de 2
machos por hembra (Morales, 1987). Lo cual contrasta con lo reportado por Rodriguez ez
al. (1998) quienes marcan una proporcién de 10.5: 1 machos por hembra en la presa
Vicente Guerrero, localizada en Tamaulipas. Sin embargo, al parecer esta proporcion no se
mantiene, ya que una estimacion realizada en el mismo lugar en el 2000 senala una
proporcién de 7.6: 1 machos por hembra (Gonzalez-Garcia y Garcia de Leon, 2000),
mientras que en el 2001 los mismos autores (Garcia de Leon e! al., 2001) mencionan que la
proporcién es solo de 5:1. Sin embargo, las observaciones realizadas en el medio natural
deben ser tomadas con cautela, ya que como lo sefialan Netch y Witt (1962), existe una
gran diferencia entre machos y hembras con respecto a longevidad y velocidad de
crecimiento. Las hembras presentan una mayor velocidad de crecimiento y viven maés
tiempo que los machos. Asi por ¢jemplo, en ¢l caso de L. osseus, para €l final del primer
afio los machos experimentan una gran mortalidad y estan casi ausentes de la poblacion. En
contraste, en los registros se encuentran hembras de hasta 22 afios. La diferencia en
longevidad entre hembras y machos causa cambios drasticos en la proporcion de sexos.
Asi, esta proporcién a partir de muestras combinadas en el caso de L.osseus es de 1.2:1
machos por hembra, sin embargo esto es valido solo cuando se trata de juveniles, ya que
cuando se trata de organismos adultos por causa de la longevidad esta tasa se altera y la

proporcidn cambia en sentido contrario.

Por otra parte, la existencia de crecimiento diferencial entre machos y hembras para
algunas especies (L. platostomus, L. oculatus y L. platyrinchus), se vuelve menos marcada
con la edad (Suttkus, 1963). Esta ausencia de dimorfismo sexual se acentiia en condiciones
de cautiverio (Hernandez, 2002). Aunado a esto se tiene que considerar el largo periodo de
tiempo en que tardan en alcanzar su primera madurez sexual (de 4-6 afios) (Mendoza er al.,

2000%). Esto ha propiciado que se recurra comunmente a la observacién de las
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caracteristicas externas de los organismos para tratar de discernir el sexo. Asi, se han
llevado a cabo apreciaciones en las que se ha considerado como caracteristica distintiva el
tamafio del hocico (Suttkus, 1963; Ledn et al., 1978), la forma y tamafio del vientre, €l peso
y longitud total del organismo (Ledén et al, 1978; Contreras y Maraiién, 1991). Sin
embargo, estos métodos carecen de precision principalmente cuando se trata de sexar
organismos inmaduros o en sus primeras etapas de desarrollo gonadal, ya que se ha
establecido que para, poder diferenciar a las hembras de los machos es necesanio que las
gonadas se encuentres desarrolladas para que se observe el tamafio y la forma del vientre
(Netch & Witt, 1962; Morales, 1987; Bejerano et al., 1997).

La deficiencia de estos métodos vino a quedar de manifiesto en el presente estudio
al no registrarse diferencias significativas con referencia al peso o la longitud total de los

individuos muestreados.

Lo anterior ha originado, que como en el presente estudio, sean varias las
investigaciones que se han apoyado en la naturaleza quimica (Calcio - Balbontin et ai.,
1978; de Vlaming et al., 1980; Nagler ef al., 1987; Linares-Casenave, 1990; Doroshov, et
al.,, 1997, Bjornsson et al., 1998; Fésforo ligado a proteinas — Yao and Crim., 1996; Craik y
Hervey, 1984).0 inmunoldgica de 1a VTG y VIL ya sea para la diferenciacién de los sexos
o para evaluar la condicion gonddica (Copeland, 1986; Copeland & Thomas, 1988; Benfey
et al., 1989; Tyler & Sumpter, 1990; Mananés er al., 1994; Kishida & Specker, 1994; Fujita
et al., 1998; Takemura & Oka, 1998).

Los resultados de este estudio indicaron la posibilidad de identificar con precision el
sexo de los 39 ejemplares de catan mantenidos en cautiverio por medio de una reaccién
inmunoldgica entre la VTL y los anticuerpos generados contra esta molécula purificada. Lo
anterior justifica plenamente el establecimiento de un inmunoensayo mas rapido, preciso y
sensible y con el cual se puedan procesar un mayor nimero de muestras tal como el ELISA
(enzyme-linked immunoassay). Cabe notar la consistencia entre las reacciones cruzadas y
la identificacion de las bandas tipicas de la VTL, lo cual viene a corroborar la validez de
esta molécula como indicador bioquimico del sexo y del estado de madurez de los

individuos de catan muestreados.
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Por otra parte, esto viene a constatar resultados similares encontrados con otros
lepisosteidos (Hemandez, 2002) en los cuales se identifico el sexo de ejemplares de 4.
tropicus mediante una reaccion inmunoldgica entre la VTG plasmatica y el suero anii-

VTG producido a partir de la proteina purificada.

Tgualmente, el hecho de que la VTL de catén fuera reconocida por el anti-VTG de
pejelagarto indica no solo la baja especificidad intergenérica de estas moléculas,
posiblemente debido a la cercania evolutiva de ambas especies, sino también la similitud
estructural de la VTG y la VTL confirmandose asi que ambas moléculas poseen
propiedades antigénica que las hacen inmunoldgicamente indistiguibles como ha side
demostrado con otras especies como: Oncorhynchus mykiss (Tyler, 1993); Sardinops
melanostictus (Matsubara et al, 1994);, Dicentrarchus labrax (Mafanods et al., 1994),
Plectropomus leopardus (Takemura and Teruya, 1997) y Verasper moseri (Matsubara and
Koya, 1997).

Adicionalmente, €l hecho de poder monitorear una proteina que evoluciona de
manera concomitante al desarrollo gonéddico, proporciona un medio eficaz para la
evaluacion de los protocolos de induccidon hormonal. Esto tiene una relevancia particular en
el caso del catan, ya que debido a su condicién ginoaria no €s posible evaluar la
maduracion ovocitaria por medio de la extraccion de muestras de gametos de las gonadas
(canulacidon). De hecho, hasta el momento este tltimo método fue ensayado en hembras de
pejelagarto sin haber podido obtener muestras de gametos femeninos con facilidad debido
al estrechamiento del oviducto que dificulta el paso de la cénula y provoca dafios en este
teyido (Paramo, 2001, citado por Hemandez, 2002) Esto ha propiciado que se recwra a otro
tipo de métodos como son los histologicos (Pérez, 1995; Peérez y Paramo, 1998), o los

quirargicos (Ferrara & Irwin, 2001), con la desventaja de implicar la muerte del organismo

La utilidad de los resultados del presente estudio se refleja no solo en una
posibilidad de llevar a cabo una mejor gestién de los reproductores, sino también por €l
hecho de poder estimarse la proporcion sexual de los ejemplares colectados por las
pesquerias considerando que Ja VTG también se puede cuantificar en extractos de misculo
(Bridges et al. 2000; Heppell y Sullivan, 2000; Bridges, 2002; Grau, 2002) y mucus
(Kishida, er af.1992; Kishida,. and Specker, 1993 y 1994; Chang er al.,1996).
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CONCLUSIONES

La combinacién secuencial de la técnicas de precipitacidn con EDTA-MgCl2,
filtracién con Sephacryl-300, e intercambio de iones con DEAE-Sephacel permitid la

adecuada purificacién de la moléeula de lipovitelina ovarica de Atractosteus spatula.

La autenticidad de la molécula quedo confirmada tanto por sus caracteristicas

estructurales (fisico-quimicas) como funcionales (inmunolégicas y fisiolégicas).

Se logré establecer de manera certera la identificacion de los géneros de los
ejemplares adultos de catdn mantenidos en cautiverio con el seguimiento por electroforesis
(PAGE), asi como por inmunodeteccion de la molécula de lipovitelina, con lo que se

reafirma su valor como marcador bioquimico.
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