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%ditorial

Estimados lectores:

a Universidad Juarez Autonoma de Tabasco hoy ha asumido un reto que la lleve a tener todos los

indicadores de calidad, mejorando no solo los programas de estudio de los diferentes niveles que

los lleven o mantengan acreditados. Dentro de estos indicadores se busca tener productos de
excelencia en todos los temas que cubre la universidad como son las publicaciones periddicas. Por lo
mismo nuestra revista de Divulgacion esta encaminada a atender este proceso de revision de procesos,
actualizacién y modernizacidn que realiza la institucion, para asumir los nuevos compromisos que la
UJAT tiene con el Estado y la region, asi como con la sociedad con la que se vincula. Estos procesos de
reflexion han permitido generar estrategias e ideas dirigidas a realizar cambios que nos permitan
mejorar, las que estan siendo generadas por los profesores de nuestra Division Académica y que pronto
compartiremos con ustedes. Este afio, se han tenido interesantes eventos, que muestran la consolidacién
que tienen ya varios de nuestros grupos de investigadores tanto local, como regional y nacionalmente.

Tenemos un comité trabajando para proponer una serie de innovaciones con el que se estd
transformando nuestra revista, que nos permita identificar mejores opciones y aprender no solo de
nuestra experiencia sino de nuestras revistas hermanas en la Universidad que es lo que se busca lograr.

Como podran corroborar en este numero se empiezan a reflejar algunos cambios que se estan
preparando para una nueva imagen de nuestra revista. En este nimero se presenta una recopilacion de
cinco articulos que representan reportes de investigaciones tanto de cuerpos académicos de nuestra
Division, como de estudiantes de maestria, lo que reflejan el reto que se ha asumido en la Divisién
Académica de Ciencias Bioldgicas de divulgar sus resultados en este espacio. Ademas se incluyen siete
notas de temas que sin duda son de actualidad entre las que se encuentran dos asociadas al Congreso
Mexicano de Ecologia realizado en Villahermosa en 2013 y que nos permite tener informacion para
reflexionar en las tendencias actuales de la investigacion cientifica, ademas de los intereses de
desarrollo de laregion.

Desde esta seccidon queremos agradecer a los interesados en realizar contribuciones a esta revista, asi
como a los investigadores que han asumido la responsabilidad de apoyarnos en la revision del material
que recibimos. Aprovechamos también para reiterar la invitacion a seguir considerando esta opcion para
publicar no solo por ser la revista de nuestra Division, y esperamos que los alumnos tanto de maestria
como de licenciatura no olviden este espacio para hacernos llegar sus contribuciones y reiterar que esta
abierto a todos los miembros de la comunidad universitaria.

Lilia Gama Rosa Martha Padrén Lépez
Editor en Jefe Directora

Division Académica de Ciencias Biologicas
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco






Induccion a la sintesis de vitelogenina plasmatica en machos
de pejelagarto (Atractosteus tropicus) mediante el uso de 17 f§ Estradiol

Rafael Martinez Garcia, Ulises Hernandez Vidal, Arlette Hernandez Franyutti,

Wilfrido Miguel Contreras Sanchez & Carlos Alfonso Alvarez Gonzalez
Laboratorio de Acuicultura Tropical, Division Académica de Ciencias Biologicas, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco
Km 0.5 carretera Villahermosa-Cardenas, entronque a Bosques de Saloya CP. 86039 Villahermosa, Tabasco, México

Resumen

a vitelogenina (Vg) es una

osfolipoglicoproteina con alto peso molecular,

caracteristica de las hembras debido a su
utilizacion en como vitelo en el ovocito,
constituyendo una reserva energética para los
primeros estadios de desarrollo del individuo. Se
realizé la induccion a la sintesis de Vg en ocho
machos, juveniles de Atractosteus tropicus (600-
800 g) de primera madurez. Los resultados indican
que los machos inducidos con el tratamiento de 17 3
estradiol produjeron la proteina caracteristica que
corresponde a la Vg desde la segunda inyeccion
hasta la ultima al dia 25 post tratamiento. Estos
resultados indican la posibilidad de induccion a la
sintesis de Vg en juveniles machos de pejelagarto,
la produccion de esta proteina abre la posibilidad a
estudios que involucren la medicién, manipulaciény
extraccion de Vg.

Introduccion

La vitelogenina es una fosfolipoglicoproteina con
alto peso molecular constituida en su mayoria por
fosforo, caracteristica en las hembras sexualmente
maduras de vertebrados no mamiferos, es
producida por el higado como respuesta a una alta
concentracion de estradiol en circulacion, producido
por las células foliculares del ovario, dicho estradiol
induce la transcripcion del gen de Vg (Hiramatsu y
Hara, 1996; Reis-Henriques et al., 1997). La
vitelogenina de peces presenta diversos pesos
moleculares; siendo de 520 kDa en Veresper moseri
(Matsubara et al., 1999); 350 kDa en Sardinops
melanosticus (Matsubara et al., 1994) y 455 kDa en
Dicentrarchus labrax (Mafianos et al., 1994). Debido
a la naturaleza de la Vg es relativamente facil su
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purificacién, circula en grandes cantidades en el
plasma de hembras sexualmente maduras y posee
una alta reaccion al antigeno, lo cual ha facilitado el
desarrollo de diversos inmunoensayos para la
deteccion de esta proteina en numerosas especies
de peces (Heppell and Sullivan, 1999).

El pejelagarto (Atractosteus tropicus) es una
especie con un ciclo reproductivo anual, por lo cual
el organismo solo desova una vez al afo.
Actualmente se conocen varios aspectos
relacionados con el proceso reproductivo y cultivo
del mismo, sin embargo, no se conocen con
exactitud los periodos en los que el organismo
alcanza el nivel de madurez gonadal de forma
individual y por lo tanto el momento justo para
inducir al desove (Hernandez, 2002).

La presente investigacion propone la sintesis
de Vg en machos de A. tropicus mediante
inducciones con 17 3 estradiol, la realizacién de esta
investigacion proporcionara informaciéon bioldgica
basica y puede llegar a ser usada en conjunto con
otras metodologias para proponer el momento
potencialmente adecuado para realizar la induccion
al desove con mayor eficacia; esto permitira que los
sistemas de produccion de crias que actualmente se
utilizan con esta especie en condiciones de
cautiverio sean mas eficientes.

Material y Métodos

Obtencion y manejo de los organismos. Para la
obtencién de la proteina sintetizada, se emplearon
ocho machos, juveniles de A. tropicus de primera
madurez nacidos en cautiverio en las instalaciones
del Laboratorio de Acuicultura Tropical (DACBiol-
UJAT). El proceso de induccion de la produccién de
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Vg se realizd en un periodo de tres meses
empleandose individuos de entre 600 a 800 g los
cuales fueron divididos en dos grupos (grupo control
y grupo tratamiento), fueron mantenidos en tanques
grupales de 1.0 m3 considerando el tratamiento
aplicado. Para el mantenimiento de los ejemplares
se realizaron recambios de agua frecuentes y fueron
alimentados a saciedad con el alimento balanceado.

Identificacion del sexo de los ejemplares.
Previamente para la identificacion del sexo de estos
organismos; muestras plasmaticas fueron
sometidas a pruebas cruzadas con aVg en geles de
agarosa e identificacion de Vg mediante
electroforesis en PAGE (Hernandez, 2002), esta
metodologia consistio en la utilizacién del método
de gel discontinuo (concentrador y separador) de
acuerdo con la técnica de Laemmli (1970); se
utilizaron geles de poliacrilamida (PAA) en
presencia de sulfoenilduoesilsulfato (SDS). El gel
almacenador se prepard a una concentracion de 3.5
PAA. Las electroforesis se realizaron en camara de
electroforesis vertical marca C.B.S Scientific (mod.
4-42120) con placas de diez carriles. Las muestras
fueron mezclas de volumenes iguales la cual
consisti6 en 3 uL de plasma y 97 uL de buffer
muestra (Tris HCI 0.5 M, pH 6.8, SDS 2%, glicerol
20% 2 Mercaptoetanol y azul de Bromofenol
0.04%). En cada carril se colocaron 25 o 30 L de
muestra en diferentes placas.

Esta electroforesis se realizé a 100 v durante
dos horas y media, la camara fue conectada a un
sistema de recirculacién para mantener la
temperatura a 4 oC una vez transcurrido este
tiempo, los geles se sometieron a precipitacion con
una solucién fria de acido tricloroacetico (TCA) al
10% vy a tincién de acuerdo a la metodologia de
Weber y Osborn (1969). Los geles se dejaron en
reposo en una soluciéon de azul de Comassie R250
preparado en una mezcla 40:10:50 de metanol,
acido acético y agua destilada. Para eliminar el
exceso de colorante se empled la misma soluciéon
pero sin el colorante, posteriormente cada gel fue
sometido a un bafo de agua destilada, acido acético
y glicerol (88:10:2) y fue colocado sobre una placa
de vidrio cubierta de papel celofan, se colocd una
hoja del mismo papel y se sometieron a
deshidratacion para su conservacion y analisis. En
todos los casos se incluyé como control positivo la
muestra de una hembra de pejelagarto sacrificada.

Induccion de sintesis de Vg. La sintesis de Vg
se indujo mediante la aplicacion de inyecciones de
17 & estradiol (Sigma) en una emulsion de higado de
aceite de bacalao. La dosis empleada fue de 10 mg
de E,/kg. Al grupo no tratado o testigo se le inyecto la
emulsion sin el E,. Las inyecciones se suministraron
a cada grupo con intervalos de cinco dias hasta
completar un total de cinco aplicaciones.

En cada muestreo, inicialmente se tomaba la
muestra de sangre para seguimiento del nivel de Vg
obtenido y posteriormente se aplicaba la inyeccion
correspondiente. Cumplidas las cinco aplicaciones,
los ejemplares que mantuvieron un nivel alto y
estable de esta proteina fueron sacrificados para la
extraccion de la mayor cantidad de sangre mediante
extraccion directa de la vena caudal, para su
posterior precipitaciéon, las muestras fueron
transferidas a tubos cilindroconicos de 10 mL
conteniendo 60 pL de inhibidor de proteasas 200
mM PMSF y un volumen similar de anticoagulante,
estas muestras fueron sometidas a centrifugado a
5,000 rpm por cinco minutos a 4 °C; el plasma fue
separado y conservado en nitrégeno liquido para su
posterior analisis.

Purificacion de Vg. La purificacion y
extraccion de la Vg de las muestras de plasma de los
machos de Atractosteus tropicus inducidos con 17 3
Estradiol se realiz6 mediante la metodologia de
Wiley et al. (1979); todos estos pasos se realizaron a
4 oC. A1 mL de plasma o menos completado con
buffer tris HCI 50 mM PMSF 1 mM pH 8.
Posteriormente se agregaron 4 mL de EDTA 20 mM
y se ajusté el pH a 7.5 con NaOH 1 N, se mezclo
cuidadosamente y se agreg6 0.32 mL de MgCl 0.5
M, se mezclo6 por inversion y se centrifugo a 2,500 x
g durante treinta minutos a 4 oC. Se desechd el
sobrenadante y se conservo el precipitado al cual se
le agregaron 0.6 mL de tris HCI 50 mM pH 7.5, 1 M
NaCl y se agit6 cuidadosamente con una varilla de
vidrio; esta mezcla se sometié a centrifugado
nuevamente a 2,500 x g por 30 minutos a 4 oC para
posteriormente separar el sobrenadante a otro tubo
al cual se agregd 5 mL de H,O destilada fria para ser
sometida a centrifugado a 2,500 x g por 15 minutos a
4 oC, se desecho el sobrenadante y se conservo el
precipitado adicionandole 0.6 mL de buffer tris HCI
50 mM PMSF 1 mM pH 8, esta solucion fue
considerado como el purificado de Vg.
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Resultados

Aislamiento de Vg. El analisis de los PAGE
realizados a las muestras de plasma de ejemplares
machos inducidos y no inducidos indica que los
ejemplares que recibieron las inyecciones de 17 3
estradiol, presentaron la proteina caracteristica que
corresponde a la Vg descrita previamente por
Hernandez (2002) a partir del segundo dia de
tratamiento alcanzando los niveles mas altos a la
cuarta inyeccion, esta proteina no se encuentra
presente en los ejemplares que no recibieron la
induccion (Figura 1). El andlisis del plasma de
ejemplares que recibieron el estradiol y fue
sometido a precipitado de lipoproteinas indicé la
presencia de una banda proteica equivalente a la
que se presentd en los geles del plasma de
ejemplares tratados con E, sin recibir algun
procesamiento adicional (Figura 2).

Discusiony Conclusiones

El suministro de E, a ejemplares machos de
Atractosteus tropicus promueve la sintesis de
vitelogenina. Este proceso de sintesis se ha visto en
otros teledésteos donde se ha observado que el
suministro de esta hormona actua directamente
sobre los hepatocitos desencadenando la sintesis
de Vg; en el caso de las hembras, de forma natural
durante la maduracién gonadica; mientras que en
los machos esta sintesis solo ocurre mediante la
induccién con estradiol exégeno (Yao and Crim,
1996; Reis-Henriques et al., 1997; Lomax et al.,
1998; Mosconi et al., 1998; Heppell and Sullivan,
1999; Johnsen et al., 1999; Rahman et al., 2000). La
sintesis de Vg tanto en machos como en hembras
considera la presencia del componente genético
que la codifica en ambos sexos; sin embargo, de
forma normal este proceso de sintesis solo se activa
en las hembras con la presencia del estradiol
producido en el ovario durante la maduracion de la
gonada. En el caso de los machos la produccion de
Vg esta condicionada a la presencia de estradiol
exégeno principalmente. En conclusién estos
resultados indican la posibilidad de induccion de la
sintesis de Vg en juveniles machos de pejelagarto,
la producciéon de esta proteina abre la posibilidad
para estudios que involucren la medicidn,
manipulaciéon y extracciéon de Vg.

Figura 1. Gel de SDS-PAGE el cual muestra el patron de
proteinas plasmaticas de animales tratados con E, (carril
1,3,5,7y9), grupo control (carril 2, 4, 6, 8 y 10). La flecha
indica la localizacion de la Vg plasmatica en los carriles de
ejemplares tratados y su ausencia en el grupo control.

Figura 2. Gel SDS-PAGE que muestra el patrén de
proteinas plasmaticas de organismos inducidos con E2
(carril 1-3) en su estado inicial (sin precipitar); y muestras
de plasma sometidas al proceso de precipitado de
lipoproteinas (carril 8-10). Carriles 4-7 corresponden a
blancos.
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