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RESUMEN -

El catin (Afractosteus spatula) estd considerada como la especie dulceacuicola de
mayor tamafio que habita en las aguas continentales de México. En los estados de
Tamaulipas y Nuevo Ledn y Veracruz cuenta con un mercado bien establecido, por lo que
han sido objeto de una intensa pesca artesanal, ademas estos peces también son objeto de
pesca deportiva debido a que su gran tamafio los convierte en un atractivo trofeo. Sin
embargo, en la actualidad no existen normas que regulen su captura, lo cual ha provocade
una explotacién desmedida, esto aunado a las alteraciones de su habitat han provocado que
los vohimenes de su captura decrezcan de manera marcada, lo que implica no solo la
privacién de un recurso tradicional para los pescadores y comerciantes de la region Noreste,
sino también el riesgo de que la especie se extinga. Hasta €l momento no se ha ejercido
ningtn tipo de control sobre su reproduccién, lo que ha originado que su temporada de
reproduccién y desove se restrinja solo durante una semana en el afio, lo que limita
enormemente la produccién de crias necesarias para restaurar los niveles poblacionales de
la especie y mantener la pesqueria. La solucion inmediata radica en ¢l desarrollo de
técnicas dirigidas hacia el control de la reproduccién en cautiverio, como medida para
recuperar las poblaciones amenazadas. El objetivo de este estudio es la purificacién y
caracterizacion de la Vitelogenina plasmética (VTG) y Lipovitelina ovarica (VTL) del
pejelagarto (4. tropicus) con la finalidad de obtener una referencia para la purificacion de
estas moléculas en A. spatula y de esta manera establecer un inmunoensayo que nos
permita diferenciar el sexo de los organismos y evalvar su madurez sexual. Esto se logrd
mediante un protocolo inicial consistente en una precipitacién con una solucién de EDTA-
MgClz , seguida de una Cromatografia de Filtracién Molecular utilizando como soporte
Sepharosa- 6B, y posteriormente separande las moléculas mediante Cromatografia de
Intercambio Iénico con DEAE-Sephacel. La caracterizacién de las moléculas se llevé a
cabo mediante la identificacion de sus grupos prostéticos. Finalmente se determiné el peso
molecular utilizando la técnica de Electroforesis SDS-PAGE, resultando de 195.2 kDa.
Para la VTG y de 192.9 kDa. Para la VTL. De cste estudio se deriva la importancia de la
molécula de VTG como un marcador bioquimico para la estimacién del grado de madurez

sexual, asi como la determinacién del sexo en ejemplares adultos.



FISIOLOGIA REPRODUCTIVA DE LOS LEPISOSTEIDOS: ESTUDIO DE LA
VITELOGENESIS SECUNDARIA.

L-INTRODUCCION

Los Lepisosteidos son sobrevivientes de un grupo ancestral y primitivo de peces que
vivio y florecié durante el Triasico, antes que la mayoria de los peces modernos. Constituyen un
grupo de peces muy particular, ya que la prevalencia de varias de sus caracteristicas primitivas
los separa del resto de los teledsteos (Mendoza, et al., 2000a). En la actualidad se encuentran
distribuidos desde los Estados Unidos de Norteamérica hasta Centroamérica (Costa Rica y
Nicaragua) (Alvarez, 1970). En México se localizan a lo largo de la vertiente del Océano
Atlantico (Morales, 1987).

Habitan en cuerpos de agua dulce, preferentemente donde existe abundante vegetacién
acustica sumergida y dentro de este grupo ¢l catan (Atractosteus spatula) es la especie mds
resistente a la salinidad (Colunga, 1996), por lo cual no es raro encontrarlo en aguas salobres ¢
inclusive saladas. (Suttkus, 1963). |

El catdn es una especie con gran atractivo comercial en la zona Noreste del pais, 1a cual
ha venido sufriendo un fuerte impacto en sus poblaciones. Al analizar las estadisticas de captura,
para Tamaulipas, se observa una gran fluctuacién en los registros de su comercializacion, los
cuales muestran una tendencia negativa en los iltimos diez afios. Asi, mientras la captura
significé 13.245 toneladas para 1988, ésta disminuyd considerablemente durante 1990 a 5.750
tonelM, incrementindose nuevamente hacia 1995 a 45.237 tdneladas, mismas que
disminuyeron al maximo para 1997 a solo 1.144 toneladas. (Estadistica pesquera CRIP-
Tampico), (Ortiz, 1998). -

El pejelagarto (4. tropicus) es un pez que habita en las dreas pantanosas del sureste de
México; la especie se localiza en el sur de Veracruz, Campeche, Chiapas y Tabasco, aunque su
distribucién se extiende en Centroamérica hasta Costa Rica (Espinosa et al., 1993). Debido a que
sus habitos alimenticios son carnivoros, el pejelagarto es de gran importancia ecoldgica al jugar

el papel primordial como regulador de las poblaciones de peces y anfibios de las zonas



pantanosas. Como recurso alimenticio tiene gran demanda en el mercado de la region, ya que es
apreciado en la preparacion de platillos tradicionales y en la elaboracién de artesanias.
Asimismo, tiene un potencial importante como especie de ornato. Esto ha originado que las
poblaciones silvestres de A. tropicus estén siendo sometidas a una intensa presién de captura,
como lo demuestra la abundancia de ejemplares pequefios que se exhiben en los mercados
locales durante los dltimos afios. Si bien, los ejemplares cumplen con la talla minima de captura,
cabe seiialar que se pesca todo el afio y que los mayores voliimenes se presentan en la temporada
de desove, debido a que su comportamiento reproductivo propicia que sea en esta época cuando

ocurren concentraciones masivas de esta especie.

Estos peces son apreciados por la calidad de su camne, comercializandose en forma de
chicharrén (Rosas, 1976) o ahumado (Rodriguez de la Cruz, et al.,1994). Al mismo tiempo en
algunas ciudades de los Estados Unidos de Norteamérica tienen importancia dentro de la pesca
deportiva (Morales, 1987), ya que son considerados como una de las especies dulceacuicolas mas
grandes del mundo (Sttukus, 1963),

Hasta el momento no se ha ejercido ningiin tipo de control sobre la reproduccion del
catan y unicamente se cuenta con 40 adultos mantenidos en cautiverio en el Centro Acuicola
Tancol (SAGARPA), los cuales se reproducen.y desovan de manera natural solo durante una
semana en el afio, lo que limita enormemente la produccion de crias necesarias para restaurar los
niveles poblacionales de la especie y mantener la pesqueria. Debido a esta situacién y tomando
en cuenta que los escasos ejemplares adultos existentes son considerados como Patrimonio de la
Nacién, resulta dificil realizar estudios directos con estos organismos, de ahi que se requiera un
modelo 1o mds cercano posible a esta especie con el fin de experimentar diversas técnicas de
induccién de la reproduccion. Por lo anterior, en este trabajo se ha recurrido a Ia utilizacién de
una especie cercana, el pejelagarto para realizar los estudios de base y de esta manera tomar los

resultados como referencia para su aplicacién en ejemplares de catan.



I1.- OBJETIVO GENERAL -

Establecer los protocolos de purificacién y caracterizacion de la Vitelogenina plasmdtica
(VTG) y Lipovitelina ovarica (VTL) del pejelagarto (4. tropicus) con la finalidad de obtener una
referencia para la purificacion de estas moléculas en A. spatula y de esta manera establecer un
inmunoensayo que nos permita diferenciar el sexo de los organismos y evaluar su madurez

sexual.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificacion de la Vitelogenina plasmética (VTG) y Lipovitelina ovarica (VTL) del
pejelagarto.
2. Caracterizacion de la VTG y la VTL en base a sus grupos prostéticos.

III.- HTIPOTESIS

Sila VTG y la VTL son moléculas que se encuentran exclusivamente en hembras en edad
reproductiva, entonces serd posible aislarlas, purificarlas y caracterizarlas en hembras de A.

tropicus con la finalidad de establecer estos protocolos en el caso de A. sparula.
IV.- IMPORTANCIA

Debido a que en México el catan (Atractosteus spatula) tiene una considerable
importancia no solo econdmica, sino tradicional como alimento en la zona Noreste del pais, su
estudio resulta esencial en virtud de que al analizar los registros de su captura en ¢l estado de

Tamaulipas, se observa un marcado descenso durante los ultimos diez aiios.

Esta gran disminucion en los niveles poblacionales del catdn implica, sin lugar a dudas, el

riesgo de que la especie se extinga; de ahi la necesidad de implementar técnicas que puedan ser



utilizadas para el control de su reproduccién con miras a incrementar las futuras producciones de

juveniles que se destinaran a restaurar las poblaciones de esta especie.
V.- ORIGINALIPDAD Y JUSTIFICACION

Hasta el momento, los trabajos que se han realizado en relacion a la reproduccion de A.
spatula son incipientes y se han limitado tinicamente al mantenimiento de reproductores en
“cautiverio, Por lo que se pretende ejercer un mayor control sobre la reproduccion, ya que
actualmente la temporada de reproduccion natural se restringe a una sola semana en el afio, lo
cual evidentemente representa un cuello de botella para la obtencién de crias, por lo que al
utilizar a 4. fropicus como modelo tenemos la ventaja de tener una mayor disponibilidad de
organismos, ademas de contar con la experiencia en su manejo zootécnico, aunado a que la
temporada de su reproduccién es mas extendida, y principalmente que mantiene una relacién

filogenética muy ¢strecha con A. spatula.
VI1.- ANTECEDENTES
VLL- ASPECTOS REPRODUCTIVOS DE LOS LEPISOSTEIDOS.

En la actualidad, se conoce muy poco acerca de los habitos reproductivos de los
Lepisosteidos (Breder y Rosen, 1996), vinicamente se cuenta con las observaciones aisladas en el
medio natural por algunos autores estadounidenses y mexicanos.

Tomando en cuenta lo anterior, a continuacién sc¢ presentan algunos aspectos de la biologia

reproductiva de estas especies.
a) Anatomia interna
Tanto en machos como en hembras, las gdnadas se localizan en la regién posterior de la

cavidad abdominal, en posicién dorsal con respecto a la vejiga natatoria, suspendidas por un

mesorquio (Pérez-Sdanchez y Paramo, 1998). Las gonadas de las hembras se encuentran



desfasadas: la derecha se sitlia de manera anterior a las aletas pélvicas, mientras que la izquierda
se localiza posterior a éstas (Suttkus, 1963).

Los ovarios son pequefios y transhicidos en estadios tempranos, pero al avanzar la
maduracién se vuelven fusiformes y su color va cambiando de acuerdo a la fase de desarrollo en
que se encuentran. Asi, los ovarios de hembras jovenes adquieren una coloracion rosa-
amarillento correspondiente al color de los ovocitos, mientras que en las etapas mds avanzadas de
~ la maduracién predomina el color verde olivo o verde grisdceo (Resendez y Salvadores, 1983;
Pérez-Sanchez, 1995). De aqui, que justo antes del desove los huevos se tornan de color verde
(Netch y Witt, 1962). Los ovocitos una vez maduros tienen un didmetro de 3 mm. (variable
seglin la especie) y estdn cubiertos de una sustancia adhesiva. Bejerano et ¢/.(1997) mencionan

que la maduracién se desarrolla de manera sincrénica en todas las regiones del ovario.

Por otra parte, los testiculos de los machos son blancuzcos y de menor tamafio que los
ovarios. Son de tipo lobular, y el proceso de espermatogénesis ocurre igualmente de manera
sincrénica. A medida que ocurre la maduracién, los testiculos varian de tamatfio y color, siendo
pequefios, amarillos y translucidos cuando son inmaduros y grandes, blancos y de apariencia

cremosa cuando estan completamente maduros (Pérez-Sanchez y Paramo, 1998).
b) Dimorfismo sexual

Los machos no solo maduran a una menor talla que las hembras, sino que crecen menos
que estas (Suttkus, 1963).

Las hembras lucen un vientre muy inflamado debido al crecimiento de las gonadas e
igualmente presentan una papila genital mds inflamada y méds coloreada que el macho (Leén et
al., 1978). No obstante, al tratarse de i)eces inmaduros, éstos resultan muy dificiles de sexar.

Es necesario que las génadas se encuentren algo desarrolladas, ya que el mayor tamafio y forma
oval de los ovarios permite diferenciar a las hembras de los machos (Netch y Witt, 1962). Sin
embargo, en ¢l caso de diferentes especies de lepisosteidos, esto solo es posible después de varios
afios. Y aun en lepisosteidos que maduran relativamente rapido como ¢s el caso del pejelagarto,

se tiene cierta dificultad para encontrar diferencias entre hembras y machos (Chavez-lomeli,



1980). A este respecto, se han propuesto modelos alométrics como una herramienta para el
sexado de esta especie (Contreras y Maraiién, 1991 citado por Mendoza et al., 2000a).

En condiciones de cautiverio machos y hembras maduros son pricticamente imposibles

de distinguir (G. Marquez comunicacion personal).

Resulta aiin mds dificil evaluar el grado de madurez sexual de las hembras, ya que por ¢l
“momento no existen métodos rdpidos y precisos para ello (Bejerano et al., 1997), debido a que
sus gonadas presentan una condicién ginoaria, es decir, sus génadas se¢ encuentran desfasadas y
los 6vulos no pasan directamente del ovario al poro genital, por lo que los oviductos se retinen en
los ductos urinarios formando una pequeiia cdmara, de esta manera los productos de ambos salen

a través de un sinus urogenital tinico. (Suttkus, 1963).
¢) Proporcion sexual utilizada para la reproduccion

Los catanes alcanzan la madurez sexual alrededor de los 3 a 4 afios en el caso de los
machos y de 6 afios en las hembras (Netch & Witt, 1962).

Estos peces presentan un comportamiento poco gregario; sin embargo, durante la
temporada de reproduccién se les encuentra comunmente formando grupos de decenas de
individuos, habiéndose observado en algunas ocasiones hasta mds de 20 ejemplares al mismo
tiempo (Alemdn, 1987; Dedn, 1895; Holloway, 1954). Las hembras encabezan estos grupos,
mientras que los machos avanzan detras de ellas expulsando ¢l esperma que fecundard los évulos
(Contreras, 1987).

Generalmente, se observa un mayor nlimero de machos que de hembras. Suttkus, (1963)
menciona que cuando las hembras estan proximas a desovar se hacen acompaiiar de uno a cuatro
machos. En el caso del pejelagarto (Atractosteus tropicus) se han reportado relaciones
macho:hembra que van desde 0.82:1 (Chavez-Lomeli, 1989), pasando por proporciones de 1:1.2
(Resendez y Salvadores, 1983), 3:1 (Bejerano et al., 1997), hasta proporciones de 5:1 (Gomez-
Gomez, 1989; Pérez-Sanchez, 1995).



La proporcion sexual que se ha venido utilizando en Tancol durante la época reproductiva
de los catanes (Atractosteus spatula) en cautiverio es de 2 machos por hembra (Morales, 1987).
Por su parte, Rodriguez ef al. (1998), marcan una proporcion de 1:10.5 hembra por machos en la

presa Vicente Guerrero, localizada en Tamaulipas.
d) Comportamiento reproductivo

El comportamiento reproductivo para Lepisosteidos spp. descrito por Dean (1895) ¢n
Black Lake, Carolina del Sur, indica que primeramente se les percibe en las regiones profundas
del lago y posteriormente se les puede apreciar cerca de la orilla. Menciona que es comiin ver
cardumenes de 20 o mas ejemplares en la proximidad de las regiones de menor profundidad, en
las cuales desovan. Al aproximarse a la orilla los cardumenes se separan por grupos. Cada
hembra se hace acompaiiar de 2 a 8 machos, los cuales nadan unos cerca de otros. El hocico de
los machos, que se presenta de un color més claro que lo normal, probablemente debido a la
temporada de reproduccién, presiona la regién abdominal de la hembra, para de esta manera
incitarla a expulsar los huevecillos. En ese momento nadan con las aletas extendidas, y
particularmente las aletas dorsales y anales se encuentran erectas, de tal forma que estas ultimas
junto con la aleta caudal pueden percibirse desde lejos, mientras se adentran en aguas poco
profundas. .
Posteriormente, se presenta un lapso de quietud, el cual es seguido por movimientos hacia
adelante, hacia atrds y en circulos, cerca de la orilla, y minutos mds tarde se presentan
movimientos bruscos. En ese momento los huevecillos son expulsados y fertilizados, pudiéndose
apreciar nubes de esperma en el agua. Enseguida se presenta un periodo de calma durante varios
minutos, para después continuar con una segunda ovoposicién. El desove por lo general se
presenta entre las 19:30 y 20:30 horas. No todos los huevecillos son depositados por la hembra
durante un solo dia. Los desoves en ¢l caso del pejelagarto (Pérez-Sanchez, 1995) y del catin
(Morales, 1987) ocurren durante la noche, llegando a prolongarse hasta el dia siguiente. Después
del evento reproductivo, los individuos reunidos en las areas de desove se dispersan de inmediato
a otras dreas (Suttkus, 1963). Un comportamiento similar ha sido descrito por Morales (1987) en

el caso de la reproduccién en condiciones de cautiverio del catdn (Atraciosteus spatula). Sin



embargo, cabe mencionar que después de que los 6vulos han sido fecundados, es necesario sacar

a los machos del estanque para evitar que se coman los huevecillos.
e) Temporada de reproduccion

Tipicamente los lepisosteidos desovan durante la primavera y principios del verano
(Simon y Wallus, 1989). Asi, el desove tiene lugar de manera intermitente, considerandose
~ solamente de 6 a 7 dias efectivos durante la temporada (Dean, 1895).

Uno de los casos mds documentados es el del pejelagarto (dtraciosteus tropicus) que
habita en el Rio San Pedro, en el que se menciona que de Marzo a Octubre gran parte de la
poblacién de machos y hembras se encuentran en estado de madurez sexual avanzado.
Asimismo, se han logrado localizar de manera aislada ejemplares maduros en Diciembte y
Febrero, lo cual sugiere un potencial reproductivo permanente, con un periodo de reproduccion
mds intenso durante los meses de Abril a Septiembre (Chdvez-Lomeli er al., 1989). Este dato
coincide con las observaciones realizadas por Gémez-Gémez (1989) quien sefiala que la
temporada de desove inicia ¢n Mayo y finaliza en Septiembre. Por otra parte, Resendez y
Salvadores (1983) dan a conocer que la maduracion gonadica de esta especie inicia en Abril, y ya
para el mes de Junio se aprecian organismos maduros, listos para desovar en Agosto y
Septiembre. De acuerdo a lo anterior, Pérez-Sdnchez (1995) sefiala que la temporada

reproductiva de esta especie es de Junio a Agosto.

Se cree que ¢l pico de desoves se sitlia en el mes de Mayo y es precedido por una
elevacion en la temperatura del agua. Un dato importante que viene a confirmar la suposicién
anterior, es el emitido por Morales (1987), para ¢l caso de los catanes (dtractosteus spatula),
quien describe que estos organismos desovan cuando la temperatura promedio del agua se ¢leva
por encima de los 27°C, misma que se alcanza en los meses de Mayo a Julio en la parte sur de
Tamaulipas. De acuerdo a Dean (1895), la temperatura del agua es el factor més determinante
sobre la temporada de desove.



P Fecundidad -

De manera general, la fecundidad de los lepisosteidos es elevada, y el mimero de
huevecillos aumenta con la talla de la hembra (Halloway, 1954). Para el pejelagarto (4tractosteus
tropicus) se reporta una fecundidad promedio de 12,958 huevecillos por kg de peso para una
hembra de una talla de 64.5 cm (Chavez-Lomeli ef al., 1989). En contrastc con estas
observaciones, Mendoza et al. (1993) reportan para la misma especie fecundidades de 8,787
ovocitos por kg. de peso. Mientras que Morales (1987) menciona que las hembras de catdn
(Atractosteus spatula) desovan en promedio 4,000 huevecillos por kg. de peso, mismos que
podrian ser reabsorbidos por las hembras ¢n caso de no encontrar las condiciones adecuadas para

el desove.

g) Eclosion

El periodo de incubacién hasta llegar a la eclosién es igualmente variable. Para el caso
del pejelagarto, se ha estimado que un 75% de los huevos eclosionan a las 48 horas de
incubacién cuando la temperatura del agua es de 30°C y que las unidades de temperatura celcius
(UTC) necesarias para alcanzar ¢l 80% de eclosién esta dada por la relacién UTC= 216.7 - 5.3*
Temp. (Marquez, 1998). Mientras que en el caso del catdn el periodo de incubacion va desde las
50 a 62 horas, con un promedio de 57 horas a 27°C (Morales, 1987).

VI.2.- ETAPAS DE LA REPRODUCCION.

a} Ovogénesis. .

El ovario o génada femenina en los peces se origina a partir de replicgues peritoneales en
los cuales estdn inmersas las células mds primitivas de la estirpe del ovocito: las ovogonias.
Estos repliegues son conocidos como pliegues ovigeros (Benitez, 1992; Zanuy & Carrillo, 1987),
los cuales a su vez estdn rodeados por una cubierta conjuntiva que se denomina finica albuginea
(Verreth, ef al.; 1987). El ovario es hueco y el lumen se encuentra revestido por epitelio

germinal.



Dentro de esta estructura se encuentran las ovogonias, que estdn inmersas en la pared
conjuntiva de los pliegues ovigeros, formando el estroma ovérico, el cual contiene vasos

sanguineos y células somaticas (las foliculares y tecales) que se asocian al desarrollo del ovocito.

Las ovogonias son células pequeiias de citoplasma de color claro que pueden encontrarse
aisladas o formando cimulos (Benitez, 1992) y tienen la capacidad de convertirse en ovocitos
- durante toda la vida de la hembra. (Zanuy & Carrillo, 1987; Benitez, 1992).

Esto se logra una vez que las ovogonias entran en la profase de la primera divisidn meidtica,
convirtiéndose de esta manera en ovocitos primarios (Zanuy & Carrillo, 1987), los cuales
posteriormente se encontrardn rodeados de células foliculares, constituyendo la umidad
estructural que se conoce como foliculo. (Benitez, 1992). Los ovocitos se caracterizan por
presentar un citoplasma baséfilo que aumenta de volumen debido a la acumulacién de sustancias
morfogenéticamente importantes diferentes del vitelo; durante esta fase, conocida como

previtelogénesis, se produce €l primer crecimiento del ovocito.

Conforme ¢l ovocito continia su crecimiento aparecen cuerpos esféricos en su citoplasma
llamados vesiculas vitelinicas compuestas basicamente por mucopolisacaridos (Benitez, 1992),
que pronto se hacen abundantes, ocupando practicamente todo el citoplasma, lo que propicia un
segundo aumento en su tamafio. Durante esta fase el ovocito ya se encuentra rodeado por una
capa de células foliculares (/a granuiosa) y tecales separadas por una membrana basal (Verreth,
et al.; 1987). Al mismo tiempo se inicia el depdsito del material que constituye la membrana

vitelinica o corion, el cual se situa entre el ovocito y las células foliculares. (Benitez, 1992).

En la teca hay células especiales cuya funcién secretora de hormonas ha sido objeto de
polémica. Sin embargo, se ha detectado actividad esteroideogénica en estas células y en las de la
granulosa. Asi, se ha demostrado que el ovario es capaz de sintetizar corticosteroides,
andrégenos y estrégenos (17B-estradiol), importantes para la Vitelogénesis, asi como
progestdgenos: dihidroxiprogesterona (170208—diOHP), importantes para la maduracién de los
ovocitos. (Vetreth, ef al.; 1987).
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Posteriormente a la acumulacion de vesiculas vitelinicas en el citoplasma del ovocito,
comienzan a aparecer los primeros granulos de vitelo, con los que se inicia una impresionante
fase de crecimiento. (Benitez, 1992; Zanuy & Carrillo, 1987).

b) Vitelogénesis.

Durante los meses anteriores a la ovoposicién, se produce un crecimiento drdstico del
ovario (Benitez, 1992; Zanuy & Carrillo, 1987) debido al ciimulo de grandes reservas nutritivas o

vitelo por parte de los ovocitos. La sintesis de vitelo recibe €l nombre de Vitelogénesis.

Los eventos descritos desde el inicio de la formacién de los foliculos en Vitelogénesis
ocurren mientras el niicleo del ovocito ha estado detenido en la fase de diploteno de la meiosis L
Durante estas fases, la vesicula germinativa o micleo conserva una posicion central.

La sintesis de vitelo ocurre tanto dentro del ovocito (Vitelogénesis Endogena) como
fuera de este (Vitelogénesis Exdgena) (Ho, 1987; Zanuy & Carrillo, 1987). De manera general,
la Vitelogénesis Endogena precede a la exdgena, sin embargo, en ocasiones dichas fases se

superponen entre si. (Mommsen & Walsh, 1988).

El vitelo endégeno o intravesicular reside en la formacién de vesiculas vitelinicas, las
cuales son precursoras de los alveolos corticales, estructuras que liberan su contenido en el

espacio previtelinico en el momento de la fecundacion del ovocito. (Zanuy & Carrillo, 1987).

Por ofra parte, la incorporacién de vitelo exégeno (Vitelogénesis Exdgena) inicia con la
internalizacién de un precursor plasmatico: la Vitelogenina (VTG). (Ng & Idler, 1983), de
manera que se forman los granulos de vitelo, los cuales a medida que van migrando hacia el

interior del ooplasma, desplazan a las vesiculas vitelinicas hacia la periferia.

La Vitelogenina es sintetizada en ¢l higado, bajo la estimulacion de estrégenos
producidos en €l ovario, posteriormente es secretada a la circulacién y transportada al ovario, en
donde es incorporada dentro de los ovocitos por un proceso de micropinocitosis mediado por
receptores. (Ng & Idler, 1983; Ho, 1987; Mommsen & Walsh, 1988; Zanuy & Carrillo, 1987).
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La VTG, tan pronto es captada por el ovocito, es disociada proteoliticamente en sus
componentes: VTL y Fosvitina (Zanuy & Carrillo, 1987). Al final de la Vitelogénesis, la vesicula
germmativa (nucleo) del ovocito migra hacia la periferia para posteriormente completar la

meiosis, proceso que se conoce como maduracion ovocitaria.
¢} Caracteristicas de la molecula de Vitelogenina.

La Vitelogenina plasmatica (VIG) ha sido quimicamente definida como una
lipoglicofosfocarotenoproteina especifica de hembras en estado reproductivo (Norberg y Haux,
1988; Kanungo ef al; 1990; Lancaster & Tyler, 1994; Maiianés ef al; 1994; Specker & Sulliang,
1994; Lafleur, ef af; 1995), similar a las de otros vertebrados (Mommsen & Walsh, 1988). Esta
molécula posee un alto peso molecular debido a su asociacién con lipidos, residuos de
carbohidratos, fosforo, calcio y hierro (Hori ef al; 1979; De Vlaming et al., 1980; Ho, 1987;
Riazi & Fremont, 1988; Waagboe & Sandnes, 1988; Campbell & Idler, 1990; Tyler & Sumpter,
1990; Matsubara & Sawano, 1995; Komatsu et af; 1996; Nuiiez, et al; 1996; Rodriguez et al;
1996). Se ha reportado un rango de pesos moleculares para la VTG de algunos teledsteos que van
de los 326,000 a los 550,000 kDa. (Tabla 1).

Tabla 1. Pesos moleculares de Vitelogenina nativa y subunidades de diferentes especies de
peces.

ESPECIE masa VTG masa Sub METODO AUTOR ANO
(kDa) (kDa)
Anguilla japonica 85 Gel filtracion,- Hara, et al. 1,980
SDS-PAGE

Carassius auratus 326 140-156 SDS-PAGE Hori, et al. 1,979
Fundulus - 200 SDS-PAGE Selman & 1983a
heteroclitus Wallace
Gadus morhua 400 - Gel filtracion Plack, et al. 1,971
Heteropneustes 550 - Gel filtracion Nath & 1,981
fossilis Sundararaj
Oncorhynchus 390 - Gel filtracion Markert & 1,971
kisutch Vanstone
Platichthys flesus 550 - Gel filtracién Korsgaard, etal. 1,976
Salmo gairdneri 342 - Ultracentrifugacién | Campbell & Idier 1,980
Salmo gairdneri 440 - Gel filtracion Campbell & Idler 1,980
Salmo gairdneri 440 - Gel filtracion Norberg & Haux 1,985
Salmo gairdneri 470 Gradiente PAGE Campbell & Idler 1,980
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Salmo gairdneri - 170 Gradiente PAGE Chen 1,983

Salmo gairdneri = 200 SDS-PAGE Valotaire, ef al. 1,984

Salmo gairdneri 500 - Gel filtracién, Sumpter 1,981
SDS-PAGE

Salmo gairdneri 535 16-103 SDS-PAGE Maitre, et al. 1985a

Salmo gairdneri 350 220 Gel filtracién, Hara & Hirai 1,978
SDS-PAGE

Salmo salar 495-520 - Gel filtracidn So, et al. 1,985

Salmo trutta 440 - Gel filtracién Norberg & Haux 1,985

Al igual que el peso molecular, las concentraciones de los componentes quimicos varian
dependiendo de las especies (Tabla 2) y de la etapa de maduracion en que se encuentren, tal es el
caso de Dicentrarchus labrax y Acipenser baeri, ya que ambos presentan niveles elevados de
VTG aproximadamente de 3 mg/mL y 100 mg/mL, respectivamente algunos meses antes de que
se lleve a cabo el desove y estos niveles disminuyen hasta 1 mg/mL en Dicentrarchus labrax y
10 mg/mL en Acipenser baeri durante el desove y unos dias posteriores a este (Cuissiet ef al.,
1991; Mafiands et al., 1994).

Tabla 2. Composicion quimica porcentual de la VTG en diferentes especies de peces.

ESPECIE | PROTEINA | LIPIDOS | FOSFORO | CARBOHIDRATOS AUTOR ANO
% % % % '

Angitla 86.0 13.0 - 1.0 Komatsu, et al. | 1,996
aponica
Mocyogedrdes 18.0 3.5 Yao & Crim 1,996
ameriCanus
fyc’OP‘e"“ = 21.18 2.45 - Yao & Crim | 1,996
jumpus
Gadus murhua — 2134 2.15 - Yao & Crim 1,996
Cyprinus 176 - 277 | 22-73 | - Linhartt et al. | 1,995
carpio
Oreochromis Specker &
mossambics 0.10 i 1:70 - s = Spuilivian 1,594

El material lipidico contenido en la VTG, esta compuesto principalmente por fosfolipidos
(Ng & Idler, 1983), mismos que se encargan del transporte y translocacién de la molécula en el
sistema circulatorio. La VTG ademds contiene carotenoides como productos secundarios, que
sirven de proteccién contra la luz, reserva de energia y como antioxidantes. El contenido de

fosforo, al igual que los carbohidratos es muy importante para el reconocimiento de los
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receptores especificos durante la sintesis de VTG (OpreskT) et al; 1991; Mommsen & Walsh,
1988).

La VTG es incorporada en la membrana del ovocito por medio de receptores especificos
(Nufiez, et al.; 1996; Lancaster & Tyler, 1994; Mommsen & Walsh, 1988), de alto peso
molecular (500,000 kDa), los cuales la reconocen especificamente y se unen a la regién en donde
se encuentra el fosforo como grupo prostético de la molécula de VIG. (Mommsen & Walsh,
1988). Después de este reconocimiento, la VTG se incorpora al ovocito por medio de
micropinocitosis. (Figura No. 1). De aqui que la fosforilacién sea crucial para el proceso de
reconocimiento ¢ incorporacién de VTG por el ovocito (Opresko, ef al; 1981), al igual que la N-
glicosilacién, (Mommsen & Walsh, op. cit.).

Una vez que la VTG es incorporada en el ovocito, una parte de los receptores es clivada
junto con la VTG y otra parte es reciclada a la superficie para seguir captando mds moléculas de
VTG. El clivage proteolitico de la molécula de VTG no estd bien caracterizado (Hickey &
Wallace, 1974), pero se presume que ¢l sistema lisosomal esta implicado. Finalmente, los
componentes resultantes: las lipovitelinas, fosvitinas y fosvetas son depositadas dentro del

citoplasma del ovocito constituyendo los granulos de vitelo. (Wallace & Sclman, 1985).
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OvVOCITO SANGRE HEPATOCITO

Figura No.1 Simplificacién del sistema de retroalimentacion entre el ovario ¢ higado durante la
vitelogénesis exégena. Bajo la influencia de las hormonas gonadotropicas, las células foliculares del ovocito
tiberan estrdgenos dentro del torrente sanguineo, los cuales entran a las células blanco (hepatocite) mediante
difusion facilitada. Esta senial propicia la sintesis de la VIG que posteriormente serd secuestrada del torrente
sanguineo por el ovocito, para su crecimiento. '

d) Maduracion.

Después de que el ovocito ha completado su crecimiento, durante el proceso de la
Vitelogénesis, se lleva a cabo el proceso de maduracién, con la migracion del nicleo desde el
centro a la periferia del ovocito, en seguida se condensan los cromosomas y se emite el primer
cuerpo polar (Benitez, 1992; Jalabert, 1976; Nagahama, 1990). Posteriormente tendrd lugar la
ruptura del niicleo (vesicula germinativa) (Zanuy & Carrillo, 1987). Estos cambios ocurren antes
de la ovulacién, siendo considerados como un pre-requisito para la subsecuente fertilizacion.

Morfolégicamente, la maduracién se caracteriza por la clarificacion del vitelo (debido a la
fusién, por separado, de las sustancias de origen proteico o lipidico) y por un incremento de
tamafo debido a la hidratacion del ovocito, ademds de la ruptura de la vesicula germinativa.
(Zanuy & Carrillo, 1987). Una vez finalizada la maduracion, el ovocito se prepara para la

ovulacion.

149285
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¢) Ovulacion.

Estrictamente, la ovulacién consiste en la expulsién mecdnica del ovocito fuera del
foliculo (Lam, 1985; Jalabert, 1976; Zanuy & Carrillo, 1987) y ocurre solamente después de una

fase de desprendimiento entre el ovocito y las células foliculares.

Estudios ultraestructurales han revelado que durante la ovulacion, las microvellosidades
de las células del foliculo y las del ovocito se separan de la membrana o corion. (Pendergrass &
Schroeder 1976, Iwamatsu & Ohta, 1977, tomado de Zanuy & Carrillo, 1987). Se piensa que
este proceso de interrupciéon entre la membrana ovocitaria vy las células foliculares podria ser

originado por enzimas proteoliticas.

En la mayoria de los casos, la ovulacién tiene lugar después de la primera divisién
meidtica, (Nagahama, 1987; Verreth, et al; 1987). Los ovocitos ovulados contimian con la
meiosis hasta la metafase, estado en el cual ya es posible su fertilizacién, posteriormente es

emitido el segundo cuerpo polar. (Zanuy & Carrillo, 1987).
V1.3.- EVALUACION DE LA MADUREZ GONADICA DE HEMBRAS

La evaluacion comrecta del estadio de madurez gonddica en las hembras es muy
importante, ya que de esto depende el éxito de la reproduccién inducida hormonalmente
(Colunga, 1996). Anteriormente, esta técnica se basaba en interpretaciones subjetivas como son:
la forma del cuerpo, el grado de suavidad y distencién del vientre, la apariencia del poro genital,
la ausencia de tubérculos nupciales, la coloracién y expulsién de los 6vulos al presionar

suavemente el abdémen, y al factor de condicion miltiple, (Rodriguez, 199_2).

Actualmente se han desarrollado métodos que permiten una adecuada evaluacion de la
madurez sexual, tales como las observaciones morfoldgicas anatémicas e histolégicas. Sin
embargo, todos estos métodos presentan inconvenientes en mayor o menor grado. Asi, en el caso

de las de las determinaciones anatémicas e histoldgicas se requiere el sacrificio de los ¢jemplares
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y en el caso de las observaciones morfoldgicas para establecer relaciones meristicas se carece de -

precision.

Por otra parte, dentro de los métodos directos utilizados para la evaluacion gonddica de

hembras destacan:

a) La puncion abdominal. Este método consiste en extraer una muestra de ovocitos con una
jeringa, cuyo didmetro de la aguja sea igual o ligeramente mayor que el de estos, esta se
introduce intraperitonealmente a la altura de la aleta pélvica a una profundidad media del ovario.
Sin embargo, se ha reportado que este método resulta traumitico, y cuando llega a ser mal
realizado, favorece a la aparicién de enfermedades infecciosas o atresia ovarica. (Rodriguez,

1992).

b) El empleo del endoscopio. Este es un método relativamente nuevo, aplicado a précticas
piscicolas, sin embargo, es muy costoso y presenta dificultad en la interpretacion. (Rodriguez,
1992).

¢) El monitoreo ovirico por canulacion. Este método consiste en la introduccién de un tubo de
plastico flexible, canula o sonda por el poro genital de la hembra, para obtener por succién una
muestra de ovocitos. (Colunga, 1996). Posteriormente, los ovocitos son transpareniados para
observar al microscopio la posicion de la vesicula germinativa o micleo durante los estadios de
maduracion final, que se inician una vez que la hembra ha concluido la Vitelogénesis. Sin
embargo, este tipo de métodos no es aplicable en el caso de los Lepisosteidos ya que presentan

una condicidn ginoaria.

d) Determinaciones Bioguimicas. Las determinaciones bioquimicas resultan ser una herramienta
mds adecuada y precisa para la evaluacién de la madurez gonadica de las hembras, ya que
cuentan con la ventaja de tratarse de métodos no invasivos, que no requieren del sacrificio de los
ejemplares como e¢s el caso de los métodos convencionales. Entre los indicadores bioquimicos

més utilizados se encuentran los esteroides, las gonadotropinas y la Vitelogenina.
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V14.- PURIFICACION DE LIPOVITELINA Y VITELOGENINA.

Diversos autores han recurrido a la purificacién y caracterizacién de la Vitelogenina
plasmética y la Lipovitelina ovérica debido a la necesidad de contar con un marcador bioquimico
confiable para evaluar la condicién gonial de las hembras (Tabla 3). Esta necesidad surgi6 ante
Ja imposibilidad de poder determinar el éxito de las inducciones hormonales sin recurrir al
sacrificio de los individuos para evaluar su estado de madurez gonddica por los métodos antes

mencionados.

Tabla No. 3. Diferentes técnicas aplicadas para la purificacion y caracterizacion de la
Vitelogenina en diferentes especies. :

AUTOR

ESPECIE TECNICAS UTILIZADAS RESULTADO ANC
Acipenser cromatografia de afinidad, caracterizacion preliminar de | Bidwell, eza/. | 1,991
fransmontanus electroforesis gel de agarosa, RNAm de vitelogenina

inmunoprecipitacion SDS.
Carassius awratus | cromatografia en DEAE-celulosa. | aislamiento de vitelogenina | Hori, et al. 1,979
Cyprinus carpio | filtracién en gel de Sepharosa 6B, | purificacién y : Tyler, et al. 1,990
crom, DEAE-celulosa, caracterizacion parcial
ultrafiltracion con XM 50 vitelogenina
Fundulus cromatografia en oligo-dT aislamiento de poli-A" RNA | La Fleur, ez al. | 1,995
heteroclitus celulosa PCR
letalurus cromatografia en DEAE-celulosa, | aislamiento de vitclogenina | Hickey & 1,978
nebulosus PAGE Wallace
Oncorhynchus cromatografia en TEAE-celulosa, | aislamiento de vitelogenina Campbell & 1,980
mykiss RIE Idler
Oncorhynchus filtracion en gel de Sepharosa 6B | aisiamiento de vitelogenina | Sumpter 1,982
mykiss
Oncorhynchus filtracién en gel S-300, purificacién de vitelogenina | Nagler, ez al. 1,992
mykiss radiomarcaje
Oncorhynchus filtracién en gel de Sepharosa 6B, | aislamiento y caracterizacion | Tyler & 1,993
mykiss crom. DEAE-celulosa, RIE, del receptor para Lancaster
PAGE. vitelogenina
Oncorhynchus radiomarcaje, PAGE, filtracién en | aislamiento de vitelogenina | Lancaster & 1,994
mykiss gel ' Tyler
Oncorhynchus filtracién en gel de Sephacryl S- aislamiento de vitelogenina | Nagler, el o/, 1,994
mykiss 300.
Oncorhynchus cromatografia en DEAE-Biogel purificacion de vitelogenina | Nuiiez, et al. 1,996
mykiss A, PAGE, filtracidn en gel de
Sepharosa 6B -
Oreochromis inmunoelectroforesis, PAGE, aislamiento de vitelogenina Kishida & 1,994
mussambicus ELISA Specker
Oreochromis cromatografia en DEAE- purificacion de vitelogenina | Chan, ef a/. 1,991
niloticus Sephacel, PAGE
Oryzias latipes cromatografia en DEAE-celulosa, | purificacion, identificacién Hamazaki, et 1,987
PAGE, filtracién en gel , de vitelogenina al.
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inmunohistoquimica '
Salmo gairdneri | ultracentrifugacién aislamiento de vitelogenina | Riazi & 1,988
Fremont
Salmo gairdneri | filtracién en gel de Sepharosa 6B, | purificacién y Tyler, et al. 1,988
RIE, espectrofotometria, caracterizacion de
radiomarcaje vitelogenina
Salmo gairdneri | filtracion en gel de Sepharosa 6B urificacién de vitelogenina | Tyler, et al. 1,990
Salmo salar cromatografia en TEAE-celulosa | aislamiento de vitelogenina | Idler, ef al. 1,979
Salmo salar filtracion en gel de Sepharosa 6B, | purificacién de vitelogenina | Le Bail & 1,981
PAGE Breton
Salmo trutta cromatografia en DEAE- purificacion de vitelogenina | Norberg & 1,985
Sephacel, PAGE Haux
Zosterisessor Ouchterlony, RIE, caracterizacion de Balestra, et al. | 1,991
ophiocephalus inmunoelectroforesis vitclogenina

Para llevar a cabo la purificacion de estas moléculas se han utilizado, de manera general,

las siguientes técnicas:

a) Ultracentrifugacion:
La aplicacion de la fuerza centrifuga a las moléculas en solucién les proporciona una

velocidad de sedimentacién que permite separar las proteinas dependiendo de su tamafio, masa y

densidad relativa al solvente.

b) Precipitacion:

Este método tiene como fundamento la precipitacion de proteinas por adicion de EDTA
en presencia de iones divalentes como el calcio, magnesio, manganeso o fierro (Wiley, ef al;
1979) que al unirse al fosforo de la VIG o VTL aumentan su masa y su consecuente
precipitacion.

Con esta técnica se logra la separacton selectiva de la Vitelogenina de las demas proteinas

contenidas en el plasma.

¢) Cromatografia de Exclusion Molecular:

La separacion por cromatografia se basa en las fuerzas competitivas de dos fases: una fija
o estacionaria, que consta de diminutas particulas esféricas de gel que funcionan como cribas
moleculares; y otra mévil, que se establece por las moléculas de un soluto. El fundamento para la
filtracién en gel se basa en la mayor o menor posibilidad que presentan las moléculas de penetrar

en los poros de las particulas utilizadas como relleno o matriz; esto depende directamente de su
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masa; cuanto menores sean, mds profundamente entrarfn y el tiempo en que eluirdn a través de la
columna sera mayor, lo cual permite la separacion de dichas moléculas.
La Cromatografia de Exclusién Molecular (filtracidn en gel) permite aislar las

lipoproteinas previamente separadas, en base a su masa molecular.

d) Cromatografia de Intercambio Iénico:

La Cromatografia de Intercambio Ionico estd basada en la interaccién que existe entre las
moléculas de soluto cargadas eléctricamente y su coniraparte (con carga opuesta) ligada

covalentemente a una matriz cromatografica.

Esta técnica permite separar aquellas lipoproteinas con rango de peso molecular similar,

por medio de su carga idnica.
VI.5.- CARACTERIZACION DE VTG.

La caracterizacién de la Vitelogenina se basa en la determinacién bioquimica de sus
grupos prostéticos, ya que se sabe que su naturaleza quimica involucra la presencia de lipidos,

fésforo, carbohidratos (en pequeiias cantidades) y carotenoides.

a) Determinacion de lipidos:
Para determinar los lipidos se realiza comunmente la técnica de tincion con el colorante
Negro Sudan B, el cual al ser incubado con las muestras problema a una temperatura de 37°C, se

une a la porcién lipidica presente en las muestras. (Allen & Budowle, 1994).

b) Deteccion de fosforo:

Dentro de los métodos utilizados para la deteccion de fésforo en una muestra determinada
se encuentra el propuesto por Fisque-Subbarrow (1929), el cual se fundamenta ea la reduccién
de] fosforo presente en una muestra al adicionar un agente reductor como ¢l dcido molibdico,

dando lugar a la formacién de un cromégeno verde (dcido fosfomolibdico), detectable en un

espectrofotdmetro a una longitud de onda de 750 nm.
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c) Determinacion de carbohidratos:

La técnica mas comiinmente utilizada para determinar residuos de carbohidratos en
plasma consiste en la adicion de 0-Toluidina. La prueba s¢ basa en las reacciones furfurdlicas de
las osas, las cuales en un medio fuertemente dcido y en presencia de calor son deshidratadas en
furfurales o sus derivados; éstos se condensan adicionando fenoles o aminas ciclicas, dando lugar
a la produccién de sustancias coloreadas detectables en un espectrofotémetro a 630 nm.

(Dubowsky, 1962).

d) Deteccion de carotenoides.
El fundamento para llevar a cabo la deteccion de carotenoides consiste en la posibilidad

de los mismos de absorber luz a cierta longitud de onda, misma que puede ser medida en un

espectrofotémetro.

¢) Electroforesis:

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) estd considerada como un método
analitico altamente resolutivo, ya que combina la migracién en un campo eléctrico y el tamizado
molecular a través de un gel de corrimiento, lo cual la hace una herramienta eficaz para rcalizar
separaciones, aislamientos, evaluaciones de pureza y cuantificacion del peso molecular. Es un
método relativamente sencillo y de rapida operacidn; posee una alta precisién en sus detecciones;
no produce dafios a las sustancias delicadas como las proteinas y acidos nucleicos; ademas, es un

método muy 1itil para separar componentes individuales de mezclas complejas.

Esta técnica permite separar e identificar las moléculas aisladas en base a su masa

molecular y/o carga idnica, asi como calcular el peso molecular de la Vitelogenina.
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VII.- METODOLOGIA

VI1.1.- Material bioldgico.

El presente estudio se realizé con ejemplares adultos de Afractosteus tropicus, los cuales
fueron proporcionados por el Laboratorio de Acuacultura de la Divisién Académica de Ciencias
Biologicas de la Universidad Judrez Auténoma de Tabasco, a los cuales se les aplicé un
tratamiento con estrogenos. Adicionalmente, se capturaron ejemplares pre-piberes (juveniles
que ain no habian entrado en época de reproduccion), que fueron utilizados como controles, asi

como hembras en estado de reproduccion, de cuya gonada se purificé la Lipovitelina ovdrica.

VIL2.- Induccion con 17B-estradiol.

Tomando ¢n cuenta que ¢l uso de estrégenos en la mayoria de los peces machos tienen un
efecto estimulante en el higado para que éste inicic la sintesis de Vitelogenina, se procedio a
inducir con 17f-estradiol a ejemplares machos de pejelaga.rt(;. Esto se realizé con el fin de
identificar la molécula en el plasma al comparar los cromatogramas obtenidos de las muestras de
machos inducidos con los de machos control (no inyectados) y con los cromatogramas de

hembras maduras.

Para llevar a cabo este experimento se contd con 2 ejemplares adultos de pejelagarto
machos debidamente marcados y pesados, los cuales fueron inducidos con 17B-estradiol
mediante inyecciones intraperitoneales a una dosis de 10 mg/Kg de peso, utilizando como
vehiculo aceite de higade de bacalao a razén de 10 mg de 17B-estradiol/mL de aceite. De manera

colateral se utilizaron 2 controles negativos, a los cuales tnicamente se les administré el

vehiculo. (Tabla 4).
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Tabla No. 4. Modelo de induccion con 17B-Estradiol en ejemplares de pejelagarto machos.

Marca del ejemplar | Peso (gramos) | Dosis (mL.) Tratamiento Ubicacion
85 1,799 1.7 Aceite de higado bacalao | Estanque # 5
63 1,293.8 1.3 Aceite de higado bacalao |Estanque # 5
89 1,441 1.4 17B-Estradiol en aceite | Estanque # 4
76 1,706.2 1.3 17B-Estradiol en aceite | Estanque # 4

Las inducciones se realizaron durante 4 semanas consecutivas, realizando muestreos cada
semana, para ello se extrajeron 2 mL de sangre de cada individuo y se centrifugaron a 5,000
t.p.m, Al término del ensayo, los ejemplares inducidos fueron sacrificados para extraerles la
totalidad de la sangre y obtener el plasma, necesario para la purificacion y caracterizacion de la

Vitelogenina.
VIL3.- Extraccion de muestras de gonadas.

Se realizé la diseccion de dos hembras maduras de pejelagarto para llevar a cabo la
extraccion de gonadas, necesarias para elaborar los extractos, a partir de los cuales se purificé la

Lipovitelina ovarica.
VIL4.- Purificacion de la VIG y VTL.

a) Preparacion del extracto de ovario:

La preparacién del extracto de ovario consisti6 en colocar 1g de génada en un tubo de
ensayo, al cual se le adicionaron 4 mL de un buffer Tris-HCl S0mM, pH 8 conteniendo el
inhibidor de proteasas PMSF 1mM. Posteriormente, se homogenizé en frio en un Polytron y se
centrifugd dos veces a 5,000 r.p.m. durante 15 minutos a una temiperatura de 4°C utilizando una
centrifuga Eppendorf 5804 R con el fin de eliminar los residuos y el material graso. El
sobrenadante obtenido se separd en alicuotas de 1mL y se almacenaron a -30 °C para su posterior

utilizacién en la purificacién de Lipovitelina.
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b) Preparacion de muestras de sangre:

Las muestras de sangre tanto de hembras maduras como de machos, se obtuvieron
mediante puncion caudal. Para ello, los ejemplares fueron previamente anestesiados con Finquel
(MS-222). Las muestras se colectaron en tubos heparinizados conteniendo 1% de PMSF.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 5,000 rp.m. durante [5 minutos a 4°C y el
plasma obtenido se conservé en alicuotas contenidas en tubos Eppendorf a una temperatura de

-30°C. Estas muestras fueron utilizadas para llevar a cabo la purificacién de Vitelogenina.

¢) Precipitacion con EDTA y MgCl;:

Tanto los extractos de ovario como ¢l plasma fueron colocados por separado en tubos
para centrifuga estériles de polipropileno (Falcon Plastics, Inc.) en alicuotas de 5 mL.,
posteriormente se les adiciond 20 mL de una solucién de EDTA 20mM ajustando el pH a 7.7 con
NaOH. Ensegunida se les agregé 1.5 mL de MgCl, 0.5M y se mezclaron por inversién. El
siguiente paso consistié en una centrifugacién a 2,500 r.p.m. por espacio de 30 minutos a una
temperatura de 4°C para después desechar los sobrenadantes y conservar los precipitados, a los
cuales se les adiciond 3 mL de un buffer (Tris-HCI 50mM, .pH 7.5, NaCl 1M) y se agitaron
cuidadosamente con una varilla de vidrio. Nuevamente se centrifugaron bajo las mismas
condiciones, pero esta vez conservando los sobrenadantes, a los que se les afiadié 25 mL de agua
destilada. Enseguida, se procedid a realizar una dltima centrifugacion similar a las anteriores para
desechar los sobrenadantes. Por ultimo, los precipitados obtenidos fueron resuspendidos en 3 mL
del buffer utiliiado anteriormente.

d) Cromatografia de Filtracion en gel:

La Cromatografia de Filtracin en gel se llevo a cabo en un Sisterna GradiFrac con una
Bomba P-50 y un Monitor UV-1 (Pharmacia Biotech), utilizando una matriz de Sepharosa-6B
(Pharmacia Biotech), la cual se empacd en una columna tipo XK de 26 mm x 70 ¢cm (Pharmacia
Biotech). La columna fue equilibrada con un buffer (Tris-HCl 50mM, NaCl 1%, MgCl, 1mM,
PMSF lmM, pH 8) a una temperatura de 4°C. Posteriormente, se inyecté 1 mL de las muestras
previamente precipitadas con EDTA y MgCl,, las cuales fueron eluidas con el mismo buffer de
equilibrio. Las condiciones de corrida fueron: UV= 0.5, tasa de flujo= Iml/min., papel=
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Imm/min colectando fracciones de 4 mL para monitorear su densidad éptica a 280 nm en un

espectrofotémetro Spectronic Genesys 2.

e) Cromatografia de Intercambio Ionico.
Esta fase de purificacion se llevé a cabo con el mismo sistema cromatogréfico utilizado

para la Cromatografia de Filtracién en gel. Las mmuestras de plasma de machos inducidos,
previamente precipitadas con EDTA y MgCl, fueron aplicadas (1 mL) sobre una columna tipo
XK de 16 mm x 40 cm (Pharmacia Biotech) empacada con DEAE-Sephacel (Pharmacia Biotech)
en un buffer inicial (Tris-HCl 50mM, PMSF 1mM, pH 8). La matriz fue activada con 2
volimenes de un buffer (Tris-HCl 50mM, KCI 0.5M, PMSF 1mM, pH 8) a una temperatura de
4°C. Las muestras fueron eluidas con un gradiente linear de KCl1 ( de 0 a 0.50M en buffer inicial)
y se colectaron fracciones de 4 mL para monitorear su densidad dptica a 280 nm. Las
condiciones de corrida fueron: UV=(.5, tasa de flujo= 0.3 mL/min, papel= 0.5 mm/min.

VILS.- Caracterizacion de la VIG y VIL:

Las fracciones proteicas obtenidas a través del protocolo de purificacién secuencial

fueron sometidas a las siguientes determinaciones:

a) Determinacion de lipidos.
Los lipidos contenidos en las muestras fueron determinados por medio de 1a técnica de

Negro Sudan B, descrita por Allen & Budowle (1994). Se colocaron 250 pl. de las muestras,
enseguida se les agregd la misma cantidad del colorante Negro Sudan B, se mezclaron y se
incubaron en oscuridad durante 24 horas a una temperatura de 37°C. Posteriormente, las muestras
fueron centrifugadas a 10,000' r.p.m. por espacio de 15 minutos. Finalmente, se determind la

absorbancia del sobrenadante a 553 nm.

b) Determinacicn de carotenoides.
Para determinar la presencia de carotenoides en las muestras, primeramente se realizé un

barrido del extracto de ovario en ¢l espectrofotémetro en un rango de longitud de onda entre 260
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y 700 nm para determinar el pico mdximo de absorbancia y una vez que se encontré la longitud
de onda adecuada, se determind la absorbancia de las fracciones obtenidas por Cromatografia y
los resultados obtenidos fueron graficados.

¢) Determinacion de fosforo.

El fésforo contenido en las muestras fue determinado mediante una modificacién del
método de Fiske-Subbarow (1925). Se colocaron 500 pL. de cada una de las fracciones obtenidas
con 1 mL de buffer (Tris-HC] 50mM, PMSF 1mM, pH 8), enseguida se les adicioné 500 pL de
icido molibdico (H,SO4 + (NHg)Mo070,4 + H;0) y 500 UL del reactivo reducido (NaHSO; + p-
metilaminofenol). Por 1iltimo, se les afiadié 2,500 pL de H,0, y en seguida se mezclaron y se
mantuvieron en reposo durante 20 minutos, para después registrar la absorbancia en el
espectrofotémetro a 750 nm y graficar los resultados. La concentracién de fésforo se calculé

mediante una curva estandar a partir de una solucién de KH,POq4 (10 pg/mL).

d) Determinacion de carbohidratos.

Para detectar la presencia de carbohidratos en las fracciones se utilizd la técnica de la o-
Toluidina, la cual consistié en colocar 1 mL de cada fraccién en tubos eppendorf, a los que se les
aplicé 5 mL del reactivo o-Toluidina, posteriormente se mezclaron y se mantuvieron en Baiio
Maria durante 10 minutos, para determinar su absorbancia a 630 nm y graficar los resultados

obtenidos.

e) Determinacion del peso molecular.

Para determinar el peso molecular de las fracciones proteicas obtenidas mediante las
técnicas de Filtracién en gel e Intercambio Iénico se corrieron electroforesis en geles de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 6% utilizando un marcador de peso molecular con una mezcla de
monomeros, dimeros, trimeros y tetrdmeros de Hemocianina (SIGMA) que van de 70,000 a
280,000 Daltones de peso molecular. Se colocaron 40 ug de proteina de las diferentes muestras
en cada carril y se corricron en una camara de electroforesis vertical EPS 600 (Pharmacia
Biotech) a una temperatura de camara de 4°C, con un voltaje de 100 v y una intensidad de 60 mA

durante 4:45 horas, para después revelar los resultados utilizando el colorante Azul de Coomassie

R-250 (SIGMA).
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VIIL.- RESULTADOS
VIIL1.- PURIFICACION DE VTG y VTL.

Una vez que se obtuvieron las muestras de plasma de machos inducidos con 77B-
estradiol y los extractos de génada de hembra madura, se procedid a realizar la purificacién de
las moléculas de VTG y VTL por medio de los métodos cromatograficos de Filtracién en gel e

Intercambio de iones.

a) Cromatografia de Filtracion en gel de Sepharosa-6B.
Las muestras de plasma de los machos control (sin estradiol) mostraron un patrén de
proteinas similar durante las cuatro semanas que fueron monitoreados. En estas muestras se
observa una mayor concentracion de proteinas entre las fracciones No. 40 a 73, las cuales

desaparecen cuando ¢l plasma ¢s sometido al proceso de precipitacién selectiva (Figura No. 2).

=—Plasma de macho cohtrol ;
Plasma de macho contrel 2a.:seman
= Plasma de macho controf 3a. semana
= Plasma de macho control 4a.semana - ;
e .. =—Plasma de macho control 4a. semana (ppdo.) __|
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Fracciones:

Figura 2.- Perfil de una muestra de plasma de machao control durante las 4 semanas
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Por otra parte, en las muestras de plasma de machos tratados con I 7B-estradiol se pudo
observar un incremento progresivo en la concentracion de las proteinas con picos de elusion
méxima en las fracciones No. 29 y 52, siendo significativamente mayor el incremento para las

proteinas de la fraccién No. 52 (Figura No. 3).

====1a. Semana de induccién:

ommm?a. Semana:de induccion

— —==mmja, Semana de induccion ——

3a. Semana de induccién

LEAE B B @A ¢ wumErssmw o

7 Fracciones

Figura 3.- Perfil de una muestra de plasma de macho durante las 4 semanas de induccidn con 17B-estradiol.

Al comparar el patron de proteinas plasmaticas entre los machos inducidos con los
machos control se pudo observar que la principal diferencia se encontraba en la concentracion de

proteinas que se localizaban en las fracciones No. 29 y 52 (Figura No. 4).
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Plasma de macho inducido (076)
—= Plasma de machoinducido (089)
Plasma de macho control {085) '
——— ————— — ~— ==sm==Plagma de macho control (063}

14 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 6 T1 76‘ 81 86 91 96

Fracciones

Figura 4.- Comparacién de los cromatogramas de las muestras de plasma de machos inducidos con 173
estradiol de la 4a. semana con [os plasma de los machos control,

Cuando el plasma de los machos inducidos con I7B-estradiol fue sometido al proceso de
precipitacion selectiva se pudo observar que las proteinas con el pico de elusion en la fraccién
No. 29 desaparecicron, mientras que las proteinas con el pico de elusién en la fraccién No. 52
permanecieron. Sin embargo, en este caso se observo que este pico proteico era mas estrecho,
indicando que algunas proteinas que se encontraban en este pico fueron igualmente eliminadas

con el proceso de precipitacion (Figura No. §5).
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Precipitado de plasma de macho inducido (076) 4a.semana.

-'4 7 TO 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 434649 52 55 58 61 6467 70 73 78 79 82 85 88

Fracciones

Figura 5.- Cromatograma obtenido de una muestra de plasma de macho mdaczdo con 17B-estradiol de la 4a.
semana precipitado con EDTA y MgCl,

Por otra parte, las muestras de génadas de hembras maduras, al ser sometidas al proceso
de precipitacion selectiva, mostraron un pico proteico mayoritario con el apice igualmente en la

fraccién no. 52 (Figura No. 6).

bsorbancia a 280
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1 4 7 1013 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 4% 52 55 58 61 64 67 70 73 76 79 82 85

Fracciones

Figura 6.- Cromatograma obtenido de un extracto de gonada de hembra madura precipitado con EDTA y MgCl,
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De esta forma, si se observa de manera integral la comparacién de los cromatogramas
obtenidos a partir de las diferentes muestras procesadas, es posible observar que tanto el extracto
de génada de hembra madura como los plasmas de machos inducidos con [7B-estradiol,
coinciden con la presencia de un pico proteico localizado en la fraccién No. 52 (Figura No. 7).

Indicando que tanto la VTG plasmatica como la VTL ovérica se encuentran en esta fraccion

proteica.

Plasma de macho.inducido (076)
=== DpPlasma de macho inducido (076) ppdo.:
e pPlasma de macho control {063)
____ ===Plasma de macho control {063) ppdo.
= (Gonacda de hembra madura (ppdo.)

.. Fracciones

Figura 7.- Comparacion de los cromatogramas obtenidos de las diferentes muestras procesadas por
Filtracion en gel,

b) Cromatografia de Intercambio Ionico

Los precipitados obtenidos de una muestra de plasma de macho inducido con 17§-
esiradiol de la 4a semana y de un extracto de génada de hembra madura fueron sometidos a
Cromatografia de Intercambio I6nico utilizando un gradiente linear de KCl 0.5M del 0 al 100%
(figura No. 8) lo que permiti6 observar picos simétricos entre las fracciones 3 - 9, indicando que

en ambas muestras se trataba de la proteina mayoritarta, presumiblemente VTG y VTL,

respectivamente.
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Intercambio Ionico

== Extracto de génada de hembra madura.
Plasma de macho inducido.

Fraccion

Figura 8.- Muestras de plasma de macho inducido con 17B-estradiol de la 4a. semana y de un extracto de
gonada de hembra madura después de someterlos a Cromatografia de Intercambio Ionico (DEAE-Sephacel)
eluidas con un gradiente linear de KCI 0.5M en un buffer (Tris-HCl 50mM, KCl 0.5M, PMSF imM, pH 8) a una

tasa de flujo de 0.3mL./min.

VIIL2.- CARACTERIZACION DE LA VTG Y VTL.

Las fracciones de los picos proteicos obtenidos de la purificacion de muestras de plasmas
de machos inducidos fueron sometidos a un proceso de caracterizacion en base a sus grupos

prostéticos.

a) Determinacion de lipidos.
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localizado entre las fracciones 45-59, cuye 4pice se encuentra en la fraccion No. 52. (figura No.
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Fracciones

Figura 9.- Contenido de lipides presente en las fracciones de una muestra de plasma de macho inducido
con 17f-estradiol de la 4a. semana, determinados mediante la técnica de Negro Sudan B.

b) Determinacion de carotenoides.

Se realizé un barrido en el espectrofotdmetro de un extracto de génada de hembra madura
en un rango de longitud de onda entre 260 y 700 nm (figura No. 10) en la que se observé un pico
de absorbancia médxima a una longitud de onda de 409 nm, la cual fue utilizada para detectar los

carotenoides presentes en las muestras de plasma de machos inducidos.
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TABLA DE PICOS

Longitud de Onda: 577.0 nm DATOS: 0.028
Longitud de Onda: 539.0 nm DATOS: 0.029
Longitud de Onda: 409.0 nm DATOS: 0.245
Longitud de Onda: 273.0 nm DATOS: 0,188

273.0 ' 409.0 539.0
0.188 0.245 0.029

0.245

Absorbancia
§

18 |

007 .
1'»26(:.0 I I ' v L

. - : 700.0
Longitud de Onda (nm)

Figura 10.- Barrido de un extracto de gonada de hembra madura de pejelagario en un rango de longitud
de onda entre 260y 700 nm,

El contenido relativo de carotenoides presente en las fracciones de filtracion en gel de una
muestra de plasma de macho inducido con 17[3-estradiol de la 4a semana, se observa tanto en el

pico localizado en la fraccidén No. 29 como en ¢l de la fraccién No. 52. (figura No. 11).
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Fracciones

Figura 11.- Determinacion de los carotenoides presentes en una muestra de plasma de macho inducido
con 17B-estradiol de la 4a. semana.

¢) Determinacicén de fosforo.
El f6sforo contenido en las fracciones del plasma de macho inducido con 17B-estradiol de
la 4a semana muestra, al igual que los carotenoides, que tanto en el pico localizado en la fraccién

No. 29 como en el de la fraccién No. 52 esta presente este elemento. (Figura No. 12).
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Fracciones

Figura 12.- Determinacion del fésforo presente en una muestra de plasma de macho inducido con 17
estradiol de la 4a semana mediante una modificacion del método de Fiske-Subbarow, 1925,

d) Determinacion de carbohidratos.
En este caso, igualmente en las muestras de macho inducido de la 4a semana, se pudo

determinar que unicamente el pico proteico con dpice en la fraccion No. 52 contienen

carbohidratos.(figura No. 13).
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Figura 13.- Determinacion de los carbohidratos presentes en una muesira de plasma de macho inducido
con 17B-estradiol de la 4a semana mediante la técnica de la o-Toluidina.

De esta forma, podemos sefialar que inicamente la fraccion proteica con dpice fraccion
52 presenta en su estructura grupos lipiditos, de carotenoides, de fésforo y de carbohidratos, los

cuales son caracteristicos de las moléculas de vitelogenina.

¢) Determinacion del peso molecular.
En la electroforesis de las diferentes muestras fue posible -ebservar que las bandas de
proteinas con las caracteristicas de la VTG plasmética y VTL ovdrica presentan un peso

molecular de 195 y 192 KDa., respectivamente. (Figuras No. 14 y 15 y Tabla No. 5).

37



GEL DE ELECTROFORESIS

Figura 14.- Perfiles de elucion en gel SDS-PAGE al 6%. Muestras: buffer de corrida (carril 1); marcador de Peso
Molecular (carril 2); plasma de ejemplar control “aceite de higado de bacalao” (carril 3); muestra de plasma
degradado (carril 4); muestra de plasma degradado (carril 5); muestra de plasma fresco de la 4a semana de
tratamiento con 17B-Estradiol (carril 6); plasma de ejemplar control “aceite de higado de bacalao” (carril 7);
muestrg de extracto de gonade de hembra madura (carril 8); muestra de precipitado de plasma de la 4a semana
de tratamiento con 17B-Estardiol (carril 9); muestra del pico de VTG obtenido por Filtracién en gel de
Sepharosa-6B (carril 10); buffer de corrida (carril 11).
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. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR
g‘ P.M. = 334.59]5 + (-392.9665) (Rf)
> 300 . ,
.g 250 1 Tetrdmero

3 200 te VTG PM=195
o 1
= 1507 vrLpm=192

8 100
& 50+

0 : : : it : : —+
0 0.1 0.2 0.3 04 0.5 0.6 0.7 0.8
Rf

Figura 15.- Estimacidn del peso molecular de la VIG y VIL mediante el andlisis de regresion lineal de los
valores de Rf obtenidos por Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE).

Tabla No. 5. Valores obtenidos en el analisis de regresion lineal para la determinacion del peso
molecular de la VIG y VTL.

Proteina Peso molecular (kDa.) Bt e Rf
' molécula (cm.) (cm.)
Tetrdmero de Hemocianina 280,000 8.53 12.01 |0.7102
Trimero de Hemocianina A 210,000 5.02 12.01 [0.4179
Dimero de Hemocianina 140,000 348 12.01 0.2897
Mondémero d¢ Hemocianina 70,060 2.48 12.01 [0.2064
VTG 195,204 426 1201 [0.3547
VTL 192,914 433 12.01 |0.3605
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IX.- DISCUSION

IX.1.-Evaluacion gonddica de hembras.

Rodriguez, (1992) menciona con respecto al método directo de monitoreo ovarico por
canulacion, que en la mayoria de los peces dseos, ¢l ovario se contimia con el oviducto,
condicién conocida como cistoaria, en donde los évulos pasan directamente del ovario al poro
genital a través del oviducto. Sin embargo, en algunos grupos de peces los oviductos estin
ausentes o bien, se encuentran reducidos en su extremo, por lo que los 6vulos irrumpen en la
cavidad del cuerpo y encuentran su salida a través de poros adyacentes a la abertura urinaria y
rectal. En este caso los poros se abren cuando ocurre la reproduccidn, a este tipo de ovario se le
conoce como condicién condrictina o ginoaria; tal es el caso del género Atractosteus, a esto
puede contribuir el hecho de que en las hembras las génadas se encuentren desfasadas, i.e., la
derecha se encuentra situada de manera anterior a las aletas pélvicas y la izquierda en situacién
posterior a é€stas. Los oviductos izquierdo y derecho s¢ reiinen em los ductos wurinarios
correspondientes. Existe una pequefia cdmara comiin formada por la unién de ambos ductos, de
esta manera los productos de ambos sistemas salen a través de un sinus urogenital unico (Suttkus,
1963), por lo cual resulté imposible la aplicacién del método de canulacion en Afractosteus. Ante
esta situacion, las determinaciones bioquimicas (esteroides, gonadotropinas, VTG y VTL)
representan una altermativa no solo confiable, sino altamente sensible , ya que permiten
monitorear y caracterizar proteinas como la VTG plasmdtica, la cual resulta ser un indicadqr
directo del grado de madurez gonéddica de las hembras, ademas de contar con la ventaja de
tratarse de un método no invasivo, ya que no requiere del sacrificio de los ejemplares como es el
caso de los métodos convencionales (histolégicos), puesto que solo se necesita la extraccién de
una cantidad minima de plasma para su realizacion. No obstante, para poder llevar a cabo su

estimacion cuantitativa primeramente fue necesario llevar a cabo la purificacion de la molécula

de VTG plasmatica.
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IX.2.- Induccion con 17B-estradiol.

Como se mencioné anteriormente, en la mayoria de los peces el efecto de los estrégenos
(17B-estradiol) es bien conocido, pues s¢ sabe que estimulan directamente al higado para que éste
inicie la sintesis de Viltelogenina (Rodriguez, 1992).

La primera fase de la vitelogénesis en peces comprende la induccién de la produccién de VTG
hepatica bajo la estimulacion de los estrégenos ovaricos, de entre los cuales el mas potente es el
Estradiol (Ho, 1987; Barrington and Barker, 1968), aunque se ha visto que la estrona y un
andrégeno, la testosterona, pueden también inducir la sintesis de VTG, aunque en menor grado
(Ng ¢ Idler, 1983). Por otra parte, en los machos, la sintesis de VTG no puede ser estimulada por
la administracién de extractos de pituitaria, indicando dos propiedades especificas de la respuesta
vitelogénica en peces: con respecto a la vitelogénesis exdgena, el higado no es el 6rgano blanco
para las hormonas pituitarias, ademds de que en los machos, el proceso de vitelogénesis depende
especificamente de la administracion directa de estrégenos (Sundararaj ef al, 1982; Whitchead ef
al, 1983; Sumpter et al, 1984; Babin, 1986; Ho, 1987; Olin and Von Der Decken, 1987; Zanuy &
Carrilloé 1987; Mommsen and Walsh, 1988; Pelissero and Le Menn, 1988; Pelissero ef al, 1991;
Rinchard et al, 1997; Heppell and Sullivan, 1999; Lee et g/, 1999; Flammarion ef g/, 2000; Lee ef
al, 2000; Shimizu er al, 2000) debido a la inhabilidad de la génada para producir estrégenos
(Idler and Campbell, 1980) quedando asi de manifiesto la importancia de las células foliculares
para la generacién de estrégenos. En el mismo sentido, Van Bohemen ez al, (1982) demostraron
el efecto del 17B-estradiol en la induccion a la vitelogénesis en hembras de Salmo gaz'rdheri
ovariectomizadas, mientras que Heppell and Sullivan (1999), confirmaron el mismo efecto en
hembras inmaduras de Mycteroperca microlepis. De igual forma, Hara et al. (1984) mencionan
que tanto machos como hembras inmaduras pueden ser inducidas al proceso de vitelogénesis

mediante el tratamiento con estrégenos, (tomado de Fujita ef o/, 1998).

En nuestra investigacion, mediante los experimentos en los cunales los machos fueron
inyectados con 17(3-estradiol permitieron verificar la induccién de la VTG por los estrdgenos,
una caracteristica de la VTG de los vertebrados observada igualmente por Mommsen and Walsh

(1988); misma que se aprecia en la figura No. 3, en donde se puede observar el incremento de la
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concentracion de VTG en la fraccién No. 52. De la misma manera, esto se confirma mediante los
resultados obtenidos en los controles (figura No. 2) en donde es notable la ausencia del pico

proteico en dicha fraccidn, al igual que en la figura No. 4 en la que se hace una comparacion de

los ejemplares tratados con 17B-estradiol y los controles.

IX.3.-Purificacion de la VIG y VTL.

Hasta el momento, numerosos autores han recurrido al uso de diversas técnicas de
purificacion de la VTG plasmadtica y VTL ovdrica de diferentes organismos acudticos como son
la ultracentrifugacién, técnicas cromatograficas, técnicas inmunoldgicas, electroforesis, entre
otras, en las cuales en ocasiones se adiciona una etapa de separacién inicial basada en la
precipitacién de las proteinas mediante el empleo de diversas sales “salting out” (Wiley ef al.,
1978; De Vlaming et al., 1980; Norberg & Haux, 1988). Sobre este aspecto, Wiley ef al., (1978)
mencionan que al adicionar cationes divalentes a soluciones.de VTG purificada se logra la
precipitacién de la proteina. La importancia de utilizar esta técnica cuando se pretende lograr la
separacion de mezclas de proteinas radica en que las proteinas responden de diferente manera
frente a la adicidn de diversas concentraciones de sales neutras.

Algunos investigadores han recurrido al método de ultracentrifugacion para precipitar
protefnas como la VTG, sin embargo, requiere del uso de una ultracentrifuga de buena
resolucion, ademds de un muy alto titulo de VTG en el suero para producir buenos resultados y
aun asi, cuenta con la desventaja de que las preparaciones de VTG obtenidas de esta manera
estdn contaminadas con otras proteinas del suero, a diferencia del uso de sales, con las que se
obtienen proteinas con un grado de pureza de hasta un 99% (Wiley et al., 1978). Dentro de las
sales mds comiinmente utilizadas para precipitar proteinas destacan el (NHy4), SOy (sulfato de
amonio), utilizado para separar y concentrar pricticamente cualquier proteina en solucion
(Janson et al., 1989) y el MgCl, (cloruro de magnesio), debido a su alta solubilidad en agua, lo
que les permite alcanzar fuerzas idnicas muy elevadas; ademds del agente quelante EDTA
(Etilen- diamino-tetra-acético). Lehninger, (1979) menciona que la ventaja de utilizar este
método es que las proteinas conservan su conformacidn nativa y pueden disolverse nuevamente
sin experimentar desnaturalizaciéon. Existen estudios en los que s¢ han aplicado combinaciones

de compuestos con distintas cargas iénicas para lograr la precipitacién de proteinas, tal es el caso
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de la mezcla EDTA- MgCl,, utilizada habitualmente para purificar la VIG de vertebrados,
incluyendo peces, asi como de algunos crusticeos (Wiley ef al., 1978; De Vlaming et al., 1980;
Norberg & Haux, 1988; Mendoza,1987). A este respecto,Wiley et al., (1978) advierten que al
adicionar EDTA en presencia de jones divalentes como el Ca®, Mg®", Mn*" o Fe’* en una

muestra de plasma, se obtiene como resultado la precipitacién de la VTG.

En el presente estudio se realizé la técnica de precipitacién como una etapa inicial de la
purificacién de VTG de las muestras de plasma de hembras maduras y de machos inducidos con
17B-estradiol, asi como de la Lipovitelina contenida en los extractos de gonadas de hembras
maduras de pejelagarto utilizando una mezcla de EDTA- MgCl,, obteniendo con ¢llo muestras de
VTG maés puras, eliminando las proteinas contaminantes del plasma, como se puede observar en
la figura No. 5, al igual que para el caso de la VTL en Ia .figura No. 6, en las cuales solamente
se aprecia la presencia de un pico proteico en la fraccién No. 52. Tal parece que las cargas que se
encuentran en la superficie de la proteina, que estian implicadas en la precipitacion, estdn ligadas
a la presencia de los grupos fosfatos, abundantes en la VTG de los peces (Campbell & Idler,

1980; Nath & Sundararaj, 1981; Norberg & Haux, 1988).

Debido a la necesidad de obtener VTG altamente pura, muchos autores han recurrido a la
implementacion de combinaciones de técnicas de purificacion, destacando la Cromatografia de
Exclusion Molecular y de Intercambio de Iones (Norberg & Haux, 1985; Copeland ef al., 1986,
Hamazaki et al., 1987; Copeland & Thomas, 1988; Norberg & Haux, 1988; Tyler & Sumpter,
1990; Chan et al., 1991; Pelissero. et al., 1991; Tyler & Lancaster, 1993; Marianés ef al., 1994,
Heppel & Sullivan, 1999; Matsubara et al., 1999). Las técnicas cromatogrificas han sido
ampliamente utilizadas ya que ofrecen la ventaja de disponer de las moléculas de interés, (en este
caso la VTG) en fase liquida, lo cual permite continuar con su ulterior purificacién por medio de
diversas técnicas como la Cromatografia de Afinidad, electroforesis, etc., asi como su
caracterizacion posterior.

En esta investigacién se logré la purificacién de 1a VTG plasmadtica y de la VTL ovdrica
mediante las técnicas cromatograficas de Exclusién Molecular y de Intercambio de Iones. Cabe

mencionar que para obtener una mejor separacion de las moléculas se utilizé una columna de

gran tamaiio (26 mm x 70 cm).
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Una de las matrices cromatogréficas utilizadas en la técnica de Filtracién en gel que ha dado los
mejores resultados en la purificacién de VTG de peces es la Sepharosa-6B (Copeland et al.,
1986; Copeland & Thomas, 1988; Tyler & Sumpter, 1990; Pelissero et al.,, 1991; Tyler &
Lancaster, 1993; Maifianés ez al., 1994). Esta matriz se caracteriza por poseer una alta capacidad
y estabilidad quimica, ya que puede ser utilizada en un amplio rango de pH, en solventes
organicos polares y en soluciones de detergentes no i6nicos, lo cual facilita su mantenimiento,
ademds de soportar temperaturas extremas. Posee un alto poder de resolucion y puede alcanzar
tasas de flujo muy altas, lo cual nos brinda la ventaja de procesar una mayor cantidad de
muestras en un tiempo menor (Pharmacia Biotech, 1999). Tomando en cuenta que en todos los
tipos de Cromatografia, la maxima resolucién se obtiene a tasas de flujo bajas, decidimos
seleccionar la que nos ofreciera tanto una separacion rapida como una alta resolucion, por lo que
elegimos una tasa de flujo de 1 mL/min como la mas conveniente. No obstante, para lograr una
buena resolucién no solo es importante elegir una tasa de flujo apropiada, sino también un buffer
de elucién que nos permita una separacién exitosa. En estudios similares algunos autores
utilizaron con buenos resultados un buffer de fosfatos para eluir las muestras que contenian VTG
(Hamazaki et al., 1987; Tyler & Sumpter, 1990). Sin embargo, en nuestro estudio no resultaba
conveniente el uso de un buffer de fosfatos, ya que en la posterior etapa de caracterizacion de la
molécula de VTG, el fosforo contenido en el buffer interferiria en las pruebas de determinacion
de fosforo contenido en la molécula, por lo que se optd por el uso de un buffer Tris-HCI
siguiendo los modelos de purificacién propuestos por Copeland & Thomas, 1988; Norberg &
Haux, 1988; Chan ef al., 1991; Maiands et al., 1994. Aunado a estas modificaciones, fue
necesario agregar algunas sales al buffer debido a que la molécula de VTG se retenia en el gel y
no obteniamos una elucidn rapida, por lo que afiadimos NaCl 1% y MgCL 1mM al buffer de
elucion siguiendo la técnica de separacion realizada por Copeland & Thomas, 1988, (figura No.
7.

Por otra parte, el Intercambio Idnico es la técnica cromatografica mds frecuentemente
utilizada para la separacién y purificacién de proteinas. La amplia aplicacién del Intercambio de
lones es su flexibilidad, su gran poder de resolucion, su alta capacidad y la simplicidad y
controlabilidad del método. La separacion en Cromatografia de Intercambio de lones depende de

la adsorcién reversible de moléculas de soluto cargadas, inmovilizadas por grupos de intercambio



ionico de cargas opuestas. Estas intetacciones pueden ser controladas por algunas condiciones
tales como la fuerza i6nica y el pH.

La naturaleza de la matriz cromatografica puede ser a base de compuestos inorganicos, resinas
sintéticas o polisacaridos. Las caracteristicas de la matriz determinan directamente las
propiedades cromatogrificas tales como la eficiencia, la capacidad, la estabilidad quimica, la
fuerza mecdnica y las propiedades de flujo. La naturaleza de la matriz ademas afecta el
comportamiento de las sustancias bioldgicas y el mantenimiento de su actividad biolégica.

(Pharmacia Biotech, 1999).

Numerosos autores han utilizado con éxito el intercambiador iénico de DEAE-Sephacel
para lograr la purificacion de VTG de peces (Norberg & Haux, 1985; Hamazaki ef al., 1987,
Norberg & Haux, 1988; Tyler & Sumpter, 1990; Chan et a/., 1991; Tyler & Lancaster, 1993)
debido a que presenta una gran estabilidad quimica en suspensiones acuosas en un amplio rango
de pH (de 2 a 12). Sin embargo, tanto en presencia de soluciones fuertemente 4cidas como en
soluciones extremadamente alcalinas es inherentemente ineétable. En cuanto a su capacidad,
posee un limite de exclusion para proteinas con pesos moleculares de aproximadamente 1x10°
Daltons. En relacion a la tasa de flujo dptima, la méxima resolucién se obtiene a tasas de flujo
bajas, como se mencioné anteriormente. Tomando en cuenta todas estas consideraciones, en
nuestro estudio se utilizé la matriz DEAE-Sephacel con un buffer Tris-HCl, pH 8 a una tasa de
flujo de 0.3mL/min para obtener una mejor resolucién. En cuanto al gradiente linear de KCl
utilizado (de 0 a 0.5M), notamos que casi inmediatamente aparecié el pico de VTG (figura No.
ay,
Es preciso notar que el perfil de elucién de las proteinas después de su paso por la
olumna cromatografica de Intercambio de Iones (figura N ' 8) muestra que la etapa de
filtracién en gel (figuras No. 3 y 6) no resultaba suficiente en si, ya que otras proteinas
plasmdticas con un peso molecular equivalente eran eluidas al mismo tiempo que la VIG. Sin
embargo, la carga de la VTG a pH 8 permitié separarla. Con este protocolo de purificacion se
logré la obtencion de una fraccion de VTG a partir del plasma de machos inducidos con 17B-
estradiol, y de la VTL a partir de un extracto de gonada de hembra madura, cuya pureza y las
principales propiedades pudieron ser constatadas. La pureza de ambas moléculas aisladas en el

transcurso de esta investigacién pudo demostirarse con la obtencién de un solo pico al finalizar el
paso de las muestras a través de la columna de Intercambio de Iones. Después de este proceso, la
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naturaleza de la molécula de VTG fue confirmada mediante las diferentes prucbas de

caracterizacion a las que fue sometida.

Por otra parte, tomando en cuenta que la VTG y la VIL son moléculas no solo muy
similares, sino inmunoldgicamente indistinguibles, se asumid, a raiz de lo anterior, que la
presencia de una fraccion con caracteristicas similares a las de la VTG en el cromatograma del

extracto de gonada de hembra madura, correspondia a la VTL (figura No. 7).

IX.4.-Caracterizacion de la VTG y VIL.

La caracterizacion de ambas moléculas fue una parte esencial en este estudio, y consistié
en una serie de pruebas que involucraron la deteccion de los diferentes grupos prostéticos

asociados a dichas proteinas, asi como la determinacién de sus respectivos pesos moleculares.

a ) Caracterizacion en base a sus grupos prostéticos.
Las moléculas de VTG y VTL obtenidas mediante los diferentes procesos de purificacién

empleados anteriormente, se caracterizaron en base a su naturaleza quimica, lo cual nos permitié

identificarlas como las proteinas buscadas en este estudio.

Debido a que es conocido que los ovocitos de los peces contienen varios productos
secundarios en su composicién quimica tales como los carotenoides (principalmente astaxantina),
mismos que corresponden aproximadamente al 1% del peso fresco del ovocito (Mommsen and
Walsh, 1988), la primera fase de la caracterizacion consistié en la determinacion de su presencia
en cada una de las fracciones obtenidas mediante las técnicas "éspectrofotométricas antes
descritas. Inicialmente, considerando la anatomia interna de las gonadas de hembras, para la cual
se mencionan los cambios en su coloracion de acuerdo al grado de desarrollo, tornandose en un
color verde olivo en etapa de maduracion y justo antes del desove (Netch y Witt, 1962; Resendez
y Salvadores, 1983; Pérez-Sanchez, 1995), sc¢ realizé un barrido de un extracto de gonada de
hembra madura (color verde olivo) en el espectrofotémetro, lo que permitié obtener un pico de
Absorbancia maximo a una longitud de onda de 409 nm. Esta Absorbancia fue utilizada para la
lectura de las fracciones obtenidas ¢n la etapa de purificacion; asi, en la figura No. 11 pudimos

observar claramente la presencia de los carotenoides en el pico proteico localizado en la fraccion
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No. 52. A este respecto, Mommsen and Walsh (1988) mencionan que los carotenoides pueden
formar parte de la molécula de VTG por si mismos en el ovario o, alternativamente pueden viajar

en la sangre unidos a las abundantes lipoproteinas, especialmente a las de muy baja densidad.

Por otra parte, se sabe que en ¢l curso de la vitelogénesis exdgena, los ovocitos de los
teleésteos acumulan grandes cantidades de lipidos adicionales a los lipidos polares liberados
como parte de la molécula de VTG (Mommsen and Walsh, 1988). Asimismo, se menciona que
arriba del 80% de los lipidos vitelogenéticos son fosfolipidos, principalmente fosfatidilcolina,
seguido de triglicéridos, dcidos grasos libres, ésteres de colesterol y colesterol (Norberg and
Haux, 1985; Mommsen and Walsh, 1988; Lund et al, 2000). Considerando este contexto, se
realizé la determipacién del material lipidico presente en las fracciones obtenidas por
cromatografia para caracterizar la molécula de VTG, y asi se pudo observar que los lipidos se
hicieron presentes solamente en el pico localizado entre las fracciones 45-59, con su maxima
- concentracion en la fraccién No. 52 (figura Ne. 9), por lo que esta prueba resulté ser crucial para

la caracterizacién de la VTG, ya que ¢l otro pico proteico que aparecia en los cromatogramas

carecia de contenido lipidico.

Otra prueba crucial en la caracterizacién de la molécula de VTG fue la deteccién de
carbohidratos presentes en las fracciones, ya que se sabe que los ovocitos de los peces estdn
constituidos por residuos de carbohidratos unidos a las proteinas, cuya composicion es muy
variable, principalmente N-acetilglucosamina, seguido por el Acido N-acetilneuraminico, N-
acetilgalactosamina, fucosa, galactosa y manosa (Momimsen and Walsh, 1988). En este caso fue
evidente la presencia de un pico cuya maxima concentracion se encontré en la fraccion No. 52,

correspondiente a los residuos de carbohidratos contenidos en la molécula de VTG. (figura No.

13).

Para finalizar la caracterizacién de ia molécula de VTG, se corrobord la presencia de
fésforo en las fracciones de plasma, cabe mencionar que el fésforo se encontraba presente de
manera proporcional en cada uno de los picos proteicos obtenidos pot cromatografia (figura No.
12). Lo anterior es acorde a las observaciones realizadas por Rinchard et al, (1997), quienes

indican que los cambios que ocurren en las concentraciones de fosfoproteinas son paralelos a la
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maduracién, asimismo, afirman que esta medicién resulta ser un indicativo confiable de la
presencia de VTG en plasma. Sin embargo, advierten que la interpretacion cuantitativa debe
hacerse cuidadosamente, ya que la VTG puede existir con diferentes grados de fosforilacion. A
este respecto, pudimos constatar que se trata de una prueba sumamente sensible y que su

realizacién requiere de un manejo muy delicado.

b) Caracterizacion en base al rol fisiolégico de las moléculas.
Adicionalmente, al analizar de manera comparativa los cromatogramas del plasma de

macho inducido con 17B-estradiol, asi como del control precipitado y del extracto de gonada de
hembra madura (figura No. 7), se observé la ausencia del pico proteico en la fraccion No. 52 del
control precipitado, confirmando de esta forma que esta fraccién se presentaba exclusivamente
en hembras maduras y machos inducidos. Por lo cual, es posible considerar que esta fraccion
corresponde a la molécula de VTG plasmdtica y VTL ovérica, ya que ambas moléculas son
caracteristicas solo de las hembras y tunicamente se presentan en el estado reproductivo,

marcando asi el inicio de la pubertad (Mommsen and Walsh, 1988).

IX.5.-Determinacion del Peso Molecular.,

Para determinar el peso molecular de la VTG y VTL, primeramente se analizaron los
resultados obtenidos en ¢l corrimiento electroforético de las diferentes muestras con sus controles
(Figura No. 6), en donde claramente se observa la presencia de una banda suficientemente
visible en los carriles No. 6, 9 y 10, correspondientes a la VTG ybprobablemente a otras proteinas
que comparten ¢l mismo rango de peso molecular, Comparando los carriles No. 6 y 9 pudimos
percatarnos de que en el No. 6 se observa una mayor cantidad de ‘bandas, esto debido a que la
muestra no siguié un proceso de precipitacién como en el caso de la muestra del carril No. 9, en
la que por consecuencia se observa una menor cantidad de bandas.

En el carril No. 8, perteneciente a una muestra de génada, se observo la presencia de una banda
igualmente visible correspondiente a la VTL, mientras que en el carril No. 10, que contenia la
muestra obtenida de la purificacién del plasma por Cromatografia, observamos una banda menos
prominente que las anteriores, que correspondia a la VTG. Estas bandas estdn ausentes en los

controles de los carriles No. 3 y 7, ademds de los carriles No. 4 y 5, que contenian el plasma
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degradado. Asi, la técnica de SDS-PAGE confirmé que la VTG estd normalmente presente sélo
en hembras maduras y machos inducidos, como lo explican numerosos estudios sobre la VTG en
peces y otros vertebrados.

Una vez ubicadas las moléculas de VTG y VTL en el gel de Electroforesis, se procedié a
la estimacidn de sus pesos meleculares por medio de un analisis de regresion lineal de los valotes
de Rf obtenidos para ambas moléculas, encontrando un peso molecular de 195.2 kDa. para la
VTG y de 192.9 kDa. para la VTL. Es interesante notar que estos valores resultan cercanos al de
183 kDa. Determinados en el caso de la VTG de Mycteroperca microlepis, estimados mediante
SDS-PAGE, (Heppell & Sullivan, 1999). Sin embargo, estos valores resultan bajos si los
comparamos con los rangos de pesc molecular reportados para la VTG de diferentes teleosteos
por otros investigadores, que van desde los 326 a 600 kDa. (Tabla Ne. 1). No obstante, en la
misma tabla observamos valores ¢cercanos a los obtenidos en esta investigacién reportados para
sub-unidades de VTG de algunos teleosteos, utilizando la técnica de SDS-PAGE; lo que nos
podria llevar a suponer que la fraccidon obtenida se tratara solo de una sub-unidad de la VTG, lo
que confirma la degradacién de una sub-unidad (pérdidé de un monémero del dimero que se
presenta normalmente durante el proceso. A este respecto, Matsubara et al., (1999) reportan dos
sub-unidades de VTG y de VTL mediante técnicas inmunoldgicas y de Electroforesis en
Verasper moseri, (un teleosteo marino), que juegan diferentes papeles durante el proceso de
maduracién ovocitaria y el desarrollo de esta especie. Por ofra parte, el gran niimero de sub-
unidades reportado para estas molécuias en diferentes especies de teleosteos bajo condiciones
desnaturalizantes atin es objeto de controversia.

Un aspecto notable, observado durante este estudio es que los resultados obtenidos
indican que la VTG presenta un peso molecular mds elevado en comparacién con la VTL. Cabe
mencionar que- la diferencia encontrada en los pesos moleculares de ambas moléculas no se
atribuye a una posible desnaturalizacién de éstas durante los procesos de purificacién a los que
fueron sometidas, considerando que ambas moléculas fueron purificadas mediante las mismas
técnicas y tomando la precaucion de trabajar a bajas temperaturas y en presencia del inhibidor
enzimdtico (PMSF) con el fin de evitar cualquier tipo de degradacion. Esta ligera diferencia de
‘peso molecular indicarfa que la VTG efectivamente es el precursor de la VTL, siendo sintetizada
en el higado, bajo la estimulacién de estrégenos producidos en €l ovario, posteriormente

secretada a la circulacidn y transportada al ovario, en donde es incorporada dentro de los ovocitos
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por un proceso de micropinocitosis mediado por receptores, y una vez en los ovocitos seria
procesada enzimdticamente, lo que explicaria el menor peso molecular de la VTL. (Campbell &
Idler, 1980; Nath & Sundararaj, 1981; Ng & Idler, 1983; Ho, 1987; Zanuy & Carrillo, 1987;

Mommsen & Walsh, 1988; Norberg & haux, 1988).

X.- CONCLUSION

Las proteinas aisladas en este estudio pueden ser consideradas como las sub-unidades de
las moléculas de VTG y VTL de la especie Atractosteus tropicus, ya que cumplen con todas las

caracteristicas tipicameni¢ asociadas con las mismas.
Por otra parte, las técnicas utilizadas para lograr tanto la purificacién como la caracterizacién

resultaron adecuadas en este estudio y servirdn como referencia para ser comparadas con las de

Atractosteus spatula.
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