5. RESULTADOS.

5.1. RECLUTAMIENTO DE ORGANISMOS.

El reclutamiento de organismos en laboratorio permitié completar un lote de trabajo
de 130 ejemplares de los cuales 90 organismos correspondieron a ejemplares adultos
mayores y adultos jovenes ( 3 afios de edad crecidos en laboratorio) y 40 a ejemplares

capturados entre 2000 y 2001, los cuales lograron adaptarse a las condiciones de manejo

del laboratorio sin ningiin problema de mortalidad.
5.2. IDENTIF ICAC‘I(')N DEL SEXO.

5.2.1. Purificacion de la Vitelogenina.

La revision de las gonadas de los ejemplares tratados con 17 § estradiol para el
proceso induccién y de purificacion de la proteina reveld que se trataba de machos. El
analisis de los geles SDS-PAGE de las muestras de plasma de los individuos tratados y no
tratados indica que los ejemplares inyectados con la emulsién hormonal conteniendo 17 B
estradiol presentan un patrén proteico diferente a los que recibieron la emulsién sin la
hormona. Este patron esta caracterizado por la aparicién de una banda de 177 KDa en los
individuos tratados (Fig.1,carriles 3 y 5) y ausente en los no tratados (carriles 2 y 4). Esta
misma banda proteica se mantuvo después del proceso de la precipitacion selectiva de
vitelogenina (carril 6) y de la filtracién en Sepahrose 6B (carril 7) con lo cual se confirmé
preliminarmente que se trataba de proteinas inducidas por €l 17 p Estradiol.

Asimismo, se observaron cambios en el contenido de proteina de las muestras de
plasma de ejemplares, registrandose diferencias en la concentracion de proteina total a la
cuarta semana de 39.09 mg/ml en los organismos control y de 53.01 mg/ml para los
ejemplares tratados. El proceso de precipitacion fue eficiente para eliminar gran cantidad de
proteinas plasmaticas, de manera que cuando este procedimiento se aplico al mismo

volumen de plasma se recuperaron 0.54 mg/ml en individuos del grupo control y 35.59

mg/ml en los tratados.
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Figura 1. SDS-PAGE de plasma de ejemplares no tratados (2 y 4); tratados con estradiol (3
y 5), precipitado de VTG (6); fraccion de Sepharosa 6B (7) y marcador de peso molecular
Hemocianina (1).

Empleando la precipitacion selectiva, previa a la purificacion por cromatografia, se
obtuvo un nimero mas reducido de fracciones proteicas provenientes de las muestras
tratadas con 17 P estradiol de acuerdo a la absorbancia a 280 nm registrada después de la
filtracion en Sepharosa 6B (Fig.2, a y b) e intercambio de iones en DEAE Sephacel (Fig. 4).
De la misma forma cuando el procedimiento de precipitacion se aplicé a plasma de
organismos del grupo control, el contenido de proteinas del plasma disminuyé de manera
significativa en las fracciones cromatograficas y no aparecid ningin pico en los

cromatogramas (Fig.3, a y b).
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Figura 2. Perfil de las fracciones cromatograficas de filtracion en gel de Sepharosa 6B de
plasma de macho de A. tropicus tratados con 17 p Estradiol: sin precipitar (normal) (a); y

precipitado con EDTA-MgCI (b) eluido con buffer Tris HCl 50 mM pH 8, 1% NaCl, 1
mM de MgCl, 1 mM PMSF.
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Figura 3. Perfil de las fracciones cromatograficas de filtracidn en gel de Sepharose 6B de
plasma de macho de A. tropicus (Control): sin precipitar (normal) (a); y precipitado con
EDTA-MgCl (b) eluido con buffer Tris HCI 50 mM pH 8, 1% NaCl, 1 mM de MgCl, 1
mM PMSF.



La VTG obtenida por el proceso de purificacién mediante filtracién en Sepharosa
6B se encontro entre las fracciones 50 a 54 y en DEAE Sephacel principalmente entre las
fracciones 4 y 10. Adicionalmente el resultado de las electroforesis confirmé que durante
los diferentes pasos de purificacién la VTG; esta se conservd practicamente sin degradarse

y que las fracciones cromatograficas presentaban muy poca contaminacién con otras

proteinas plasmaticas.
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Figura 4. Perfil y SDS-PAGE de las fracciones cromatogrificas de Intercambio Ionico en
DEAE-Sephacel de plasma de macho de A. tropicus: tratado con 17 B estradiol y
precipitado con EDTA-MgCl eluido con buffer Tris HCI 50 mM pH 8, 1 mM PMSF en un
gradiente de 0 a 1 M de KCl. PI: Precipitado Inyectado; 1-13: Fracciones de 4 ml.
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Las fracciones cromatograficas de intercambio de iones se consideraron como las de
mejor calidad debido a que en estas se observo el menor grado de contaminacion por otras
proteinas y la mas baja degradacion de la banda correspondiente a la VIG. LA VTG

recuperada en el buffer de elusién fue liofilizada, lo que permitié recuperar un total de 5.6
pg de VTG por cada mg de lioifilizado.

5.2.2. Seleccion y Antigenicidad de Anticuerpos.

Las pruebas cruzadas preeliminares empleando el anticuerpo y muestras de plasma
de los ejemplares tratados y no tratados con estradiol indicaron que el anticuerpo reaccioné
efectivamente contra aquellas que contenian el antigeno y de las cuales se aislo
inicialmente (Fig. 5).

Los sueros de los tres conejos inmunizados reconocieron a la molécula de
vitelogenina desde la segunda semana posterior a 1a inmunizacidn, pero la actividad
antigénica mas alta solo se logrd hasta la quinta semana. En este sentido como no se
observaron cambios significativos en el titulo de anticuerpos a la octava semana, los
conejos fueron sacrificados. En funcidn del titulo antigénico observado de los tres
ejemplares inmunizados, Gnicamente se empled el antisuero del conejo que presento el

mayor titulo (1/16 en la quinta semana) para las pruebas subsecuentes .

5.2.3. Pruebas Cruzadas y Examen Histologico .

Los resultados de las pruebas cruzadas implementadas para €l sexado preeliminar de
los organismos provenientes de la reserva de la biosfera “Pantanos de Centla™ fueron
consecuentes respecto a la presencia de la VTG. Observandose una reaccién antigeno-
anticuerpo négativa en los machos, mientras que en las hembras fue positiva. Mediante este
método, se detectd la presencia de VTG en 7 ejemplares correspondientes a hembras de
acuerdo con la revision de la génada en campo, mientras que en los 5 ejemplares restantes
no hubo reaccion y la revisién gonadica indico que se trataba de machos. El examen

histolégico posterior de estos ejemplares indicé que se encontraban en un estadio de
madurez avanzado (Fig6y 7)
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Figura 5. Pruebas cruzadas entre la VTG purificada y el suero anti-VTG obtenido en
conejos, donde se muestran las lineas de precipitacion de la reaccién de reconocimiento del
antigeno (1) y la ausencia de la misma en el testigo negativo(2). VTG: proteina purificada,

anti-VTQG: anticuerpo, BF: Buffer.

En el caso de los ejemplares mantenidos en cautiverio, la prueba efectuada en la
segunda semana de mayo permiti6 establecer que de 120 ejemplares, el 48% (58) fueron
positivos al suero anti-VTG mientras que el restante 52% (62) no presentaron reaccion. Los
resultados de la segunda prueba, realizada en el mes de junio fueron exactamente iguales a
los obtenidos en mayo, con lo cual se inicid la separacion de los ejemplares y los
preparativos del experimento # 1. Los geles resultantes indicaron que los ejemplares que
presentaron la proteina, manifiestaron una reaccién de precipitacion muy fuerte contra el
anti-VTG, mientras que en los negativos no se observé ninguna (Fig. 8). La electroforesis
de estas muestras de plasma confirmaron la presencia de la proteina en los individuos
hembra, asi mismo, el sacrificio de dos ejemplares macho y dos hembras permitieron

constatar estos resultados.
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Figura 6. Ovocitos en estadios de vitelogénesis avanzada: con micleo en posicion central
(a) y en fase de madurez final (FOM), con vesicula germinativa en posicién periférica (b).
Niicleo (n); ovoplasma (0); alvéolos corticales (ac); zona pelucida (zp). H'y E 100x.
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Figura 7. Corte del testiculo en estadio V de espermatogénesis, Madurez Funcional.
Lobulos seminiferos llenos de espermatozoides H y E, 100x.(a). Detalle de los 16bulos
seminifero H y E, 400x.(b). Lébulos con espermatozoides (1); espermatocistos con
espermitidas en diferentes estadios de desarrollo (c); conductos deferentes con masas de
espermatozoides (d); espermatozoides (€).
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Figura 8. Reaccion de precipitacion de plasma de pejelagartos adultos; hembras (1) y
machos (2) en presencia del suero anti-VTG.

5.2.4. Cuantificacion de Vitelogenina Plasmatica.

Identificacion de "Hembras" (falsos-positivos).

La ausencia de desoves en algunos tratamientos en el experimento #1 al término del
periodo de evaluacién condujo al sacrificio de estos ejemplares. La revision de las génadas
de estos organismos indicd que 6 de los 9 ejemplares catalogados como hembras en un
inicio (positivos a la presencia de la VTG) realmente eran machos adultos maduros, listos
para el desove de acuerdo con la revisién microscopica de muestras de esperma de los
mismos. Al realizarse los primeros ensayos de cuantificacion en funcion de los resultados
obtenidos, se observé que estos ejemplares "hembras” falsos-positivos presentaban una
concentracion promedio de VTG de 0.86 + 0.215 mg/ml, la cual era inferior (KS P =

0.029) a la de las hembras verdaderas con 3.22 + 0.05 mg/ml al inicio del experimento (Fig.
9).
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Figura 9. Concentracion plasmatica de VTG (Media £ SD) de ejemplares hembras y
machos (“hembras’ Falsos-positivos) de pejelagarto al inicio del experimento # 1.

Identificacion del Sexo.

El sexo de los ejemplares logrd ser determinado con mayor éxito empleando la
evaluacion preeliminar de los geles de cuantificacién positivos para la VTG. De esta forma,
aquellos que presentaron niveles inferiores a 1.3 mg/mi fueron catalogados como machos,
mientras que los que presentaron valores superiores se consideraron hembras (Tabla 1).

Es necesario sefialar que los ejemplares con valores superiores a 1.4 pero inferiores a 2.9
mg/ml se catalogaron arbitrariamente como posibles hembras en fase de vitelogénesis y
aquellas superiores a 3.0 mg/ml como hembras maduras listas para el desove, en funcién de

los resultados del experimento #1 (Fig. 10).



Tabla 1. Clasificacion subjetiva del sexo de adultos de A. tropicus a
partir del nivel de vitelogenina plasmatica.

Nivel de VTG (mg/ml) Categoria
Menora 1.3 Machos
14a29 Hembras en Vitelogénesis
Mayora 3.0 Hembras Maduras
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Figura 10. Concentracién plasmatica de VTG de ejemplares de laboratorio de A. tropicus

en la segunda semana del mes de julio (empleadas en la clasificacién de sexos). M:
Machos; H: hembras.

La electroforesis de las muestras del plasma de los ejemplares machos que
reaccionaron con el suero anti-VTG confirmo la presencia de la misma banda de proteina

correspondiente a la de las hembras (Fig. 11).
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Figura 11. SDS-PAGE de plasma de ejemplares de A. tropicus: machos tipicos (1 y 6);
hembra tipica (5) y machos con VTG (“hembras” falsos-positivos) (2,3,4).

Esta clasificacion, posteriormente se considerd con cierto grado de subjetividad
debido a que se obtuvo un desove en el mes de agosto de una hembra que en julio tenia un
nivel de VTG de 1.26 mg/ml. De igual forma, se observé un macho participando en un
desove en agosto cuando en julio tenia un nivel de VTG de 1.89 mg/ml.(Clasificado
inicialmente como hembra en vitelogénesis).

Sin embargo, cabe hacer mencién que los resultados relativos a los desoves
programados a partir de esta clasificacidén resultaron exitosos en su mayoria empleando
Ovaprim™. Dicha programacién consistié en inducir inicialmente hembras con niveles
altos de VTG en julio y subsecuentemente, en meses posteriores aquellas, con niveles
inferiores. Con lo anterior se demostré que el valor empleado para separar a los machos

(£1.3 mg/ml) fue efectivo, atin con las excepciones mencionadas.

5.3. INDUCCION AL DESOVE.

La revision de las génadas de los ejemplares sacrificados el 8 de julio del 2001
indic6 que al inicio del experimento #1, las hembras se encontraban en un estadio avanzado

de madurez gonadica, lo que vino a ser confirmado por el color verde olivo caracteristico
48



de esta etapa de los huevos y un con un IGS de 0.153. En cuanto al los machos, 1a revisién
microscopica de las muestras de semen indicé actividad de los espermatozoides, el testiculo

apareci6 con color blanco cremoso con un IGS de 0.07.

5.3.1. Experimento 1. Evaluacion del 178 estradiol y el andlogo superactivo des-
Gly'- (D- Ala®) LHRH ethylamide para inducir el desove en ejemplares de
pejelagarto.

El peso de los ejemplares positivos a la VTG utilizados en este bioensayo, fue de
1,373.0 a 3,716.0 gr. con un valor promedio de 2,495.26 £ 289.22 gr. No se observaron

diferencias significativas entre los pesos promedio entre tratamientos (KW, P= 0.84) al

inicio de] experimento.
Considerando los resultados obtenidos sobre la aparicion de los individuos
“hembras™ (falsos-positivos ) en este experimento, solo se obtuvieron datos del desove de

dos hembras, presentandose por lo tanto solo la informacion descriptiva de los mismos y las

comparaciones con las réplicas obtenidas de estas hembras.

Respuesta a la Induccion.

El primer desove se presenté al siguiente dia de iniciado el tratamiento en la
hembra que fue inyectada con 35 ug/Kg Des-Gly'® LHRHe (3,081 gr), mientras que la
hembra del grupo control solo desovd cuando fue inyectada con 0.2 mI/Kg de Ovapnm
hasta ¢l dia 16 (3,634 gr.). Por otro lado, la hembra tratada con estradiol no presentoé signos
de conducta reproductiva, ni se observé la expulsién de huevos al oprimir al region
abdominal. El tiempo para iniciar el desove después de la inyeccion fue de 12 horas para
Des-Gly, mientras que para Ovaprim fue de 15 hrs, en el caso de esta tiltima se observaron

algunos efectos negativos asociados a la manipulacién manifestados con una disminucién

del apetito.

Calidad de Huevos y Larvas
El diametro promedio de los huevos (3.63 £ 0.02 mm) obtenidos de la hembra que

recibio el tratamiento Des-Gly fue superior (KS, P= 0.00) con, respecto a aquellos de la
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hembra inyectada con Ovapnm (3.42 £ 0.02 mm). Sin embargo, los de esta \iltima

presentaron mayor peso (KS, P= 0.00) con 33.2 + 0.83 mg comparados con los de Des-Gly
27.21+0.63 (Fig. 12ayb).
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Figura 12. Biometria de huevos de A. tropicus: (a) peso y (b) diAmetro de huevos
obtenidos del experimento 1.

En cuanto a la tasa de fertilizacion, los huevos provenientes de la hembra inyectada
con Des-Gly presentaron un valor superior con 97.5% (TC, P= 0.005) en comparacién con
los producidos por la hembra inyectada con Ovaprim con 83 % (Fig. 13a). No se
observaron diferencias significativas (TC, P=0.84) en las tasas de eclosion entre los huevos
obtenidos de la hembra inyectada con Des-Gly (94.4 %) y los de Ovaprim (93.30 %) (Fig
13b).

Las larvas recién eclosionadas obtenidas por la induccién con Ovaprim presentaron
una mayor longitud (KS, P= 0.00) con 8.55  0.09 mm respecto a las provenientes de la
induccion con Des-Gly (8.32 £ 0.07 mm), pero con menos peso 11.3 + 0.01 mg ( KS, P=
0.00) respecto a Des-Gly con 12.2 + (.22 mg.
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Figura 13. Tasas de Fertilizacion (a), Eclosion (b) y Supervivencia a la Primera
Ahmentacidn (¢) de A. tropicus durante el experimento 1.

Al inicio de la alimentacién las larvas de Des-Gly resultaron superiores tanto en
longitud (KS, P= 0.0]) como en peso (KS, P= 0.00) con 19.09 + 0.16 mm y 31.74 £ 0.47

mg, mientras que las de Ovaprim presentaron 18.84 £ 0.16 mm y 30.48 + 0.21 mg
respectivamente (Fig.14a y 14b).

Cultivo de Larvas.

Culminada la fase de cultivo larval, se observo que las larvas del tratamiento con
Des-Gly fueron de talla y peso inferiores (38.15 £ 0.27 mm y 222.7 £ 0.43 mg) (Prueba ¢,
P=0.00) a las provenientes de Ovaprim (35.54 + 0.42 mm y 157.74 £ 0.33 mg) (Fig. l4c y

14d). Sin embargo, un comportamiento opuesto se obtuvo en la supervivencia final, la cual
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fue superior (TC, P= 0.00) en el caso de Des-Gly con 99.3 £ 0.5 % contra Ovaprim con
85.62 +£2.61 % (Fig. 14e).
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Figura 14. Longitud total y peso de larvas de pejelagarto de primera alimentacién (a, b), al
final de la larvicultura (¢, d) y Supervivencia terminado el periodo de cultivo de 13 dias (e).
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5.3.2. Experimento 2. . Induccion al Desove de Pejelagarto mediante la inyeccion
de los Analogos Superactivos des-Gly'"- (D- Ala®) LHRH ethylamide y D-Ala’®-
LHRHa.

Los ejemplares empleados en este bioensayo presentaron un peso promedio de
1,072.2 + 3.87 gr. para el caso de las hembras; mientras que en el caso de Jos machos, el
peso promedio fue de 700.17 + 18.93 gr. No se observaron diferencias significativas en el
peso de las hembras de los diferentes tratamientos (KW, P=0./47 CT=833.0 + 143.75;
Des-Gly=1262.77 £ 252.98 y D-Ala= 813.3 + 11.92 gr.) (Fig. 152) ni en la concentracién
de vitelogenina de los mismos (KW, P=0.587, CT=2.36 £ 0.18; Des-Gly=2.51+ 021y
D-Ala=2.61 + 0.18 mg/ml), (Fig. 15b).

Respuesta a la Induccion.

Los tratamientos se aplicaron por la tarde del 2 de Agosto del 2001 y los desoves
iniciaron por la mafiana, presentandose entre las 14 y 18 horas posteriores a la inyeccion.
Los ejemplares que no desovaron correspondieron a una hembra del tratamiento con Des-
Gly y una con D-Ala. Las observaciones de las génadas después del sacrificio de estas
hembras indicaron en el caso de Des-Gly huevos de color verde con un ligero tono café y
muy fragiles al tacto; mientras que en el caso de la inyectada con D-Ala se observaron de
apariencia normal. En el caso de las hembras inyectadas posteriormente y pertenecientes al

grupo control, se obtuvo el desove de una de cada tratamiento aplicado (Des-Gly y D-Ala).

Calidad de Huevos y Larvas.

La evaluacion inicial mediante el analisis de varianza de una via indicé la existencia
de diferencias (P= 0.00) entre los tratamientos para las variables de diametro (D-Ala =2.90
1 0.03; Des-Gly 2.95 + 0.04 mm) y peso de los huevos{D-Ala = 13.88 + (.18; Des-Gly =
15.21 £ 0.76 mg) (Figs. 15c y 15d respectivamente). Sin embargo, dicha diferencia queda
ehiminada cuando en el analisis se emplea como cofactor el peso de la hembra (ANCOVA,

P= (.24 y 0.20 respectivamente), observandose que en ambos casos esta variacién se
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explica por el efecto del peso de la hembra (ANCOVA, P= 0.00 y 0.02) que afecta
significativamente el peso y diametro de los huevos producidos (r = 0.99y 0.85; P=0.00
y 0.01 respectivamente) (Fig. 16 ay b).

La tasa de fertilizacién (D-Ala = 99.0 £ 1; Des-Gly = 96.7 £ 2.4 %) (Fig. 15¢) y de
eclosién (D-Ala=84.15 + 3.85; Des-Gly = 82.83 £ 2.89 %) fueron similares para ambos
tratamientos (TC, P= 0.17 y 0.99 respectivamente) (Fig. 15f).

No se registraron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto a
talla de las larvas de primera alimentacién (ANOVA/ANCOVA, P=(0.134) con 18.64 +
0.09 y 18.42 + 0.09 mm para D-Ala y Des-Gly respectivamente (Fig. 17a). Por otro lado, en
cuanto al peso de las mismas (D-Ala 26.90 * 0.16 mg; Des-Gly 27.62 + 0.13; Fig. 17b), se
muestran diferencias (ANOVA, P= (.001), mismas que se eliminan cuando se emplea
como cofactor el peso de la hembra (ANCOVA, P= 0.68).

Transcurrida la larvicultura se observd que no existia diferencias en cuanto a la
longitud (D-Ala= 35.11 £ 0.20; Des-Gly = 35.16 + 0.24 mm; Fig. 17c) y peso (D-Ala =
168.10 £ 2.41; Des-Gly = 161.08 + 2.54 mg; Fig. 17d) de las larvas de ambos tratamientos
(ANCOVA, P=0.20 y 0.40 respectivamente}, ni en la supervivencia(TC P= 0.503), que fue
de 96.07 £ 0.92 y 93.59 £ 1.57 % respectivamente para D-Ala y Des-Gly (Fig. 17¢).
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Figura 15. Peso promedio (a) y concentracion de VTG (b) de hembras de pejelagarto
empleadas en el experimento # 2; diametro y peso de huevos (c y d) y tasas de fertilizacién
() y eclosion (f) de los mismos (CT: Control; Des-Gly y D-Ala = 35 pug/Kg)
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huevos producidos (b) (» = 0.85, P= 0.01).
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6. DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que es posible identificar el sexo de
gjemplares de pejelagarto, mediante una reaccién inmunolégica entre la VTG plasmatica
de A. tropicus y €l suero anti-VTG producido a partir de la proteina purificada. Las
pruebas cruzadas iniciales de Jos ejemplares de colecta silvestre y cultivados en
laboratorio fueron consistentes con la observacion directa y analisis histolégico de las
gonadas después de ser sacrificados. Aquellos que presentaron testiculos produjeron
reaccion negativa y aquellos con ovarios fueron positivos hacia el anticuerpo obtenido
para la VTG. Estas observaciones concuerdan con los reportes en Oryzias latipes
(Hamazaki et al., 1987); Oreochromis niloticus (Chan et al., 1991); Diodon holocanthus
(Fujita et al., 1998); Sardinops melanostictus (Matsubara et al., 1994);, Macrozoarces
americanus, Cyclopterus lumpus, Gadus marhua ( Yao y Crim, 1996); Mycteroperca
microlepis, Ephinephelus striatus y E. Guttatus (Heppell y Sullivan, 1999). En estas

especies la VTG es producida por las hembras durante la vitelogénesis estando ausente en

los machos.

Las pruebas de electroforesis y cromatografia indican que los machos de A.
tropicus tienen la capacidad de sintetizar una proteina inducida por la administracién de
17 B estradiol, la cual responde inmolégicamente con el suero anti-VTG, indicando la
posible presencia de VTG. Esta proteina fue inducida y aislada del plasma de machos
tratados con el esteroide como se ha realizado en otros teleosteos donde se ha observado
que dicho estrégeno actia sobre los hepatocitos desencadenado la sintesis de VTG
(Khoo, 1979; de Vlaming et al., 1980; Ng e Idler, 1983, Chan et al., 1991; Matsubara y
Sawano, 1995).

El hecho de que la induccion mediante estradiol en los machos de A. tropicus
haya provocado la sintesis de VTG puede ser demostrada de diversas maneras. El
suministro de estradiol a ejemplares machos de A. tropicus provoco un incremento de un

36% en ¢l contenido total de proteinas del plasma comparado con el grupo de ejemplares
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control. Un efecto similar se ha observado en machos de Salmo gairdneri (Flett y
Leatherland, 1989) y Dicentrarchus labrax (Maiiands et al., 1994), donde se ha
demostrado que la sintesis de VTG inducida por inyecciones de estradiol provoca el
aumento del contenido total de proteinas del plasma de los ejemplares. Una gran
proporcion de estas proteinas de los machos de A. tropicus tratados fueron precipitables,
por ser ricas en fosforo. En contraste, esto no fue observado en el plasma de los
ejemplares control, siendo consistente con lo mencionado por Wiley et al., (1979); de
Vlaming et al., (1980); Komatsu et al., (1996) quienes indican que debido al alto
contenido de fésforo de 1a VTG, es posible separarla de las proteinas plasmaticas por

precipitacion con EDTA-MgCl,.

La SDS-PAGE de plasma de pejelagartos machos inyectados con estradiol
presenta una banda proteica distintiva correspondiente a 177 kDa que no se observa en
los ejemplares que no lo recibieron. Esta banda corresponde a una posicién relativa
idéntica a la producida en el plasma de hembras de 4. tropicus en estadios de madurez
gonadica avanzados, lo cual coadyuva a garantizar que la proteina inducida por el
esteroide suministrado es la VTG. Esto coincide con las observaciones de otros autores
quienes sefialan que al ser inducida la VTG en machos inyectados con estradiol, presenta
un peso molecular equivalente al de la VTG que se produce en las hembras de forma
natural mediante el proceso de maduracion de gonadica (Waagboe y Sandnes, 1988;
Carnevali y Belvedere, 1991; Mafiands et al., 1994a, Matsubara et al., 1994; Takemura y
Teruya, 1997). El peso molecular de la VTG de pejelagarto calculado mediante SDS-
PAGE es cercano al peso de la proteina mayoritaria inducida por estradiol identificada
como vitelogenina en otras especies y calculado mediante esta misma técnica. En
Plectropomus leopardus se ha identificado con 180 kDa (Takemura y Teruya, 1997);
igualmente en Dicentrarchus labrax de 180 kDa (Mafianés et al., 1994b); en Verasper
moseri entre 160 -180 kDa (Matsubara et al., 1999); mientras que en Mycteroperca
microlepis de 183 kDa (Heppell y Sullivan, 1999). En estos estudios también se sefiala
que ¢l peso molecular generalmente es mucho mayor al obtenido debido a que el SDS-

PAGE provoca la disociacién de la VTG en subunidades de menor peso molecular (Chan
et al., 1991).
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Las mismas caracteristicas del SDS-PAGE de la proteina inducida por estradiol en
machos de pejelagarto se presentan en el plasma de las hembras al inicio y durante la
temporada de desove natural, lo cual coincide con los resultados observados en
Carassius auratus (de Vlaming et al., 1980), Salmo trutta fario y S. salar (Bail y Breton,
1981), Acipenser transmontanus (Linares-Casenave, 1993) y en Sardinops
melanostictus (Matsubara ef al., 1995) donde la deteccidén de VTG en plasma coincide

con el proceso de vitelogénesis que permite la acumulacién de reservas en los ovocitos.

El plasma de ejemplares machos inyectados con estradiol y hembras maduras
presenta una fuerte reaccion antigénica en presencia del suero con anti-VTG, de la
misma forma que los extractos de huevo de pejelagarto {Datos no mostrados). Esto
indica que los anticuerpos producidos reconocen un producto o productos equivalentes de
la VTG del plasma que se acumula en los ovocitos en desarrollo. Una respuesta similar
ha sido observada en la sardina japonesa Sardinops melanostictus, donde los anticuerpos
obtenidos a partir de la VTG purificada de ejemplares macho inyectados con estradiol
producen reaccion antigénica en presencia del plasma de los ejemplares inyectados con
estradiol, de hembras maduras y homogenizados de huevo, siendo negativa cuando se
emplea plasma de hembras inmaduras y de machos control (Matsubara ef al., 1994). Esto
indica que la proteina inducida por €l estradiol y aislada del plasma en A. tropicus
presenta propiedades antigénicas similares a la proteina mayoritaria de los ovocitos,
siendo por lo tanto esta dltima un derivado de la VTG plasmaética. Esto ha sido reportado
igualmente en ¢l caso de Oncorhynchus mykiss (Tyler, 1993); Sardinops melanostictus
(Matsubara et al,, 1994); Dicentrarchus labrax (Mafiands et al., 1994b); Plectropomus
leopardus (Takemura y Teruya, 1997) y Verasper moseri (Matsubara y Koya, 1997).

Para la identificacién de los sexos de aquellas especies que no presentan
dimorfismo sexual se han propuesto varios métodos. Algunos de éstos métodos estan
relacionados con la extraccién de muestras de gametos, lo que también penmite obtener
informacion sobre el estado de madurez gonadal (Alvarez-Lajonchere ef al., 2001). Para

la extraccion de gametos generalmente se emplea canulacién, puncién ovérica o cirugia
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(Rodriguez, 1992; Lajonchere et al., 2001). Estas técnicas pueden ser muy efectivas para
la evaluacién dependiendo de las condiciones anatomicas de cada especie. Sin embargo,
también pueden ser traumaticas para el organismo, provocando estrés que se puede
manifestar con consecuencias desfavorables en el desempefio reproductivo y la
produccién de gametos (Contreras ef al., 1998; Schreck et al., 2001) o ser una via posible
de infecciones y enfermedades (Tucker, 1994). Debido a la dificultad de identificacién
del sexo en los lepisosteidos se han propuesto métodos como el reportado por Ferrara e
Irwin (2001) basado en la revision del mimero de conductos gonadicos; sin embargo, este

procedimiento requiere el sacrificio de los ejemplares.

El inico método ensayado hasta el momento en pejelagarto ha sido la canulacién,
sin embargo no se han logrado obtener muestras de gametos femeninos con facilidad
debido a que existe un estrechamiento del oviducto que dificulta el paso de la canula y
provoca dafios en este tejido, habiendo acceso aparentemente solo al momento de la
ovulacién (Paramo, com. pers. 2001), condicién conocida como condrictina o gimnoaria
(Rodriguez, 1992), que se ha documentado en peces del género Epinephelus (Tucker
1994). Esta situacion ha impedido realizar una evaluacién adecuada previa a esta etapa y

en consecuencia la dificultad de la identificacién del sexo en pejelagartos.

La VTG detectada en plasma de hembras en laboratorio al inicio de la temporada
de desove mediante el anticuerpo, fue evidenciada por el SDS-PAGE de las mismas. Este
método para identificar el sexo, esta relacionado con la evaluacion de uno de los
componentes distintivos del plasma que incrementan su concentracién o aparecen en
circulacion en las hembras de peces durante la temporada reproductiva y que
generalmente estan correlacionados con el estado de madurez de la génada. Para el
analisis de dichos componentes no se requiere emplear los métodos invasivos que se han
descrito con anterioridad lo cual puede ser menos traumatico para A. fropicus. Dentro de
estos componentes se pueden mencionar ademas de la concentracion de VTG (Le Bail y
Breton, 1981; Maifianés et al., 1994a; Matsubara et al., 1994, 1995; Takemura y Oka,
1998; Fujita et al., 1998; Heppell y Sullivan, 1999); la de esteroides (Chiba ez al., 1994;
Matsubara et al., 1995; Taranger ef al., 1998); Calcio (Nagler ef al., 1987, Linares-
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Casenave, 1990; Doroshov, et al., 1997; Bjomsson et al., 1998); Fosforo ligado a
proteinas alcali-labiles o ALPP (Craik y Hervey, 1984; Nagler ez al., 1987); Proteinas
especificas de] suero de hembras o FSSPs (Takemura ef al., 1991; Fujita et al., 1998) o
proteinas del moco (Chang et al., 1996).

La aparicion de los ejemplares falsos-positivos (machos con reaccion del plasma
en presencia de anti-VTG) condujo a la revision y repeticion de las pruebas cruzadas. Sin
embargo, la revision de las gonadas constaté la presencia de testiculos en algunos
¢jemplares que reaccionaron positivamente al suero anti-VTG. La presencia de falsos
positivos result6 inusual debido a que fueron pocos ejemplares los que presentaron esta
condicién comparados con el nimero de machos que respondieron como negativos a la
prueba. Las posibles causas de este resultado pueden abordarse desde varios puntos de -
vista. Una primera opcién es que los anticuerpos obtenidos reconozcan alguna proteina
plasmatica que no haya sido completamente separada durante ¢l proceso de purificacion.
De ser el caso de nuestro muestreo, se esperaria que todos los ejemplares resultaran falsos
positivos. También es posible que la proteina inducida con estradiol en machos no sea
VTG; sin embargo, los argumentos previos apoyan el planteamiento de que
efectivamente corresponde a VTG. Otras proteinas que son inducidas por la
administracién de estradiol son la proteina de la envoltura vitelina (VEP) y la proteina de
la zona radiada (PEII). Estas proteinas de forma normal no se encuentran presentes en
machos y aparecen durante la maduracion gonadica de las hembras junto con la VTG

(Matsubara et al., 1994; Fujita et al., 1998; Shimizu et al., 2000).

En otro contexto, los ejemplares machos detectados como falsos-positivos
pudieron estar bajo la influencia de algun compuesto estrogénico o con accion similar
presente probablemente en el alimento balanceado (Pellisero et al., 1989; Pellisero y
Sumpter, 1991) o en el ambiente, con la consecuente aparicién de VIG (Sumpter, 1999;
Fent et al., 1999; Hylland, 1999) inclusive en los machos (Fitzpatrick et al., 1999; Scott
et al., 1999; Flammarion et al., 2000). Sin embargo estas causas no se pueden

considerarse con certeza en este estudio ya que no existe evidencia al respecto.
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Existe la posibilidad de que algunos machos de A. tropicus bajo condiciones
normales produzcan VTG ya que en otras especies de peces se han detectado machos
produciendo vitelogenina aun sin haber sido tratados con estrégenos. En el caso de
Acanthopagrus schlegeli se observo que el plasma de estos individuos puede reaccionar
positivamente a anticuerpos anti-VTG de 1a misma especie (Chang et al., 1996). En este
mismo estudio también se observé que generalmente en los machos los niveles de VTG
son inferiores a 0.6 mg/ml. Esto cotncide con Patifio (com. pers., 2001); quien indica que
en algunas especies es posible observar de forma normal niveles de VTG en machos,

inclusive similares a los producidos por las hembras maduras.

La posibilidad de identificacién del sexo de 4. tropicus implica necesariamente la
cuantificacién de los niveles en aquellos ejemplares de edad reproductiva positivos a
VTG. Al ser una proteina relacionada con la maduracién del ovocito no se encuentra
presente en ejemplares inmaduros (Heppell y Sulivan, 1999). Los valores empleados para
la identificacion de sexos en el primer ensayo pueden ser utiles considerando que fueron
efectivos para reconocerlo y planificar los desoves. La induccion inicial con las hembras
que presentaron niveles superiores a 3.0 mg/ml de VTG permitio constatar que estaban
maduras. Por otro lado, 1as hembras que presentaron en la misma fecha niveles superiores
a 1.4 mg/ml al desovar posteriormente; indican que aparentemente estas se encontraban
en el proceso de vitelogénesis pudiendo alcanzar niveles superiores con el avance de la
temporada. Estos resuitados concuerdan con los resultados de Tyler et al., (1990) en
Oncorhynchus mykiss. En esta especie se ha observado que el incremento en las
concentraciones plasmaticas de VTG esté fuertemente asociado a un incremento en el
peso y tamaiio de los ovocitos durante la vitelogénesis, siendo la concentracion de VTG
de 1.5 mg/ml] al inicio de la misma y liegando hasta 25 mg/ml a la ovulacion. Resultados
similares han sido observados por Heppell y Sullivan, (1999) en Mycteroperca microlepis
donde la VTG no pudo ser detectada en hembras con ovocitos en estadios de crecimiento
inicial. La proteina aparece cuando los ovocitos inician su incremento en peso y
manifesta su valor maximo de ~3 mg/ml en hembras en vitelogénesis tardia, fase de

maduracion final y ovulacion. Asimismo en el caso de Sardinops melanostictus los
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niveles de VTG al inicio de la vitelogénesis son de 0.56 mg/ml, incrementandose

sustancialmente hasta 1.45 mg/ml en la vitelogénesis tardia (Matsubara et al., 1995).

En caso de observarse falsos positivos en organismos silvestres y debido a que no
se conoce la fluctuacion de los niveles de VTG de los machos de pejelagarto durante la
temporada reproductiva (especialmente a su inicio), algunos de estos organismos podrian
ser catalogados erroneamente como hembras. De la misma manera, las hembras que
inician tarde la vitelogénesis pueden ser erréneamente identificadas como machos debido
a niveles bajos de VTG. Es posible que la presencia de VTG en machos ocurra con un
niimero reducido de ejemplares, siendo necesario cuantificarla para la identificacién de
los sexos. En ¢l caso de las hembras se requenra de revisidn histolégica para conocer el
estadio de madurez asociado a un nivel de VTG, de tal forma que se obtenga el
comportamiento tipico de la especie durante el ciclo reproductivo. Esta informacién sera
conveniente porque permitird conocer las proporciones sexuales de ejemplares adultos de
pejelagarto y el estadio de madurez gonddica tanto de ejemplares en cautiverio como
silvestres. También podria estimarse la proporcién sexual de organismos colectados por
las pesquerias considerando que la VTG también se puede cuantificar en extractos de

musculo (Heppell y Sullivan, 2000) y moco (Chang et al.,1996).

Debido a que el nivel mas bajo de vitelogenina detectado en los organismos en los
que la induccién hormonal para el desove fue efectiva fue de 2.36 mg/ml, proponemos
que los valores superiores a 3.0 mg/ml podrian emplearse como indicadores para
garantizar el éxito de las inducciones en esta especie. Probablemente esta concentracion
de VTG se encuentre cercana al valor maximo que se presenta en pejelagarto cuando
culmina la vitelogénesis, indicando que los ovocitos estan listos para ser ovulados. Un
comportamiento similar se ha observado en Dicentrarchus labrax en el cual se alcanza un
nivel maximo de VTG dos meses antes del desove (3 mg/ml), manteniéndose constante
durante y algunos dias después del desove para posteriormente decaer (Maiiands et al.,
1994a; Asturiano et al., 2000). En Ictalurus punctatus se ha observado también un
incremento durante la maduracion de los ovocitos, alcanzando hasta 30.21 mg/m). Este

valor disminuye considerablemente justo después del desove alcanzando valores



promedio de 3.79 mg/ml (Pacol et al., 1990). Estos resultados son consistentes con datos
obtenidos en otros peces teleosteos (Tyler et al., 1990; Heppell y Sullivan, 1999).

La cuantificacién en A. tropicus de los niveles de VTG puede llegar a ser un
indicador adecuado del estado de madurez de la génada, su susceptibilidad a la induccién
del desove y la culminacion de la temporada reproductiva. Estos valores han sido
empleados con éxito en otras especies de peces (Matsubara et al., 1994; Thomas et al.,
1994; Takemura y Teruya, 1997; Fujita et al., 1998; Heppell y Sullivan, 1999). Estos
autores también sugieren que se requiere conocer ¢l estadio de madurez gonadica

asociado a la concentracion de la proteina para que las inducciones sean més efectivas

La técnmica SRID empleada en pejelagarto para medir la concentracién plasmatica
de VTG fue efectiva en un rango amplio de concentraciones. Esta misma técnica se ha
empleado exitosamente como un medio para la cuantificacion de’las proteinas asociadas a
la vitelogénesis (Chiba et al., 1994; Matsubara y Sawano, 1995; Matsubara y Koya,

1997; Fujita et al., 1998), siendo efectiva a concentraciones bajas (Shimizu er al., 2000).

Los resultados de la induccién sefialan que las hormonas anélogas de factores
liberadores de gonadotropinas des-Gly'%-(D-Ala%)LHRH etilamnida, D-Ala’-LHRHa y
Ovaprim pueden ser empleados como agentes inductores del desove en A. tropicus. La
carencia de desoves en los organismos de los grupos control valida ampliamente estos
resultados. La accion de estos compuestos en A. tropicus es probablemente similar a la
que se presenta en Cynoscion xanthulus caracterizada por la maduracién final ovocitaria
(FOM) y desove (Thomas et al., 1994). La efectividad de estos andlogos de GnRH ha
sido demostrada en varias especies ya que una sola dosis de 100 pg/kg de LHRH ha
permitido obtener hasta un 92% de eficiencia en la ovulacion en Micropogonias
undulatus (Gwo et al., 1993). Estos resultados coinciden con los obtenidos por Brzuska y
Adamek (1999) en Silurus glanis quienes obtuvieron una eficiencia de ovulacién del
100% al administrar 20 pg/kg de des-Gly'’ combinada con 10mg/kg de pimozido y del
80% con Ovaprim (0.33 mL/kg). Una ventaja adicional es que generalmente solo se

requiere una dosis con respecto a otros métodos como la hipofisacion o el uso de la
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gonadotropina coriénica humana (hCG), 1a cual ademais a través de su uso repetido
provoca resistencia antigénica. Estos métodos, generalmente requieren mas de una
inyeccion (Drori et al., 1994; Kucharczyk et al., 1997;) incrementando el manejo de
ejemplares y el esfuerzo cuando son grupos numerosos de reproductores; o bien, solo son

efectivos cuando los avocitos han iniciado FOM (Weber et al., 2000).

El tiempo mas corto de respuesta a los estimuladores del desove se observé en los
analogos (des-Glyw y D-Ala%. Esto coincide con Alok et al. (1993) quienes observaron
una eficiencia del 100% en desoves con un tiempo de 14 a 18 horas en Heteropneustes
fossilis al suministrar sGnRH. Resultados similares fueron obtenidos por Brzuska (2000)
quien empled una mezcla de kobarelina (des Gly'® -D-Ala®- GnRH Etilamida) y
metoclopramida (20 pug y 10 mg/kg respectivamente) en Cyprinus carpio. En este caso
obtuvo la ovulacién entre 16 y 19 horas comparado con el suministro de Pituitaria de
Carpa (PC) que demoro 12 horas después de la segunda inyeccién (24 horas en total). Las
variaciones en la respuesta al desove en A. tropicus probablemente estén tambien
relacionadas con el estadio de madurez final del ovocito. Este proceso es acelerado por
efecto de las gonadotropinas (Nagahama y Yamashita, 1989; Nagahama, 1990; Patifio y
Thomas, 1990; Yaron, 1995) que son liberadas bajo accion de los de GnRH endégenos y
analogos sintéticos (Aida, 1983; Yaron, 1995). Estos resultados se han observado en
Cyprinus carpio, Morone chrysops y en Stizosteidon vitreum especies en las que estos
analogos promueven la ruptura de la vesicula germinativa (GVBD) indicando que el
ovocito esta proximo a ser ovulado (Drori et al., 1994; Mylonas et al., 1997; Malison et
al., 1998). Los resultados de los experimentos 1 y 2 de este estudio, asi como los desoves
exitosos fuera de la temporada normal de los ¢jemplares de laboratorio (agosto) son
consistentes con respecto a que las hembras de pejelagarto probablemente mantengan los
ovocitos listos para ser desovados por un tiempo amplio, en espera de las condiciones que
propicien la FOM. En este sentido, Asturiano et al. (2000) han observado resultados
similares en Dicentrarchus labrax. En esta especie la FOM se puede presentar en un
rango amplio de tiempo cuando la vitelogénesis ha culminado. De la misma manera,
dicha respuesta individual puede depender de factores externos o internos que controlan

la secrecién de hormonas a nivel del eje reproductivo neuroendocrino como se ha
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observado en Acipenser transmontanus (Doroshov et al., 1997) desencadenéndola bajo
condiciones adecuadas o inhibiéndola por el estrés causado por la manipulacién
(Bjomsson et al., 1998).

Considerando lo anterior, la temporada de desoves de A. tropicus en laboratorio
pudo ampliarse de dos semanas en agosto a casi cuatro meses (julio-octubre) mediante el
uso conjunto de niveles de VTG y de las inyecciones de los an4logos. Esto permitié
obtener crias de buena calidad con alta supervivencia durante fases de la temporada
reproductiva en las que no ocurre el desove de forma natural (especialmente al inicio y
final), seglin nuestra experiencia con la especie. Respuestas similares se han descrito en
otras especies de peces. En Ictalurus punctatus la utilizacion de LHRH y pimozido
permiten mejorar la calidad de los desoves cuando se aplican a inicios de la temporada
reproductiva. (Silverstein, ef al., 1999). Por otro lado, en el caso de Stizosteidon vitreum
el desove se puede obtener 10 semanas antes de la temporada normal con la
administracién de des-Gly'® y hGC mediante inyeccién; obteniéndose huevos y larvas
con calidad equivalente a las de la temporada normal (Malison et al., 1998). De igual
forma, la administracién de implantes con los analogos de GnRH puede ser una
alternativa para acelerar la maduracion y obtener ¢l desove como lo han reportado
Mugnier et al. (2000) en Scophthalmus maximus; Alok et al. (1994) en Heteropneustes
fossilis quienes lograron la madurez de las hembras 4 meses antes de la temporada con
tasas de eclosion entre 60-70%. Con este mismo método, Crim y Glebe (1984)

obtuvieron un 30% de desoves 45 dias antes de la temporada normal en Salmo salar.

Las tasas de fertilizacién de los dos experimentos de este estudio en donde fueron
suministrados los analogos fueron altas. Esto sugiere que los niveles de vitelogenina
empleados como indicador son adecuados para seleccionar a las hembras susceptibles a la
induccién del desove, produciendo tasas de fertilizacién > 96 %. Resultados similares se
han obtenido en Cynoscion xanthulus donde inyecciones de LHRH y pimozide han
permitido valores de fertilizacion de hasta 84.4%, mientras que en los controles solo se
obtuvo el 1.2% (Thomas et al., 1994). De igual manera, Alok et al., (1993) demostraron

que la tasa de eclosién de huevos producidos por inyeccion de analogo de GnRH de
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salmén fue normal (50%) en Heteropneustes fossilis, mientras que en el grupo control no

se observaron desoves.

No obstante, la aplicacién de estimuladores de desove no siempre produce
resultados satisfactorios, asi por ejemplo, Silverstein ez al, (1999) observaron que la tasa
de fertilizacion en Ictalurus punctatus fue ligeramente mayor cuando al aplicar LHRH,
comparada con el control, aunque estadisticamente no hubo diferencias significativas. Por
otro lado Ako et al., (1994) encontraron que en Chanos chanos la induccién con el
analogo des-Gly'® (D-Ala%) LHRHe produjo una respuesta contraria; las tasas de eclosién
de 37.3% fueron inferiores a las de los desoves naturales (> 91%); de igual manera que
en el caso de Salmo trutta donde el acelerar el desove administrando analogos redujo
substancialmente la tasa de fertilizacion debido probablemente a que los ovocitos fueron

ovulados sin completar la FOM (Mylonas et al., 1992).

Las observaciones de las muestras de semen obtenidas del testiculo indicaron que
los machos de pejelagarto estaban listos para el desove desde inicios de la temporada,
manteniéndose maduros a lo largo de ella y estando aptos para fertilizar huevos ain
después de las fechas en las que tipicamente se observan eventos reproductivos. Ain
cuando no fueron inyectados, resultaron fértiles y activos durante el desove. Esto
coincide con los datos reportados por Tucker et al. (1991) para Epinephelus striatus y
Holland et al. (1996) para Morone saxatilis. En estas especies se observé que los machos
son fértiles desde inicios de la temporada reproductiva, siendo la madurez de las hembras
la que condiciona el desove. Un comportamiento inverso fue observado por Mayes et al.,
(1993) en Micropterus salmoides floridanus en donde los desoves inducidos no fueron
viables cuando solo se inyect6 a las hembras con GnRH y hCG debido a que los machos

aparentemente no culminaron la espermiacion.
El bajo nivel de fertilizacién observado en la hembra tratada con Ovaprim puede

estar asociado a consecuencias de la manipulacién excesiva durante la aplicacion de las

diversas inyecciones de aceite previas, ya que este organismo pertenecia al grupo control
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del primer experimento. Esto también se reflejé en la tasa de supervivencia de las crias

obtenidas en este desove a la primera alimentacién y durante el cultivo larval.

El anilisis de covarianza de los resuitados de tamafio y peso de los huevos y
larvas indican, que no existen diferencias significativas en los tratamientos del
experimento 2 cuando se emplea como co-factor el peso de la hembra, existiendo una
fuerte asociacion entre ambas variables. Esto fue confirmado en el analisis de regresion
lineal simple. En el caso del experimento 1, probablemente se comporte de la misma
manera aunque el analisis no se realizé debido al reducido numero de observaciones.
Tamaru et al. (1988) han encontrado resultados coincidentes en Chanos chanos al no
observar diferencias en el didmetro de los huevos por efectos de la hormona LHRHa
utilizando dosis de 1 a 65 pug/kg. Segun se ha observado en algunas especies el peso de la
hembra depende de la edad, alimentacion y tasa de crecimiento especifica de cada

individuo (Tucker, 1994; Doroshov et al., 1997; Tan-Fermin et al., 1997).

Es posible que todos aquellos factores que afectan a las hembras de pejelagarto
durante la maduracién gonédica produzcan un efecto directo sobre los huevos y la calidad
de las larvas producidas. Este comportamiento se ha observado en larvas de Perca
Sflavescens producidas por hembras sometidas a diferentes tratamientos de temperatura y
fotoperiodo durante la maduracién gonadal (Ciereszko et al., 1997). En Dicentrarchus
labrax, el suministro de dietas comerciales durante el proceso de maduracién produce

niveles inferiores de VTG, comparado con dietas naturales. Esto se refleja en una tasa de

eclosion y viabilidad de huevos muy baja (Navas et al., 1998).

La calidad de las larvas obtenidas después del periodo de larvicultura indican que
la induccidn temprana al desove apoyada en los niveles de VTG puede ser una
herramienta adecuada para eficientizar la produccién de postlarvas de A. tropicus. Los
desoves se pueden distribuir a lo largo de la temporada reproductiva y facilitar el manejo
durante las etapas tempranas ?le crianza. Esto permitiré la optimizacién de las

instalaciones de produccion de larvas de pejelagarto.
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7. CONCLUSIONES

Es posible realizar la identificacion del sexo de ejemplares adultos de Atractosteus

tropicus mediante la deteccion y cuantificacion de la Vitelogenina plasmatica, empleando

suero anti-VTG producido a partir de la proteina purificada.

El suero anti-VTG reacciona positivamente en presencia de plasma de machos
tratados con estradiol, hembras maduras y extractos de huevo de pejelagarto, lo cual

confirma que la proteina purificada es VTG de A. tropicus.

La identificacion del sexo de esta especie empleando los niveles de VTG, evita el
uso de métodos invasivos; estos mismos niveles pueden ser un indicador efectivo del

estado de madurez gonadica y susceptibilidad al desove.

Los analogos superactivos de los factores liberadores de gonadotropinas (des-
Gly’ O (D- Ala®) LHRH ethylamide y D-Ala® -LHRHa) y Ovaprim, pueden ser empleados

como agentes inductores del desove en A. tropicus, permitiendo obtener larvas de calidad
adecuada.

El empleo conjunto de los niveles de VTG y de los agentes inductores

mencionados, permite programar los desoves durante la temporada, de dos semanas a
cuatro meses.
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