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El catan (Atractosteus spatula) es un
pez que pertenece al grupo de los
lepisosteidos. Se encuentra distri-
buido desde los Estados Unidos
de Norteamérica hasta México.
Habita principalmente en cuerpos
de agua dulce, como rios, presas,
lagos y lagunas, preferentemente donde existe
abundante vegetacion acuatica sumergida."? Los
niveles poblacionales de esta especie se han visto
disminuidos debido, entre otras cosas, al deterio-
ro de su habitat, al impacto ocasionado por la
pesca comercial y a la falta de normatividad para
regular su captura.!

Aunado a lo anterior, la extraccion por la pes-
ca deportiva ha sido intensa, ya que el tamafo
que pueden alcanzar (hasta 2 m) los convierte en
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un atractivo trofeo.’ Esto se reflejo en la reduc-
cion en los niveles de captura que en 1988 regis-
traron catorce toneladas en Tamaulipas y para 1997
solo una tonelada.* En consecuencia, la disminu-
cion de los niveles poblacionales implica no solo
la privacion de un recurso tradicional para los pes-

[] El presente articulo estd basado en la investigacién “Control
reproductivo del catén (Atractosteus spatula)”, galardonada
con el Premio de Investigacién UANL 2008 en la categoria
de Ciencias de la Tierra y Agropecuarias, otorgado en sesién
solemne del Consejo Universitario, en septiembre de 2008.
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cadores y comerciantes de la region noreste del
pais, sino también el riesgo de que la especie se
extinga.” Considerando el valor de esta especie, por
ser endémica, por la situacion actual de sus pobla-
ciones que tienden a desaparecer y sus posibilida-
des de explotacién comercial, actualmente se rea-
lizan investigaciones que generan la informacion
necesaria para su conservacion y aprovechamien-
to.

Una solucion radica en el desarrollo de técni-
cas dirigidas hacia el control de la reproduccion
en cautiverio, como una medida para incremen-
tar las poblaciones de juveniles y de esta manera
recuperar las poblaciones amenazadas.’ La induc-
ciéon por medio de la manipulacién hormonal es
una de ellas y ofrece multiples ventajas, dentro de
las cuales destacan la posibilidad de extender el
ciclo reproductivo mas all4 de la temporada natu-
ral de reproduccion, lo que repercute invariable-
mente en una mayor produccion de crias y la fle-
xibilidad en la programacion de la produccion de
larvas.’

Considerando este contexto, el Grupo de
Ecofisiologia de la Facultad de Ciencias Bioldgi-
cas de la UANL ha venido realizando inducciones
hormonales con ejemplares adultos del Centro

*Facultad de Ciencias Bioldgicas, UANL
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Acuicola Tancol, de la Asociacion de Acuacultores
de Tamaulipas, en el Desarrollo Acuicola "El
Huasteco", asi como con los ejemplares cultiva-
dos por el mismo grupo, con miras a inducir y
asegurar su madurez sexual. Para que la reproduc-
cion sexual y, en particular, la fertilizacion de los
gametos se lleven a cabo de manera exitosa en esta
especie, es imperativo mantener una proporcion
sexual adecuada. Sin embargo, uno de los obsta-
culos es la ausencia de un dimorfismo sexual defi-
nido. Por otra parte, la dificultad para la evalua-
cion de la madurez sexual de las hembras impide
la seleccion de los mejores protocolos hormona-
les. Una alternativa es la utilizacion de marcado-
res bioquimicos para identificar el sexo de los ani-
males y que a la vez permitan conocer el estado de
madurez de las hembras. Un ejemplo es la vitelo-
genina, molécula especifica de las hembras, cuya
concentracién aumenta con la recrudescencia
gonadal, por lo que en otras especies se ha utiliza-
do, desde hace varios afios, como indicador de la
madurez sexual.

Ante esta situacion, se establecio, como eje prin-
cipal en el manejo reproductivo del catan, la puri-
ficacion de esta molécula para utilizarla en la im-
plementaciéon de un inmunoensayo (ELISA) que
pudiera utilizarse como herramienta para el sexado
de los animales y para determinar el grado de ma-
durez sexual de las hembras, sin causar dafo a los
ejemplares.

Metodologia

Se emplearon ejemplares de catan (Atractosteus
spatula) mantenidos en el Laboratorio de Ecofi-
siologia de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la UANL para obtener muestras de vitelogenina.

Para obtener las muestras de plasma con vite-
logenina se indujeron dos catanes machos con [3-
estradiol (E8875-5G, Sigma). La dosis que se uso
fue de 10mg/Kg de peso del ejemplar y se inyecta-
ron via intraperitoneal, mezclando el esteroide en
una emulsion de aceite de higado de bacalao.
Como control, a un tercer ejemplar se le inyecto
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la correspondiente cantidad de emulsion sin el -
estradiol. Antes de cada inyeccion se tomd una
muestra de sangre. Las inyecciones se llevaron a
cabo de manera sucesiva cada ocho dias hasta com-
pletar cuatro dosis, ocho dias después de la ulti-
ma inyeccion se sacrificaron los ejemplares para
obtener el plasma, de acuerdo al protocolo des-
crito por Hernandez.® Con la finalidad de detec-
tar vitelogenina en el mucus de los animales indu-
cidos se tomaron muestras para comprobar la pre-
sencia de esta molécula.

Para su obtencion se realizd un raspado en el
cuerpo del animal con una espatula, el mucus se
coloco en tubos de vidrio a los cuales se les agregd
un volumen de PBS 0.1M, Tween 0.05% y 60
pl/ml de aprotinina. Los tubos se mezclaron vigo-
rosamente y se centrifugaron a 5,000 rpm por 30
min a 4°C

Purificacion

La purificacion se llevo a cabo mediante una mo-
dificacion del procedimiento descrito por Cortés
(2003). Esta consistié en tres pasos secuenciales:
a) filtracion en gel con un cromatdgrafo modelo
Gradi-Frac (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia)
y una columna (XK/26) de 64 cm de altura con
289 ml de Sephacryl-300 HR (Pharmacia Biotech);
b) precipitacion de acuerdo a la técnica descrita
por Wiley et al.,” se agregaron al plasma tres volu-
menes de agua bidestilada (bHZO) estéril, 4.8 vo-
lamenes de EDTA (100mM, pH 8) y 1.92 volu-
menes de MgCl, (0.5M); ¢) electroforesis y
electroelusion.

Se realizaron geles preparativos de acrilamida a
6%, en los que se deposito el precipitado. Los
geles se corrieron a 30 mA. Al terminar la corrida,
una parte del gel se corto para tedirlo e identificar
la banda de interés y el resto se guardo en refrige-
racién. Una vez identificada la banda, se cortd en
el gel no tenido. Para purificar la proteina a partir
del gel se llevo a cabo una electroelusion. La ban-
da, previamente reducida en fragmentos, se depo-
sito en una bolsa de dialisis con una jeringa. A la

353 [0



CONTROL REPRODUCTIVO DEL CATAN (ATRACTOSTEUS SPATULA)

bolsa de dialisis se le agregaron 2 ml de buffer Tris-
glicina con SDS y PMSF 2mM, la bolsa se coloco
en una camara de electroforesis horizontal con el
mismo buffer y la electroelusion se llevo a cabo a
20 mA por 3 hrs. La proteina se caracterizé por
su peso molecular y grupos protéticos
(carotenoides).

Para verificar la presencia de la vitelogenina, du-
rante el proceso de obtencién y purificacion, se
prepararon geles de agarosa para identificar la
molécula por inmunodifusiéon utilizando como
estandar vitelogenina de A. tropicus y anticuerpos
dirigidos contra esta molécula. [gualmente, se rea-
lizaron geles de poliacrilamida para identificar la
molécula por su peso molecular, y se llevaron a
cabo Western Blots para comprobar que la banda
cruzara con el anticuerpo. La presencia de la vite-
logenina se comprobo por doble inmunodifusion
de acuerdo al método de Ouchterlony.® Las prue-
bas se llevaron a cabo en placas de agarosa a 1%
elaboradas sobre Gel-Bond (Pharmacia) en un
buffer Tris HCl 10mM, 0.1% de NaN, pH 7.3.

Produccién y purificacion de anticuerpos

Los anticuerpos (anti-VTG) se generaron en un
conejo macho de la raza Nueva Zelanda, inyectan-
do la molécula purificada de acuerdo al protoco-
lo descrito por Santillan.” Se separaron los IgG
del antisuero mediante la utilizacion de una co-
lumna de 10 ml con proteina A Sepharosa CL-4B
(Pharmacia), de acuerdo a la metodologia descrita
por Cortés.

ELISA

El inmunoensayo que se implement6 fue un
ELISA competitivo, basado en el descrito por
Specker y Anderson," con algunas modificacio-
nes. Se emplearon dos anticuerpos, el anticuerpo
primario que se obtuvo con la vitelogenina purifi-
cada (antiVTG) y el secundario fue un anticuerpo
conjugado con peroxidasa (HRP-Goat Anti-Rabbit
IgG, Zymed Laboratories). La estandarizacion se
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baso en el protocolo general siguiente: se unio el
antigeno (VTG) a la placa (Nalgene, Nunc) en 200
ul de buffer, incubandose toda la noche a 4°C.
Posteriormente se desecho el contenido de la pla-
ca por inversion y se lavaron los pozos con buffer
PBSTween 1:1,000. Enseguida se bloqued con
200 pl de PBS que contenia 5% de leche
descremada (Svelty, Nestlé) y se incubaron las pla-
cas durante 2 hrs a 37°C. Al término de la incuba-
cion, la solucion se desecho y se lavaron los po-
zos. Como paso siguiente, la competencia se llevo
a cabo agregando 200 pl de buffer de dilucion
(PBS-Tween20 1:1,000 y 5% de leche descremada)
que contenia una mezcla, previamente incubada
por 1 hra 37°C, de una cantidad fija de anticuer-
po anti-VTG y diferentes cantidades de VTG, co-
rrespondientes a la curva estandar o las muestras.
Para este efecto se realizo una incubacion por 1 hr
a 37°C, se desech¢ la solucion y se lavaron nueva-
mente los pozos. El anticuerpo secundario se di-
luyé en 200 ul de PBSTween20 1:1,000 y 1% de
leche descremada vy se incubo por 1 hr. a 37°C, se
desecho la solucion y se lavaron los pozos. Para
revelar la reaccion se utilizaron 100 wl del sustrato
ortofenilendiamina (0663P-OPD, Research
Organics) (10x OPD en buffer de citratos IM, pH
4.5) y se incubo por 20 min a 37°C en oscuridad.
Finalmente, la reaccion se detuvo con 50 ul de
HCI IN y se leyo la placa a 492 nm en un lector
de microplacas (Tecan, Sunrise Remote Control).
Todos los lavados se realizaron agregando 200 ul
de buffer de PBS-Tween 1:1,000, desechando el
contenido por inversion y secando sobre serville-
tas de papel. El proceso se repitio cinco veces en
cada ocasién. Ademds del establecimiento de las
condiciones ¢ptimas de los reactivos, se llevaron
a cabo diversas pruebas de calidad para la valida-
cion del ensayo. !

Resultados

El seguimiento de la produccién de VTG por
inmunodifusion doble revelo la presencia de VTG
a partir de la primera semana después de la induc-

CIENCIA UANL / VOL. XI, No. 4, OCTUBRE - DICIEMBRE 2008



MarTiIN GONZALEZ, ROBERTO MENDOZA, CARLOS AGUILERA

cion (figura 1). Asimismo, se constatd que no ha-
bia reconocimiento de la proteina en el control
(C). En las muestras de mucus solo hubo reconoci-
miento hasta el final de la induccién. Cabe remar-
car que se apreciaron dobles lineas de precipita-
cion en la mayoria de los pozos. La electroforesis
en poliacrilamida revelo la existencia de una ban-
da de entre 150y 205 KDa, que corresponde a la
vitelogenina, pero solo a partir de la segunda se-
mana después de la induccion (figura 2).

VTG

C G Vtg

Ac

VTG L/1 L T, VIG

VIGC, I/ ML/ I/ ML/VTG

Ac

C, I/ MI/ I/ MLy VTG
PR )

VIG C; /3 ML/3 L/3A MIL/3

D o o8 &

O WeOoS T

C; MC; L/4 ML/A4 L4 ML4 VTG

Fig. 1. Inmunodifusion doble en geles de agarosa a 1% con las
muestras de plasma y mucus obtenidas durante la induccion.
VTG, vitelogenina y Ac, anticuerpos anti-VTG, ambos de A.
tropicus. C: control, I individuo 1, 1: individuo 2, M: mucus.
X/1. primera semana...X/4: cuarta semana.

Ac

Purificacion

Filtracion en gel

Se depositaron 0.5 ml de los 20 ml de plasma
colectados, al final de la induccion de uno de los

ejemplares (1,/4). El perfil de elusion de las pro-
teinas de dicha muestra (figura 3) revel6 un pico
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predominante desde la fraccion 35 hasta la 43.
Las fracciones obtenidas se analizaron mediante
electroforesis en PAGE-SDS y se observaron ban-
das principales de alto peso molecular asociadas a
otras. Después de la calibracion de la columna de
filtracion en gel, se calculd un peso molecular apa-

rente para las fracciones 37 a 41, de 585 KDa, de

acuerdo a su coeficiente Kav.
Precipitacion

Debido a que la precipitacion, segiin el protocolo
original descrito por Wiley et al.,” no ofrecia bue-
nos resultados ya que la mayor parte de la VTG se
quedaba en el sobrenadante, se realizaron ensayos

M L

205 > '
d

L/1 1,2 1,/3 1,/4

LB &= VTG

16 = W

974 > W
-

Fig. 2. PAGE-SDS a 6% que muestra las diferentes concentra-
ciones de VTG en el plasma, durante la induccién. M, marca-
dor de peso molecular.

Plasma 1: /4

Abscebancia (280 nm)
-

.. +
g + .

L it 2 g = 2 b
R T T B R T O T R T 1]

Fig. 3. Perfil de elusion de la filtracion en gel de las proteinas
plasmaticas del macho inducido; se depositaron 0.5 ml de
plasma (I,/4) en una columna de Sephacryl-300. Se colecta-
ron fracciones de 4 ml y la absorbancia se sigui¢ a 280 nm.
Electroforesis de las fracciones de la cromatografia de exclu-
sion. PAGE-SDS a 6% teftido con azul de Coomassie. Pl, plas-

ma [,4; los nameros corresponden a las fracciones.
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modificando la dilucion de la muestra. Asi, ini-
cialmente se agregaron tres volimenes de agua
bidestilada (bHZO) a la muestra antes de la preci-
pitaciéon, quedando la mayor parte de la VTG en
el precipitado y al agregar seis volumenes mas se
comprob¢ que la cantidad de VTG que quedaba
en el sobrenadante era minima (figura 4).

Los diferentes pasos de purificacion de la pro-
teina obtenida se recapitulan en la figura 5A. La
proteina resultante de la precipitacion fue reco-
nocida por el anticuerpo de A. tropicus, y ésta fue
la que se utilizo para la inmunizacion.

Electroelusion

Con la electroelusion se obtuvo una banda tnica
de VTG purificada (figura 6A) que fue reconocida
mas adelante por el anticuerpo anti-VTG en Wes-
tern Blot.

Obtencion de anticuerpos

Se obtuvieron 15 ml de suero, los cuales fueron
purificados por cromatografia de afinidad con pro-
teina A para separar las inmunoglobulinas. Me-
diante Western Blot (figura 7) se comprobd que es-

Pool H,0S H,0P ES 9P 98

e
-du-c‘._.

‘o

A B

Fig. 4. Comparacion de los resultados de la precipitacion se-
lectiva de la VTG mediante electroforesis en PAGE-SDS a
6%. A., de acuerdo al método original, inicamente con EDTA
y Mg?* (ES, sobrenadante y EP, precipitado) y agregando tres
volumenes de bH,O (H,OS, sobrenadante y H,OP, precipita-
do). B. resultado de la precipitacion después de agregar seis
volumenes méas de bH,O al sobrenadante (9P, precipitado, y
9S, sobrenadante). Las flechas sefialan la banda de VTG.

tincion con azul de Coomassie.
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Pl Pool P Pool P

",‘

|
A B
Fig. 5. Anilisis de las proteinas durante el proceso de purifica-
cion de la VTG. A. PAGE-SDS a 6%. Pl, plasma inducido;
pool, fracciones de la cromatografia de exclusion; P, precipita-

do de la VTG. B. Western Blot con anticuerpo de A. tropicus,
pool, fracciones de la cromatografia de exclusion; P, precipita-

do de la VTG. Las flechas indican la banda de VTG.
Pool 31 8 21 28 5 28 5

—q <Te

VTG

A B

Fig. 6. A. PAGE-SDS a 6%. Pool, fracciones del cromatdgrafo.
31, 8, 21, 28, 5, VTG electroeluida en diferentes ocasiones. B.
Western Blot con dos proteinas electroeluidas.

C- P1__ Pool

C- PI Pool
™ VTG

A B
Fig. 7. PAGE-SDS al 6% (A), Western Blot (B). C-, plasma de

macho; Pl, plasma inducido; pool, fracciones del
cromatografo.

tos anticuerpos antiVTG purificados reconocian
la banda correspondiente a la VTG en el plasma,
y en el pool, contrariamente, no reconocia banda
alguna en el control negativo (plasma de macho).
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ELISA
Estandarizacion

En la primera prueba de la estandarizacién se com-
paro la fijacion del antigeno a los pozos de la pla-
ca a tres pH diferentes. Aunque no hubo una gran
diferencia entre las tres condiciones (tabla I), se
escogio el buffer de carbonatos (pH 9.6) para unir
la VTG a la placa, ya que la densidad 6ptica que
se alcanzo al final del ensayo estaba entre 1y 2 U
y presentaba menor absorbancia del blanco.

Tabla I. Absorbancias obtenidas con tres buffers de union.

Promedio del Fromedio ,ie
absorbancia-
Buffer blanco (tres
= blanco (tres
repeticiones) . .
repeticiones)
Acetatos 0.095 1.981
PBS 0.126 1.812
Carbonatos 0.089 1.943

Tabla III. Condiciones finales del ELISA.

100 ng de VTG en 200 pl de

e buffer de carbonatos.

Primer anticuerpo

(antiVTG purificado) .
Competidor 300 ng a 1.5 ng de VTG
Segundo anticuerpo 1:20,000

Sustrato de la peroxidasa | OPD

5 y=-0.962x+ 2 056
R?=0.995

LN Conc.Vtg

Fig. 8. Regresion de la curva de 300 a 1.5 ng de VTG.

Tabla II. Valores obtenidos en una prueba de estandarizacion.

Anti- 50 ng de 100 ng de

VTG VTGenla | VIGenla
n laca laca 5

(2.2) 5_399 B.ME AI‘I'ICUET]:IO
5 0.776 1.321 Se;.‘l'“".’f”"
75 1212 1911 30,000
10 1.614 2.393 o

*Los valores son el promedio de la absorbancia de dos repeti-
ciones menos el promedio del blanco.

En los ensayos para definir las cantidades de
antigeno y primer y segundo anticuerpo se obtu-
vo una densidad 6ptica entre 1y 2, con 100 ng de
VTG adheridos a la placa, 7.5 ng de anticuerpo
antiVTG por pozo y una dilucion del segundo
anticuerpo de 1:20,000 (tabla II).

Con base en los resultados de las pruebas de
competencia, se decidié por las condiciones fina-
les del ELISA (tabla III), con las cuales se obtuvo
una buena linearidad (figura 8), para empezar con
la validacion.
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Validacion

Las caracteristicas del ELISA se presentan en la
tabla IV. De acuerdo al resultado del andlisis de t-
student para la sensibilidad del ensayo (t = 2.82,
P = 0.000, gl = 16), se concluyo que las muestras:
diluciéon 1.5 ng y B max eran significativamente
diferentes. La especificidad del ELISA se demos-
tr6 con el valor superior al cero de la curva de las
dos muestras de pescado blanco analizadas y del
los ejemplares control (catanes macho). Por ulti-
mo, se encontrd que no habia diferencias signifi-

cativas entre las cuatro curvas comparadas (Fcal. =
3.82 <F,, =4.01 con 3 gl.).

Tabla IV. Caracteristicas del ELISA

Rango de linearidad R* 0.9942-0.9964 (n=6)

Limite de deteccidn 1.5 ng (da 87.9% de union)

Coeficiente de
variacion interensayo
Coeficiente de
variacién intraensayo

22% (n=57)

18% (n = 46)

Con plasma de macho 87%

Recuperacion ] . :
p Con plasma inducido 99%
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Andlisis de las muestras

Los resultados de la cuantificacion de proteinas y
de la cantidad de VTG presente en las muestras se
resumen en la tabla V. En el analisis de las mues-
tras de plasma con el ELISA se encontro que du-
rante la induccion hubo dos picos de produccion
de VTG en el plasma (figura 8), el primero se en-
contro en la segunda semana después de la induc-
cion y el segundo al final. En el caso del mucus se
observé un aumento constante de la concentra-
cion de VTG a lo largo de la induccion.

Tabla V. Concentracion de proteina total y VTG en las mues-
tras durante la induccion.

Ejemplar 1 Ejemplar 2
Proteina | VTG Proteina VTG
Muestras
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
1 335 0 2:11 0
I/1 0.95 0.13 0.37 0.01
12 12.71 733 19.08 9.41
1/3 0.16 0.018 0.22 0.04
1/4 77.46 27.96 66.48 27.72
M/2 0.54 0.005
M/3 0.75 0.04 0.64 0.013
M/4 10.57 1.25 2.21 0.46

B0 7

o
o

-
o
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|m2
| EM1
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VTG {porcentaje de proteina total)
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Fig. 9. Concentracion de VTG en plasma (I1 e 12) y en mucus
(M1 yM2) de los ejemplares inducidos.

Los resultados del analisis de varianza, desarro-
llado para determinar las diferencias existentes
entre las muestras de las cuatro semanas de la in-
duccion, revelaron que no habia diferencias signi-
ficativas entre las repeticiones (valores obtenidos
en diferentes ensayos para la misma muestra), pero
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si entre las semanas (F = 0.7023; g.1.= 10; P<0.05
y F =0.0001; g.l. = 3; P<0.05, respectivamente,
para el ejemplar 1y F =0.8997; g.1.= 13; P<0.05
y F =0.0003; g.I. = 3; P<0.05, respectivamente,
para el ejemplar 2).

Asimismo, la comparacion de medias por el
método de Duncan revel6 que las semanas 1y 3
son un grupo homogéneo (no existe diferencia sig-
nificativa entre éstas), al igual que las semanas 2 y
4. Sin embargo, si existen diferencias significati-
vas entre ambos grupos. Los resultados fueron igua-
les para los dos ejemplares

Discusiéon

Obtencion de VI'G mediante induccién
de machos por estradiol

En el presente trabajo obtuvo vitelogenina plas-
matica por medio de la induccién de machos con
Bestradiol, siguiendo el protocolo usado anterior-
mente por Herndndez® en A. tropicus. La misma
dosis (10 mg de Bestradiol/Kg de peso del pez a
la semana) fue empleada por Norberg y Haux'? en
Salmo gairdneri y en Salmo trutta, por Tyler y
Sumpter” en Cyprinus carpio y por Schafhauser-
Smith y Benfey* en Salvelinus fontinalis, aparece
después de la induccion por estradiol presenta un
tamano de aproximadamente 180 KDa, determi-
nado por electroforesis en condiciones desnatura-
lizantes (figura 6). Varios autores han reportado
un peso molecular de entre 150 y 200 KDa para
el monomero de la VTG, en diferentes especies
de peces.'®25 Para A. tropicus, Hernandez® re-
port6 un peso de 177 KDa, valor similar al que
obtuvimos para el catan. En este trabajo se encon-
tro que, en condiciones nativas, la VTG del catdn
presenta un peso molecular aparente de 585 KDa
por filtracion en gel. Este peso se encuentra en el
intervalo de los reportados por otros autores, para
diferentes especies de peces, quienes utilizaron este
mismo método o el de electroforesis en condicio-
nes nativas (tabla I). Para el catan, Cortés'® repor-
té un peso molecular de 315.5 KDa para la
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lipovitelina, calculado por filtracion en gel; esta
proteina es un producto de la VTG, por lo que
cabe esperar que su peso sea menor al de ésta.

Varios autores coinciden que en condiciones
nativas la proteina se presenta como un dimero,
el cual puede estar asociado a otras proteinas
plasmaticas.'®?>? Aparentemente, la VTG del
catan presenta el mismo tipo de comportamiento
y el analisis electroforético de las fracciones de la
cromatografia de exclusion evidencio también pro-
teinas asociadas a la VTG, de un peso molecular
de alrededor de 100y 120 KDa y dos de un peso
similar al de la VTG (figura 8).

Ademas, en este trabajo se contd con un anti-
cuerpo desarrollado contrala VTG de A. tropicus,®
una especie emparentada con el catan. Por tal
motivo, también se confirmo la identificacion in-
munoldgica de la proteina producida durante la
induccion mediante el método de inmunodifusion
doble (figura 5), y de Western Blot para identificar
la banda y seguir el proceso de purificacion de la
proteina (figura 10).

Finalmente, la proteina del catin mostré las
caracteristicas esperadas durante su purificacion
mediante precipitacion selectiva como se analiza-
ra en el punto siguiente.

Purificacion de la VTG

La purificacion de la VTG, de diferentes especies
de peces, se ha realizado combinando algunos
métodos (tabla II). De acuerdo a la bibliografia,
las combinaciones de métodos mas utilizadas son:
la precipitacion selectiva y el intercambio de iones,
y la filtracion en gel y el intercambio de iones. Sin
embargo, la diferencia en los métodos y las com-
binaciones de los mismos sugiere que la purifica-
cion depende no sélo de éstos, sino que también
depende de la especie. Considerando las caracte-
risticas de la VTG y la vitelina de los lepisosteidos,
por ejemplo, su alto contenido de fosfatos, en este
trabajo se opto por combinar la filtracion en gel y
la precipitacion selectiva de la VTG.
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Mediante la filtracion en gel de una muestra
de plasma, de un ejemplar inducido, se logro se-
parar un pico predominante de alto peso molecu-
lar (figura 7). El andlisis de estas fracciones, por
electroforesis en condiciones desnaturalizantes (fi-
gura 8), revel que la proteina todavia estaba aso-
ciada a dos proteinas de un peso molecular muy
similar a la VTG y también se observaron bandas
de bajo peso molecular. Este resultado coincide
con lo reportado por Tyler y Sumpter,” quienes
al someter las fracciones de la filtracion en gel a
un intercambio de iones encontraron que la VTG
habia eluido con otras proteinas de alto peso
molecular. Por su parte, Yao y Crim" encontra-
ron también proteinas de un peso molecular si-
milar a la VTG en una electroforesis en condicio-
nes nativas. Por ultimo, Mafiands et al.” y
Schaufhause-Smith y Benfey ' también reportan
falta de resolucion con la cromatografia de exclu-
sion y consideraron que es necesario un segundo
paso de purificacion para obtener la proteina pura,
concordando con las etapas adoptadas en este
estudio.

La precipitacion selectiva de la VTG fue em-
pleada por Wiley et al.” en Xenopus laevis. El méto-
do consistio en una doble precipitacion, primero
con EDTA y Mg, redisolviendo la pastilla obteni-
day posteriormente volviendo a precipitar la VTG
con H,O para eliminar posibles impurezas preci-
pitadas en el primer paso. En el presente trabajo
se realizo la precipitacion, siguiendo el procedi-
miento anterior a partir del pool, pero solo
redisolviendo la primera pastilla, logrando asi eli-
minar casi totalmente las bandas de bajo peso
molecular encontradas en él. Sin embargo, al ana-
lizar la pastilla y el sobrenadante resultantes de
este procedimiento (figura 9A), se encontrd que
la cantidad de VTG recuperada en la pastilla era
minima, comparada con la encontrada aun en el
sobrenadante. Por lo anterior, se repiti6 la preci-
pitacion después de diluir el pool con tres volime-
nes de H,O. En esta ocasion se obtuvo una mayor
cantidad de VTG precipitada, pero atin quedaba
VTG en el sobrenadante. Después se realizaron
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pruebas agregando seis y nueve volimenes mas de
H,O al sobrenadante, de acuerdo a los resultados,
finalmente se optd por agregar seis volimenes,
logrando asi obtener la mayor parte de la VTG en
la pastilla después de la centrifugacion (figura 9B).
Finalmente, se utilizaron estas adaptaciones al
método original para precipitar la VTG del pool.
Diversos autores han manejado adaptaciones al
método original de Wiley, por ejemplo Maitre et
al.’" agregaron 25% de agua al volumen inicial de
plasma para facilitar la precipitacion de la VTG
de Salmo gairdneri.

En otro trabajo, Copeland y Thomas®® lleva-
ron a cabo la precipitacion de la VTG de Cynoscion
nebulosus, diluyendo 5 ml de plasma en 2 L de agua
con 10mM EDTA y dejando precipitar toda la
noche. En contraste, Nufiez et al.,” al trabajar con
VTG de Solea vulgaris, y Norberg y Haux'? con
Salmo trutta, llevaron a cabo el procedimiento ori-
ginal de la precipitacion sin reportar inconvenien-
tes en sus resultados al respecto.

Con la modificacion a la precipitacion se ob-
tuvo la banda de VTG libre de las proteinas de
bajo peso molecular; sin embargo, una banda de
mayor peso molecular que coeluyd con la VTG
en la cromatografia de exclusion se encontraba atin
en el precipitado, por esta razon se intentd un
tercer paso de purificacién: electroforesis y
electroelusién de la banda. Este procedimiento
permitio obtener la banda de VTG pura y sin sig-
nos de degradacion, pero las cantidades obteni-
das eran minimas y la proteina tenia tendencia a
precipitar, por lo que no se pudo utilizar en el
ELISA. Por esta razon se prefirio utilizar la protei-
na precipitada para inmunizar al conejo.

La presencia de dos bandas después del proce-
so de purificacion también fue reportada por Her-
nandez,® quien, después de purificar con precipi-
tacion e intercambio de iones, encontré que la
banda de VTG todavia estaba asociada a otra ban-
da de un peso molecular similar. En el caso del
catan se presento un resultado similar al trabajar
con la lipovitelina, donde Cortés'® encontré dos

bandas, una de 167.57 KDay otra de 149.28 KDa,
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después de la purificacion mediante precipitacion,
filtracion en gel e intercambio de iones.

Purificacion y especificidad de los anticuerpos

El protocolo de inmunizacion permitid obtener
suero con un buen titulo de anticuerpos antiVTG,
lo que sugiere que la VTG es inmunogénica. Este
resultado se puede explicar por su alto peso mole-
cular y por el hecho de no presentar una contra-
parte homologa en el conejo. La purificacion de
los anticuerpos se llevo a cabo por cromatografia
de afinidad con proteina A. Con este procedimien-
to se lograron aislar las [gG del suero hiperinmune,
y se eliminaron otros componentes del mismo.
Los anticuerpos anti-VTG eluyeron de la colum-
na con el buffer a pH acido, ya que de las fraccio-
nes obtenidas, sélo éstas reaccionaron con el pool.
Adicionalmente, dichas fracciones reconocieron
la banda de VTG en el plasma y en el pool (figura
7B), por lo que éstas se guardaron como anticuer-
pos antiVTG purificados.

La especificidad de los anticuerpos se demos-
tro al reconocer la banda de VTG en el pool y el
plasma y no producir reaccion con el plasma de
macho (figura 7B). Asimismo, mediante una
inmunodifusion doble, los anticuerpos antiVTG
reconocieron el estindar de VTG de A. tropicus, lo
que se explica al ser ésta tltima una especie estre-
chamente relacionada con el catan. Ademas, la
calidad de los anticuerpos desarrollados se com-
prob¢ al obtener una sola banda de precipitacion
en todas las pruebas de inmunodifusion doble y
al no ver sefal inespecifica con las proteinas
plasmaticas de los machos, lo cual contrasta con
los anticuerpos desarrollados para la VTG de A.
tropicus, los cuales formaban dos bandas de preci-
pitacion y eventualmente presentaban reacciones
cruzadas con los machos.®

ELISA

Varios autores han realizado inmunoensayos tipo
ELISA para cuantificar la VTG en diferentes espe-
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cies de peces (tabla III). De acuerdo a la bibliogra-
fia, el ensayo mds usado es el competitivo y se uti-
lizan, en general, anticuerpos policlonales, ya sea
contra la VTG o la lipovitelina de la misma espe-
cie o de otras relacionadas. El ELISA desarrolla-
do en el presente trabajo fue también competiti-
vo, se manejaron anticuerpos policlonales contra
la VTG de A. spatula y un segundo anticuerpo
conjugado con peroxidasa. En la estandarizacion
del ensayo se buscaron las concentraciones de los
reactivos con las que se obtuvieran entre 1y 2 U
de densidad 6ptica. Asi, finalmente, la competen-
cia por el anticuerpo (8.5 ng/100 ul) se realizo
entre la VTG unida a la placa (100 ng por pozo) y
la contenida en la curva estandar (1.5 - 300 ng/
100 ul) y en las muestras de plasma o mucus (dilui-
das 1:100, 500, 1,000, 5,000, 10,000 o 20,000).

La especificidad del ensayo fue demostrada,
como lo reportaron otros autores, por la falta de
reaccion del anticuerpo con el plasma de machos,
lo que quiere decir que los anticuerpos no reac-
cionan con otra proteina que no sea la VTG. Tam-
bién se demostro porqué los anticuerpos recono-
cen la proteina encontrada en el plasma y en el
mucus, al igual que a la proteina
purificada.'®?2#23! Esto confirma los resultados
obtenidos con las pruebas de Western Blot. Ade-
mas, en el ELISA se demostré que tampoco hubo
reaccion con proteina alguna de las muestras de
una especie (Chirostoma estor) no relacionada con
el catan. Sin embargo, como se mencioné ante-
riormente, el anticuerpo que obtuvimos recono-
ce la proteina en A. tropicus, por lo que cabe espe-
rar que este ensayo pueda detectar niveles de VTG
en el pejelagarto y posiblemente en otros
lepisosteidos.

La sensibilidad del ensayo, concentracién de
VTG que dio un 87.9% (n = 6) de union, fue de
1.5 ng/pozo (15 ng/ml). Este valor es igual al que
reportaron Cuisset et al.,”° también es similar a
otros valores reportados. 1019222429 Aunque otros
autores han reportado una sensibilidad mayor,

como Mendoza et al.,’! con una sensibilidad de

2.3 ng/ml, y Mananos et al.”? con 1 ng/ml. Sin
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embargo, algunos de los autores han encontrado
que la sensibilidad en sus ensayos es suficiente para
medir las concentraciones de VTG de acuerdo a
los niveles que encontraron para la especie. Asi,
Cuisset et al.”® reportaron que los niveles mini-
mos de VTG encontrados en hembras al inicio de
la vitelogénesis fueron de 160 pg/ml en Acipenser
baeri. Nufiez et al.,” en un trabajo con Solea vulgaris,
consideraron suficiente la sensibilidad alcanzada,
ya que la concentracion minima de VTG que en-
contraron para esta especie fue de 100 pg/ml en
hembras en el periodo de reposo. Bon et al.,' en
un ensayo para la VTG de Oncorhynchus mykiss,
encontraron que el nivel de VTG en hembras
inmaduras era de 65 pg/ml y en hembras juveni-
les un afio o mas antes de su primera ovulacion es
de 1pg/ml.

Para el catan no hay cantidades reportadas de
los niveles de VTG en las hembras. Sin embargo,
Hernandez® reportd para A. tropicus una concen-
tracion menor de 1.3 mg/ml de VTG en machos,
de 1.4 2 2.9 mg/ml para hembras en el proceso de
vitelogénesis y mayor de 3 mg/ml para hembras
maduras. En nuestro ensayo la sensibilidad alcan-
zada permitiria detectar un porcentaje de
0.2 10* % de VTG en comparacion a las protei-
nas totales. Por lo cual la prueba desarrollada se
considera suficientemente sensible.

La variacion interensayo (22%) que se obtuvo
fue alta comparada con la obtenida por otros au-
tores, 223! sin embargo, es similar a la obtenida
por Hennies et al.”® quienes, en un ensayo con
Cyprinus carpio, alcanzaron 24%, en éste los auto-
res explican que la elevada variacion se debio a la
degradacion de la VTG. En nuestro caso cabria
esperar que la variacion se deba a la misma causa,
ya que se usaron las mismas muestras en los dife-
rentes ensayos, por lo que fueron sometidas a va-
rios ciclos de congelacion y descongelacion. Ade-
mas, en base al resultado obtenido del analisis de
cuatro curvas estandar, donde se encontré que no
habia diferencias significativas entre ellas, se pue-
de decir que la reproducibilidad del ensayo es
buena. La variabilidad intraensayo fue de 18%,
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valor similar al obtenido por algunos autores.*®*

La recuperacion fue de alrededor de 100% cuan-
do se ensayo con plasma de un ejemplar induci-
do; sin embargo, al mezclar la VTG con el plasma
del control, se encontré que la recuperacion baja-
ba a 87%. Lo que se podria explicar por la inte-
raccion de la VTG con proteinas plasmaticas que
podrian secuestrar a la proteina y evitar que se una
los anticuerpos.

Resumen

El catan (Atractosteus spatula) es el pez dulceacuicola
de mayor tamano en las aguas continentales de
México. Es muy apreciado tanto por la calidad de
su carne como por su tamafio. Como consecuen-
cia, las poblaciones han declinado drasticamente.
Desde 1982 se han emprendido esfuerzos para
controlar la reproducciéon en cautiverio y poder
obtener una produccion satisfactoria de larvas.
Dentro de los aspectos que han impedido este
objetivo se encuentran: su corta temporada repro-
ductiva, la edad de los reproductores, la imposi-
bilidad de determinar su madurez sexual, pero el
principal problema es la imposibilidad para dis-
tinguir hembras de machos, lo que evita estable-
cer una proporcién adecuada de reproductores
para lograr una fertilizacién optima. Dentro de
este contexto, una parte de esta investigacion es-
tuvo dirigida a la determinacion de la vitelogeni-
na (VTG), molécula precursora del vitelo y carac-
teristica de hembras en etapa reproductiva. La vi-
telogenina plasmatica fue aislada y purificada por
medio de cromatografia de filtracion en gel, preci-
pitacion selectiva con y electro-elusion. Las molé-
culas purificadas fueron caracterizadas por su peso
molecular y grupos prostéticos. Se generaron an-
ticuerpos policlonales y se obtuvieron IgGs por
medio de cromatografia en proteina "A". Con los
antigenos y anticuerpos purificados se llevaron a
cabo pruebas de reaccion cruzada, lo que permi-
ti6 el reconocimiento de hembras y machos; lo-
grando con esto el establecimiento de proporcio-
nes adecuadas para la reproduccion. Se probaron
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diferentes protocolos hormonales para la induc-
cién de la maduracion y el desove, siendo los fac-
tores liberadores de gonadotropinas los que die-
ron mejores resultados. Se desarrolld un ELISA
competitivo, el cual fue sometido a pruebas de
control de calidad. El inmunoensayo fue valida-
do determinando concentraciones de VTG en
plasma y mucus de hembras maduras y evaluando
los protocolos hormonales. La cuantificacion de
VTG por ELISA constituye una alternativa prac-
tica, confiable y rapida para identificar el género
de los adultos de catan sin sacrificarlos y puede
usarse como un marcador del progreso de la ma-
durez sexual.

Palabras clave: Catan, Reproduccion, Factores
liberadores de gonadotropinas, ELISA, Viteloge-
nina

Abstract

Alligator gar (Atractosteus spatula) is the largest
freshwater fish inhabiting rivers draining into the
Gulf of Mexico. These fishes have traditionally
been harvested in the northeast region of Mexico,
where they are highly appreciated for their size and
the quality of their meat. As a consequence, gar
populations have drastically declined. Since 1982
several efforts have been made to accomplish their
reproduction in captivity to overcome the lim-
ited supply of larvae. Several aspects have hindered
the successful reproduction of adult alligator gar,
such as their short natural reproductive season,
the mean age of the breeders, the fact that females
cannot determine their sexual maturity, and first
and foremost because of the impossibility to dis-
tinguish males from females, which prevents the
establishment of an adequate sex proportion re-
quired for optimal fertilization. Within this con-
text, a part of this research was aimed to the de-
termination of vitellogenin, which is the precur-
sor of yolk and thus specific of females in repro-
ductive stage. Plasmatic vitellogenin (VTG) was
isolated and purified by means of three sequen-
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tial steps including gel filtration chromatography,
selective precipitation, and electroelusion. The pu-
rified molecules were characterized by their mo-
lecular weight and their prosthetic groups.
Polyclonal antibodies were raised in rabbits using
the purified molecules and IgG’s were obtained
by Protein «A» chromatography. With both puri-
fied antibodies and antigens, cross reaction tests
were performed which allowed the straightforward
separation of males from females to establish the
adequate proportions for reproduction. Different
hormonal protocols were used to induce matura-
tion and spawning. Among the hormones used,
gonadotropin releasing factors showed the best
results. A competitive ELISA was developed and
submitted to a set of control quality tests. The
immunoassay was validated by measuring VTG
concentrations in plasma and mucus of gar fe-
males. Furthermore, the ELISA was used to evalu-
ate hormonal protocols. Quantification of VTG
by ELISA constitutes a practical, reliable, and
quick alternative to identify the gender of alliga-
tor gar adults without their sacrifice and can be
used as a definitive marker for the onset and
progress of maturation in female alligator gar. This
research provides a basis for mass production of
larvae for repopulation experiments and for the
culture of commercial-size alligator gar.

Keywords: Alligator gar, Reproduction, Gonadot-
ropin releasing hormone, ELISA, Vitellogenin.
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