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RESUMEN 

El catán {Atractosteus spatulá) es la especie dulceacuícola de mayor tamaño que 

habita en las aguas continentales de México, posee un valor económico, científico y 

faunístico particular. Actualmente esta especie tiende a desaparecer, debido al gran impacto 

comercial que han venido sufriendo las poblaciones, despertando por el interés como 

producto alimenticio, así como de la pesca deportiva. Esto implica necesariamente abordar 

un problema desde el punto de vista científico, social y económico, cuya solución requiere 

de una base teórica que sirva como punto de partida en la elaboración de medidas eficaces 

para su conservación y aprovechamiento. Hasta el momento, no se ha ejercido control 

alguno sobre su reproducción lo que ha originado que su temporada de reproducción y 

desove se restrinja a solo una semana del año, lo cual ha venido evidentemente limitando la 

producción de crías necesarias para restaurar los niveles poblacionales de la especie. La 

solución inmediata radica en el desarrollo de técnicas dirigidas hacia el control de la 

reproducción en cautiverio, como una medida para incrementar las poblaciones de juveniles 

y de esta manera recuperar las poblaciones amenazadas. El objetivo central de este estudio 

es el aislamiento y purificación de una molécula exclusivamente femenina, tal como la 

lipovitelina ovárica (VTL) para el posterior establecimiento de un inmunoensayo que será 

empleado para cuantificar los niveles de esta molécula. Esto se logró mediante un protocolo 

inicial consistente en una precipitación con una solución de EDTA-MgCb, seguida de una 

cromatografía de filtración molecular utilizando como soporte Sephacryl-300-HR, y 

posteriormente separando las moléculas mediante cromatografía de intercambio de iones 

con DEAE-Sephacel. Para verificar que las fracciones proteicas obtenidas correspondían a 

las moléculas buscadas, se llevaron a cabo pruebas cruzadas, utilizando anticuerpos anti-

Vitelogenina de Atractosteus tropicus. Estos resultados permitieron realizar el sexado de 39 

organismos adultos, de los cuales 25 resultaron machos y 14 hembras. La purificación y 

caracterización de la VTL se confirmó mediante el peso molecular determinado por 

cromatografía de filtración en gel (315,500 Da) y SDS-PAGE (316.85 Da). Igualmente, se 

corroboró la autenticidad de esta molécula en base a sus grupos prostéticos (carbohidratos 

y lípidos). De este estudio se deriva la importancia de la lipovitelina ovárica de A. spatula 

como marcador bioquímico para estimar el grado de madurez sexual, así como el sexo de 

ejemplares adultos. 



INTRODUCCIÓN 

El catán (.Atractosteus spatula), es un pez nativo de Norteamérica que se encuentra 

distribuido tanto en los Estados Unidos como en México. En nuestro país, se localiza en los 

estados de San Luis Potosí, Veracruz y Tamaulipas (Morales, 1987) y su distribución se 

extiende hacia el Norte, a todo lo largo de la costa del Golfo de México hasta Florida, 

igualmente se le encuentra en el Valle del Mississippí y en las partes bajas de los ríos Ohio 

y Missouri. También, se ha reportado su eventual presencia en Sudamérica, particularmente 

en Nicaragua y en el Noroeste de Costa Rica (Mendoza, et ai, 2000a). 

Esta especie ha sido a menudo asignada al género Lepisosteus, que constituyen un 

grupo de peces muy particular, ya que la prevalencia de varias de sus características 

primitivas los separa del resto de los teleósteos (Mendoza, et al., 2000b). Estos organismos 

poseen un gran valor científico puesto que son sobrevivientes de un grupo ancestral que 

floreció durante el Triásico, antes que la mayoría de los peces modernos y tienen un valor 

faunístico especial no solo por tratarse de una especie endémica, si no por la situación 

actual de sus poblaciones que tienden a desaparecer. A. spatula ocupa el último eslabón de 

la cadena alimenticia, siendo una especie ictiófaga, y alcanza el mayor tamaño dentro de 

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

Esta especie habita en cuerpos de agua dulce como ríos, arroyos, presas y lagunas, 

preferentemente donde existe abundante vegetación acuática sumergida. Pueden tolerar 

aguas con nubes planctónicas y turbidez moderada o temporal. Es resistente a la salinidad y 

no es raro encontrarlo en aguas salobres e inclusive saladas. En verano es frecuente 

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

El catán tiene una importancia considerable como alimento en la zona noreste de 

México, por la calidad de su carne, por su tamaño y facilidad para ser fileteado. Igualmente, 

es apreciado a nivel artesanal, ya que los indígenas del norte y Centroamérica han venido 

utilizando las escamas y los huesos para construir instrumentos rituales y ornamentales, así 

como artículos de joyería. 

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

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



naturales se han visto afectadas al no existir normas que regulen su captura, lo cual se ha 

traducido en una drástica disminución de sus poblaciones. A esto se pueden añadir, las 

evidentes alteraciones que han venido sufriendo los ecosistemas acuáticos en que habitan, 

producto de la contaminación, la reducción de los volúmenes de agua, al ser esta desviada 

hacia las ciudades por la construcción de presas y canales, representando factores que de 

manera definitiva afectan las poblaciones del catán. Lo anterior se ha visto claramente 

reflejado en los registros estadísticos de pesca de la década pasada en el Estado de 

Tamaulipas. Así, mientras que en 1988 se capturaban 13.2 toneladas, este volumen se 

redujo a 5.7 toneladas en 1990 y para 1997 solo se lograron obtener 1.1 toneladas 

(estadística pesquera CRIP-Tampico). 

A nivel nacional únicamente se cuenta con 40 adultos mantenidos en cautiverio en 

el Centro Acuícola Tancol de la SAGARPA, en las inmediaciones de Tampico, 

Tamaulipas. Estos organismos se reproducen y desovan de manera natural solo durante una 

semana en el año, lo que limita enormemente la producción de crías necesarias para 

restaurar los niveles poblacionales de la especie. Considerando la impórtame reducción del 

número de individuos en el ambiente natural, resulta imperativo el desarrollo de técnicas 

dirigidas hacia el control de la reproducción en cautiverio, como una medida inmediata para 

incrementar la disponibilidad de larvas y de esta manera recuperar las poblaciones 

amenazadas. Hasta el momento, este problema ha sido abordado esencialmente por la vía 

de la zootecnia, restringiéndose a la definición de condiciones ambientales y no se ha 

ejercido ningún otro tipo de control sobre su reproducción. 

Para inducir la vitelogénesis y la maduración ovocitaria normalmente se recurre a 

dos tipos de estímulos: medioambientales y hormonales. La vía medioambiental permite la 

obtención de crías de mayor calidad, una mínima manipulación de los progenitores, bajas 

mortalidades y la independencia de inductores químicos (Bejerano et al., 1997). Sin 

embargo, se requiere de una infraestructura especial y a menudo costosa para regular la luz 

diaria y la temperatura, así como de una alimentación particular. En el otro extremo, la 

inducción por medio de la manipulación hormonal ofrece múltiples ventajas, dentro de las 

cuales destacan la posibilidad de extender el ciclo reproductivo más allá de la temporada 

natural de reproducción, lo que repercute invariablemente en la producción de crías y la 



flexibilidad en la programación de la producción de larvas sin necesidad de emprender 

modificaciones ambientales onerosas. 

Por otra parte, el control de la reproducción en el caso de los lepisosteidos se 

complica ya que la evaluación de las inducciones hormonales resulta difícilmente realizable 

de la manera en que se lleva a cabo en otros peces, por canulación. En efecto, estos 

animales presentan una condición ginoaría, por lo cual no es posible obtener muestras de 

ovocitos directamente para evaluar su etapa de maduración. 

Otro aspecto esencial dentro de la estrategia de manejo reproductivo de las especies 

es la constitución adecuada de lotes de reproductores, para lo cual resulta indispensable el 

sexado precoz de los animales. En el caso de los lepisosteidos esto solo es posible después 

de varios años y únicamente en algunas especies en las que se presenta dimorfismo en 

ciertas estructuras. De aquí, que se hayan propuesto como alternativa modelos alométricos 

para diferenciarlos (Chavez Lomelí, 1989). En el mismo sentido, recientemente se han 

implementado métodos basados en la diferenciación de Jos gonoductos de hembras y 

machos, los cuales a pesar de resultar eficaces implican el sacrificio de los animales 

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

Considerando este contexto, una alternativa práctica para facilitar el sexado de los 

organismos y estimar su grado de madurez, como respuesta a las inducciones hormonales, 

se encuentra en el aislamiento y purificación de la Lipovitelina ovárica, así como en la 

implementación de un inmunoensayo para cuantificar los niveles de éstas moléculas. Esta 

aproximación significa no solo contar con un índice bioquímico confiable, rápido y no 

invasivo (no hay necesidad de recurrir al sacrificio de los ejemplares) para estimar el grado 

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



ANTECEDENTES 

1. OVOGÉNESIS 

1.1. Estructura del ovario 

La complejidad estructural y funcional de la gónada femenina puede variar desde un 

simple saco a un órgano complejo que produce ovocitos y almacena esperma, para la 

posterior fertilización de los óvulos (Verreth, et ai, 1987; Zanuy y Carrillo, 1987), e 

incluso para la alimentación y desarrollo del embrión como en el caso de las células 

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

Los ovarios de los peces poseen un epitelio germinal que se origina a partir de 

repliegues peritoneales, dando lugar a los folículos ováricos (Benítez, 1992). Por debajo del 

mismo se encuentra la túnica albugínea que es una capa muy densa de tejido conectivo con 

músculos de ñbra lisa y vasos sanguíneos. El tejido conjuntivo se incrementa alrededor de 

los vasos sanguíneos, condición que se mantiene a lo largo de la recrudescencia gonadal 

(Pérez y Páramo, 1998). 

Dentro de la estructura del ovario se encuentran las ovogonias, inmersas en la pared 

conjuntiva de los.repliegues peritoneales, formando el estroma ovárico, el cual contiene 

vasos sanguíneos y células somáticas (las foliculares y tecales) involucradas en el 

desarrollo del ovocito. 

Las ovogonias están destinadas a convertirse en ovocitos a lo largo de la vida 

productiva de la hembra. (Zanuy y Carrillo, 1987; Benítez, 1992). La primera 

transformación se logra una vez que las ovogonias entran en la profase de la primera 

división meiótica, convirtiéndose así en ovocitos primarios (Zanuy y Carrillo, op cit.). Los 

ovocitos posteriormente serán envueltos por células foliculares, constituyendo de esta 

manera la unidad estructural conocida como folículo. (Benítez, 1992). 

El folículo ovárico esta formado por dos capas: la granulosa, que se forma a medida 

que se incrementan las células foliculares y se produce el crecimiento del ovocito, y la teca 

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



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

Pérez y Páramo, 1998). 

Se han detectado actividades esteroideogénicas en las capas mencionadas 

anteriormente. Así, se ha demostrado que el ovario puede sintetizar corticosteroides, 

progestágenos importantes para la maduración de los ovocitos (17a20P-diOHP), 

andrógenos (precursores de los estrogenos trans aromatización) y estrógenos esenciales 

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

Las fases más características por las cuales pasa el ovario funcional son las mitosis 

ovogoniales, la transformación de ovogonias en ovocitos primarios, la vitelogénesis, la 

maduración y la ovulación (Verreth, et al., 1987). 

En el caso particular de los lepisosteidos las gónadas de las hembras se encuentran 

desfasadas: la derecha se sitúa de manera anterior a las aletas pélvicas, mientras que la 

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

Durante los primeros estadios los ovarios tienen una apariencia de órganos huecos, 

generalmente redondeados, pequeños y translúcidos, pero a medida que avanza la 

maduración se tornan fusiformes y adoptan una coloración característica de acuerdo a la 

etapa de desarrollo en la que se encuentren. Así, los ovarios de los ejemplares púberes 

adquieren una coloración amarillo-rosa, mientras que en las etapas más avanzadas de 

maduración predomina el color verde olivo o verde grisáceo (Netch and Witt, 1962; 

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

Por otra parte, Pérez y Páramo (1998) señalan que en las hembras de pejelagarto (A. 

tropicus), una especie cercana al cátan, los ovarios se encuentran cubiertos por un 

mesovario, el cual se extiende de tal manera que forma un solo conducto gonádico que une 

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

1.2. Crecimiento ovocitario 

El desarrollo folicular, puede llevarse a cabo por diferentes modalidades, aunque 

hasta ahora se reconocen 4 patrones de desarrollo principales. 1) El patrón sincrónico, 

proceso que ocurre cuando todos los ovocitos inician de manera simultánea su crecimiento 

en todas las regiones del ovario, siendo este fenómeno típico de especies que se 



caracterizan por tener temporadas reproductivas cortas y un solo desove al año, e.g. 

ciclóstomos y salmónidos (Rodríguez, 1992; Pérez & Páramo, 1998). 2) El desarrollo 

sincrónico por grupos, el cual se presenta en especies que se reproducen más de una vez en 

su vida (iteroparos). En este caso se identifican al menos dos poblaciones de ovocitos en 

algún momento durante su ciclo ovárico, reconociéndose dos estadios diferentes de 

maduración: uno con ovocitos maduros listos para ser expulsados y un segundo grupo de 

ovocitos inmaduros (reserva). Los ovocitos primarios no evolucionan hasta que se terminan 

de desarrollar los ovocitos, secundarios. Este patrón de desarrollo es típico de especies que 

desovan una vez al año (trucha, lenguados, bagre d la India). 3) El patrón más o menos 

sincrónico por grupos. En este caso la maduración y ovulación ocurre en grupos (solo una 

fracción de los ovocitos madura al mismo tiempo) lo que genera varios desoves en un 

mismo ciclo. Se presenta en varias especies marinas que producen un gran número de 

huevos pelágicos. 4) Desarrollo asincrónico. En este patrón se presentan continuamente 

todas las etapas ovocíticas en un mismo ovario, lo que implica la existencia de ovocitos en 

varios estados de desarrollo, esto trae como consecuencia ovulaciones y desove repetidos. 

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

En cualquiera de los casos dicho desarrollo folicular puede quedar interrumpido en 

cualquiera de las fases de crecimiento del ovocito (previte lo génesis o de vitelogénesis); 

debido a que el óvulo es susceptible de presentar un proceso denominado atresia, durante el 

cual el folículo presenta cambios degenerativos que conducen a la licuefacción y finalmente 

reabsorción del vitelo. Esta condición es común en los folículos vitelínicos aunque, bajo 

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

El crecimiento de los ovocitos comienza con un incremento en la talla del núcleo 

(núcleolos perinucleares - distribución de los nucléolos en la periferia del núcleo-), y al 

mismo tiempo se observa una importante acumulación del RNA en el citoplasma, 

coincidiendo con los procesos meióticos. Posteriormente, se da el proceso de vitelogénesis 

siendo este una secuencia de procesos complejos, pero coordinados, implicados en la 

formación de vitelo y su acumulación. Por último, se presenta una fase madurativa, la cual 

está caracterizada por la clarificación del vitelo, la migración del núcleo a la periferia, así 

como por la hidratación del ovocito (Verreth, et al.; 1987). Este proceso es variable en 

términos de tiempo y puede durar desde algunos días, hasta varios años, según la especie. 



1.3. Vitelogénesis 

Los meses anteriores al desove se caracterizan por un importante crecimiento del 

ovario. Este crecimiento es producto de a la acumulación de grandes cantidades de reservas 

nutritivas o vitelo, por parte de los ovocitos. La síntesis de vitelo y su incorporación dentro 

de los ovocitos recibe el nombre de vitelogénesis, siendo este uno de los mejores ejemplos 

de la especialización celular por endocitosis de proteínas específicas (Rodríguez, et al., 

1996). Si esta síntesis llega a ocurrir dentro del ovocito se le conoce como vitelogénesis 

endógena y si ocurre fuera se le denomina vitelogénesis exógena. En general, se considera 

que la vitelogénesis endógena precede a la exógena. Sin embargo, muchas veces, dichas 

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

La vitelogénesis endógena parece estar asociada a la síntesis de las vesículas de 

vitelo, las cuales, en general, poseen mucopolisacaridos o glicoproteínas. Estas vesículas 

son las precursoras de los alvéolos corticales, estructuras que liberan su contenido en el 

espacio perivitelino en el momento de la fecundación del ovocito, como mecanismo para 

evitar la polispermia. Algunos autores consideran que la síntesis de lípidos puede ser 

también de carácter endógeno (Nagahama, 1983). Al término de esta síntesis, se observa la 

zona radiata con una apariencia estriada y se genera el desarrollo de la granulosa y la teca, 

al igual que la presencia de los gránulos vitelínicos. 

Por otra parte, la incorporación del vitelo exógeno o vitelogénesis exógena, es la 

que realmente contribuye al importante crecimiento del ovocito y se encuentra bajo control 

hipofisiario. Durante esta etapa, se presenta una proliferación del RER en la granulosa y la 

teca, el aparato de golgi se observa mucho más extenso con inclusiones electro-densas, en 

el citoplasma se disipan gránulos de glucógeno y gotas de lípidos, y el núcleo y nucléolo 

aparecen hipertrofiados. El ovocito empieza a secuestrar por micropinocitosis el material 

necesario para la formación de los gránulos de vitelo, los cuales, a medida que van 

migrando hacia el interior del ovoplasma, desplazan a las vesículas hacia la periferia (Ng y 

Idler, 1983; Benítez, 1992). El final de este proceso, esta caracterizado por la migración y 

ruptura de la vesícula germinativa, proceso que tiene lugar antes de la ovulación. 

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

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



La meiosis se vuelve a bloquear en metafase-II, después sucede ovulación y la expulsión 

del primer glóbulo polar se produce de manera simultánea con la fertilización. 

1.3.1. Síntesis de Vitelogenina 

La vitelogenina (VTG), es el principal precursor macromolecular de los 

constituyentes del vitelo, destinado a satisfacer las necesidades energéticas del embrión. Se 

trata de una proteína exclusivamente femenina que circula a nivel plasmático al inicio del 

crecimiento ovocitario (Copeland y Thomas, 1988; Norberg y Haux, 1988; Kanungo et al., 

1990; Mañanós et al, 1994, Specker y Sulliang, 1994; Lancaster y Tyler, 1994; Lafleur, et 

al, 1995). 

La síntesis de la vitelogenina es estimulada por el aumento de los niveles de 

estrógenos provenientes de las células foliculares. Estos esteroides se dirigen al hígado, en 

donde después de entrar en contacto con receptores citoplasmáticos flanquean la barrera 

nuclear para unirse con el elemento de respuesta hormonal (HRE-hormone response 

element) localizado en el DNA, lo que permitirá el inicio de la trascripción del gen de la 

VTG por el RER. La molécula es subsecuentemente procesada por el aparato de golgi (Yao 

y Cnm, 1996), en donde es glicosilada como condición para salir al torrente sanguíneo. Por 

esta vía se dirige al ovario para entrar de manera selectiva al interior del ovocito por vasos 

capilares localizados en la teca, y alrededor de la capa superior del ovocito (De Vlaming et 

al., 1980; Copeland y Thomas, 1988; Kanungo et al., 1990; Nuñez y Le, 1996; Rodríguez 

et al., 1996), mediante un proceso de macropinocitosis mediado por receptores 

especializados (Ng y Idler, 1983; Zauny y Carrillo, 1987; Mommsen y Walsh, 1988; 

Lancaster y Tyler, 1994; LaFleur et ai, 1995), los cuales la reconocen específicamente 

uniéndose a la región en donde se encuentra el fósforo como grupo prostético de la 

molécula de VTG (Mommsen y Walsh, 1988). 

Una vez que es incorporada la VTG en el interior del ovocito se lleva acabo el 

cJivaje proteolipídico dando como resultado lipovitelinas y fosfovitinas (Wiley et al, 1979; 

Covens, et al, 1986; Riazi y Fremont, 1988; Tyler y Sumpter, 1990; Benítez, 1992; 

Kishida y Specker, 1994; Komatsu et al., 1996) (Figura 1). 

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

previtelogenesis, y su número se incrementa para facilitar la incorporación de grandes 



cantidades de esta molécula, necesaria para llevar acabo el crecimiento de los ovocitos del 

estado previtelogénico al vitelogénico (Chan, et al, 1991). De aquí, que el control del 

mecanismo de expresión y modulación de los receptores de la VTG, sea un elemento clave 

durante el ciclo de vitelogénesis (Callard et al, 1990; Lancaster y Tyler, 1994). Un aspecto 

de gran interés práctico es el hecho de que el clivage que sufre la e VTG no altera las 

propiedades antigénicas de la molécula transformada en VTL. De aquí, que se considere 

que ambas moléculas sean inmuno lógicamente indistinguibles. 

1.3.2. Características de la VTG 

Una de las particularidades de la molécula de VTG es su alto peso molecular, 

producto de la asociación de las proteínas con lípidos, carbohidratos, fósforo y calcio, 

originados durante la vitelogénesis, por lo cual ha sido caracterizada como una 

lipoglicofosfocarotenoproteína propia de hembras en estado reproductivo (Hori et al; 1979; 

De Vlaming et al., 1980; Ho, 1987; Waagboe y Sandnes, 1988; Riazi y Fremont, 1988; 

Campbell y Idler, 1990; Tyler y Sumpter, 1990; Matsubara y Sawano, 1995; Nuñez, et al; 

1996; Chang, et al., 1996; Komatsu et al., 1996; Rodríguez et al., 1996). 

Se ha determinado, un rango de peso molecular para la VTG que varía entre los 130 

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

Tabla 1. Estimaciones del peso molecular, en diferentes peces 
ESPECIE PESO 

MOLECULAR DE 
LA VTG EN KDa 

TÉCNICA AUTOR AÑO 

Salmo gairdneri 4 4 0 Cromatografía en 
filtración en gel, 
Ultracentri fugación 
Electroforesis 

Norbe rg & H a u x 1985 

Cynoscion nebulosus 200 Cromatografía en 
filtración en gel 

Copeland & T h o m a s 1988 

Cyprinus carpio 390 Cromatografia en 
filtración en gel e 
Intercambio de iones 

Tyler & Sumpte r 1990 

Dicentrarchus labrax 445 Cromatografia en 
filtración en gel, 
Electroforesis 

Mañanós , et al., 1994 

Verasper moseri 520 Cromatografía en 
filtración en gel 

Matsubara & Sawano 1995 

Oreochromis 
mossambicus 

130 
200 

Cromatografia de 
Intercambio de iones 
SDS-PAGE 

Johanning & Specker 1995 

Acanthopagrus sklegeü 636 
321 

Cromatografia en 
filtración en gel, 
Electorforesis 

Chang, et al. 1996 

Macrozoarces 577.8 Cromatografia en Yao & Cr im 1996 



amencanus 
filtración en ge) 

Cy dopte rus limpus 630.5 Cromatografía en 
filtración en gel 

Yao & C r i m 1996 

Gadus morhua 485.2 Cromatografia en 
filtración en gel 

Yao & C r i m 1996 

Plectropomus 
leopardus 

350 Cromatografia de 
filtración en gel 

Takemura & Teruya 1997 

Sparaius aurata 180 EJectroforesis Moscón , et al., 1998 
Sahelinus alpi nus 158 SDS-PAGE Johsen, et ai, 1999 
Oryzias ¡atipes 200 SDS-PAGE Nishi kazuro, et al., 2002 
Rhunbosolea tapirina 
Oncorhynchus mykiss 
Salmo salar 

540 
383 
557 

Cromatografia de 
filtración en gel 

Watts, et al, 2003 

EJ material lipidico que forma parte de la VTG, esta compuesto principalmente de 

fosfolípidos (Mommsen and Idler, 1983), contribuyendo de esta manera al transporte y 

translocación de la molécula en el sistema circulatorio. Así mismo, esta molécula esta 

asociada con otros grupos prostéticos tales como los carotenoides, cuyo papel 

multifuncional implica protección contra la luz, reserva energética y acción antioxidante. El 

contenido de fósforo, al igual que los carbohidratos es de suma importancia, no sólo por su 

rol energético, sino también para el reconocimiento de los receptores específicos durante la 

síntesis de la VTG (Opresko, et al., 1981; Mommsen and Walsh, 1988). Al igual que el 

peso molecular, esta composición varía dependiendo de las especies (Tabla 2), y de la etapa 

de vitelogénesis en que se encuentra el organismo. De igual manera, la concentración de 

VTG dependerá de la especie. Dicentrarchus labrax y Acipenser baeri, son un ejemplo de 

estas variaciones, ya que ambas especies presentan niveles relativamente elevados de 

vitelogenina de 3 mg/ml a 100 mg/ml, respectivamente, algunos meses antes del desove. 

Sin embargo, mientras que estos niveles llegan a disminuir hasta 1 mg/mL en Dicentrarchus 

labrax , durante el desove y unos días posteriores a este, el caso de Acipenser baeri solo 

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

Tabla 2. Composición porcentual de la VTG, en diferentes especies de peces 

PROTEÍNA 
% 

LÍPIDOS 
% 

FÓSFORO 
% 

CARBOHIDRATOS 
% 

Anguilla japónica 
Komatsu, et at., 

1996 
86.0 13.0 — i.O 

Macrozoarces 
americanus 

Yao & Crim, 1,996 
— 18.0 3.6 — 

Cyclopterus 
lumpus 

Yao & Crim 1.996 
— 21.18 2 45 — 

Gadus murhua 



Y a o & C n m , 1996 — 21.34 2 ) 5 — 

Cyprinus carpió 
Linhartt et al, 1995 17.6-27.7 2 .2 -7 .3 . . . . . . . . 

Oreochromis 
mossambicus 

Specker & 
Suüivian, 1994 

0.1 — 1.7 — 

1.4. Control Hormonal 

El proceso reproductivo está regulado por las secreciones hormonales del 

hipotálamo y la hipófisis. Esta última se encarga en particular de sintetizar y exportar las 

gonadotropinas (GtH), las cuales son el eslabón más directamente implicado en la 

reproducción de hembras durante la vitelogénesis, maduración, ovulación y secreción de 

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

Existe cierta controversia acerca de la influencia de las gonadotropinas (GtH) sobre 

la previtelogénesis, ya sea per se o a través de su influencia sobre la esteroideogénesis 

ovárica (Verreth, et al., 1987). Sin embargo, está bien claro que la vitelogénesis es 

totalmente dependiente de la secreción gonadotropa de la hipófisis (Ng and Idler, 1983; 

Peter, 1983; Lam, 1985; Zanuy y Carrillo, 1987; Sherwood, 1987). 

Actualmente, se ha aceptado la existencia de dos gonadotropinas hipofisiarias con 

distintas funciones (Peter, 1993; Powell, et al., 1993). Así se ha definido la acción de una 

GtH madurativa y otra GtH vitelogénica (Zanuy y Carrillo, 1987). La hormona madurativa, 

estimula la esteroidogenesis folicular y la hormona vitelogénica, permite la entrada de la 

VTG al interior del ovocito (Zanuy y Carrillo, 1985). Sin embargo, la presencia de la 

hormona madurativa también es necesaria para que se inicien los procesos vitelogénicos 

(Verreth, et al., 1987). 

Los factores liberadores de gonadotropinas (GnRH) de origen hipotalámico, tienen 

como principal función la estimulación de la síntesis y liberación de gonadotropinas 

(Nagahama, 1987), mientras que los factores inhibidores (GnRIF), inhiben a nivel de la 

pituitaria, bloqueando la liberación espontánea de las gonadotropinas (Peter, 1983). Cuando 

los niveles adecuados de GtH son alcanzados, la vesícula germinativa migra hacia la 

periferia y las células de la teca y granulosa del folículo son estimuladas para secretar un 



esteroide (17Q 2 0 • dihidroxiprogesterona) (Maturative Lnducing Steroid -MIS-) el cual 

induce la maduración ovocitaria y sus eventos asociados (Nagahama, 1987). 

Por otra parte, los antiestrógenos (citrato de clomifeno, tamoxifeno), antagonistas de 

la dopamina (pimozido) y los análogos GnRH pueden estimular la secreción de GtH y la 

ovulación en peces mediante un feed-back negativo. Mientras que los corti co stero i des, 

inducen la maduración y la ovulación, siendo el cortisol, la cortisona y la corticosterona los 

más comúnmente utilizados. La acción de estas hormonas se puede incrementar mediante la 

inyección de GtH y de extractos de pituitaria (Lam, 1985). Finalmente, las prostaglandinas 

pueden ser utilizadas como mediadores de la acción de las gonadotropinas sobre la 

ovulación (Lam, 1985) (Figura 1). 
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Figura 1. Diagrama esquemático describiendo el control hormona! en ia síntesis de Ja 
vitelogenina. 



2. CARACTERIZACION Y PURIFICACIÓN 

Diversas técnicas de cromatografía y electro foresi s se han empleado de manera 

frecuente para aislar y separar moléculas, estimar su peso molecular y distinguir diferentes 

aspectos de su estructura. Así, en estudios recientes se han purificado y caracterizado tanto 

la VTG plasmática como la VTL proveniente de ovarios maduros de distintas especies de 

peces, utilizando diversas técnicas bioquímicas como la cromatografía de intercambio de 

iones, ultracentri fugación, cromatografía de exclusión molecular, electro foresi s en gel de 

poliacrilamida, agarosa e inmunoelec tro foresi s (Tabla 3). 

2.1. Cromatografía de Exclusión Molecular 

La separación por cromatografía se basa en las fuerzas competitivas de dos fases, 

una fija o estacionaria que consta de diminutas partículas esféricas de ge] que funcionan 

como cribas moleculares; y otra continuamente renovada o móvil, que se establece por las 

moléculas de un soluto. El fundamento para la filtración en gel se basa en la mayor o menor 

posibilidad de penetración de las moléculas en los poros de las partículas de relleno. Según 

su tamaño, se introducirán en los poros; cuanto menores sean, más profundamente entrarán 

y más tarde eluirán de la columna, permitiendo así la separación de moléculas de acuerdo a 

su masa molecular (Pharmacia Biotech, 1999). 

2.2. Cromatografía de Intercambio Iónico 

Esta técnica permite separar aquellas proteínas con un rango de peso molecular 

similar, en función de su carga iónica. El principio de esta técnica, reposa sobre la 

interacción que existe entre las moléculas de soluto cargadas eléctricamente y su 

contraparte (con carga opuesta) ligadas covalentemente a una matriz cromatogràfica 

(Pharmacia Biotech, 1999). 

2.3. Electroforesis 

La electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE), es un método analítico, de alto 

poder resolutivo que combina la migración en un campo eléctrico y el tamizado molecular a 

través de un gel de corrida, constituyendo una poderosa herramienta para efectuar 

separaciones, aislamientos, evaluaciones de pureza y cuantificaciones del peso molecular. 



Mycteroperca 
microiepis 

Cromatografía de 
Intercambio iónico 

Purificación y 
Caracterización de la 
VTG 

Heppell & Sulltvan 1999 

Salvelinus alpinus Precipitación y 
Cromatografía de 
Intercambio iónico 

Purificación de la 
VTG 

Johsen, et ai. 1999 

Oncorhynchus mykiss 
Gobio gobio 
Leuciscus cepkalus 

Cromatografía de 
filtración en gel e 
Intercambio iónico 
Electroforesis 

Purificación y 
Caracterización de la 
VTG 

Bnon, e! al.. 2000 

Salvelinus fontinalis Cromatografía de 
filtración en gel e 
Intercambio iónico 

Punficación de la 
VTG 

Schafhauser-
Smith, et ai. 

2002 

Oryzias latipes Cromatografia de 
intercambio iónico 

Purificación de la 
VTG 

Nishi Kazuto, et 
al. 

2002 

Otras técnicas comúnmente empleadas en la purificación de anticuerpos destinados 

a la caracterización o cuantifícación de estas moléculas son las siguientes 

2.4. Precipitación de proteínas séricas 

Este método esta basado en la propiedad que tienen las proteínas para precipitar 

cuando la fuerza iónica del medio aumenta por el incremento en la concentración de sales. 

Este efecto se traduce en la deshidratadón de los grupos hidrofílicos de las proteínas lo que 

trae como consecuencia una disminución de su solubilidad (Ternynck and Avrameas, 

1986). 

2.5. Cromatografía de afinidad (Proteína A) 

La proteína A es un polipéptido de 42,000 Daltons constituyente habitual de la 

pared celular de Staphilococcus aureus. Esta proteína presenta una fuerte interacción con 

los anticuerpos: la proteína A tiene cuatro lugares potenciales de unión a los anticuerpos, 

pero sólo se puede usar uno a la vez. Sin embargo, la proteína A es claramente bifúncional 

permitiendo la formación de complejos multiméricos. En los anticuerpos la región de unión 

a la proteína A se encuentra en las regiones constantes segunda y tercera de la cadena 

pesada (Fe). Por ello, cualquier anticuerpo tiene al menos dos lugares de unión a la proteína 

A, y esto es una organización ideal para la formación de complejos multiméricos. 

Por otra parte, la protema A presenta diferentes propiedades que la hacen muy útil 

para la purificación de anticuerpos y en los estudios inmunocitoquímicos: 

• Debido a que la región de unión con el anticuerpo reside en la región Fe, la unión a 

proteína A no cambia la capacidad del anticuerpo de unirse a su antígeno. 

1 4 8 9 4 5 



• Incluso una proteína A desnaturalizada se renaturaliza fácil y rápidamente 

recuperando su capacidad de unión. 

• Aunque la afinidad de la proteína A por el anticuerpo es elevada, la unión antígeno-

anticuerpo se puede romper con facilidad reduciendo el pH. Esta propiedad se ha 

aprovechado para el establecimiento de técnicas de cromatografía de afinidad en las 

cuales la fase sólida de la proteína A inmovilizada tiene una considerable utilidad 

para la purificación y caracterización de anticuerpos policlonales y monoclonales de 

un amplio rango de especies. Logrando así separar subclases de anticuerpos 

simplemente generando un gradiente linear de pH. Esto representa una excelente 

alternativa para los métodos de precipitación y purificación de intercambio de iones. 

2.6. Western-Blot 

La técnica de Western Blot es aplicada comúnmente para la identificación 

específica de proteínas en una mezcla compleja. Esta técnica permite la identificación de 

las proteínas y péptidos, separados previamente por PAGE en base a la detección de 

antígenos presentes en la mezcla de moléculas mediante el uso de anticuerpos específicos 

dirigidos contra estas (Henderson and Wolf, 1992). Esto involucra la transferencia de los 

péptidos separados electroforeticamente a una matriz inmóvil, que generalmente es una 

membrana de nitrocelulosa o de nylon, con lo que se obtiene una replica del perfil de 

separación de polipéptidos del ge] de electroforesis. Con la ventaja de que la membrana es 

más fácilmente manejable que el gel original y que los polipéptidos inmovilizados en la 

membrana son más accesibles a la reacción con anticuerpos. 

2.7. Inmunoprecipitación 

La reacción específica entre un antígeno y su anticuerpo correspondiente, y en 

particular la adición de cantidades crecientes del antígeno para reaccionar con una cantidad 

fija de anticuerpo produce complejos Antígeno-Anticuerpo (AG-AC) que van creciendo en 

tamaño hasta formar un precipitado en el punto de equivalencia. La reacción de 

precipitación se puede llevar a cabo en soluciones libres o en geles de azarosa en donde los 

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



IMPORTANCIA 

El catán (Atractosteus spatula), ha sufrido en los últimos años un gran impacto 

poblacional, como consecuencia de la presión pesquera comercial y deportiva, al grado que 

existe el riesgo de que la especie se extinga, de aquí, se deriva la necesidad de implementar 

técnicas que puedan ser utilizadas para el control de su reproducción, con la finalidad de 

obtener las crías necesarias para su repoblación, cuya producción está actualmente limitada 

a una época restringida del año. 

ORIGINALIDAD Y JUSTIFICACIÓN 

Son muy escasas las investigaciones, que se han realizado en tomo al ciclo de vida 

del catán (.Atractosteus spatula), y en particular sobre su reproducción. Hasta el momento, 

los trabajos que se han realizado en relación al proceso reproductivo de esta especie han 

sido incipientes y se han limitado únicamente al mantenimiento de adultos en cautiverio, 

razón por la cual la obtención de crías se ha venido restringiendo a una sola semana en el 

año, lo cual representa evidentemente un cuello de botella para su cultivo. De aquí, que 

resulte imperativo ejercer un mayor control sobre la reproducción de los adultos, y 

considerando que la maduración gonadal esta regida por el sistema endocrino, la 

manipulación hormonal representa la vía más directa para el desarrollo de una reserva de 

crías. Este contexto conduce naturalmente a la necesidad de conocer las bases fisiológicas 

de la reproducción. Como una primera aproximación para este propósito, el aislamiento y 

purificación de la lipovitelina ovárica, así como la implementacíón posterior de un 

inmunoensayo para cuantificar los niveles de esta molécula constituye una herramienta 

esencial para responder a esta necesidad. En efecto, esto permitiría contar no solo con un 

índice bioquímico rápido y no invasivo para evaluar las inducciones hormonales, sino 

también con un método de sexado preciso que resultaría útil para la preparación de lotes de 

reproductores. 



OBJETIVO GENERAL 

Purificación de la lipovitelina ovárica como base para la realización de un 

inmunoensayo para la evaluación de la madurez gonádica y el sexado de ejemplares adultos 

de Atractosteus spatula. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Purificación y caracterización de la lipovitelina ovárica. 

2. Generación y purificación de anticuerpos policlonales, dirigidos contra esta 

molécula. 

3. Identificación del género de catanes adultos mantenidos en cautiverio 

HIPÓTESIS 

El aislamiento, purificación y caracterización de la lipovitelina ovárica, permitirá 

utilizar esta molécula como marcador bioquímico para identificar el sexo y de ejemplares 

adultos de catán. 



METODOLOGÍA 

1. Obtención del material biológico 

Se logró obtener una hembra adulta durante la temporada reproductiva, gracias a 

una donación por parte de la SAGARPA, del lote de reproductores mantenido en las 

instalaciones del "Centro Acuicola Tancol", ubicado en el poblado de Tancol, en Tampico, 

Tamaulipas 

2. Obtención de muestras de gónadas 

a) Extracción de gónadas 

La hembra fue disectada después de haber registrado su peso y talla (Fig. 2). Los 

ovarios obtenidos se fraccionaron y se mantuvieron en congelación a -30°C, para ser 

posteriormente utilizados en la purificación de la Vitelina 

Disección de hembras maduras de Atractosteus spatula. 



3. Purificación de la VTL 

a) Preparación del extracto de ovario 

Las muestras de gónada (1 gr.) se homo geni zaron en un Potter, con un buffer TRIS-

HC1 50mM pH 7.2 en frío (4 mi.) conteniendo Fluoruro de fenilmetilsulfonil (PMSF) 

5mM, inhibidor de proteasas. Posteriormente, el homogeneizado se centrifugó a 4,000 

r.p.m. durante 30 min. a 4°C, para eliminar los residuos sólidos y el material graso. El 

sobrenadante fue utilizado para la purificación. 

b) Obtención del plasma 

Las muestras de sangre fiieron obtenidas mediante una punción caudal, con la ayuda 

de un vacutainer (Fig 3). Estas fueron colectadas en tubos heparinizados conteniendo 1% de 

PMSF, en seguida fueron centrifugadas a 5,000 r.p.m. durante 15 minutos a 4°C y el 

plasma obtenido se conservo en tubos Eppendorf a una temperatura de -30 C. Estas 

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

Figura 3. Obteneción del plasma 

c) Precipitación 

Siguiendo la técnica de Wiley et al., (1979), al extracto de gónada (4 mi) se le 

agregó una solución de EDTA 20mM, pH 7.7 (20 mi). Posteriormente, se adicionó MgCl2 

0.5M (1.6 mi), y se mezclaron por inversión. El precipitado resultante se centrifugò a 4,500 

r.p.m durante 30 min. El sobrenadante fue desechado, y el pellet fue redisuelto con un 

buffer TRIS-HC1 50mM, NaCl 1M pH 7.5, y posteriormente fue centrifugado a 4,500 r.p.m 

durante 30 min. El sobrenadante fue mezclado con 25 mi de agua destilada y 



posteriormente centrifugado a 4,500 r.p.m durante 30 min., conservando el precipitado con 

3 mi de buffer TRIS-HC1 50mM, NaCl 1M pH 7.5. 

d) Filtración en ge! 

Para la filtración en gel e intercambio de iones se utilizó un cromatógrafo modelo 

Gradi Frac (PHARMACIA BIOTECH). En el caso de la filtración en gel, las muestras fueron 

inyectadas en una columna (XK/26) de 64 cm de altura con 3 4 2 . 4 4 mi. de SEPHACRYL-300 

HR (PHARMACIA BIOTECH), a un flujo de 1 ml/min. (Mendoza, eí al, 1993) . De la misma 

maneras, estas muestras fueron inyectadas a la misma velocidad de flujo en una columna 

(XK/26) de 58 cm de altura con 3 0 7 . 9 3 mi de Sepharosa-6B (PHARMACIA BIOTECH). 

La columna se empacó con un buffer TRIS-HC1 0.02M, NaCl 2%, NaN3 0.1%, 

iniciando con un flujo de 4 ml/min. durante 2 h, para posteriormente incrementarlo a 6 

ml/min. durante lh. (Fujita et al, 1998). Para la calibración de la columna se utilizaron las 

siguientes moléculas de referencia: anhidrasa carbónica (29,000 Da), albúmina (66,000 

Da), P-amilasa (200,000 Da), apoferritina (443,000 Da), tiroglobulina (669,000 Da) y azul 

dextran (2,000,000 Da) (MW-GF-1000 KIT, SIGMA). El eluente se monitoreo a 280 nm. 

e) Cromatografía de Intercambio Iónico 

Las fracciones colectadas después de la cromatografía de exclusión molecular 

fueron inyectadas en una columna XK/26 de 16 cm de altura conteniendo DEAE-Sephacel 

(PHARMACIA BIOTECH) como soporte. La columna fue equilibrada con buffer TRIS HC1 50 

mM pH 8, a un flujo de lml/min. (Mendoza, 1992). Para la elución de las moléculas 

retenidas se utilizó un gradiente linear de 0 -100 % de KC1 (0.5M). 

f) Electroforesis 

Para la caracterización de las moléculas obtenidas mediante las técnicas de filtración 

en gel y cromatografía de intercambio iónico se realizaron electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes, utilizando gel es de poliacri lamida (SDS-P AGE) al 8%, a una temperatura 

de cámara de 4°C, con un voltaje de lOOv y una intensidad de 30 mA. 



g) Caracterización 

Las fracciones de los picos proteicos obtenidos de la filtración en gel e intercambio 

iónico fueron sometidas a las siguientes determinaciones: 

Determinación de Proteínas 

La concentración de proteínas se determinó medíante de la técnica descrita por 

Bradford (1976). Las muestras fueron leídas a 595 nm en un espectro fotómetro 

(SPECTRON1C GÉNESIS 2). Se utilizó BSA como proteína de referencia a partir de una 

solución de 1 mg/ml. 

Determinación de Lípidos 

Los lípidos se determinaron por medio de la técnica de Negro Sudan B, la cual 

consiste en incubar 250 jal. de muestra, con 250 pl de Negro Sudan en tubos eppendorf a 37 

°C durante 20 h en obscuridad. Posteriormente, se centrifugaron a 10,000 r.p.m.. durante 15 

min. (Alien & Budowle, 1994). 

Determinación de carotenoides 

Para determinar la presencia de carotenoides se realizó un barrido del extracto de 

ovario en el espectro fotómetro (SPECTRONIC GÉNESIS 2) a longitudes de onda entre 260 y 

700 nm, para seleccionar la longitud de onda y posteriormente, utilizar esta longitud de 

onda para identificar las fracciones con carotenoides obtenidas en las diferentes muestras 

obtenidas por cromatografía. 

Determinación de Fósforo 

La determinación de fósforo se realizó mediante la modificación del método de 

Fiske-Subbarow (1929), el cual consiste en mezclar 500 p.1 de muestra, con 1000 jal de 

buffer TRIS-HC1 (pH8), 500 jal de ácido molibdénico, 500 \x\ del reactivo reducido 

(NaHSOj + p-meti lamino fenol) y 2500 pl de agua. La solución se mezcló completamente y 

se mantuvo en reposo durante 20 min. Posteriormente, se registró la absorbancia a 750 nm. 

y se determinó la concentración de fósforo a partir de una curva estándar con KH2PO4. 



Determinación de carbohidratos 

Mediante la técnica de la 1 'ortotoluidina, se detectó la presencia de carbohidratos. 

Esta técnica consiste en aplicar 5000 pl de ortotoluidina y 1000 pl de muestra, las cuales 

posteriormente se mantienen en baño mana durante 10 min, para finalmente leer la 

absorbancia a 630 nm. (Dubowski, 1962). 

Determinación del peso molecular 

Para la determinación del peso molecular de la VTL, mediante la filtración en gel 

se realizo un análisis de regresión lineal considerando el parámetro de elución Kav, y el 

logaritmo del peso molecular de las proteínas estándar. 

B 

Donde X: Antilogaritmo del peso molecular 

Y: Kav 

A: Ordenada al origen 

B: Pendiente 

Donde Vo: Volumen muerto 

Ve: Volumen de elusión de la molécula 

Vt: Volumen total de la columna 

La estimación del peso molecular fue corroborada mediante electroforesis. Para este 

propósito, se utilizó un kit de peso molecular con una mezcla de monómeros, dímeros, 

trímeros y tetrámeros de Hemocianina (MW-SDS-280.000 Da, SIGMA). ASÍ, se llevó acabo un 

análisis de regresión lineal considerando el parámetro Rf, y el logaritmo del peso molecular 

de las proteínas de referencia. 

Distancia de la migración de la Proteína f y = 
Distancia de la migración del frente 



h) Producción de anticuerpos 

Se generaron anticuerpos anti-VTL en conejos adultos de raza Nueva Zelanda. Los 

animales se inyectaron una primera vez por vía intravenosa con 200|ig de VTL purificada, 

diluida en 200 |¿L de suero fisiológico (0.9% NaCl), lo que corresponde normalmente a una 

dosis adecuada para una respuesta rápida (Bolton and Hunter, 1986; Hunt and Chntler, 

1980). Al cabo de 8 semanas, cuando la afinidad es máxima (Vaitukatis, 1981), se efectuó 

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

Se tomaron muestras de sangre a nivel de la vena marginal de la oreja cada dos 

semanas para seguir la evolución del titulo de los anticuerpos por doble difusión de acuerdo 

al método de Ouchterlony and Nilsson (1986). Esto permitió seleccionar a los animales que 

mostraban un título elevado, mismos que fueron sacrificados y cuya sangre fue extraída por 

punción intracardiaca dos semanas después del último refuerzo. La sangre completa (80 a 

100 mL por conejo) fue puesta a coagular durante 12 hrs a 4°C y el suero (50 mL) fue 

enseguida separado por centrifugación a 10,000 g durante 30 min, como lo sugieren 

Johnston and Torpe, (1987) 

i) Purificación de anticuerpos (Proteina A) 

Se llevó a cabo inicialmente la precipitación de proteínas séricas agregando sulfato 

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

A continuación, se preparó una columna de 10 mL con Proteina A, la cual fue 

inicialmente lavada con un buffer PBS (0.14 M NaCl, 2.7 mM KC1, 1.5 M KH2P04, 

8.1mM Na2HP04). En seguida, se pre-eluyó con el buffer de disociación (0.1 M glicina-

HCÍ, pH2.5). 

La muestra se aplicó a la columna y se incubó durante 30 min a temperatura 

ambiente. 

Se eluyó con PBS todo el material que no correspondía a los IgG, para lo cual se 

monitoreó el eluyente a A280, como indicador de proteína. Cuando la A280 alcanzó el valor 

más bajo, se procedió a romper la interacción Proteína A-IgG con el buffer de disociación. 

Se monitoreó el eluyente a A280 y se colectaron los picos proteicos en tubos conteniendo 1M 



Tris, pH8.8, 120 j^L/fracción de lmL. La columna se lavó con PBS hasta que el eluyente 

alcanzó un pH de 7.4. 

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

remover residuos de glicina y Tris. 

j) Western Blott 

Posteriormente a la separación de péptidos por SDS-PAGE se constituyó la unidad 

de transferencia utilizando como soporte inerte una hoja de nitrocelulosa (BA 85, 

Schleicher & Schuell). La migración se efectuó con un buffer de transferencia (Tris-HCl 

pH 8, 25mM, Glicina 150 mM, Tritón X-100 1%) a 50mA (0.8 - ImA/cm2) durante una 

hora. 

k) Sexado de organismos en campo 

El Sexado de los organismos se realizó mediante electroforesis y pruebas cruzadas, 

utilizando un anticuerpo anti-VTG realizado con vitelogenina purificada de Atractosteus 

tropicus. Para esta última prueba se prepararon placas de agarosa de baja electroendosmosis 

al 1%, con 0,3g de agarosa y 30 mi de TRIS (lOmM, pH 7.3). El gel se disolvió a 80°C para 

después ser vertido en una placa de acrílico de forma cuadrangular. Una vez secos los geles 

se hicieron una serie de pozos en los cuales fueron incluidas diferentes diluciones del 

plasma. La placa fue incubada en una cámara húmeda durante 24 horas. Posteriormente, se 

lavó en una solución salina al 14% durante 14 horas con el fin de retirar las proteínas que 

no precipitaron. Después de esto, las placas fueron prensadas durante 17 horas y finalmente 

se colorearon con Azul de Coomassie R250 durante 2 horas y se decoloraron con una 

mezcla de 40% de alcohol etílico, 10% de ácido acético glacial y 50% de agua destilada 

(Laine, 1992). 



RESULTADOS 

1, Purificación de la VTL 

a) Precipitación 

La adopción de un paso de pre-purificación por medio de precipitación selectiva 

(MgC^-EDTA) resultó útil como se puede apreciar en la Fig.4, ya que se logró eliminar 

una importante cantidad de proteínas del extracto de ovario crudo. 

SDS-PAGi de muestras de 
ovario de Atractosteus spatula 

-j 

ps» 
LXLJ:'. 

2. Extracto de ovario 213.su 

3. Precipitado 

Figura 4. Gel de Poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes. 
Kit del peso molecular íl). Extracto de ovario maduro de Atractosteus spatula (2), precipitado del extracto 

(3). 

b) Filtración en gel 

La filtración en gel (Sephacryl-300 HR), permitió separar la muestra proteica en 

diferentes fracciones dentro de los cuales destacaron dos picos principales detectados a 280 

nm. (Fig, 5). Un primer pico proteico comprendido entre las fracciones 32 a 37 y un 

segundo pico entre las fracciones 42 a 53. La naturaleza química de las moléculas 

contenidas en estos picos ftie constatada, pudiéndose apreciar que en ambos casos se trataba 

de lipoglicoproteinas. (Figs. 6 y 7) Los resultados del barrido espectrofotométrico no 

revelaron ninguna longitud de onda relevante para la caracterización de carotenoides en las 



moléculas (Fig. 8). De la misma manera, los resultados de la determinación de fósforo 

fueron negativos. 

1 41 81 

Fracciones 

Figura 5. Fracciones proteicas (280 nm) de) extracto de ovario maduro precipitado 
separado con Sephacryl-300 
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Fracciones 

Figura 6. Fracciones del extracto de ovario maduro precipitado separados con 
Sephacryl-300 positivas a la prueba de la l'ortotoluidina (630 nm) para detectar la presencia 

de carbohidrtaos 
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Figura 8. B a r r i d o del extracto de ovario p a r a de tec tar la presencia de carotenoídes 

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

mostraron siete picos proteicos, los cuales comprendieron las fracciones: 21, 31, 43, 45, 55, 

62 y 81, respectivamente. 
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Figura 9. Fracciones proteicas (2S0 om.) del extracto de ovario maduro precipitado 

separada? con Sepharosa-6B 

Tanto los picos proteicos procedentes de la filtración con Sephacryl-300, como los 

obtenidos con Sepharosa-6B fueron sometidos a la técnica de Pruebas Cruzadas, utilizando 

el anticuerpo anti-VTG de Atractosteus tropicus, con lo cual se determinó que la fracción 

47 de la filtración con Sephacryl-3€0, era la que correspondía a la molécula de la 

lipovitelina ovárica (Fig. 10). No obstante haberse apreciado una ligera reacción con las 

fracciones proteicas obtenidas medíante la filtración en Sepharosa-6B. la purificación se 

continuó con Sephacryl-300 ya que la reacción era más fuerte, con lo que se asumió una 

mayor integridad de las moléculas. 

P r u e b a s C r u z a d a s 



Figura 10. (1) Extracto de gónada de A. tropicus (2), Extracto de gónada de A. spatula, (3. 
4.5) Fracciones proteicas en Sepharosa-6R (6.7.8) Fracciones proteicas en Sephacryl-300, (9. 

10) Fracciones proteicas en DEAE-Sephacel. 

c) Intercambio de Iones 

La fracción (47) de ovario maduro que resultó positiva al ser expuesta al anti-VTG 

de A. tropicus, fue sometida a cromatografía de intercambio de iones (DEAE-Sephacel) 

utilizando un gradiente linear de KC1 de 0-100% (Fig. 6), lo que permitió separar la mezcla 

proteica en dos fracciones mayoritarias (8 y 10). Correspondiendo la fracción 8 a la 

molécula de la lipovitelina ovárica, de acuerdo a la reacción positiva que mostró en la 

técnica de pruebas cruzadas (Fig. 11). 

Figura 11. Fracciones proteicas, resultantes de la separación por filtración en gel con 
Sephacryl-300, sometidas a Cromatografía de intercambio de iones (DEAE-Sephacel). 

Gradiente linear de KC10.5 M en buffer Tris-HCl 50 mM, pH8, flujo de 1 ml/min.. 

d) Electroforesis 

Las fracciones obtenidas en filtración por Sephacryl-300 e Intercambio de iones 

(DEAE-Sephacel) fueron sometidas a electroforesis (Fig. 12), lo cual permitió observar un 

patrón similar al obtenido en cromatografía. 
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Figura 12. Determinación del peso molecular (miles de daltons) de la VTL, en gel de 
poliacrilamida al 8% en condiciones desnaturalizantes. 

Kit del peso molecular (1), Precipitado del extracto de ovario maduro de Atractosteus spatuia (2), Fracción 47 
de Sephacryl (3), Fracción 8 de DEAE-Sephacel (4). 

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

VTG, quedaron demostradas mediante la técnica de Western Blott (Fig. 13 ) 



1 2 3 

Figura 13. (1) Filtración en gel, (2) Intercambio de iones, (3) Precipitado del extracto de 
ovario 

e) Determinación del Peso molecular de la VTL 

Filtración en gel 

En base a la calibración de la columna y mediante el análisis de regresión lineal 

entre el factor de elución Kav y logaritmo de peso molecular, se logró determinar un peso 

molecular de 315, 500 daltonspara la lipovitelina ovárica(VTL) (Fig. 14). 

Los datos necesarios para el cálculo del Kav de las proteínas se encuentran 

detallados en la Tabla 4 

Tabla 4. Valores utilizados en el anáfisis de regresión lineal. 

PM Log. PM Ve Ve-Vo Kav 
Tiroglobulina 669,000 5.825 162 22 0.108 
Apoferritina 443,000 5.646 186 46 0.227 
(3-Amilasa 200,000 5.301 210 70 0.345 
Albúmina 66,000 4.819 228 88 0.434 
Anhidrasa Carbónica 29,000 4.462 250 110 0.543 
VTL 315,500 5.499 190 50 0.246 

* V o = 140 V t = 342.44 V t - V o * 202.44 



ESTIMACION DEL PESO MOLECULAR 
Kav = 1.8684 + (-0.2948) logPM 

Log PM 

Figura 14. Determinación del peso molecular de la VTL, mediante el análisis de regresión 
lineal del Kav y Log PM. 

Electroforesis 

Como se mencionó anteriormente, el peso molecular de la lipovitelina ovárica (315, 

500 Da), fue corroborado por electroforesis mediante la regresión lineal entre el parámetro 

el logaritmo del peso molecular, lo que condujo a una estimación de un peso molecular 

total de 316.85 daltons. 

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

dos bandas mayoritarias de la lipovitelina ovárica, con pesos moleculares de 167.57 Da y 

149.28 Da. 

f) Generación y Purificación de anticuerpos 

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

conejos adultos de raza Nueva Zelanda. El suero de estos animales una vez precipitado fíie 



utilizado para aislar y purificar los IgG por medio de cromatografía de afinidad utilizando 

Proteína A como soporte (Fig. 15) 

X 
o . 

1 0 

8 

6 

0 • i r r i 1 r r n r r i r r i T r r f f n r-f-ri i -r rrí"iw i*ip i , i ' 

5 10 15 20 25 30 35 

Fracción |ml) 

4 
o 
CO 
OJ 

VI 
SI 
< 

0 

Figura 15. Espectro de elusión de los IgG (fracciones 5 a 10) separados con Proteína A. 

g) Sexado de organismos 

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

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

Acuícola Tancol. De estos, 25 organismos resultaron machos y 14 hembras. 

En la Figura 16, se puede observar la precipitación de los antígenos plasmáticos con 

los anticuerpos anti-VTG de Atractosteus tropicus. De esta manera, destacan las muestras 

3,4, 6,12, 13, 16, 22, 25, 28, 29, 30, 35, 37 y 39 como hembras. 
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Figura Wr, Sexadtr de Airactosteas spatahí, mediante la técnica de pruebas cruzadas. 

En la Figura 17, se muestra un gel de electroforesis en poliacrilamida, en donde es 

posible observar las- bandas- correspondientes de lar Hpovttelma 0 vanea ett las hembras 

maduras de Atractosteus spatula. 

SDS-PAGE de muestras de 
Atractastetm spatuia: 
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Figura 17. Sexado de Atractosteus sgatuta^ mediante ta técnica de electroforesis 

En un intento por sexar a los organismos en base a sus características morfológicas 

se tomaron en ' cuen ta el peso longitud (Tabla 5). Sfar embargo, no se encontraron 

diferencias significativas entre hembras y machos ni para el peso (F: 3.94, P:0.0017, gl: 13) 

(Fig. 18), ni para la longitud (F: 0.657, P: 0.217, gl: 13) (Fig. 19). 



F = 3.94, P = 0.0017, gl = 13 
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Figura 18. Valores promedio de peso (kg) de adultos de Atractosteus spatuia. 
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Tabla 5. Características morfométricas utilizadas para determinar el sexo de los 
reproductores. 

Las áreas sombreadas indican la presencia de hembras, determinadas tanto por precipitación con el anti-VTG 
de A. tropicus corno por PAGE. 

No. de organismo Peso (Kg) Talla (cm) Sexo 
1 22 1.1 Macho 
2 19 108 Macho 
3 22 116 Hembra 
4 Zt 113 Macfeo 
5 21 117 Macho 
6 27 129 Hembra 
7 30 135 Hembra 
8 20 112 Macho 
9 21 107 Macho 
10 26 124 Hembra 
11 30 132 Hentwa 
12 41 164 Hembra 
n 24 120 Hembra 
14 22 118 Macho 
15 20 T07 Macho 
te 26 132 Hembra 
17 25 120 Hembra 
18 19 98 Macho 
T9 22 116 Macho 
20 21 111 Macho 
21 21 te» Macho 
22 29 t35 Hembra 

23 17 103 Hembra 

24- 21 117 Hembra 

2$ 23 114 Heo&ra 

26 25 109 Macho 

27 23 100 Macho 

25 2 * 124 Hea&sa 

» 30 133 Hembra 

30 38 151 Hembra 

3 * 22 100 Macho 

32 22 101 Macho 

33 23 113 Macho 

34 24 115 Macho 

35 24 11© Bacfe© 

36 20 93 Macho 

37 
38 
39 

20 
23 
25 

85 
102 
103 

Macho 
Macho 



DISCUSIÓN 

Purificación de la VTL 

Ante la carencia de ejemplares adultos de catán en etapa reproductiva fue necesario 

llevara a cabo inicialmente diferentes aproximaciones experimentales en este estudio con 

una especie cercana: A. íropicus. Esto permitió no solo probar los protocolos de 

purificación de la VTG, sino también de disponer de un anticuerpo dirigido contra esta 

molécula, lo cual fue una herramienta esencial en la presente investigación. Esta escasez de 

adultos originó igualmente que no se recurriera a la purificación de la VTG, ya que se 

necesitaban cantidades importantes de plasma y que de manera alternativa se optara por 

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

En investigaciones anteriores, se han venido utilizado una gran variedad de técnicas 

para la purificación de la lipovitelina ovárica y/o la vitelogenina plasmática de distintas 

especies de peces, pero solo en algunas se ha considerado adicionar una etapa de separación 

inicial de precipitación con EDTA-MgCk (Wiley et al., 1979; Norberg & Haux, 1988; 

Inaba et al., 1997; Fujita et al., 1998), para concentrar y asilar por completo estas 

moléculas, del resto de los componentes del ovario o del plasma. Lo cual es una gran 

ventaja, ya que el EDTA-MgCh se une de manera selectiva a los grupos fosfato de la 

molécula, aumentando su masa y propiciando así la precipitación. Adicionalmente, esta 

técnica resulta particularmente eficaz cuando estas moléculas se presentan en 

concentraciones elevadas (Norberg & Haux, 1988) como es el caso de la VTL concentrada 

en los ovarios de las hembras en etapa reproductiva. Así fue posible la obtención de la 

lipovitelina ovárica en su conformación nativa, para la realización de una purificación mas 

especifica. 

A pesar de la selectividad que ofrece esta técnica de precipitación, no resultó 

suficiente para la separación total de la lipovitelina ovárica de los otros componentes del 

ovario. Por lo cual fue necesario la recurrir a la combinación secuencial de la cromatografía 

de exclusión molecular e intercambio de iones, al igual que en investigaciones similares 

como es el caso de Oncorhynchus mykiss (Tyler & Lancaster, 1993), Cyprinus carpió 

(Tyler & Sumpter, 1990), Dicentrarchus labrax (Mañanós et al., 1994). Estas técnicas de 

cromatografía han sido utilizadas principalmente por que ofrecen la ventaja de poder 



disponer de la molécula en fase liquida, lo que permite continuar con su ulterior 

purificación por medio de diferentes opciones (cromatografía de afinidad, electroforesis, 

etc) (Cortés, 2000). Entre los medios de filtración en gel que han producido mejores 

resultados para la purificación de la VIL y la VTG en peces se encuentra la Sepharosa- 6B 

(Copeland et al., 1986; Copeland & Thomas, 1988; Tyler et al., 1988; Tyler & Sumpter, 

1990, Pelissero et al., 1991, Tyler & Lancaster, 1993; Mañanós et al., 1994). Sin embargo, 

el Sephacryl, un medio que presenta características similares a la Sepharosa, presenta mejor 

estabilidad química a diferentes amortiguadores en un mayor rango de pH y soporta una 

presión más elevada, lo que permite procesar una mayor cantidad de muestras en un menor 

tiempo (Cortés, 2000). De aquí que este medio haya sido utilizado exitosamente en la 

purificación de la VTG y la VTL de otras especies de peces e.g. Diodon holocanthus 

(Fujita et al., 1998). Adicionalmente, en un estudio colateral en el que se purificó la VTL y 

VTG de A. tropicus con Sepharosa-6B se observó una degradación de las moléculas, 

particularmente viendose afectada una de las sub-unidades proteicas constituyentes de la 

VTG (Hernández, 2002). Esto, aunado al hecho de la mayor integridad de las moléculas 

obtenidas mediante la filtración con Sephacryl, originó la elección de este medio para 

realizar la purificación de la lipovitelina ovárica de A. spatula. 

Los resultados obtenidos con respecto a la filtración en gel, mostraron la necesidad 

de recurrir a un segundo proceso de purificación, ya que se obtuvieron varias proteínas 

dentro del mismo rango de peso molecular que la lipovitelina ovárica. Por lo que se 

procedió a emplear la cromatografía de intercambio de iones (DEAE-Sephacel) (Norbeg & 

Haux, 1985; Tyler & Sumpter, 1990; Tyler & Lancaster, 1993), ya que permite separar 

moléculas con rango de peso molecular similar, por medio de su carga iónica. Aunque esta 

técnica se ha utilizado regularmente con un gradiente linear de NaCl (Kanungo et al., 1990; 

Mañanós et al., 1994; Nuñez et al., 1996; Heppell & Sullivan, 1999), en el presente estudio 

se tuvo que recurrir a una modificación del protocolo, adoptando en su lugar un gradiente 

linear de 0 - 100% de KC1 (0.35M, pH 8), tal como lo recomienda Wiley et al., (1979), para 

la purificación de la VTG de Xenopus laevis. Esto permitió obtener así, la separación total 

de la lipovitelina ovárica de A. spatula al 4% de KC1 (0.5 M, pH 8). 

Por otra parte, la confirmación estructural, por sus constituyentes químicos, y 

funcional, por el hecho de que solo se presentara en hembras y por su reacción con el 



anticuerpo anti-VTG de pejelagarto, corroboran que se trata efectivamente de la VTL 

oválica del catán 

A este respecto, cabe mencionar que aunque la VTL y la VTG están consideradas 

como lipoglicocaretenofosfoproteinas, en este estudio solo se pudo demostrar su carácter 

lipídico y glucídico de la VTL. Esto se puede explicar por el hecho de que la precipitación 

EDTA-MgCh utilizada como etapa de pre-purificacion, implica la reacción de estos 

compuestos con los grupos fosfatos que forman las cargas superficiales de la proteína 

(Wallace et al, 1967). Lo cual lleva a suponer la modificación estructural de estos 

componentes durante la precipitación. Por otra parte, en lo concerniente a la ausencia de 

carotenoides, es importante señalar que mientras que en otros lepisosteidos predomina el 

color verde olivo o verde grisáceo (Netch y Witt, 1962; Resendez, y Salvadores, 1983; 

Pérez-Sánchez, 1995), en los catanes los ovarios y los huevos son blancos. De hecho, se ha 

atribuido la toxicidad de los huevos de A. spatula a esta ausencia de coloración, 

argumentando que mientras que los huevos de otros lepisosteidos, como los de L. oculatus, 

que son muy pequeños con matices verde-grisáceos y los cuales son desovados en áreas de 

densa vegetación, los del catán son grandes, blancos y generalmente son desovados en 

áreas más desprotegidas, lo que sugiere la necesidad de una mayor toxicidad (Burns et al, 

1981). 

Determinación del peso molecular de la VTL 

La gran variedad de técnicas (ultracentrifiigación, cromatografía, electroforesis, etc) 

utilizadas para la determinación del peso molecular de la VTG y la VTL de peces ha 

provocado a menudo sesgos en las estimaciones. Esto ha sido demostrado en 

investigaciones anteriores, en las cuales se han comparado diferentes aproximaciones para 

determinar el peso molecular de la VTG y la VTL, como en el caso de Dicentrarchus 

labrax, especie para la cual se estimaron pesos moleculares para la VTG mediante filtración 

en gel y SDS-PAGE de 445 kDa y 510 kDa, respectivamente (Mañanós et al, 1994). De la 

misma manera, Campbell & Idler (1980), reportaron pesos moleculares de 342, 440 y 470 

kDa para la VTG de Salmo gairdneri mediante ultracentrifugación, filtración en gel y SDS-

PAGE, respectivamente. En contraste con lo anterior, Tyler et al., (1988) y Wagboe & 



Kjartan (1988) determinaron un peso molecular de 440 kDa para la VTG de Salmo 

gairdneri mediante filtración en gel y HPLC respectivamente. 

A esto cabe añadir que la determinación del peso molecular únicamente por 

electroforesis, no siempre resulta satisfactoria puesto que las proteínas son separadas en 

función a una combinación de su carga y de su peso molecular, sin embargo la suma de 

estas propiedades no proporciona una medida absoluta, considerando que una zona 

electroforética puede cubrir proteínas con la misma movilidad, pero con un peso molecular 

y cargas diferentes, y por consecuencia pueden presentar propiedades inmuno lógicamente 

diferentes (Clausen, 1988). Sin embargo, la cercanía en las estimaciones encontradas en 

este estudio mediante cromatografía de exclusión molecular (315.5 kDa) y electroforesis 

(316.85 kDa - suma de las sub-unidades obtenidas) vienen a corroborar la autenticidad del 

peso molecular de la VTL de catán. 

Sexado de los organismos de campo 

La determinación sexual en los peces puede llegar a representar un problema muy 

serio dentro de la acuacultura, ya que en ocasiones no se cuenta con un método preciso para 

determinar el género de los individuos. Este aspecto es de importancia fundamental al 

momento de preparar lotes de reproductores ya que así se puede tener una mejor estrategia 

de manejo, al proporcionar condiciones diferentes (temperatura, alimentación, etc.) para 

hembras y para machos. Igualmente, es deseable la identificación de los géneros en el 

momento de la reproducción, ya que las mayores posibilidades de fertilización se obtendrán 

al acercarse a las proporciones que se observan en el medio ambiente natural. En referencia 

a lo anterior, cabe señalar que los lepisosteidos presentan un comportamiento poco 

gregario, sin embargo durante la temporada de reproducción se les puede encontrar 

comúnmente formando grupos de decenas de individuos, habiéndose observado hasta más 

de 20 al mismo tiempo (Alemán, 1987; Deán, 1895; Holloway, 1954). Las hembras 

encabezan los grupos de reproductores, mientras que los machos avanzan detrás expulsando 

el esperma que fecundará los óvulos, los cuales son adherentes y se fijan a la vegetación 

sumergida (Contreras, 1987). De manera general, se observa siempre un mayor número de 

machos que de hembras. Suttkus, (1963) menciona igualmente que cuando las hembras van 

a desovar se hacen acompañar de uno a cuatro machos. En el caso del pejelagarto A. 



tropicus se han reportado relaciones macho: hembra que van desde 0.82:1 (Chavez-Lomelí, 

1989), pasando por proporciones de 1:1.2 (Resendez y Salvadores 1983), 3:1 (Bejerano et 

al., 1997), hasta proporciones de 5:1 (Gómez-Gómez, 1989; Pérez-Sánchez, 1995). 

Holloway (1954) reporta proporciones de 1:2 y de 1:1 machos por hembra para Lepisosteus 

platyrhincus y señala proporciones que varían de 1:2 a 3:1 machos por hembra para L. 

osseus. Mientras que en el caso de A. spatula /a proporción sexual que se ha venido 

utilizando en el Centro Acuícola Tancol durante la época reproductiva en cautiverio es de 2 

machos por hembra (Morales, 1987). Lo cual contrasta con lo reportado por Rodríguez et 

al. (1998) quienes marcan una proporción de 10.5: 1 machos por hembra en la presa 

Vicente Guerrero, localizada en Tamaulipas. Sin embargo, al parecer esta proporción no se 

mantiene, ya que una estimación realizada en el mismo lugar en el 2000 señala una 

proporción de 7.6: 1 machos por hembra (González-García y García de León, 2000), 

mientras que en el 2001 los mismos autores (García de León et al., 2001) mencionan que la 

proporción es solo de 5:1. Sin embargo, las observaciones realizadas en el medio natural 

deben ser tomadas con cautela, ya que como lo señalan Netch y Witt (1962), existe una 

gran diferencia entre machos y hembras con respecto a longevidad y velocidad de 

crecimiento. Las hembras presentan una mayor velocidad de crecimiento y viven más 

tiempo que los machos. Así por ejemplo, en el caso de L. osseus, para el final del primer 

año los machos experimentan una gran mortalidad y están casi ausentes de la población. En 

contraste, en los registros se encuentran hembras de hasta 22 años. La diferencia en 

longevidad entre hembras y machos causa cambios drásticos en la proporción de sexos. 

Así, esta proporción a partir de muestras combinadas en el caso de L.osseus es de 1.2:1 

machos por hembra, sin embargo esto es valido solo cuando se trata de juveniles, ya que 

cuando se trata de organismos adultos por causa de la longevidad esta tasa se altera y la 

proporción cambia en sentido contrario. 

Por otra parte, la existencia de crecimiento diferencial entre machos y hembras para 

algunas especies (L. platostomus, L. oculatus y L. platyrinchus), se vuelve menos marcada 

con la edad (Suttkus, 1963). Esta ausencia de dimorfismo sexual se acentúa en condiciones 

de cautiverio (Hernández, 2002). Aunado a esto se tiene que considerar el largo periodo de 

tiempo en que tardan en alcanzar su primera madurez sexual (de 4-6 años) (Mendoza et al., 

2000a). Esto ha propiciado que se recurra comúnmente a la observación de las 



características externas de los organismos para tratar de discernir el sexo. Así, se han 

llevado a cabo apreciaciones en las que se ha considerado como característica distintiva el 

tamaño del hocico (Suttkus, 1963; León etal., 1978), la forma y tamaño del vientre, el peso 

y longitud total del organismo (León et ai, 1978, Contreras y Marañón, 1991). Sin 

embargo, estos métodos carecen de precisión principalmente cuando se trata de sexar 

organismos inmaduros o en sus primeras etapas de desarrollo gonadal, ya que se ha 

establecido que para, poder diferenciar a las hembras de los machos es necesario que las 

gónadas se encuentres desarrolladas para que se observe el tamaño y la forma del vientre 

(Netch & Witt, 1962; Morales, 1987; Bejerano et al, 1997). 

La deficiencia de estos métodos vino a quedar de manifiesto en el presente estudio 

al no registrarse diferencias significativas con referencia al peso o la longitud total de los 

individuos muestreados. 

Lo anterior ha originado, que como en el presente estudio, sean varias las 

investigaciones que se han apoyado en la naturaleza química (Calcio - Balbontin et al., 

1978; de Vlaming et al, 1980; Nagler et al, 1987; Linares-Casenave, 1990; Doroshov, et 

al, 1997; Bjornsson et al, 1998; Fósforo ligado a proteínas - Yao and Crim., 1996; Craik y 

Hervey, 1984).o inmunológica de la VTG y VTL ya sea para la diferenciación de los sexos 

o para evaluar la condición gonádica (Copeiand, 1986; Copeland & Thomas, 1988; Benfey 

etal, 1989; Tyler & Sumpter, 1990; Mañanós etal, 1994; Kishida& Specker, 1994, Fujita 

etal., 1998; Takemura & Oka, 1998). 

Los resultados de este estudio indicaron la posibilidad de identificar con precisión el 

sexo de los 39 ejemplares de catán mantenidos en cautiverio por medio de una reacción 

inmunológica entre la VTL y los anticuerpos generados contra esta molécula purificada. Lo 

anterior justifica plenamente el establecimiento de un inmunoensayo más rápido, preciso y 

sensible y con el cual se puedan procesar un mayor número de muestras tal como el ELISA 

(enzyme-linked immunoassay). Cabe notar la consistencia entre las reacciones cruzadas y 

la identificación de las bandas típicas de la VTL, lo cual viene a corroborar la validez de 

esta molécula como indicador bioquímico del sexo y del estado de madurez de los 

individuos de catán muestreados. 



Por otra parte, esto viene a constatar resultados similares encontrados con otros 

lepisosteidos (Hernández, 2002) en los cuales se identificó el sexo de ejemplares de A. 

tropicus mediante una reacción inmunológica entre la VTG plasmática y el suero anti-

VTG producido a partir de la proteína purificada. 

Igualmente, el hecho de que la VTL de catán fuera reconocida por el anti-VTG de 

pejelagarto indica no solo la baja especificidad intergenérica de estas moléculas, 

posiblemente debido a la cercanía evolutiva de ambas especies, sino también la similitud 

estructural de la VTG y la VTL confirmándose así que ambas moléculas poseen 

propiedades antigénica que las hacen inmunológicamente indistiguibles como ha sido 

demostrado con otras especies como: Oncorhynchus mykiss (Tyler, 1993); Sardinops 

melanostictus (Matsubara et al, 1994); Dicentrarchus labrax (Mañanós et al., 1994); 

Plecíropomus leopardus (Takemura and Teruya, 1997) y Verasper moseri (Matsubara and 

Koya, 1997). 

Adicionalmente, el hecho de poder monitorear una proteina que evoluciona de 

manera concomitante al desarrollo gonádico, proporciona un medio eficaz para la 

evaluación de los protocolos de inducción hormonal. Esto tiene una relevancia particular en 

el caso del catán, ya que debido a su condición ginoaria no es posible evaluar la 

maduración ovocitaria por medio de la extracción de muestras de gametos de las gónadas 

(canulación). De hecho, hasta el momento este último método fue ensayado en hembras de 

pejelagarto sin haber podido obtener muestras de gametos femeninos con facilidad debido 

al estrechamiento del oviducto que dificulta el paso de la cánula y provoca daños en este 

tejido (Páramo, 2001, citado por Hernández, 2002) Esto ha propiciado que se recurra a otro 

tipo de métodos como son los histológicos (Pérez, 1995; Pérez y Páramo, 1998), o los 

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

La utilidad de los resultados del presente estudio se refleja no solo en una 

posibilidad de llevar a cabo una mejor gestión de los reproductores, sino también por el 

hecho de poder estimarse la proporción sexual de los ejemplares colectados por las 

pesquerías considerando que la VTG también se puede cuantificar en extractos de músculo 

(Bridges et al 2000; Heppell y Sullivan, 2000; Bridges, 2002; Grau, 2002) y mucus 

(Kishida, et a/. 1992; Kishida,. and Specker, 1993 y 1994; Chang et al, 1996). 



CONCLUSIONES 

La combinación secuencial de la técnicas de precipitación con EDTA-MgC12, 

filtración con Sephacryl-300, e intercambio de iones con DEAE-Sephacel permitió la 

adecuada purificación de la molécula de lipovitelina oválica de Atractosteus spatula. 

La autenticidad de la molécula quedo confirmada tanto por sus características 

estructurales (físico-químicas) como funcionales (inmunológicas y fisiológicas). 

Se logró establecer de manera certera la identificación de los géneros de los 

ejemplares adultos de catán mantenidos en cautiverio con el seguimiento por electroforesis 

(PAGE), así como por inmunodetección de la molécula de lipovitelina, con lo que se 

reafirma su valor como marcador bioquímico. 
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