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RESUMEN

El catdn pinto (Lepisosteus oculatus) es una especie nativa para el Noreste de México,
categorizado como Amenazada en la NOM-059 SEMARNAT-2010, debido a la pérdida de su
habitat y la sobreexplotacion de los cuerpos de agua. En este contexto, la reproduccion ex situ
destaca como una herramienta indispensable para su conservacion. En los Lepisoteidos resulta
necesario mantener una proporcion sexual adecuada para lograr desoves exitosos; por ello, se
debe identificar el sexo de los individuos. Sin embargo, este grupo presenta condicién gimnoaria
o condrictina, lo que dificulta emplear métodos de identificacion sexual tradicionales, ademas de
carecer de dimorfismo sexual aparente. De aqui, que se plantee el uso de técnicas de identificacion
sexual indirectas a partir de la vitelogenina plasmatica y en mucus. Esta molécula fue precipitada
para posteriormente detectar su presencia mediante ELISA indirecto con anticuerpos anti-VTG
de pejelagarto (Atractosteus tropicus). Asimismo, se midieron variables morfométricas para
explorar un posible dimorfismo sexual a través de andlisis de componentes principales (PCA) y
analisis discriminante lineal (LDA), encontrando seis variables que mejor explicaron la variacion
y lograron sexar a los individuos con una precision del 92.86%. Adicionalmente, se realizaron
cortes histologicos tefiidos por hematoxilina y eosina, con el proposito de determinar la fase
sexual de los individuos junto con la confirmacion del sexo por via directa, encontrando que la
unica hembra sexada era inmadura a partir de las caracteristicas de sus ovocitos, mientras que
todos los machos eran capaces de espermiar, pero no lo hacian activamente al carecer de esperma
libre. Finalmente, se realiz6 la posterior induccion hormonal empleando Ala6-LHRHa por via

intraperitoneal.
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ABSTRACT

The spotted gar (Lepisosteus oculatus) is a native species of Northeastern Mexico, categorized as
Threatened under NOM-059-SEMARNAT-2010 due to habitat loss and the overexploitation of
water bodies. In this context, ex situ reproduction stands out as an indispensable tool for its
conservation. In Lepisosteids, it is necessary to maintain an adequate sex ratio to achieve
successful spawning; therefore, sex identification of individuals is essential. However this group
exhibits a gymnoarian or chondrichtine gonadal condition, which hinders the use of traditional
sex identification methods, in addition to lacking apparent sexual dimorphism. For this reason,
the use of indirect sex identification techniques was proposed, based on the detection of
vitellogenin present in plasma and mucus. This molecule was precipitated and subsequently
detected through indirect ELISA using anti-VTG antibodies from the tropical gar (Atractosteus
tropicus). Morphometric variables were also measured to explore potential sexual dimorphism
through principal component analysis (PCA) and linear discriminant analysis (LDA), identifying
six variables that best explained the variation and allowed sexing of individuals with 92.86%
accuracy. In addition, histological sections stained with hematoxylin and eosin were performed
to determine the gonadal developmental stage and to directly confirm sex. Results showed that
the only sexed female was immature, based on oocyte characteristics, while all males were
capable of sperming, although they did not release milt. Finally, hormonal induction was carried

out using Ala6-LHRHa administered intraperitoneally
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1. INTRODUCCION

La conservacion de especies acuaticas en riesgo es de interés mundial porque representan el acervo
biologico que se puede perder, la mayoria de las veces las amenazas y extinciones son aceleradas
por el factor antropogénico (Valiente-Banuet et al., 2015). Cualquier extincion representa un
impacto negativo sobre el equilibrio biologico global, se conozca o no el nicho de la especie que
se extingue, mas aun porque no se conoce el 100% de la biodiversidad, lo que resulta en falta de
exactitud en el conocimiento de la crisis actual y pudiera ser mucho mas grave de lo estimado
(Costello, 2015). En los ecosistemas acudticos, en especial los terrestres dulceacuicolas,
aproximadamente el 0.20% de las especies descritas se han extinguido y mas del 4% se encuentran
bajo alguna categoria de riesgo (Pereira et al., 2012). Estos ecosistemas en México son

particularmente vulnerables (Contreras. y Lozano., 1994; Contreras-Balderas ef al., 2008).

Los peces de la familia Lespisosteidae han estado bajo proteccion con estrategias de conservacion
dirigidas a mantener la diversidad genética, por ser controladores de poblaciones de otras especies,
presentar valor cultural, deportivo y cientifico (Contreras-Balderas y Ruiz-Campos, 2010; Grande,
2010; Mendoza Alfaro et al., 2008). Al ser uno de los eslabones superiores de la trama tréfica, su
presencia y respuesta fisioldgica responden a factores ambientales que indican la calidad del
habitat, por lo cual es utilizada en el monitoreo ambiental como especie centinela (Cruz-Valdez,
2011). Cabe destacar que mantener los depredadores naturales de los hébitats podria ser cada vez

mas imperante ante la constante intrusion de las especies exoticas.

La familia Lepisosteidae cuenta con siete representantes distribuidos en dos géneros Lepisosteus 'y
Atractosteus (Grande, 2010; Wiley, 1976). Estas siete especies se restringen a Norteamérica,
Centroameérica y el Caribe (Contreras-Balderas y Ruiz-Campos, 2010; Wiley, 1976). En el género
Lepisosteus, Gnicamente L. oculatus y L. osseus presentan distribucion en el Noreste de México
(Contreras-Balderas et al., 2004; Contreras-Balderas y Ruiz-Campos, 2010). El catan pinto, L.
oculatus, se distribuye desde los Grandes Lagos, sureste del Lago Michigan, el Alto Rio
Mississippi, hasta la Laguna Madre, incluyendo el Rio San Fernando y tan al norte en Ontario,
Canadé (Contreras-Balderas ef al., 2004; Miller, et al., 2009). Las poblaciones presentes en el area

del Rio Bravo y sus tributarios en México, estan sometidos a las presiones antropogénicas, mismas



que han puesto en peligro a otras especies de peces; particularmente para el catan pinto han sido la
modificacion del hébitat y la sobreexplotacion de los cuerpos de agua (Contreras-Balderas et al.,
2002, 2008). Estos factores tienen especial repercusion en los sitios donde desovan, ya que
dependen de sitios de inundacion poco profundos (<Im), mismos que han sido rellenados para el
desarrollo urbano y ademas han sido afectados por la construccion de presas (Mendoza et al.,
2002). En general, los factores que comprometen la presencia del catan pinto son la turbidez, las

descargas y la carga de sedimentos (Glass et al., 2012; Gray et al., 2012).

El catan pinto es la unica especie del género Lepisosteus en categoria de riesgo por la NOM-059-
SEMARNAT-2010, bajo Amenazada (A). En Canada esta bajo una categoria idéntica (COSEWIC,
2005), por lo que en ese pais se han realizado esfuerzos en pro de su conservacion (Boothroyd et
al.,2016; Glass et al., 2011, 2012, 2015; Gray et al., 2012; McAllister et al., 2023). Aun y estando
en la categoria Amenazada (A), en México se desconoce el estatus actual de sus poblaciones, por
lo que es imperante emplear técnicas de conservacion para esta especie. Cabe mencionar que la
IUCN considera a esta especie en la categoria de Preocupacion Menor (LC), debido a la estabilidad
de las poblaciones en Estados Unidos, a pesar de lo anterior el catan pinto se considera extirpado
en Nuevo México y catalogado en algun estatus de riesgo en tres estados de dicho pais (Echelle y

Grande, 2014).

Por todo esto, ante las amenazas de pérdida de habitat e intrusion de especies, el catan pinto es una
especie que debe ser conservada ya que por sus caracteristicas fisiologicas y etologicas es un
eslabon ecoldgico importante. La conservacion y reproduccion en este tipo de peces ha estado
ligada a mantener un buen equilibrio entre machos y hembras para mantener el tamafio de las
poblaciones, para lo cual en el presente trabajo se plantea usar métodos indirectos para detectar
vitelogenina para el sexado de Lepisosteus oculatus como mejora en la efectividad de los

tratamientos hormonales fuera de su habitat natural.



2. ANTECEDENTES

2.1 Diversidad, caracteristicas distintivas y distribucion de Lepisosteidae

La familia Lepisosteidae se caracteriza por particularidades que los hacen ser pancronicos, es decir
comparten caracteristicas similares a los restos fosiles de sus ancestros (Contreras-Balderas y Ruiz-
Campos, 2010) y se ha estimado que aparecieron como grupo hace aproximadamente 180 millones
de afios (Brito et al., 2017; Echelle y Grande, 2014; Wiley, 1976). Junto con el género Amia
conforman la infraclase Holostei, grupo monofilético y hermano de los Teleostei (Grande, 2010;

Li et al., 2008).

Las siete especies de dos géneros, Lepisosteus y Atractosteus, comparten caracteristicas propias
como las escamas ganoideas compuestas de dos capas, una de ganoina y otra de isopedina, que
recubren su cuerpo cilindrico y los protege ante los depredadores (Suttkus, 1963). La vejiga
natatoria funciona como o6rgano accesorio que les permite respirar oxigeno atmosférico al ser
altamente vascularizada y estar conectada a la faringe, esto les ayuda a soportar bajas

concentraciones de oxigeno disuelto, inclusive cercanas a cero (Hill et al., 1973).

El género Lepisosteus estd comprendido por cuatro especies existentes: el catan pinto (Lepisosteus
oculatus), el catan aguja (Lepisosteus osseus), el catan de Florida (Lepisosteus platyrhincus) y el
catdn nariz corta (Lepisosteus platostomus). Se distinguen de Atractosteus debido a dos
caracteristicas principales: la sinfisis del dentario ocurre a lo largo de la superficie medial del
dentario anterior derecho e izquierdo, con el limite anterior apuntando anteriormente, ademas los
colmillos de los dermopalatinos de los adultos se pierden o estan muy reducidos, exceptuando L.
platostomus, mientras que en Atractosteus estos son prominentes en adultos (Grande, 2010). El

catan pinto presenta puntos oscuros en la cabeza, el cuerpo y las aletas (Suttkus, 1963).

El catan pinto es de habitos piscivoros, aunque también se alimenta de crusticeos y larvas de
insectos, especialmente durante su etapa larvaria, por lo que es un depredador tope (Ostrand et al.,
2004; Tyler y Granger, 1984). Esta condicion los vuelve vulnerables a los efectos de la toxicidad
aguda por bioacumulacion, tanto por el lugar que ocupan en la cadena tréfica y su longevidad

(Cruz-Valdez, 2011; Watanabe ef al., 2003).



2.2 Factores ambientales en la reproduccion

Se ha reconocido que las condiciones mas importantes que regulan la reproduccion en peces son la
disponibilidad de alimento y factores ambientales. Se considera que el fotoperiodo y la temperatura
tiene gran influencia como estimulos externos para iniciar los ciclos reproductivos al tratarse de

organismos poiquilotermos (Mafands et al., 2009).

El estado de madurez sexual esta influenciado por una talla especifica o una edad determinada. La
madurez se alcanza siempre y cuando las condiciones ambientales sean las idoneas (Mafanos et
al., 2009; Smith, 2008). La disponibilidad de alimento para las crias determina su supervivencia y
la temporalidad de la reproduccion, ya que una alta disponibilidad de alimento debe coincidir con

los periodos criticos de alimentacion en larvas y juveniles (Mafianés et al., 2009).

2.3 Eje hipotalamo-hipofisis-gonadal

La reproduccion esta controlada por una cascada hormonal a lo largo del eje hipotdlamo-hipofisis-
gonadal (Figura 1). Las gonadotropinas hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH) son clave en el control endocrino de la reproduccion. Dependen de la liberacion
de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) que es un integrador de los estimulos
ambientales. Estas gonadotropinas se liberan al torrente sanguineo y actiian en la génada, donde
estimulan la sintesis de esteroides, que son los Ultimos efectores en el desarrollo gonadal. La FSH
induce la secrecion de androgenos como la testosterona (T) y estrogenos como el 17p-estradiol (E2)
que controlan la gametogénesis. E> juega un rol importante en la sintesis de vitelogenina (VTG) en
el higado. Al final de la gametogénesis la secrecion de LH aumenta, estimulando la sintesis de
esteroides inductores de maduracion (MIS), mismos que inducen la maduracion gonadal. Una vez
lograda la maduracioén gonadal, nuevamente aumenta la secrecion de LH que induce la ovulacion

y la espermiacion (Mafianos et al., 2009).
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Figura 1. Representacion del eje hipotalamo hip6fisis gonadal. Adaptado de Mafianos
et al., (2008).

2.4 Vitelogénesis

La vitelogénesis (Figura 2) puede ocurrir de manera endégena o exdgena. En la via endogena se
forman vesiculas de vitelo que son precursoras de los alveolos corticales, los cuales crean el espacio
vitelino durante la fecundacion. En cambio, en la vitelogénesis exdgena se producen granulos de

vitelo cuando el ovocito captura material por micropinocitosis (Barr, 1968; Carrillo, 1987).
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Figura 2. Esquema general de la vitelogénesis. Modificado de Hara et al., 2016.

En general la vitelogénesis consiste en los siguientes pasos: los estrogenos ovaricos, especialmente
el Eo, inducen la sintesis de vitelogenina en el higado al unirse a receptores especificos de
estrogenos. Posteriormente, la vitelogenina se sintetiza cuando el complejo hormona-receptor
activa el gen de la VTG en el Elemento de Respuesta Hormonal. Se inicia la transcripcion y se
transportan las instrucciones hacia el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) para sintetizar la VTG
en los ribosomas. A los polipéptidos de VTG se afiaden lipidos y se empaquetan en endosomas
para ser transportadas al aparato de Golgi, donde contintian las modificaciones postraduccionales,
es decir la glicosilacion y fosforilacion, para convertirse en una lipoglicofosfoproteina. Ya como
lipoglicofosfoproteina es secretada al torrente sanguineo y viaja hasta ser capturada por lo ovocitos.
A su vez, los ovocitos en crecimiento incorporan la VTG a través de receptores especificos. Dentro
de los ovocitos se distribuirdn los componentes de la VTG segun el estado de la vitelogénesis,
para finalmente convertirse mediante accion enzimatica en los principales componentes del vitelo,

como lipovitelinas y fosvitinas de menor peso molecular, que se almacenan en cuerpos esféricos



rodeados de una membrana, posteriormente son acidificados por actividad de la V-ATPasa (Figura
3) (Barr, 1968; Carrillo, 1987; Covens et al., 1987; Hara et al., 2016; Hiramatsu et al., 2002; Ho,
1987; Mommsen y Walsh, 1988; Nagler et al., 1994; Ng y Idler, 1983; Norberg y Haux, 1988;
Sullivan y Yilmaz, 2018; C. R. Tyler et al., 1988).
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Figura 3. Cuerpos esféricos rodeados de membrana, mediados por V-ATPasa con los componentes de la VTG.
Modificado de Sullivan y Yilmaz (2018).

Cabe sefialar, que en peces teledsteos, se han reconocido tres formas de VTG, de las cuales dos son
formas completas y paralogas (duplicacion del mismo gen ancestral), denominadas VTGAa y
VTGADb, cuya composicion consiste en las proteinas de vitelo previamente descritas (Finn, 2007).
A su vez, la tercera forma conocida como VTGC, es incompleta al carecer de fosvitina y una
seccion importante de la C-terminal (Finn y Kristoffersen, 2007). La diferenciacion de estas tres
proteinas se da durante la maduracion final del ovocito, cuando la VTGAa es clivada en sus
componentes hasta formar aminoécidos libres, mientras que la VIGAb y la VTGC permanecen
intactas, debido a que los estadios tardios de las larvas previo a la primera alimentacion las
aprovechan como fuentes de nutrientes al ser grandes lipoproteinas (Matsubara et al., 2003;
Reading y Sullivan, 2011). Existen méas conformaciones de estas proteinas en otras especies, sin

embargo, estas tres formas son las principales.

2.5 Dimorfismo sexual y técnicas de identificacion sexual
En el caso particular del catan pinto, los machos pueden madurar sexualmente antes que las

hembras y por ende a una menor talla (Love, 2002, 2004; Smith, 2008; Suttkus, 1963). Por lo tanto,



esta caracteristica se ha empleado como un indicador de dimorfismo sexual y en ocasiones junto
con la longitud del hocico (Castillo ef al., 2015; Love, 2002). A pesar de lo anterior, esta
aproximacion esta limitada al mostrar una exactitud del 78% (Love, 2002), por lo que es posible

realizar identificaciones erroneas.

Existen metodologias directas para evaluar el dimorfismo sexual en peces basadas en la
maduracion gonadica, entre las que destacan la puncién abdominal, la canulacion y biopsias
(Alvarez-Lajonchére et al., 2001; Shehadeh et al., 1973; Thomaz et al., 2019). Estos métodos son
invasivos, pueden requerir el sacrificio de individuos y resultan impracticos en Lepisosteidos,
debido que presentan condicion gimnoaria, lo cual implica que los oviductos se conectan con los

ductos urinarios y ambos desembocan en un sinus urogenital inico (Suttkus, 1963).

Existe un método de sexado para miembros de la familia Lepisosteidae basado en los conductos
gonadicos, donde es posible discernir entre el oviducto en hembras y conductos deferentes en
machos. A pesar de ser efectivo, es necesario el sacrificio de individuos para poder observar dichas

estructuras (Ferrara y Irwin, 2001).

A este respecto, se han implementado métodos de sexado no invasivos a partir de marcadores
bioquimicos en otras especies de Lepisosteidos, que se basan en la presencia de VTG en plasma,
caracteristica en hembras sexualmente maduras, misma que es un complejo
lipoglicocarotenofosfoproteico y es posible detectarlo empleando inmunoensayos (Mendoza et al.,
1999). Este tipo de ensayos ya estan establecidos en A. tropicus (Herndndez-Vidal, 2002) para
detectar lipovitelina (Cortes-Davila, 2003) y en A4. spatula, a partir de un ELISA competitivo
(Gonzalez-Lazcari, 2007; Santillan-Sosa, 2005).

2.6 Aspectos reproductivos en Lepisosteidos

En el catan pinto ambos sexos pueden madurar previo a los dos anos (Love, 2004). La época de
reproduccion va desde marzo a mayo extendiéndose hasta la primer semana de junio con menor
calidad de desoves (Echelle y Riggs, 1972; Tyler y Granger, 1984). Durante este periodo se pueden
encontrar en grupos, liderados por una o varias hembras siendo seguidas por mayor nimero de
machos. Suelen invadir 4reas de inundacion o se les encuentra cercanos a la orilla en zonas ricas

en vegetacion donde desovan. No presentan cuidado parental y la fertilizacion es externa.



Estudios histoldgicos han mostrado que las hembras de L. oculatus son capaces de reproducirse
todo el afio, pero al existir una temporada de reproduccion establecida, posiblemente haya un
umbral en el tamafo de los ovocitos que necesitan alcanzar para que ocurra la reproduccion (Smith,
2008). Por lo cual se hipotetizd la posibilidad de inducir al desove a esta especie fuera de la

temporada reproductiva, con resultados satisfactorios (Fontana, 2020).

Es importante sefialar que la proporcion de sexos es relevante para que ocurra la reproduccion, en
el caso del catan pinto se sefiala una proporcion macho:hembra deseable que va de 2:1, mientras

que para L. osseus y L. platostomus es de 3:1 (Holloway, 1954).

2.7 Induccion hormonal en L. oculatus

En multiples estudios se ha recurrido a la induccion hormonal en el catan pinto, tanto en estudios
enfocados en la reproduccion, como en trabajos donde se necesitdé recurrir a esta técnica para
obtener un cohorte (Tabla 1). Tanto métodos como vias de induccién fueron directos y mostraron

distinto €xito reproductivo.

Tabla 1. Protocolos de induccion en el catan pinto (Lepisosteus oculatus) implementando distintas hormonas, dosis y
vias de administracion.

Hormona Via Dosis Resultados y observaciones Referencia
GnRH - - 500 huevos liberados. (Gray et al.,
Proporcioén, 1:3 H-M. 2012)

LHRHa - 1 mg/kg  Desove 26-28 h posterior a  (Longefal,
induccién, aproximadamente 849 2020)
huevos.

GnRH + Via 0.5ml/kg Porcentaje de desoves y eclosion (Castillo ef al.,

intramuscular por tratamiento: 2015)
T3 20 mg/kg  60% y 84.6%
T4 20mgkg  75%y 79.8%
TSH 0.5ml/kg 75%y 78.4%

Ovaprim - 0.5ml/kg Una sola hembra y un solo macho (Amores et al.,
inducidos. Al menos se produjo un 2011)
desove de 500 huevos (alrededor
de 2,000).

Ovaprim Via 2.0 ml/kg El desove ocurrié entre 24-48 h  (David, 2012)

intramuscular posterior a la induccion.




Se indujo una segunda poblacion
con la misma dosis, sin éxito.

Ovaprim Via 0.5 ml/kg  Se present6 el desove 48 h después  (Boudreaux,
intramuscular de la induccion. El fotoperiodo 2005)
aplicado fue de 14:10 h.

Ovaprim Via 0.5 ml/kg Desoves exitosos fuera de Ila (Fontana,
intramuscular temporada de reproduccién. Se 2020)
necesitaron dos aplicaciones a la
misma dosis. No hubo diferencia
significativa en el desarrollo de
larvas comparado con un desove
en temporada reproductiva.

Ovaprim - 0.5ml/kg Los adultos se mantuvieron en  (Braasch et
tanques de 2 m de didmetro con al.,2014)
sustrato artificial para el desove.

Ovaprim - 0.5 ml/kg  Condiciones similares a Braasch et (Annona et al.,
al., 2014. 2022)

2.8 Desarrollo embrionario y larvario en Lepisosteidos

Los huevos de los Lepisosteidos son esféricos, con un disco fuertemente adhesivo, el saco vitelino
prominente y ovoide, con espacio perivitelino grande. En las larvas persiste el disco adhesivo con
el que se adhieren a la vegetacion o al sustrato disponible, pero posteriormente se absorbe (Aguilera

et al.,2002).

L. oculatus desova en cuerpos de agua poco profundos, loticos y abundantes en vegetacion
sumergida o flotante (Echelle y Riggs, 1972; Glass et al., 2012). Al eclosionar las larvas tienden a
permanecer en el mismo sitio donde fueron desovadas (Glass et al., 2012; McAllister et al., 2023).
Si la temperatura es de 32.2°C pueden eclosionar a los dos dias y a los cinco dias alcanzar la fase
de nado libre (Long et al., 2020). En contraste, el porcentaje de eclosion en esta especie es afectado
negativamente por la turbidez del medio (Gray et al., 2012). Comparten similitudes morfoldgicas
durante el desarrollo con L. platyrhincus, siendo practicamente idénticas hasta los 125 mm donde

comienzan a presentarse diferencias (Echelle y Riggs, 1972).
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Se identificaron tres fases nutricionales en larvas de A. spatula y A. tropicus, iniciando con la fase
lecitotrofica, dependen completamente del saco vitelino, fase lecitoexotrofica, comienza la
alimentacion exogena y la fase exotrofica, cuando dependen de la alimentacion exdgena y ya han
consumido por completo las reversas de vitelo (Aguilera et al., 2002) 4. spatula presenta un
desarrollo digestivo precoz, al evidenciar un estomago funcional y secrecion de enzimas similares
a pepsinas al inicio de la fase lecitoexotrofica (Mendoza et al., 2002). Se han establecido fases
similares en L. osseus: lecitotrofica (10-18 mm TL), lecitoexotréfica (18-20 mm TL) y exotrofica
(20-26 mm TL) definiendo un periodo critico de alimentacion (20-26 mm TL) que coincide con la

fase exotrofico (Pearson y Clark, 1979).
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3. JUSTIFICACION
El catan pinto (Lepisosteus oculatus), es una especie nativa en el Noreste de México y se encuentra
Amenazada de acuerdo con la NOM-059 SEMARNAT-2010 por actividades antropogénicas. Ante
este panorama, la conservacion ex situ representa una herramienta fundamental para resguardar y
reproducir individuos de esta especie como parte de estrategias integrales de recuperacion. Una
etapa clave dentro de estas estrategias de conservacion consiste en la identificacion precisa del
sexo, con el fin de mantener la proporcion de sexos Optima para lograr una reproduccion exitosa.
Sin embargo, debido a la ausencia de dimorfismo sexual evidente y a la poca viabilidad de los
métodos tradicionales de identificacion en este grupo, se vuelve necesario emplear protocolos de
identificacion sexual mas confiables. Contar con técnicas mas precisas contribuye a reducir el

estrés en los tratamientos aplicados y a incrementar el éxito en la induccion hormonal y el desove.
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4. HIPOTESIS

La aplicacién de métodos indirectos de deteccion de vitelogenina permite la determinacion precisa
del sexo en Lepisosteus oculatus para mantener la proporcion sexual adecuada requerida para la

eficacia de los protocolos de induccion hormonal en condiciones ex situ.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

5.1 Objetivo General

Identificar el sexo de los individuos de catdn pinto por métodos indirectos y posteriormente

inducirlos a la reproduccion con hormonas.

5.2 Objetivos Particulares

Realizar un correcto mantenimiento de individuos.
Determinar las variables morfométricas de los individuos.
Colectar plasma y mucus de los individuos.

Precipitar la VTG por el método de precipitacion selectiva

Emplear el método de determinacion de vitelogenina fosfato alcalino labil.

Sexar a los individuos a partir de ELISA indirecto.

Establecer una proporcion sexual adecuada e inducir a la reproduccién a los individuos

mediante hormonas.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Material biologico

Se emplearon 14 individuos de L. oculatus en el laboratorio huimedo de Ecofisiologia, mismos que
han sido resguardados desde hace aproximadamente 15 afios sin que se hayan reproducido de forma
natural. Los individuos se mantuvieron en tanques circulares de 75 cm de alto, con aireacion y rafia
verde como enriquecimiento ambiental. Se alimentaron seis veces por semana, alimentandolos con
calamar, camaro6n, pulpo, mejillon y principalmente pescado picado. Se implement6 esta dieta seis
meses antes de los experimentos y se suspendio6 la administracion de alimento peletizado durante

esta etapa.

La toma de muestra se realiz6 a partir de puncion de la vena caudal con aguja de 21 G y vacutainer
conteniendo EDTAK, como anticoagulante (Figura 4). Se transfirieron a tubos Eppendorf de 1.5
ml, se refrigeraron por 1 hora para posteriormente centrifugarse a 15,000 g a temperatura ambiente
por 15 minutos. El plasma se colect6 en alicuotas de 10 pl o en alicuotas de 100 pl segin fueran

para la prueba de fosfatos. Se congelaron a -20°C hasta su utilizacion.

Figura 4. Obtencion de la muestra de plasma por puncion de la vena caudal con aguja y vacutainer.
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Asi mismo, a todos los individuos se les tom6 muestra de mucus, mediante raspados en el cuerpo.
El mucus se coloco en tubos Falcon. Se centrifugaron a 5,000 rpm por 30 min y se alicuotaron en

100 pl de sobrenadante, que fue guardado a -20°C hasta su determinacion.

6.2. Precipitacion selectiva de VTG plasmatica

El procedimiento se llevo a cabo a partir del método de precipitacion selectiva de VTG con
modificaciones (Johnsen et al., 1999; Silversand et al., 1993; Wiley et al., 1979) a las muestras se
agregaron 400 pl de EDTA 20 mM con pH a 7.5 ajustado con NaOH 1 N. Se agregaron 32 pl de
MgCl; 0.5 My se centrifugd a 2500 g por 35 min a 4°C. Se decantd el sobrenadante y al precipitado
se agregaron 150 ul de buffer Tris-HC1 50 mM pH 7.5 con 1 M NaCl para resuspenderlo con una
varilla de vidrio. Se centrifug6 a 2500 g por 35 min a 4°C, se elimino el precipitado y al
sobrenadante se le agregaron 500 pl de agua destilada fria para centrifugar a 2500 g por 35 min a
4°C. Se descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendio con 300 pl buffer Tris-HCI 50
mM con PMSF 1 mM pH 8.0.

6.3 Cuantificacion indirecta de vitelogenina mediante fosfoproteina alcalina labil

Se construyd la curva estandar para la posterior cuantificacion indirecta (Hallgren et al., 2009).
Comenzo6 con tres repeticiones para cada concentracion en una microplaca partiendo del stock de
fosfatos con tres reactivos distintos; KH2PO4, K;HPO4 y H3POs, todos a la misma concentracion
de 127 pg/ml PO4*". El primer pozo se llen6 con 50 ul de cada stock de fosfatos y 240 pl de agua
destilada. La curva se construy6 haciendo siete diluciones seriadas del 50% de la anterior, hasta
obtener los siete puntos de la curva por duplicado, cada dilucion se realizé con agua destilada, més
el blanco que consistid Unicamente en 25 pul de NaOH 1M y 120 pl de agua destilada.
Posteriormente para la reaccion colorimétrica se agregaron 50 pl de solucion de molibdato al 1%
en HoSO4 y 50 pl de 4cido ascorbico al 5%. La placa se agit6 por 1 min y se incub6 durante 1 h en
incubadora a 40°C. La lectura de absorbancia se realizd en el lector de microplacas (Biotek,

ELx800) a longitud 630 nm.

6.4 ELISA
Un volumen total de muestra de 75 pl se dejé incubar en microplaca de 96 pocillos por 24 horas a

4 °C, posteriormente se decantd y se seco. Después, se realizaron tres lavados con 200 pl de buffer
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de lavado (Buffer PBS con Tween al 0.1%), en cada lavado se decanto y se secé el contenido. Se
afnadio 75 pl de buffer de bloqueo (leche desgrasada y descremada) por cada pocillo a partir de
leche descremada y buffer de lavado. Se dejo incubando a temperatura ambiente por 1 hora, se
decanto el contenido y se lavo. Por cada pocillo se agregaron 75 ul de los anticuerpos de conejo
anti VTG producidos en pejelagarto a concentracion 1:1000, dejando incubar por 24 horas a
temperatura ambiente. Se decant6 el contenido y se realizaron los lavados nuevamente para afiadir
75 wl por pocillo de anticuerpo conjugado de proteina A de Staphylococcus aureus con HRP y se
incubo por una 1 hora. Se decant6 el contenido y se lavo, la reaccion se realizo afiadiendo 50 pl de

ABTS, se incubd y se leyo6 con lector de microplaca (Biotek, ELx800) a 490 nm.

6.5 Induccion al Desove

Durante los tratamientos se mantuvieron en un estanque de concreto para reproductores (1.30 m de
alto, 2,90 m de ancho y 6.20 m de largo) al exterior. Manteniendo la calidad del agua con recambios
parciales del 20% al menos dos veces por semana. Contando con enriquecimiento ambiental en
forma de rafia, refugios de PVC y blocs de concreto. Para poder separar a las parejas se realizaron

divisiones con PVC y malla.

Las inducciones se administraron de forma intraperitoneal con el andlogo superactivo Ala6-
LHRHa 35 pg/kg con un refuerzo a los ocho dias y una aplicacion de Ovaprim dosis 0.2 ml/kg
ocho dias después del ultimo refuerzo con el andlogo (Hernandez-Vidal, 2002) (Tabla 2).

Tabla 2. Se muestran los tratamientos, la via de induccién y la dosis.

Tratamiento Via Dosis Referencia

Ala6-LHRHa Intraperitoneal 35 ng/kg (Hernéndez-
Vidal, 2002)

Ovaprim Intraperitoneal 0.5 ml/kg (Hernandez-

Vidal, 2002)

La hormona andlogo superactivo Ala6-LHRHa fue preparada en stock diluyendo con suero
fisiologico y se alicuotd en un volumen de 100 pl para ser congelada (Hernandez-Vidal, 2002). Se
tomaron las alicuotas necesarias y se prepardé una emulsion hormonal mezclando con aceite de

higado de bacalao en proporcion 1:3, integrando con una jeringa de insulinade 1 mly 30 G x 13
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mm para posteriormente aplicarlas en la base de la aleta pélvica (Figura 5). Se aplicé un refuerzo

después de ocho dias para este ensayo, en total se realizaron cuatro inducciones.

Figura 5. Aplicacion de las inyecciones en la base de la aleta pélvica.

6.6 Sexado directo y procesamiento histologico

Se realizaron disecciones a los organismos que fallecieron durante la fase experimental, ademas de
individuos preservados previo a la realizacion del presente trabajo. La incision se realiz6 a lo largo
de la linea media de la region ventral, comenzando en la abertura urogenital hasta la region
posterior. Las gonadas fueron retiradas y pesadas para determinar el indice Gonadosomético (IGS)

de acuerdo con la siguiente formula.

(peso de la gonada)
IGS = x 100
(peso total del cuerpo)

Por cada muestra de gonada se tomaron tres secciones; la anterior, media y posterior, se colocaron
en casetes con formol al 10% por un maximo de 48 horas. Después se procesaron para
deshidratarlas (Tabla 3) empleando etanol al 60°, 70°, 80°, 96° y 100°, se aclararon con etanol
100°-xilol (1:1 vol./vol.), xilol y se incluyeron en parafina (55-60 °C). Este procedimiento se

realizé de forma manual.
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El desgaste se realizé con microtomo mecanico para remover el exceso de parafina a temperatura

ambiente y los cortes se realizaron con un grosor aproximado de 4 pm. Los cortes se colocaron en

un bafio en Grenetina a 37°C, posteriormente se colocaron en un portaobjetos y se calentaron en

horno a 50-55°C por 20 min para remover la parafina.

Posteriormente se realiz6 la tincion de Hematoxilina y Eosina para su observacion bajo

microscopio (Tabla 4)

Tabla 3. Pasos de deshidratacion, aclarado y preinclusion junto con los reactivos y la temperatura para el

procesamiento histologico.

Reactivo Tiempo Temperatura
Etanol 60° 1 hora Ambiente
Etanol 70° 1 hora Ambiente
Etanol 80° 1 hora Ambiente
Etanol 96° 1 hora Ambiente
Etanol 96° 1 hora Ambiente
Etanol Absoluto 1 hora Ambiente
Etanol Absoluto 1 hora Ambiente
Etanol Abs-Xilol (1:1) 1 hora Ambiente
Xilol 1 hora Ambiente
Xilol 1 hora Ambiente
Parafina 1 hora 55°-60° C
Parafina 1 hora 55°-60° C
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Tabla 4. Se muestran los pasos de la tincion de Hematoxilina y Eosina.

Reactivo Tiempo
Xilol 5 min
Etanol-Xilol (30-30) 5 min
Etanol absoluto 2 min
Etanol 96° 2 min
Agua destilada Inmersion lenta (30 seg)
Hematoxilina 2 min

Agua corriente
Etanol 4cido
Agua corriente
Agua amoniacal
Agua corriente
Agua destilada
Eosina
Etanol al 96°
Etanol absoluto
Etanol-Xilol
Xilol puro
Xilol

Montaje Resina

2 lavados enjuague lento
Inmersion rapida
Enjuague lento
2 inmersiones rapidos
2 lavados lentos (30 seg)
Enjuague lento
Seis inmersiones rapidas (10 seg)
Enjuague breve
2 min
3 min
2 min

3-4 min

20



6.7 Medidas morfométricas

Las variables morfométricas medidas (Figura 6 y Figura 7) se consideraron segiin McGrath y
Hilton (2012) y McDonald et al., (2014). Para ello se tomaron fotografias de cada individuo en una
pecera con agua desclorada y hoja milimétrica (Figura 8, Tabla 5). Las mediciones se realizaron

con el software ImageJ.

Longitud estandar (ST)

Longitud de la 2
B e alata Longitud predorsal (PDL)

dorsal (DFL)

ﬁ;-/l

,v#‘vdg"” ’&q/ﬁ,.,.dﬂ'.w

Longitud pre
pectoral (PPL)

Longitud de la
Altura de la aleta|pzse de 1a aleta

anal (AFH) anal (ABL)

Longitud pre pélvica (PCL)

Altura de la base de la
aleta caudal (CHH)

Longitud pre anal (PAL)

Longitud total (TL)

Figura 6. Medidas del cuerpo que se emplearon para el sexado.

Diametro
orbital (ORD)

Altura de la cabeza al
inicio del opérculo (HOP)

Largo del hocico (SNL)

¢ e

M

Anchura de la
placa opercular
(oPw)

Altura de la cabeza a
nivel de la orbita (HHO)

Longitud de la cabeza (HEL)

Figura 7. Medidas de la cabeza consideradas para el sexado. Craneo de L. oculatus tomado de Grande (2010).
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Tabla 5. Se muestran las siglas y el nombre de las variables medidas en cada organismo (n=14).

Siglas

Variable medida

TL
SL
PDL
PPL
PCL
PAL
AFH
ABL
CHH
DFL
SNL
ORD
HHO
HEL
OPW
HOP

Longitud total

Longitud estandar

Longitud predorsal

Longitud pre-pectoral

Longitud pre-pélvica

Longitud pre-anal

Altura de la aleta anal

Longitud de la base de la aleta anal
Altura de la base de la aleta caudal
Longitud de la base de la aleta dorsal
Longitud del hocico

Diametro orbital

Altura de la cabeza a nivel de la orbita
Longitud de la cabeza

Anchura de la placa opercular

Altura de la cabeza al inicio del opérculo

Figura 8. Ejemplificacion de las fotografias para la medicion.
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6.9 Analisis Estadistico
Todos los andlisis estadisticos se realizaron en R v4.4.1 y RStudio. Se aplicaron pruebas de
normalidad y homocedasticidad a los datos obtenidos para conocer el tipo de prueba a emplear,

partiendo de un nivel de significancia de p < 0.05.

Las variables morfométricas fueron analizadas mediante prueba de normalidad con Shapiro-Wilk
(»=0.5) por cada grupo de sexo y de homocedasticidad por medio de Levene (p<0.5), si alguno de
los grupos no se ajustaba a la normalidad se emple6 la prueba no paramétrica de Mann-Whitney
(p=0.5), en dado caso que se ajustaran a la normalidad y no presentaran homocedasticidad se

sometian a t de Welch (p<0.5), si cumplian con ambos supuestos se empleaba t de Student (p<0.5).

Para el Analisis de Componente Principales (PCA), los datos se escalaron con el propdsito de
ajustarlos a la distribucion normal. Se calcularon la desviacion estdndar y la varianza,
posteriormente se calcularon los 3 componentes principales para cada interaccion y se graficaron

en circulos de correlacion y diagrama de dispersion bidimensional.

En el Analisis Discriminante Lineal (LDA) se emplearon las variables seleccionadas que mejor
explicaban la variacion, afiadiendo la columna de sexo. Se empled el paquete “MASS” para realizar
el analisis y predecir los valores en funcion de los datos utilizados. Posteriormente se graficaron

los resultados mediante un diagrama de dispersion para comparar las variables.
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7. Resultados
7.1 Mantenimiento de Individuos Experimentales

Los individuos fueron mantenidos en un estanque de reproductores de concreto (Figura 9), siendo
alimentados como previamente se expresé (Seccion 6.1). Se realizo limpieza de la materia
suspendida al menos dos veces por semana y el resto del alimento fue retirado diariamente junto
con los recambios del 20%. Los primeros ensayos de induccion se realizaron al interior (Figura 10)
para poder controlar la temperatura, debido a que se encontraban fuera de la temporada de

reproduccion.

Figura 9. Individuos experimentales en el estanque de reproductores de concreto.

Figura 10. Pareja de individuos después de la induccion. Se observa el enriquecimiento ambiental.
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7.2 Dimorfismo sexual

Se muestran las medias de cada variable por sexo, junto con la desviacion estandar y el
rango intercuartilico en milimetros (Tabla 6). De forma general se observa que las medidas
para las hembras fueron inferiores comparadas con los machos.

Tabla 6. Medias y desviacion estandar por cada variable medida y sexo, ademas del valor intercuartilico.
Todo en milimetros.

Variable Media Hembras RIQ Media Machos RIQ

TL 464.53+49.95 431.81-470.78 480.80+£65.50 430-503.78
SL 376.24+39.04 354.66-387.35 386.46+£51.98 356.31-400.41
PDL 333.39+35.87 314.65-346.14 347.36+42.09 318.6-380.41
PPL 109.72+10.88 103.04-121.19 116.77+18.08 100-133.34
PCL 216.88+22.80 198.06-226.8 223.25+28.71 197.51-240.33
PAL 319.98+31.45 298.35-330.08 335.31+40.18 301.58-357.62
AFH 48.54+19.38 45.49-55.92 48.32+15.64 47.43-57.88
ABL 25.63+14.40 17.26-25.15 32.58+13.80 24.26-30.47
CHH 23.4242.57 21.35-25.99 27.58+4.15 25.21-30.68
DFL 25.58+4.26 22.77-27.78 26.98+4.54 24.09-28.15
SNL 55.27£5.15 22.77-27.78 60.81£12.07 24.09-28.15
ORD 12.32+0.81 11.79-12.71 13.19+2.40 11.41-14.82
HHO 23.67+3.99 22.71-23.77 23.39+3.89 19.69-26.81
HEL 101.55+£9.73 92.21-108.3 105.82+18.25 93.42-121.83
oW 16.44+2.85 14.42-16.79 17.87+3.56 15.89-20.64
HOP 30.52+£2.97 28.44-31.63 31.63+4.16 27.35-35.89

Para cada variable medida se realizaron pruebas de normalidad por sexo, empleando
Shapiro-Wilk y prueba de homocedasticidad, empleando Levene, ambas pruebas
considerando un nivel de significancia p<0.05. En el caso de que no cumplieran con el
supuesto de normalidad (p<0.05) se elegia la prueba no paramétrica de Mann-Whitney,
por otro lado, si los datos no mostraban homogeneidad de varianza (p<0.05) pero si se
ajustaban a la distribucién normal, se eligi6 la t de Welch, si cumplian con la distribucion
normal y homogeneidad de varianza, se eligi6 t de Student. El total de organismos

medidos fue de 14 (n=14).

Se realizo6 un analisis de componentes principales (PCA) como una forma de explorar
patrones generales de variacion y detectar si se presenta alguna tendencia de separacion
entre los sexos de los individuos, ademas de seleccionar las variables con mas peso.
Mostrando las coordenadas de los individuos por interaccion en cada espacio

discriminante (Figura 11). Determinando que el componente 1 (CP1) explicaba el 11.82%
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de la varianza y est4 fuertemente influenciado por las medidas PCL (Longitud pre-pelvica)
que explica el 28.48%, PAL (Longitud pre-anal) que representa el 28.29% y PDL
(Longitud predorsal) que corresponde a 28.04%, que corresponden a longitudes del cuerpo
(Figura 12 a). Por otro lado, el componente 2 (CP2) explic6 el 2.00% de la varianza y fue
representado por las medidas AFH (Altura de la aleta anal) con 62.39%, ABL (Longitud
de la base de la aleta anal) con 61.69% y SNL (Longitud del hocico) con 23.11%,
relacionadas con las aletas anales y la cabeza (Figura 12 b). Por ultimo, el componente 3
(CP3) explico el 1.30% de la varianza y se compuso por las variables HHO (Altura de la
cabeza al nivel de la orbita) con 44.56%, el Peso con 40.78% y ORD (Didmetro orbital)

con 31.65%, que se asocia con la robustez de los individuos y la masa corporal (Figura 12

c).

A) Individuos en CP1 vs CP2

B) Individuos en CP1 vs CP3
[10] °
10
14
il
Hjc)lndividuus en CP2 vs CP3
12
®
4]
L4}
8
le] o)

Figura 11. Coordenadas de los individuos con las respectivas interacciones. A) CP1 vs CP2, B) CP1 vs
CP3, C) CP2 vs CP3, en el diagrama de dispersion bidimensional.
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CP1 (rojo) vs CP2 (azul) CP1 (rojo) vs CP3 (azul)
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Figura 12. Correlaciones entre CP1vsCP2 (a), Correlacion entre CP1vsCP3 (b) y correlacion entre
CP2vsCP3 (c). Se resaltan en rojo las medidas que mejor explican la variabilidad del eje y, mientras que en
azul se resaltan las medidas que mejor explican la variabilidad en el eje x.

Posteriormente se muestran los graficos de cajas y bigotes de cada medida seleccionada
por el PCA, representadas por AFH (Figura 13), ABL (Figura 14), SNL (Figura 15), ORD
(Figura 16), HHO (Figura 17) y Peso (Figura 18).
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20 . .

Hembra Macho

Figura 13. Boxplot donde se muestran la altura de la aleta anal (AFH) en milimetros entre machos y
hembras. Es posible observar dos hembras con datos atipicos, una en el limite inferior y otra en el superior.
Por el contrario, ambos machos se encuentran en el limite inferior.

ABL (mm)

50 .

-

Hembra Macho

Figura 14. Boxplot donde se muestran la longitud de la base de la aleta anal (ABL) en milimetros entre
machos y hembras. Es posible observar una hembra con un dato atipico y dos machos.

SNL (mm)
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L (mm)

50 ‘

Hembra Macho

Figura 15. Boxplot donde se muestran la longitud del hocico (SNL) en milimetros entre machos y hembras.
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Figura 16. Boxplot donde se muestran el didmetro orbital (ORD) en milimetros entre machos y hembras.
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Figura 17 Boxplot donde se muestran la altura de la cabeza a nivel de la o6rbita (HHO) en milimetros entre

machos y hembras.

Peso (g)
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175
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Figura 18. Distribucion de pesos en gramos por sexo de los individuos.
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Los valores de cada carga y las magnitudes de la interaccion entre cada variable por la
correlacion de cada PCA (Tabla 7). Se resalta la magnitud de las medidas que mejor
explican la variacion de cada interaccidn, en la interaccion PC1 vs PC2 se resaltan las
magnitudes de las medidas AFH (0.634), ABL (0.620) y SNL (0.341). En la interaccion
PC1 vs PC3 se resaltan las magnitudes de las medidas ORD (0.402), HHO (0.496) y Peso
(0.452). Por tultimo, en la interacciéon PC2 vs PC3 se resaltan las magnitudes de las

medidas AFH (0.637), ABL (0.677) y HHO (0.451).

Tabla 7. Se muestran los valores de magnitud por variable entre las interacciones. Se resaltan las variables
con mayor magnitud.

Variable PC1 PC2 PC3 Magnitud Magnitud Magnitud
CP1vsCP2 CP1vsCP3 CP2vsCP3
TL -0.2644 0.0788  -0.2929 0.2759 0.3946 0.3033
SL -0.2651 0.0698  -0.2351 0.2741 0.3543 0.2452
PDL -0.2804 0.0153 -0.1274 0.2809 0.3080 0.1283
PPL -0.2777 -0.0947 0.1144 0.2934 0.3003 0.1485
PCL -0.2848 0.0334  -0.0381 0.2867 0.2873 0.0507
PAL -0.2829 0.0267  -0.0923 0.2841 0.2976 0.0961
AFH -0.114 0.6239 0.1294 0.6342 0.1724 0.6372
ABL -0.0601 -0.6169  -0.2781 0.6198 0.2845 0.6767
CHH -0.2629 -0.0386 -0.073 0.2658 0.2729 0.0826
DFL -0.2408 0.2206 -0.234 0.3265 0.3357 0.3216
SNL -0.2511 -0.2311 0.3087 0.3413 0.3980 0.3856
ORD -0.2483 -0.2213 0.3165 0.3326 0.4023 0.3862
HHO -0.2178 0.069 0.4456 0.2284 0.4959 0.4509
HEL -0.2747 -0.0764 0.1833 0.2851 0.3302 0.1986
ow -0.1992 -0.1571 -0.1381 0.2537 0.2424 0.2092
HOP -0.2711 0.0458 0.2291 0.2750 0.3550 0.2337
Peso -0.1960 0.1349  -0.4078 0.2379 0.4524 0.4295

Se realizaron las predicciones para el sexado y se confirmaron a partir de los resultados
obtenidos en el ELISA de nueve individuos (2, 6, 3, 4, 8, 9, 10, 11 y 12), obteniendo un
92.86% de identificacion a partir del modelo (Tabla 8). Se determinaron los valores de
LD1 para cada individuo, ademas de la probabilidad de diferenciar entre macho y hembra,
solamente en los individuos 8 (0.6316) y 11 (0.6071) la probabilidad del sexado fue inferior
0.90.
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Tabla 8. Prediccion obtenida por cada individuo mediante el Analisis Discriminante Lineal. Se muestran
las probabilidades de identificar entre hembra y macho.

ID LD1 Prob Hembra  Prob Macho Sexo Predicho Sexo
1 -2.6192 0.9972 0.0028 Hembra Hembra
2 -1.4123 09115 0.0885 Hembra Hembra
3 0.5483 0.0310 0.9690 Macho Macho
4 0.6164 0.0256 0.9744 Macho Macho
5 0.7522 0.0173 0.9827 Macho Macho
6 09114 0.0109 0.9891 Macho Macho
7 0.8925 0.0115 0.9885 Macho Macho
8 -0.4371 0.3684 0.6316 Macho Macho
9 -1.6220 0.9502 0.0498 Hembra Hembra
10 -3.3732 0.9997 0.0003 Hembra Hembra
11 -0.4724 0.3929 0.6071 Macho Hembra
12 2.7323 0.0001 0.9999 Macho Macho
13 2.0421 0.0004 0.9996 Macho Macho
14 1.4409 0.0023 0.9977 Macho Macho

La capacidad del modelo de predecir a los individuos con base en las mediciones

seleccionadas fue del 92.86%, debido a que la prediccion realizada cambid

correspondiente a la prediccion a priori, con 0.3571 (5 individuos) para hembras y 0.6429

(9 individuos) para machos (Tabla 9).

Tabla 9. Probabilidades a priori de pertenecer a un grupo (macho o hembra) predichas con el analisis

discriminante lineal.

Sexo a priori Predicha
Hembra 0.3571 0.2851
Macho 0.6429 0.7143
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La proyeccion de los individuos en el espacio discriminante (LD1 vs LD1) muestra una
separacion entre hembras y machos, donde los valores mas negativos corresponden a las

hembras y el positivo a los machos (Figura 19).

Gréafico de dispersion LDA con variables seleccionadas

Sexo

LD

3 ® Hembra
Macho

-2 0 2
LD1

Figura 19. Grafico de dispersion del Analisis Discriminante Lineal. Se muestra la separacion entre hembras
(5) y machos (9).
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7.3 Cuantificacion indirecta de VTG mediante el método ALP

Durante la estandarizacion del método de deteccion de VTG por fosfoproteina alcalina
labil (ALP) se verifico que los resultados no estuvieran influenciados por la fuente de
fosfatos empleadas, por lo tanto, se optd por emplear tres reactivos distintos KH2POs,
K>HPO4 y H3PO4 (Figura 20). Logrando valores de R? para KH,POs de 0.9974, para
K2HPO4 de 0.9942 y por ultimo H3PO4 de 0.9993.

Curva estandar de fosfatos

y=0.0334x - 0.0013

KH2PO4 R?=0.9974

0.8

y =0.0388x + 0.0173
H3PO4
R*=0.9942

0.6
y =0.0387x + 0.0064
= KZHPO4 R =0.0993

0.4

Absorbancia

02

)

0.2
Concentracién PO,* pg/mL

Figura 20 Curva estandar de fosfatos para el método ALP empleando como stock tres reactivos distintos.
Se observan la desviacion estandar para cada punto.

Posteriormente a manera de obtener valores de referencia de hembras y machos
confirmados, se procedié a realizar la cuantificacion con muestras de plasma de macho de
pejelagarto (Atractosteus tropicus), una hembra de catan (4. spatula), una hembra de
ciclido joya (Hemichromis gutattus) y hembra de goldfish (Carassius auratus). Estos
ultimos dos se sexaron a partir de sus caracteristicas morfoldgicas. Ademas, se proceséd

una muestra de los individuos experimentales (Tabla 10).

Tabla 10. Concentracion de fosfatos para cada muestra de los organismos procesados por el método de
ALP. Se muestra la desviacion estandar.

Especie PO4 pg/ml
Atractosteus tropicus 3 4.51+0.0007
Atractosteus spatula 9 4.45+0.0014
Lepisosteus oculatus ? 4.63+0.0042
Hemichromis guttatus 4.86+0

Carassius auratus 6.10+0.0205
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7.4 ELISA indirecto

Se analizaron muestras de plasma y de mucus de los individuos experimentales para
determinar el sexo. Ademas, se utilizaron muestras de plasma de otros Lepisosteidos de
sexo confirmados en otros estudios. Adicionalmente se emplearon diluciones de hembra
de catan (Atractosteus spatula). Entre las especies analizadas se encontraron plasma de
macho de catan inducido (con Ez) precipitado (I2) y sin precipitar (I>sp), hembra de catan
precipitada (Ch) y sin precipitar (Chsp), pejelagarto macho precipitado (Pjm), pejelagarto
hembra (Pjh), diluciones de hembra de catan 1:2 (T2), 1:4 (T4), 1:8 (T8) y 1:16 (T16).
También se empled plasma precipitado de goldfish macho (Gm) y goldfish hembra (Gh)

para determinar la reaccion cruzada con otra especie no relacionada (Figura 21).

ELISA en muestras de plasma
06

B

Absorbancia

0.07 T }

. : A | B g
W {Lé? feh G@Q & & Y NN SN NI

Muestra

Figura 21. ELISA con muestras de plasma, se muestra la absorbancia y la desviacion estandar. [2=Macho
de catan inducido, 12= Macho de catan inducido sin precipitar, Ch=Hembra de catan, Chsp=Hembra de
catdn sin precipitar, Pjm=Pejelagarto macho, Pjh=Pejelagarto hembra, Gm=Goldfish macho, Gh=Goldfish
hembra. Individuos 2, 7 y 12 son los individuos experimentales. T2, T4, T8 y T16 son diluciones de plasma
de hembra de catén.

Los ensayos de determinacion de sexado indirecto se realizaron previo a la primera
induccion, posterior a la tltima induccién y con individuos confirmados de otras especies
como A. spatula y A. tropicus a partir de plasma y mucus (Figura 22). Los valores fueron

interpolados a partir de una curva construida con muestras de hembra de catan confirmada.
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Las muestras de pos-induccion mostraron diferencia significativa (p= 0.0071, t=-3.99),
por lo tanto, es posible confirmar que los individuos 2, 9, 10 y 11 son hembras (Figura
22). En la primera determinacién pre-induccién solamente se mostré como hembra al

individuo 12, el resto no mostro diferencia significativa.

Concentracion relativa estimada de VTG

1.0

Concentracion relativa
L ]

A. tropicus A. spatula L. oculatus pos L. oculatus pre

Grupo

Figura 22. Concentracion relativa de VTG a partir de la titulacion de muestras de plasma de hembra de
catan confirmada, por grupo A. tropicus, A. spatula, L. oculatus previo a la induccion y posterior.

Fue posible separar por grupos a los individuos mediante un anélisis por cluster

confirmando la separacion de sexos (Figura 23).

35



Concentracion relativa de VTG

o]

20

N
(3]

N
o

Concentracion relativa

05

Sexo (Cluster)

Figura 23. Division de sexo por cluster a partir de las lecturas de los individuos. El cluster 0 representa a
las hembras y el 1 a los machos.

7.5 Sexado directo

Se realizaron disecciones de cinco individuos que fallecieron durante el primer ensayo de
inducciones (Figura 24, 25, 26, 27 y 28), el cual consisti6 en dos repeticiones con Ovaprim
a dosis 0.5 ml/kg, tres individuos por repeticion. Al dia siguiente de la induccion se
encontraron a los individuos sin vida y se tomd muestra de mucus, ademas de proceder
con la diseccion para el sexado a partir de la revision de los conductos gonadicos (Ferrara

y Irwin, 2001). En cada uno de los individuos se realiz6 la revision de ambas gonadas.

Fue posible confirmar que las gonadas se encuentran localizadas a ambos lados de la
cavidad abdominal, la gonada derecha de los Lepisosteidos se encuentra desplazada hacia
la region anterior, es decir, orientada hacia la region cefalica, mientras que la géonada
izquierda se encuentra desplazada hacia la region posterior, orientada hacia la region
caudal, esta ultima es mas grande y por lo general mas pesada. Ademads, son de forma

ovalada y alargadas.
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En el caso particular de la inica hembra identificada en base a los ductos, se puede apreciar

la falta de ovocitos, por lo tanto, podria tratarse de una hembra inmadura.

Figura 24. Individuo ID-1. Identificado como hembra.

N

Figura 26. Individuo ID-5. Identificado como macho.
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Figura 28. Individuo ID-14. Identificado como macho.

Ademas, se incluyeron la revision de dos individuos que habian muerto en afios previos

al inicio de este trabajo (Figuras 29 y 30). Ambos se identificaron como machos.

Figura 29. Individuo ID-V1. Identificado como macho.
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Figura 30. Individuo ID V-2. Identificado como macho.

Se logra apreciar que la gonada para el individuo identificado como ID-1, cuenta con un

solo ducto principal (Figura 24), mientras que en resto de los individuos se observan

multiples conductos mas pequefios en comparacion, por lo tanto, se identificaron como

machos (Figura 25, 26, 27, 28, 29 y 30).

7.6 indice Gonadosomatico

Se determiné el indice gonadosomatico para los individuos a los cuales se les practicd

diseccion, pesando ambas gonadas en una balanza de precision. El valor mas alto fue de

un macho con 2.0135% y el menor de 0.7945%. Por otra parte, la hembra tuvo un valor

de 1.8669% (Tabla 11). Unicamente para los machos la media fue de 1.4188%+0.5267%.

Tabla 11. Peso total de ambas gonadas (g), peso de individuo (g) e indice gonadosomatico (GSI) por cada

individuo y sexo.

Individuo Sexo Goénada (g) GSI (%)
ID-1 Hembra (%) 2.987 1.8669
ID-3 Macho (&) 2.010 1.0050
ID-5 Macho (&) 1.748 0.7945
ID-7 Macho (&) 2.000 0.8696
ID-13 Macho (&) 3.381 1.4700
ID-14 Macho (&) 3.423 2.0135
ID-V1 Macho (&) 2.692 1.8566
ID-V2 Macho (&) 4.230 1.9227
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Se representan los datos del IGS tnicamente para los machos resaltando el valor de la
hembra (Figura 31), la media fue de 1.4188%+0.5267, la mediana 1.47% y el valor
minimo de 0.7945% y el méximo de 2.0135%. La hembra tuvo un valor de 1.8669%.

indice Gonadosomatico (Machos) con referencia a Hembra

20

ne

Figura 31. Boxplot donde se muestra la distribucion del GSI de los machos con referencia a la inica hembra
identificada resaltado en rojo.

7.6 Histologia

Las muestras sufrieron un proceso de congelamiento y descongelamiento, por lo que es
evidente un cierto dafio y la alteracion de los tejidos (Figura 32). En la tnica hembra
sexada fue evidente la presencia del lumen central, inicamente contaba con ovocitos en
los primeros estadios de vitelogénesis y ovogonias corresponden a estadios de desarrollo
ovocitario (Figura 32). Inclusive las caracteristicas macroscépicas de los ovarios indican

que no se encontraban en etapa de desove (Figura 26).
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Figura 32. Lumen central en la muestra de hembra. Tincion HyE.

Posteriormente, los machos analizados se encontraban en una etapa donde eran capaces

de espermiar, pero no de forma activa, debido a que contaban con 16bulos del epitelio

también fue posible discernir presencia

3

germinal discontinuo y espermatozoo en el lumen

de espermatogonias y espermatocitos primarios (Figura 33).

41



Figura 33. Epitelio discontinuo y presencia de espermatogonias en muestra de un macho. Tincién HyE.
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8. DICUSION

8.1 Mantenimiento de los organismos

Un factor importante para la reproduccion de esta especie es la lluvia, por lo que la
temporada reproductiva esté sujeta a la temporalidad de este fendmeno, razon por la cual
se realizaron recambios de agua constantes del 10% para simular la temporada de lluvias
y mantener la calidad del agua (Hernandez-Vidal, 2002). Ademas, se mantuvo el volumen
del agua <1 m intentando simular el héabitat de desove (Frenette y Snow, 2016). Se
afadieron claddceros como fuente de zooplancton para procurar estimular la reproduccion
al replicar la abundancia de recursos para las posibles larvas (Mafiands et al., 2009) y se
alimentaron ad [libitum con alimento variado seis veces por semana, procurando no
emplear alimento formulado durante la temporada de inducciones (Herndndez-Vidal,

2002; Marquez-Couturier et al., 2013).

El rango de temperatura para el desove en vida silvestre va de 21°C a 26°C (Cudmore-
Vokey y Minns, 2002). Por otro lado, en las inducciones ex sifu se ha empleado 22°C

(Bodin, 2018; Fontana, 2020), en el presente trabajo se mantuvieron a 22.73°C=+3.29.

8.2 Precipitacion de la VTG

La técnica de precipitacion empleada se basa en el incremento de masa de la VTG cuando
el complejo formado por EDTA (agente quelante) - MgCl» (sal soluble en agua) se une al
fosforo presente en la molécula de VTG, la ventaja de este método se presenta en la
posibilidad de conservar las proteinas en su forma nativa y volver a disolverlas

posteriormente (Cortes-Davila, 2003; Vela-Valladares, 2003).

La eleccion de realizar tinicamente el precipitado se debi6 a que en otros estudios donde
se purifica la VTG, esta coeluye con otras moléculas de mayor peso molecular, posterior
a la cual se realiza cromatografia de exclusion, electroforesis y electroelusion, obteniendo
VTG purificada, pero en minimas concentraciones y con tendencia a precipitar, siendo

inviable para utilizarse en un ELISA (Santillan-Sosa, 2005).

8.3 ELISA
Fue posible detectar la VTG de L. oculatus con los pAb producidos en conejo contra la
VTG de A. tropicus, esto se debio a que los epitopos inmunogénicos reconocidos en la

VTG del pejelagarto son idénticos a los presentes en el catan pinto, lo cual es comparable
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con el uso de anticuerpos anti VTG de pejelagarto reaccionando con VTG y VTL de catan,
A. spatula (Cortes-Davila, 2003; Gonzalez-Lézcari, 2007). Esto indica la cercania
evolutiva entre ambos géneros y las tres especies. En otros trabajos se ha podido demostrar
esta capacidad, en ciprinidos con Ab de Danio rerio (Brion et al., 2002). En salmdnidos
con Ab de Oncorhynchus kisutch con especies del género Salmo, excepto en S. salar,
atribuyéndolo a diferencias filogenéticas entre dos ramificaciones evolutivas distintas bien
definidas (Benfey et al., 1989). Inclusive puede no ser detectada entre especies cercanas
debido a diferencias inmunologicas y estructurales causado por las distintas formas de la
VTG (Kishida y Specker, 1993; Matsubara et al., 2003). Por otro lado, los anticuerpos
policlonales tienen la capacidad de reaccionar con familias de otro orden, evidenciando
una mayor reaccion cruzada en comparacion de los anticuerpos monoclonales (Nilsen et

al., 1998), en el presente trabajo se emplearon anticuerpos policlonales.

El mucus puede ser empleado para detectar VTG con el proposito evitar el estrés asociado
con la toma de plasma y determinar tanto el sexo como el estatus reproductivo (Gordon et
al., 1984; Heppell et al., 1999; Johnsen et al., 1999; Kishida y Specker, 1994, 2000) y
ademds se emplea en estudios con contaminantes estrogénicos (Fenske et al., 2001;
Hiramatsu et al., 2006; Kishida et al., 1992; Meucci y Arukwe, 2005; Moncaut et al.,
2003; Rey Véazquez et al., 2009; Van Veld et al., 2005). Inclusive se resalta el mucus
como una alternativa viable cuando se trabaja con especies en algin estatus de riesgo
(Maltais et al., 2010). Especialmente porque los niveles de VTG en plasma y en mucus

estan correlacionados (Maltais et al., 2010; Meucci y Arukwe, 2005).

Cabe resaltar que las muestras utilizadas, provenientes de pejelagarto macho y hembra,
asi como de catan macho inducido con E> y hembra madura, fueron tomadas hace casi 20
afos y estuvieron en ciclos de descongelacion y congelacion accidental. Por lo tanto, se
esperaria cierto grado de degradacion en la VTG, a pesar de que las muestras se
mantuvieron almacenadas a -40°C (Norberg, 1995; Roy et al., 2004), particularmente por
accion de enzimas proteoliticas (Ho, 1987; Matsubara et al., 1999). Por ejemplo, en el
plasma de tilapia se ha caracterizado una proteasa serina tipo tripsina responsable de este
fenomeno (Inaba et al., 1997). En este sentido, se recomienda el uso de inhibidores de

proteasas como la aprotinina y el PMSF. El uso de estos compuestos desde que se tomaron
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las muestras inicialmente podria significar que la VTG permaneceria relativamente integra
hasta su analisis. Por otro lado, el congelamiento y descongelamiento de una muestra de
plasma puede provocar la degradacion de la VTG, lo cual podria representar una posible
sobreestimacion de su concentracion, como resultado de un incremento en el nimero de
sitios antigénicos disponibles para los anticuerpos (Copeland et al., 1986; Norberg y

Haux, 1988).

En la primera determinacion pre-induccion para L. oculatus, solamente se determind como
hembra al individuo 12, podria tratarse de un falso positivo debido a que la determinacion
pos-induccion los valores correspondieron a los de un macho, de la misma forma que en

el sexado por variables morfométricas.

8.3 Dimorfismo sexual

Previamente se habian propuesto medidas morfométricas que proporcionan dimorfismo
sexual en L. oculatus, los caracteres dimoérficos reflejaban que las hembras eran mas largas
y tenian un hocico mas prolongado que los machos (Love, 2002). Este patron se repite en
L. osseus (Johnson y Noltie, 1997; Smylie et al., 2016), L. platostomus (Ladonski, 1998)
y L. platyrhincus (Orlando et al., 2007). Dichas diferencias estan atribuidas al tamafio de
las gonadas, debido a que las hembras invierten mas recursos a la reproduccion, lo que se
refleja también en mayor GSI (Love, 2002; Smith, 2008). Al no lograr determinar una
diferencia significativa entre las medidas ni el peso, puede estar provocado por una posible
falta de madurez o estar asociado al cautiverio, ya que son individuos que siempre se

mantuvieron en estas condiciones.

El sexado a partir del LDA se realizd con seis variables diferentes, las cuales incluyeron
AFH, ABL, SNL, ORD, HHO y Peso, que contribuyeron al modelo para sexar con un
porcentaje de probabilidad del 92.82%. Este porcentaje fue superior a los determinados
en otros estudios; como L. oculatus con 78% (Love, 2002), A. spatula 68% (McDonald et
al., 2013), 84% para machos y 89% para hembras (McDonald et al., 2018), y comparable
para L. osseus 93.8% para machos y 91.2% para hembras (McGrath y Hilton, 2012). La
seleccion de estas variables se relaciona con lo encontrado en otras especies, donde los
machos presentan aletas mas grandes, como A. spatula, L. osseus y L. platyrhincus,

especulando que se debe al comportamiento sexual de los machos para diseminar mejor
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el esperma en el medio acuatico (McDonald et al., 2013, 2018; McGrath y Hilton, 2012;
Orlando et al., 2007). Por otro lado, también se present6 en la longitud del hocico, donde
se especula que se debe a la necesidad de las hembras de cumplir con una tasa metabdlica
superior al requerir mayor cantidad de energia destinada a la reproduccion, lo que le
proporcionaria ventaja al momento de forrajear (Love, 2002; McDonald ef al., 2018) e
igualmente diferencias en la robustez de la cabeza que se especula una relacion similar, la

cual va correlacionada con el peso (McDonald et al., 2013, 2018).

La probabilidad obtenida de sexar correctamente a un individuo fue >0.90, excepto en el
individuo 11 que obtuvo una probabilidad de 0.6071 de ser sexado como macho, debido
a que en distintas medidas morfométricas se encontraba por debajo en comparacion con
el resto de los machos. Por otro lado, el individuo 8 a priori se identificé como un macho,
pero el LDA determind que se trataba de una hembra con una probabilidad del 0.6316,
posiblemente a que el valor obtenido para ABL (50.222 mm) super?6 por el doble la media
de las hembras 25.63+14.40 mm y fue mayor al de los machos 32.58+13.80 mm. Esta
variacion podria estar sujeta a la falta de representatividad en la muestra (n=14) y que en
otras aproximaciones se partido de un minimo de longitud total para procurar trabajar con

organismos sexualmente maduros (McDonald et al., 2018).

Cabe resaltar que en presente estudio se trabajé con organismos criados en cautiverio, en
estudios previos con diferentes especies se han encontrado cambios en las variables
morfométricas al comparar individuos en cautiverio contra poblaciones en vida silvestre
(Fagbuaro et al., 2015; Gonzalez et al., 2016; Hard et al., 2000; Solomon et al., 2015),
atribuyéndolo a diversas causas, como diferencias en la alimentacion, variabilidad en las
condiciones ambientales, variabilidad genética (representabilidad de la muestra y dilucion
génica), diferencias en el habitat y factores antropogénicos como la sobrepesca (Fagbuaro
et al.,2015; Narvaez et al., 2023; Solomon et al., 2015; Swain et al., 1991; Von Cramon-
Taubadel et al., 2005). Aunado a esto, las condiciones de cautiverio pueden atenuar las
diferencias en los caracteres sexuales secundarios, posiblemente debido a la falta de
estimulos externos, ademas, la permanencia prolongada en tanques de forma circular traen
consigo otros cambios morfologicos (Hard ef al., 2000), incrementando estas diferencias

con el tiempo en cautiverio (Pakkasmaa et al., 1998). Lo anterior es relevante debido a
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que los individuos crecieron en cautiverio y se mantuvieron por la mayor de su vida en
tanques circulares, por lo que las diferencias en la morfologia entre hembras y machos

podrian estar causada por factores externos.

8.4 Cuantificacion indirecta de VTG mediante el método ALP
No se present6 diferencia significativa entre la curva estdndar a partir de las tres diferentes
fuentes de fosfatos KH>PO4, KoHPOs y H3POs, por lo tanto, es posible emplearlas

indistintamente para determinar concentraciones de fosfato en plasma.

Al realizar la determinacion de fosfatos en plasma de las muestras trabajadas, el plasma
de macho 4. tropicus (4.51£0.0007 PO4> pg/ml), una hembra de 4. spatula (4.45+0.0014
PO+* pg/ml) y una hembra de H. gutattus (4.86£0 POs> pg/ml), los resultados de las
lecturas fueron muy similares, aunque no sean comparables entre si al ser de especies
diferentes. Unicamente en la hembra de goldfish, C. auratus (6.10£0.0205 PO4> pg/ml)

se obtuvo una lectura mas alta.

Dentro de las desventajas de emplear esta técnica es que la concentracion de fosforo no se
puede extrapolar directamente a la contenida en la VTG, debido a que no siempre va a
formar parte de esta molécula; por lo tanto, se requiere conocer la cantidad de fosforo
presente en la VTG (Craik y Harvey, 1984; Rinchard et al., 1997). Otra de las desventajas
es la necesidad de emplear mayor cantidad de plasma para poder distinguir entre sexos

(Hallgren et al., 2009).

8.5 Sexado directo

Es posible diferenciar las gonadas de Lepisosteidos a partir de examinacién macroscopica,
la cual indico diferencias entre los sexos a partir de los conductos gonadicos. En machos
se logran observar multiples hilos, o vasa efferentia, que conducen desde los testiculos
hacia los rifiones (Ferrara y Irwin, 2001). En otros machos Lepisosteidos, como el
pejelagarto (Afractosteus tropicus) consiste en una serie de ductos ordenados de forma
radial que originan el conducto principal y uno secundario, conformando una red de ductos
que se ramifican e intercomunican, por lo tanto, son anastomosados caracteristico de taxa
basal como Holostei (Méndez-Marin et al., 2016). Caracteristicas que se pudieron

determinar en los machos del presente estudio.
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Por otra parte, en las hembras se presenta un solo ducto, u oviducto, es continuo y de
forma microscépica es posible observar un lumen que va desde el ovario hacia la vejiga
(Ferrara y Irwin, 2001). Particularmente los ovarios de las hembras se encuentran
sostenidos a la cavidad abdominal mediante el mesovario, son de forma sacular y al
tratarse de ovarios sincronicos desovan todos los huevos en una sola ocasion durante la
temporada de reproduccion, tal como se ha descrito para los Lepisosteidos (Méndez-Marin
et al.,2012; Smith, 2008). Presentaron una cavidad ovérica en el centro, lo cual indica que
el ovario es del tipo cistovarico, aunque esta sea una caracteristica de peces mas derivados

también se presenta en otros Lepisosteidos (Méndez-Marin ef al., 2012).

8.6 Indice Gondasomatico

E1 GSI de machos fue de 1.4188%+0.5267%, que al compararlo con poblaciones silvestres
los resultados son inferiores, especialmente previo al inicio de la temporada reproductiva
(2%) v al final de esta (>2%), solamente es comparable con los valores de abril y mayo
(<1.5%), mientras que en los siguientes meses los valores decaen considerablemente al
presentarse desoves (Love, 2004). Comparandolo con A. tropicus durante la época de
reproduccion, se obtuvo una media de 2.3% (Méndez-Marin et al., 2016). Este valor es
comparable con el més alto obtenido para un macho en el presente trabajo de 2.0135%.
Sin embargo, la media se relaciona mas con los valores que se obtuvieron durante la época
baja de reproduccion, durante el mes de octubre 1.52%=+0.71% (Méndez-Marin et al.,

2016). Lo que indicaria una falta de madurez en los machos.

En la hembra el valor (1.8669%) se encontraba muy inferior a otros reportados para L.
oculatus en poblaciones silvestres, debido a que, durante la temporada reproductiva, se
determinaron valores minimos de 8 y maximos de 14 en una poblacién en el estuario
Barataria, Luisiana (Smith, 2008), por lo que es evidente la falta de desarrollo en la tnica
hembra sexada de forma directa en este estudio. Solamente podria ser comparable (1.34%)
a otras hembras de la misma especie después de desovar (Love, 2004). Por otro lado, en
hembras de A. tropicus, se determinaron valores en la temporada alta de reproduccion de
11.2354%=+1.0647%, n=6, durante el mes de mayo y en el mes de julio de
12.8705%+0.6935% (Méndez-Marin et al., 2012), nuevamente valores muy superiores a

los de este estudio. La posible falta de madurez en esta hembra también se apoya en la
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falta de color en la goénada, donde se puede observar una tonalidad verde oscura previo a
la temporada reproductiva (Love, 2004) y oscura cuando estan en las ultimas fases de la

vitelogénesis (Smith, 2008).

8.7 Caracterizacion Histologica

Inicialmente no se contempl6 realizar el estudio histoldgico, por lo tanto, las muestras
estaban en congelacion y fue evidente la alteracion que se presentd en los cortes. Cabe
sefalar, que la importancia de realizar el estudio histologico se debe a que las gonadas que
aparentemente podrian estar en estadio de madurez, debido a su tamafio, en realidad se
pueden encontrar en estadio de regresion (Ferrara y Irwin, 2001; Leoén et al., 2004). Por
lo tanto, se necesita la confirmacion a través de la examinacion de las estructuras a nivel

microscopico.

Los machos de L. oculatus tienen la capacidad de espermiar durante todo el afio, sin
embargo, se han caracterizado cambios en el epitelio germinal que indican una temporada
de reproduccion de marzo a mayo, debido a que durante los meses de invierno no se suelen
relacionar a la dinamica entre el epitelio germinal discontinuo y continuo al mismo tiempo
(Smith, 2008). En el presente estudio, los machos contaron con epitelio discontinuo y
continuo al mismo tiempo y espermatogonias en el lumen, siendo méas prominentes que
los espermatozoos, pero no logran espermiar activamente debido a que no se presentd
esperma libre en ninguno de los individuos, siendo indistinguibles estas etapas empleando
solamente andlisis histologico. En este sentido concuerda con los resultados de otros

trabajos donde generalmente los machos se encuentran en capacidad de espermiar (Smith,

2008).

Por otro lado, la tinica hembra que fue posible diseccionar y determinar sus caracteristicas
histologicas se encontraba en etapa de inmadurez, donde se pudieron determinar se
presentaron ovogonias, ovocitos primarios y Unicamente en estadios primarios de
vitelogénesis, lo cual corresponde a caracteristicas de hembras que posiblemente nunca
hayan desovado, por lo tanto se encontraba en desarrollo (Smith, 2008). Lo anterior
concuerda con las caracteristicas morfologicas superficiales en el ovario y lo determinado

por el GSI reforzando el hecho que se trata de una hembra inmadura.
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8.8 Respuesta a la induccion

Después de la induccién con Ovaprim a dosis 0.5 ml/kg, se present6 el deceso de 6
individuos un dia posterior a la aplicacion de la hormona. Es importante mencionar que
no se presentan antecedentes de efectos similares en teledsteos al emplear esta hormona,
unicamente se cuentan con registros en el anuro Anaxyrus fowleri, donde al implementar
300 pl de la hormona, se detectd el deceso de dos individuos machos con alto contenido
de fluidos en la cavidad celdomica, indicando un efecto antidiurético atribuido al inhibidor

de dopamina (Saylor et al., 2024).

A pesar de que anteriormente se expusieron los bajos valores de GSI en los organismos,
se ha determinado que los machos de catan pinto maduran sexualmente durante el primer
afio con una TL de 344 mm, mientras que las hembras maduran al segundo afio y una TL
de 410 mm (Smith, 2008). Posiblemente la falta de madurez en las hembras se haya
reflejado en un tamafo minimo del ovocito que no lograron alcanzar por la carencia de
estimulos externos adecuados que continuaran con el desarrollo vitelogénico y la posterior

maduracion.
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9. CONCLUSIONES

Este trabajo contribuye al estudio de los Lepisosteidos, en especial en la conservacion del
catan pinto al confirmar la posibilidad de sexar esta especie por métodos indirectos, en
este caso ELISA indirecto a partir de pAb anti-VTG producidos en conejo contra la VTG
de pejelagarto. Por lo tanto, es posible detectar VTG de distinto género en Lepisosteidos,
confirmando su cercania evolutiva. Al emplear muestras de mucus se puede evitar inducir
mayor estrés que el provocado a partir de tomar muestras de plasma y la toma es mucho
mas sencilla. El ensayo mostrd especificidad al no demostrar reaccion cruzada con el
plasma de goldfish de hembra y macho, por lo tanto, se puede afirmar que los anticuerpos

reaccionaron ante la VTG de Lepisosteidos.

Se logro diferencias los sexos mediante medidas morfométricas, aunque el nimero de
individuos con los que se trabajo influy6 en el éxito de este analisis, ademas que se trabajo

con organismos criados en cautiverios durante toda su vida.

La induccidn no fue exitosa debido a una falta de madurez en las hembras, confirmado
por el GSIy el analisis histologico, aun cuando las condiciones ambientales se procuraron
y las inducciones se realizaron dentro de la etapa reproductiva, por lo que se acentia el
empleo de otras aproximaciones como via indirecta o implementar otras hormonas para

aumentar la probabilidad de éxito reproductivo.
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10. PERSPECTIVAS

Realizar un housekeeping con otras proteinas de referencia para poder extrapolar las
concentraciones de VTG de los individuos estudiados y poder comparar con valores de
referencia de otros Lepisosteidos, con el proposito de dar seguimiento al desarrollo
hormonal durante la época reproductiva e incrementar el potencial de las inducciones al
detectar ventanas de oportunidad durante cada temporada. En otra instancia, purificar

VTG especifica de catan pinto para lograr este mismo propoésito y de forma mas precisa.

Reforzar el andlisis histologico con los niveles de VTG durante la época reproductiva para
fortalecer la correlacion entre la fisiologia reproductiva y los biomarcadores empleados,

en este caso VTG. Ademas, de validar los anticuerpos mediante Western Blot.

Implementar otras hormonas en la induccion, tal como hormonas tiroideas en conjunto
con GnRH, ademés de TSH por separado. Inclusive explorar la posibilidad de emplear
LHRHa con un bloqueador de dopamina endogenos (como domperidona o
metoclopramida) en conjunto para complementar el efecto de la induccion, similar a la
accion del Ovaprim. Ademas, comparar el uso de E2 y Testosterona para hembras y
machos. En otros trabajos se han realizado inducciones unicamente empleando parejas, es
decir un solo macho y una sola hembra (Amores et al., 2011) cuando la disponibilidad de

organismos es limitada y evaluar el comportamiento reproductivo.

Comprobar la induccion de esta especie mediante otras vias que no dependan de la via
directa, como por la via del alimento y directamente en el medio acuético (inmersiones
con hormonas), para reducir el estrés asociado al manejo de los organismos.
Contemplando los niveles de VTG a partir de muestras de mucus y determinar los tiempos

de inmersidén mas adecuados.

Es importante contemplar este tipo de aproximaciones para en un futuro emplear la
informacion para posibles programas de repoblacion o protocolos de induccion ex situ

mas adecuados para la conservacion de esta especie.
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