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1.- RESUMEN

Los receptores a GnRH (GnRH-Rs) son moléculas clave en el control reproductivo de
vertebrados. Su ligando, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un pequefio
péptido que al reconocerse con su receptor estimula la liberacién de las hormonas
gonadotropinas: la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH), las
cuales a su vez, alcanzan las génadas, donde regulan la gametogénesis y la liberacion de
esteroides sexuales. GnRH y GnRH-R presentan diferentes isoformas y subtipos
respectivamente. Generalmente, en una sola especie se encuentran dos o tres isoformas de
GnRH y uno o varios subtipos del GnRH-R. Tanto GnRH como sus receptores presentan
una amplia distribucién en otros 6rganos fuera del sistema nervioso central; sin embargo la
funcién reproductiva es la mas estudiada. EI objetivo de este trabajo, fue aislar y
secuenciar los receptores a GnRH presentes en el encéfalo de este charal grande o pez
blanco del altiplano a fin de conocer el nimero y subtipo de receptores a GnRH que
participan en el sistema neuroendocrino reproductivo del organismo. Para ello, se
colectaron en la laguna de Zacapu, Michoacan, muestras de encéfalo anterior, encéfalo
completo, hipdfisis y gonadas a partir de las cuales se extrajo RNA total, realizando
posteriormente la sintesis de cDNA. Una vez aislados se clonaron dos subtipos (1 y 2) del
receptor a GnRH. La secuencia del GnRH-R1 fue de 216 pb y se obtuvo a partir de
muestras de encéfalo anterior, encéfalo completo, ovario maduro y testiculo. Para el
GnRH-R2 se obtuvo una secuencia de 425 pb a partir de muestras de encéfalo anterior de
organismos en etapas de recrudescencia tardia-madurez. Las secuencias de nucledtidos
obtenidas fueron analizadas mediante el programa BLAST y posteriormente fueron
construidos arboles filogenéticos mediante el programa Geneious. La secuencia de 216 pb
del GnRH-R1 se encuentra ubicada entre el asa intracelular 3 (ICL3) y el dominio
transmembranal 7 (TM7), presentando una similitud del 90% con el GhnRH R1B de
Odontesthes bonariensis y del 88% con Astatotilapia burtoni. La secuencia de 425 pb del
GnRH-R2 se encuentra ubicada entre las TMs 4 y 7, presentando una similitud del 92% con
el GnRH R2A (hipofisiotropico) de Odontesthes bonariensis y de 88% con Seriola
dumerilii y Morone saxatilis (hipofisiotropico). Este es el primer reporte de clonacion de
dos subtipos del GhnRHR en Ch. humbldtianum.
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Abstract

The GnRH receptors (GnRH-Rs) are key molecules in the control of reproduction in
vertebrates. Its ligands, gonadotropin releasing hormone (GnRH) is a small peptide to be
recognized with its receptor stimulates the release of gonadotropin hormones: luteinizing
hormone (LH) and follicle stimulating hormone (FSH), which in turn, reach the gonads,
where they regulate gametogenesis and sex steroid release. GnRH and GnRH-R have
different subtypes and isoforms, respectively. Generally, in a single species are two or three
isoforms and one or more subtypes of GnRH-R. Both GnRH and its receptor have a
widespread distribution in other organs outside the central nervous system, but reproductive
function is the most studied. The aim of this study was to isolate and sequence the GnRH
receptors present in the brain of this large chub or white fish from the highlands to ascertain
the number and subtype of GnRH receptor involved in the reproductive neuroendocrine
system in this organism. Fish were collected in Lake Zacdpu, Michoacén, total RNA was
extracted from forebrain samples, full brain, pituitary and gonads and subsequently double
strand cDNA was synthetized. Once isolated two subtypes (1 and 2) of GnRH-R were
cloned. The sequence of the GnRH-R1 was 216 pb and was obtained from samples of
forebrain, full brain, mature ovary and testis. For the GnRH-R2 yielded a 425 pb sequence
from forebrain samples of organisms in late-stage resurgence maturity. The nucleotide
sequences obtained were analyzed using the BLAST program and phylogenetic trees were
then constructed using Geneious software. The sequence of 216 pb of the GnRH-R1 is
located between the intracellular loop 3 (ICL3) and transmembrane domain 7 (TM7),
showing a similarity of 90% with R1B of the GnRH Odontesthes bonariensis and 88% with
Astatotilapia burtoni. The sequence of 425 pb of the GhnRH-R2 is located between TMs 4
and 7, showing a 92% similarity to the GnRH-R2A (hypophysiotropic) of Odontesthes
bonariensis and 88% with Seriola dumerilii and Morone saxatilis (hypophysiotropic). This
is the first report of the sequence of two GnRH-Rs subtypes in Chirostoma humboldtianum.



2.- INTRODUCCION

La reproduccion en vertebrados es controlada por un sistema endocrino organizado
jerarquicamente, el eje reproductivo hipotalamo-hipofisis-gonada (HPG). A pesar de la
gran variedad de ciclos de vida, estrategias de reproduccion y desarrollo, este sistema se
encuentra conservado en los vertebrados (Sower et al.,, 2009). La idea de que las
neurohormonas secretadas del cerebro controlan la funcién de la hipéfisis y la secrecion de
gonadotropinas tomé mucho tiempo en ser aceptada (Benoit y Assenmacher, 1952;
Donovan y Harris, 1954); sin embargo, este concepto quedd firmemente establecido hacia

finales de la década de los sesenta (Zohar, 2010).

El receptor a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH-R), en asociacion con su
ligando, la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es la molécula central en la
iniciacion y mantenimiento de la reproduccion en vertebrados (Tsai, 2006). La
reproduccion es controlada por la interaccién entre el hipotalamo, la hipéfisis anterior y
gonadas, donde el hipotalamo secreta pulsos de GnRH, que se une con alta afinidad a su
receptor (GnRH-R) presente en los gonadotropos de la hipdfisis para estimular la liberacion
de las hormonas gonadotropicas; hormona luteinizante (LH) y hormona foliculo
estimulante (FSH) que regulan la gametogénesis Yy la esteroidogénesis. La expresion,
interaccién y selectividad de GnRH con su receptor, es por ende, la llave que regula la

reproduccion (Rispoli et al., 2005; Tello et al., 2008; Sower et al., 2009).

En los organismos multicelulares es indispensable la comunicacion entre las células, tanto
para que el desarrollo y crecimiento ocurran de manera coordinada, como para la
integracion funcional del organismo. Las células tienen moléculas conocidas como
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receptores, que les permiten detectar a las sustancias reguladoras presentes o producidas en
otras células. La membrana bioldgica constituye la interfase de las células con su medio
ambiente y en ellas se encuentra la gran mayoria de los receptores, lo que permite que las
moléculas que no pueden atravesarla (mediadores quimicos de caracter hidrofilico como
proteinas), sean capaces de regular las funciones y el metabolismo celular. El receptor es
una molécula tridimensional que posee un sitio de reconocimiento para unir con gran
afinidad y especificidad a diversos mediadores quimicos, denominados ligandos (Hicks,
2006), una vez que ambos se acoplan el receptor modifica su conformacion pasando de un
estado inactivo a uno activo, transduciendo una sefial al compartimento citoplasmatico que
culmina en una respuesta bioldgica especifica al estimulo recibido (Norris et al., 1996;

Riezman et al., 1998).

Los GnRH-Rs (Fig. 1) pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) que se encuentran involucrados en el reconocimiento y transduccion de sefiales
tan diversas como; luz, olores, residuos de aminodacidos, nucleétidos, iones, pequefios
péptidos y proteinas. Estos receptores controlan la actividad de enzimas, canales idnicos y
transporte de vesiculas via la catalisis de guanosin trifosfato-guanosin difosfato (GTP-
GDP) por la proteina heterotrimérica G (Bockaert, 1999), debido a que los receptores a
GnRH guian la sintesis y liberacién de gonadotropinas de la hipdfisis anterior, el
conocimiento de la estructura de los GnRH-Rs, la interaccién con su GnRH (ligando) y su
regulacion resulta esencial para comprender la fisiologia de la reproduccion (Guilgur et al.,

2006).



MODELO BIDIMENSIONAL DEL GnRH-R

NHz+
Extremo amino

ECL1 ECL2

Exterior de la célula

Bicapa
lipidica

Interior de la célula

COO-
Extremo carboxilo

Figura 1: Estructura bidimensional del modelo teérico del GnRH-R, donde TM hace referencia a los dominios
transmembranales, ICL (Intracellular Loop) hace referencia a las asas intracelulares de 1-3 y ECL
(Extracellular Loop) hace referencia a las asas extracelulares de 1-3 (Modificado de Millar, 2004).



3.- ANTECEDENTES

3.1 Receptores a la hormona liberadora de gonadotropinas

3.1.1 Definicion y Estructura de GhnRH-Rs

La evolucion de los organismos multicelulares ha sido altamente dependiente de la
capacidad de desarrollo de sus células para comunicarse con otras células y con su medio
ambiente, para ello, los mensajeros producidos por las células requieren de la presencia de
moléculas en las células blanco que identifiquen a esos mensajeros y los discriminen de
otros. Este tipo de moléculas que distinguen un tipo de mensajero son denominados
receptores y puede haber receptores en membrana o en el interior de la célula. En el caso
particular de las GnRHs su receptor pertenece a una superfamilia altamente conservada de
proteinas integrales de membrana, conocidas como receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs). Estos receptores muestra tres principales dominios funcionales: un dominio
extracelular N-terminal, 7 dominios a-hélices transmembranales (TMs) conectados por
asas hidrofilicas intra y extracelulares y un dominio citoplasmatico carboxilo terminal. Los
dominios extracelulares, en especial el asa extracelular 3 (EC3) y las regiones superficiales
de las TMs son usualmente involucradas en eventos de reconocimiento del ligando. Las
TMs estan involucradas en la conformacion del receptor, y el C-terminal, junto con las
regiones citoplasmaticas de las TMs, median la union de los efectores, la propagacion de
los eventos de sefializacion, la desensibilizacion e internalizacion del receptor (McArdle et

al., 2002; Millar et al., 2004, Chen, 2008, Moncaut et al., 2005a).



La clonacion inicial del GnRH-R de mamifero realizada por Kakar en 1992 se baso en
esta homologia de los segmentos transmembranales de los GPCRs, usando esta estrategia
Tsutsumi y colaboradores en 1992 reportaron por primera vez la secuencia de un GnRH-R
de murino a partir de la linea celular tumoral de células gonadotropas oT3-1 de hipofisis de
raton. Esta secuencia fue confirmada, y posteriormente se clonaron estos receptores de rata,
humano, oveja, vaca y cerdo (Millar, 2004). La primera caracterizacion del receptor a

GnRH de peces se hizo en bagre africano en 1997 (Lethimonier, 2004).

En la hipofisis la accion de GnRH es mediada a través de una union de alta afinidad con el
receptor a GnRH, el cual es un receptor clase A parecido al receptor de la rodopsina
(GPCR). Lo receptores a GnRH han sido clasificados tipicamente como tipo | (sin el tallo
C-terminal) y como tipo Il (con el tallo C-terminal) (Silver et al., 2005; Guilgur et al.,
2006). El receptor tipo | de GnRH es el Unico de todos los GPCRs que ha perdido el
dominio intracelular (C-terminal) altamente conservado, dicha estructura ha mostrado ser
un elemento vital requerido para varias funciones, tales como el acoplamiento a proteinas
G, la activacion de segundos mensajeros, la unién al ligando y la expresion en la superficie
celular (Koenig y Edwardson, 1997; Heding et al., 1998; Blomenrohr et al., 1999; Bockaert
et al., 2003; Ronacher et al., 2004). Desde la primera clonacion exitosa del transcrito del
receptor a GnRH de ratén (Tsutsumi et al., 1992) méas de 83 cDNAs de receptores a GnRH
han sido clonados (Silver et al., 2005). Fue aislado el transcrito total que codifica el
receptor funcional tipo Il de GnRH de la hipoéfisis de Petromyzon marinus. Este estudio fue
el primero en identificar el mMRNA de un agnato el cual es el mas antiguo linaje de
vertebrados y es considerado el linaje basal de todos los vertebrados. EI receptor clonado

conserva las caracteristicas estructurales conocidas para los GnRH-Rs y notablemente



incluye un dominio intracelular de aproximadamente 120 aminoécidos, el més grande
dominio C-terminal de cualquier receptor a GnRH identificado hasta ahora. Los GnRH-Rs
son de los més pequefios GPCRs debido en parte a que el GnRH-R1 de mamiferos carece
del tallo amino terminal y también por que estos receptores tienen un dominio extracelular
amino terminal muy corto de solo 35 residuos de aminoacidos. Debido a estas dos
caracteristicas en roedores este receptor tiene 327 aminoécidos, mientras que los GnRH-Rs
de otros mamiferos contienen un aminodcido adicional en la segunda asa extracelular

(Rispoli, 2005).

El modelo de la estructura de la familia de GPCRs se basa en los estudios de cristalografia
de rayos-X de la bacteriorodopsina realizado por Pebay-Peyroula en 1997 y Palczewski en
el 2000. Los dominios transmembranales de los GnRH-Rs fueron modelados por
homologia con otros GPCRs relacionados, sin embargo su estructura unica no ha sido
determinada debido a diferencias en la longitud de las regiones terminales y diferencias en

la composicion de las asas (Rispoli, 2005).

Los GnRH-Rs son proteinas que ejercen su funcion fisioldgica en la superficie de la
membrana celular, por ende son proteinas de exportacion (fuera/ sobre la célula). Todas las
proteinas inicialmente son mMRNAs maduros que migran del nicleo hacia el reticulo

endoplasmico (RE) donde son traducidos a secuencias de aminoacidos sobre los ribosomas.

La vida de los GnRH-Rs por ende inicia en el reticulo endoplasmico donde son
sintetizados, plegados y ensamblados, posteriormente los receptores plegados
correctamente son empacados en vesiculas COPII y enviados al aparato de Golgi mediante

el ER-Golgi (ERGIC, por sus siglas en inglés), durante su migracion los receptores pasan



por modificaciones post-traduccionales (glicosilacion) hasta alcanzar un estado maduro.
Los receptores maduros son llevados de la red del trans Golgi (TNG) a su destino funcional
en la membrana plasmética. El transporte de las proteinas del aparato de Golgi a la
superficie celular es convencionalmente considerado un proceso constitutivo (Dong, 2007).
Recientes estudios sugieren que de modo similar a lo que ocurre con el transporte fuera del
RE, el transporte de los GPCRs fuera del aparato de Golgi es un proceso regulado, de
cualquier modo, las secuencias especificas de los GPCRs para salir de Golgi aun no han

sido identificadas (Dong, 2007).

El eficiente transporte a la superficie celular es mediado por el tallo C-terminal de
aproximadamente 50 residuos de aminoécidos presentes en el GnRH-R de bagre pero no en
el GnRH-R de humano. En adicion el GnRH-R de humano tiene un residuo de lisina extra
en la posicion 191, la cual esta ausente en GnRH-Rs de rata y raton. La lisina 191 parece
estabilizar la conformacion proteinica inhibiendo la formacion intramolecular de enlaces

de cisteina (Dong, 2007).

Los GnRH-Rs se caracterizan por ser proteinas pequefias en comparacion con otros GPCRs
(GnRH-R; humano 328 aminoéacidos, ratas y ratones 327 aminoacidos), esto ha facilitado
la realizacién de diversos estudios mutacionales que han permitido conocer el mecanismo
de transporte de estos receptores, ademas se ha observado que la mayoria de las mutaciones
en estas proteinas (19 mutantes examinadas) causa defectos en este mecanismo de
transporte (Conn, 2009). Mutaciones en el GnRH-R humano causan la pérdida de la
funcién de éste, ya sea debido a alteraciones en el reconocimiento del ligando o en la

interaccion con el ligando.



3.1.2 Clasificacion de GnRH-Rs

GnRH ejerce su funciédn al unirse a los receptores acoplados a proteinas G. Inicialmente, la
presencia de mdultiples formas de GnRH, sugirié que podrian existir también multiples
formas del GnRH-R en una especie dada, como resultado de una evolucién paralela entre
ligandos y receptores. Estudios posteriores demostraron que multiples formas de GnRH-Rs
son expresadas en especies de vertebrados. Cabe mencionar que la relacion filogenética
entre los GnRH-Rs no esta del todo clara y su nomenclatura es confusa, en contraste con la
clara relacién filogenética entre los tres ligandos, los GhnRH-Rs parecen tener un pasado

evolutivo mas complejo.

Diversos grupos de investigadores han hecho varios intentos para clasificar a estos
receptores a GnRH, a fin de establecer la nomenclatura, funcién y relacién de estos

receptores.

Troskie et al., (1998), analiz6 la relacion filogenética del dominio extracelular (EC3) de los
GnRH-Rs y propuso que todos los receptores de los vertebrados pueden ser agrupados en
dos principales tipos: tipo I, que incluye los subtipos IA 'y 1B, en el que se encuentran el
receptor hipofisiario de mamiferos y los receptores de tetrapodos y especies de teledsteos.
El tipo Il incluye solo receptores de tetrapodos. Sin embargo, con el hallazgo de nuevos
GnRH-Rs de diferentes especies de vertebrados, la relaciones filogenéticas han debido ser
re-evaluadas, por lo que, en el 2004 Millar clasifico a los receptores a GnRH de vertebrados
dentro de tres grupos en base a criterios como: su afinidad hacia un ligando en particular,
la organizacion de sus genes y la estructura de la region C-terminal. Subsecuentes estudios

han demostrado de los GnRH-Rs son promiscuos por lo que su afinidad hacia algun ligando
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en particular no se encuentra evidenciada adecuadamente. Por otra parte se han identificado
dos grupos principales de GnRH-Rs basados en el tamafio del tallo C-terminal, sugiriendo
que esta caracteristica estd implicada en la induccion de diferentes cascadas de
transduccion, de igual modo se ha identificado una tendencia al acortamiento progresivo

del tallo a fin de modular la desensibilizacion de los receptores o su internalizacion.

Afios més tarde, retomando la idea de Troskie, otros grupos de investigadores (Chen, 2008;
Flanagan, 2007) sugirieron la existencia de dos grupos basados en la secuencia de
aminoacidos en el asa extracelular 3 (EC3). Flanagan et al. (2007), propone dos grupos
principales de GnRH-Rs (GnRH-Ra y Rb), basado en su relacion filogenética. Este analisis
propone 4 subfamilias (al, a2, bl y b2), correspondientes a un grupo de 3 aminoacidos
conservados en el asa extracelular EC3 (PEY, SDP, PPS y SHS). El modelo filogenético
de GnRH-Rbs incluyendo algunos teledsteos y todos los tetrapodos es divergente, se
encuentra bl solo en tetrapodos y b2 en no mamiferos, mientras que GnRH-Ras separa a
los no mamiferos en al y los mamiferos en a2 (Chen, 2008). La comparacion sistematica
de la estructura de los GnRH-Rs mostrd no solo el dominio EC3 conservado a traveés de las
4 subfamilias, sino también las diferencias en el tamafio de la regién C-terminal.
Generalmente, GnRH-Ra tiene un tallo C-terminal méas corto que GnRH-Rb. Una
excepcion en teledsteos es Oreochromis niloticus con el tallo C-terminal de GnRH-Rb2
(conocido como GnRH-R1) la mitad méas corto que el tallo C-terminal de GnRH-Ral

(conocido como GnRH-R2).

Dentro del linaje de los teledsteos existen 2 tipos principales de GhnRH-Rs cada uno de los
cuales incluye 2 o 3 subtipos como se ha evidenciado en pez globo, pez cebra, pez dorado

y bagre. Algunas especies individuales de vertebrados que expresan multiples GnRH-Rs se
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mencionan a continuacion: tres GnRH-Rs en rana toro, Rana catesbeiana (Wang et al.,
2001a) y en medaka, Oryzias latipes (Okubo et al., 2001; Okubo et al., 2003); dos en
primates (Millar et al., 2001; Neill et al., 2001), en el pez dorado, Carassius auratus (llling
et al., 1999) y en el bagre africano, Clarias gariepinus (Bogerd et al., 2002); y en lubina
european, Dicentrarchus labrax (Moncaut et al., 2005a). Por ejemplo 3 de los receptores
del pez globo (GnRH-R1, GnRH-R2 y GnRH-R3), son subtipos de los receptores tipo 1,
mientras que los GnRH-R4 y GnRH-R5 pertenecen a los receptores tipo 2. En pez cebra se
han encontrado cuatro secuencias para estos receptores, dos de la cuales pertenecen a los
receptores tipo 1 y las otras dos secuencias pertenecen a los receptores tipo 2.
Interesantemente en pez dorado y bagre se han clonado dos receptores tipo 2. En contraste a
los dos receptores identificados en medaka y ciclidos africanos, dos Acanthopterugii son
clasificados dentro de las dos principales ramas. También, los GnRH-Rs han sido
caracterizados en protocordados y agnatos. Recientemente un GnRH-R fue clonado de
lamprea, Petromyson marinus, que pertenece al grupo de vertebrados mas antiguos (Silver

et al., 2005).

Hasta el momento los ejemplos de especies que exhiben estos dos tipos de receptores son:
anguilliforme, cypriniforme, salmoniforme, beloniforme, perciforme y tetraodontiforme,
mostrando por ende, una amplia distribucion de los dos tipos de receptor, ya que también se

han caracterizado en mamiferos (Millar, 2002) y 3 en bullfrog (Wang et. al., 2001a).

La presencia de diferentes tipos y subtipos de GnRH-Rs en una sola especie de pez se ha
tratado de explicar mediante la hipdtesis de ciclos de duplicacion génica que pudieron
haber ocurrido en diferentes grupos de cada linaje (Guilgur, 2006) ademas que aumentan

las dudas sobre si estos receptores tienen funciones distintas o redundantes. Para responder
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esto es necesario estudiar la estructura de los genes, su regulacion, especificidad,
selectividad de ligando y su distribucién en tejidos. Actualmente no existe una firme

correlacion entre los subtipos de receptores y una funcion fisioldgica particular.

La organizacion de los genes de GnRH-R ha sido bien determinada en medaka (Okubo et.
al., 2001) anguila y trucha (Mandigou et. al., 2000). Los genes que codifican a los
receptores tipo 1 consisten en 3 exones separados por dos intrones, los genes del receptor
tipo 2 tienen una estructura mas diversa, sin embargo se ha llegado a la conclusién de que
la estructura de los genes que codifican para GhnRH-Rs presentan diferencias en el nimero

y tamafio de exones y en los componentes del promotor (Lethimonier, 2004).

En muchos GPCRs, la funcidn y estructura de la proteina es estabilizada por un puente
disulfuro formado por cisteinas conservadas en la primera y segunda asa extracelular.
Como en muchos GPCRs es sabido que el puente disulfuro es importante en la funcién de
GnRH-R. ElI GnRH-R contiene cisteinas en la primer asa extracelular, dos cisteinas en la
segunda asa extracelular y una en el dominio amino terminal. Mediante estudios de
mutagénesis se ha demostrado la presencia de puentes disulfuro extracelulares entre C**
(Cisteina 114) y C**° en el receptor de ratén y entre C** y C*® del receptor de humano. La
ruptura de este puente disulfuro reduce drasticamente la habilidad del receptor para

reconocer a su ligando. (GnRH) (Rispoli, 2005).

De modo consistente con otros GPCRs, el GnRH-R bovino, ovino y humano incluyen dos
sitios potenciales de glicosilacion: N*® y N2 El receptor de roedor contiene los mismos
sitios potenciales de glicosilacion y un adicional sitio en el amino terminal, N*. En el

GnRH-R de murino se han encontrado resultados que sugieren que sitios en el amino
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terminal son glicosilados. Las mutaciones en estos dos sitios no afectan la afinidad del
receptor por su ligando, ni la habilidad del receptor para estimular la fosfolipasa C. Parece
que estos sitios de glicosilacién en los GnRH-Rs son requeridos para la estabilidad del

receptor y no tanto para su transporte a la superficie celular (Rispoli, 2005).

Los GnRH-R2 tienen gran afinidad por el GhnRH2 y poseen un tallo C-terminal de longitud
variable; este grupo contiene todos los receptores conocidos de no-mamiferos vertebrados
(bagre, pez dorado, pollo, rana africana). En adicién a los GnRH-Rs tipo 2 de primate. Los
GnRH-Rs tipo 1 y 2 muestran considerable homologia en sus secuencias en un nimero de
areas clave, incluyendo puentes disulfuro conservados entre la primera y la segunda asa
extracelular y conservacion de aminoacidos implicados en la union del ligando y el
acoplamiento de efectores. Hay sin embargo importantes diferencias estructurales: por
ejemplo del GnRH-R1 su funcion es dependiente de la interaccion de los residuos de
asparagina y aspartato en las regiones transmembrana 2 'y 7 (N* y D*® en el hGnRH-R)
pero estos no son conservados en el GnRH-R tipo 2 (donde el acido aspartico puede ser
encontrado en ambas posiciones). De cualquier modo el mas intrigante rasgo es la ausencia
del tallo C-terminal en el GnRH-R tipo 1. Este tallo se encuentra presente en todos los
otros GPCRs clonados y es crucial para el acoplamiento y regulacién del receptor. Su
ausencia en el GnRH-R1 implica que estos receptores han sido sometidos a un reciente
periodo de evolucion molecular rapidamente acelerada y proveen una oportunidad Unica
para estudios de comparacion para investigar la estructura de los GPCRs en un contexto de

receptores normales no-mutados (McArdle, 2002).
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3.1.3 Transduccion de sefiales de los GhnRH-Rs

La transduccion de sefiales se puede definir como el proceso por el que una sefial externa
(un regulador quimico o estimulo fisico) inducen una cascada de acontecimientos internos
que producen una respuesta celular. En esta larga cadena de interacciones proteina-proteina
participan segundos mensajeros, enzimas y canales ionicos que propagan la sefial, mediante
cascadas o redes complejas de reacciones y procesos bioquimicos, que modifican la

expresion génica y la actividad celular (Hicks, 2006).

Los miembros de la familia de GPCRs parecidos a la rodopsina, tienen un alto grado de
conservacion sugiriendo que tienen una estructura y mecanismo de activacion similar entre
ellos. Los ligandos y agonistas interacttan con la cara extracelular del receptor induciendo
un cambio conformacional y pasandolo a un estado activo. Esta conformacién activa
propaga una sefial de transduccion via asociacion con proteinas G. Aunque los
conocimientos de la interaccién entre GnRH su receptor y la proteina G son muy
rudimentarios. Algunos sitios especificos del GnRH-R que interaccionan con el ligando y la
proteina G han sido definidos (Rispoli, 2005). La activacion de este receptor es tipicamente
seguida por su desensibilizacion e internalizacion, este proceso involucra la
desensibilizacion del receptor, via fosforilacion, que es estimulada por la unién del agonista
y es normalmente rapida (segundos a minutos) y puede ser mediada por cinasas de
receptores acoplados a proteinas G (GRKs por sus siglas en inglés) que regulan a segundos
mensajeros como las proteina cinasas C 6 A (PKC 6 PKA). Para muchos receptores esta
fosforilacion facilita o estabiliza la asociacion con B-arrestinas, lo cual dificulta por

impedimento estérico la unién de la proteina G, previniendo la activacion de los efectores.
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Este efecto especifico para receptores activados, es Ilamado desensibilizacion homdloga del

receptor (McArdle 2002).

Malécula sefial

P14,5-difosfato

GPCR Activado Proteina cinasa C

activada

Fosfolipasa C

activada
Proteina G activada

Inositol 1,4,5-
trifosfato

Reticulo
endopladsmico

Figura 2: Ruta principal de sefializacion intracelular (segundos mensajeros) que se desencadena tras la
activacion del GPCR acoplado a proteinas Gg (Modificado de Alberts, 2008).

Las B-arrestinas también actian como adaptadores cuyos blancos son los GPCRs
desensibilizados para internalizacion. Los GPCRs son internalizados de la superficie celular
por endocitosis muy a menudo via vesiculas recubiertas de clatrina (CCVs, por sus siglas
en inglés). La formacion de estas vesiculas es normalmente controlada por un collar de
dinamina el cual separa las vesiculas de la membrana plasmatica por estrechamiento del
cuello de la vesicula. Después de la internalizacién puede ser reciclado a la superficie

celular o convertido en blanco de la degradacion lisosomal. En adicion a los GPCRs, las -
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arrestinas unen varias proteinas involucradas en el reciclamiento y sefializacion del
receptor. Adicionalmente se cree que las B-arrestinas funcionan como andamios mediante
el ensamble de un complejo que incluye a los GPCRs y un numero de proteinas
controlando la internalizacion del receptor por endocitosis (como activador de la proteina
(AP)-2 y clatrina) y la activaciéon de MAPK (como Src). Estas Ultimas proteinas son de
particular interés por que ahora se piensa que sirven como reguladores de dos diferentes
modos de sefializacion del receptor, por que un receptor desensibilizado en términos de
activacion de proteinas heterotriméricas G actualmente puede ser activado via p-arrestinas
mediando la activacion de MAPK. El reconocimiento y activacion de -arrestinas involucra
la asociacion con varios sitios en el GPCR, aunque los aminoéacidos fosforilados que
facilitan la union de B-arrestina son casi siempre localizados en el tallo carboxilo terminal

del GPCR (McArdle, 2002).

Para los GPCRs que unen pequefios péptidos, la interaccion con el ligando parece ocurrir
dentro de los dominios transmembranales, los cuales forman una bolsa hidrofilica. La
propuesta respecto a la union de GnRH dentro de la bolsa parece involucrar residuos
especificos del TM3 (K*?Y) y el TM2 (D% y N*%). Estudios mutacionales han demostrado
que D% y K**! interaccionan especificamente con H? de GnRH-1(pE*-H-W-S-Y-G-L-R-P-
G™-NH?). El reemplazo de D con un residuo cargado positivamente elimina la formacion
del puente de hidrégeno con H? pero no elimina todas las interacciones con GnRH-1.
Mutaciones similares de K'?* afectan solo la afinidad de los agonistas pero no de los

antagonistas. El asa extracelular 3 (ECL3) también ha sido implicada en el reconocimiento

E301 D302

de GnRH, especificamente el en murino y en el ECL del receptor humano

confiere especificidad por R® en GnRH1 y potencialmente induce a GnRH1 a adquirir una
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conformacién activa, recientes trabajos de sobre la clonacion de una segunda forma de
GnRH, GnRH-2 (H>-W’-Y®), el cual se ha demostrado que se encuentra ampliamente
distribuido en el cerebro de primates indica una potencial necesidad del GnRH-R para
distinguir entre las diferentes formas de GnRH presentes en forma natural. En el GnRH-R

D%, g% y P fyncionan orientando la cadena en una

humano ha sido propuesto que
conformacién necesaria para interaccionar preferencialmente con R® en GnRH1.
Mutaciones en la secuencia aminoacidica del GnRH-R (P*®, A 6 S** P/P**®, G) resultan en
un decremento en la afinidad por GhRH1 pero no por analogos de GnRH con R® sustituida
GnRH-2. Investigaciones utilizando un péptido especifico para los residuos 293-302 del
GnRH-R murino resultan en el plegamiento de GnRH-R1 en una conformacion activa,
proponiendo que esta interaccion con GnRH estabiliza la ECL3 conduciendo a cambios

conformacionales en las TMs necesarios para la activacién de las proteinas G y la

subsecuente transduccion de sefiales (Rispoli, 2005).

Ha sido sugerido que los GnRH-Rs activan diferentes rutas de sefializacion por
acoplamiento a multiples proteinas G (Gq1, Gs y Gi), la activacion de las proteinas Gs y G;
ha sido encontrada en todos los sistemas experimentales y su importancia en la sefializacion
de GnRH-Rs aun no ha sido determinada. Recientes investigaciones han establecido que lo
GnRH-Rs inician estas cascadas a través de una interaccion exclusiva con proteinas Ggia.
Esto es consistente con la informacion derivada usando células aT3-1 que indican que los

GnRH-Rs activan la fosfolipasa Cp (PLCP) (Rispoli, 2005).

La clasica visidn teorica del receptor que tiene solo dos estados; activo e inactivo, en el cual
el agonista estabiliza el estado activo para incrementar la sefializacion intracelular, resulta

inconsistente con los resultados encontrados en experimentos recientes que sugieren que
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diferentes agonistas pueden estabilizar diferentes estados activos, los cuales pueden
seleccionar diferentes rutas de sefializacion. Este concepto fue propuesto hace casi una
década por Kenakin en 1995, desde entonces substanciales experimentos y consideraciones
tedricas han apoyado el concepto de que los receptores oscilan entre numerosas
conformaciones, algunas de las cuales son selectivas para ciertos agonistas y rutas de
sefializacion. Esto parece indicar que la conformacién del receptor determina el ligando que
se une y por ende la cascada de sefializacion que se activa, aunque cabe mencionar que
dicha influencia es bidireccional, asi un ligando especifico (L) se unird a una conformacién
particular del receptor (R1), la cual a su vez activard un complejo proteinico particular
(SCy). Inversamente un complejo de sefializacion (SC,), estabilizara una conformacion del
receptor (R;) que a su vez unira selectivamente un ligando (L;). Evidencia directa de las
multiples conformaciones de GPCRs fueron provistas por la técnica de flourescence
lifetime spectroscopy del [p-adrenoreceptor unido covalentemente con una sonda

fluorescente (Millar y Pawson, 2004).

Los GnRH-Rs son clasificados en la subfamilia 1b de GPCRs, esta subfamilia es activada
por péptidos cortos que interacttan con las asas extracelulares y el dominio N-terminal,
sin embargo se ha propuesto que el carboxilo terminal de este péptido interacciona con una
cavidad formada por las TMs de la 3 a la 6, esta unidn causa el cambio conformacional que
activa al receptor (Bockaert, 1999). Una gran variedad de mecanismos moleculares

permiten que diversos ligandos activen el dominio principal del receptor.

Mediante estudios de baja resolucion de difraccion de electrones se ha analizado la
orientacion de las a-hélices transmembranales. Andlisis de bioquimicos y de mutagénesis

usando como modelo el GPCR de la rodopsina revelaron que el interruptor de la
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conformacion inactiva a la activa esta asociada con un cambio en la orientacion relativa de
la TM3 y la TM6 (con una rotacién de la TM6 y una separacion de la TM3), la cual
desenmascara el sitio de reconocimiento de la proteina G. En la familia 1 de GPCRs, un
residuo (D) en la TM2 y un tripéptido (DRY o ERW) en la interfaz de TM3 y ICL2 son
importantes para la activacion del receptor, estos residuos no son conservados en otras
familias de GPCRs, se puede concluir que, o bien el cambio de la conformacion del
dominio principal, o los acontecimientos moleculares que conducen a estos cambios no se

han conservado entre las diferentes familias (Bockaert, 1999).

El cambio en la conformacion del dominio principal generalmente afecta la conformacion
de las asas intracelulares ICL2 e ICL3 (las cuales estan directamente vinculadas a TM3 y
TM6 respectivamente) que constituyen uno de los sitios clave para el reconocimiento y
activacion de la proteina G. En receptores a GnRH, el asa ICL1 es esencial para la
activacion de Gs pero no de Gg. Esto ilustra perfectamente la diversidad de las soluciones
gue han sido seleccionadas durante la evolucion para asumir un buen acoplamiento de las
proteinas G. Ha sido propuesto que el carboxilo terminal se une a la subunidad a de la
proteina G en una bolsa constituida por estas asas intracelulares de los GPCRs de las

diferentes familias (Bockaert, 1999).
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3.1.4 Distribucion del GnRH-Rs

Los GnRH-Rs también son expresados en varios sitios extrahipofisiarios y pueden mediar
directamente la inhibicion de la proliferacién de células cancerosas dependientes de esta

hormona.

El anélisis de la expresion de los genes de GnRH-Rs apoya la idea de que la actividad de
GnRH no esta limitada al sistema nervioso central y la hipéfisis. Los GnRH-Rs se expresan
en tejidos periféricos relacionados con los sentidos, reproduccion y homeostasis sugiriendo
su participacion en estas funciones, aunque esta hipoOtesis adn requiere ser probada

(Guilgur, 2006).

La distribucion de los receptores a GnRH en el sistema nervioso central y en la hipofisis es
evidente en cada organismo. En algunos casos particulares, como en rana toro y bagre, se
han encontrado dos tipos de receptores. La expresion diferencial ha sido descrita en estos
tejidos. En Oreochromis niloticus, se expresan tres receptores a GnRH, que a menudo son
coexpresados en células lactotropas, somatétropas, tirotropas, melanotropas, corticotropas y
células de somatolectina (Parhar et al., 2005). Los receptores de pez dorado son ambos
altamente expresados en gonadotropas y un poco en somatoétropas (llling et al., 1999). En
lubina el receptor a GnRH 2 esta evidentemente expresado en todas las células LH y

algunas FSH pero no en somatétropas (Gonzales-Martinez et al., 2004a).
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3.2 Ligando del GnRH-R (GnRH)

Al comienzo de los afios setenta, dos grupos de investigadores simultdneamente reportaron
el aislamiento en cerdo y oveja de un factor de liberacion de LH (Amoss et al., 1971;
Matsuo et al., 1971). Este decapéptido fue llamado LHRH (hormona liberadora de la
hormona luteinizante) y su estructura primaria fue identificada como pE-H-W-S-Y-G-L-R-
P-G-NH?. Después se demostré que este decapéptido también estimula la liberacion de
FSH, por ello el nombre de LHRH fue reemplazado por GnRH, hormona liberadora de

gonadotropinas (Breton et al., 1971).

Figura 3: Representacién esquematica bidimensional de GnRH de mamiferos en la conformacion que se
reconoce en su receptor (imagen tomada y modificada de Millar et al., 2004). GnRH es un decapéptido
producido por neuronas presentes en el hipotadlamo anterior, secretada en la hipdfisis por las terminales
nerviosas que la inervan, donde se une a su receptor (GnRH-R) presente en las gonadotropas, estimulando la
sintesis y liberacion de la hormona luteinizante (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH). Estas
gonadotropinas entran a la circulacion periférica  estimulando en génadas la sintesis y liberacién de
esteroides sexuales y la maduracidon de los gametos.
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La primer GnRH aislada de peces fue salmon GnRH (Sherwood et al., 1983). La familia de
las GnRHs ha incrementado rdpidamente desde 1971, ahora alcanza un total de 28
isoformas encontradas, 15 en vertebrado y 13 en invertebrados (Kavanahug et al., 2008;
Tsai and Zhang, 2008; Zhang et al., 2008). De todos los vertebrados, los peces teledsteos

representan el grupo con el mayor nimero de isoformas para GnRH.

Las diferentes isoformas de GnRH inicialmente fueron nombradas dependiendo de la
especie de la cual fueron aisladas por primera vez, sin embargo con el paso del tiempo al
aislarse mds GnRHs se encontr6 que esta nomenclatura resultaba confusa por dos
criterios, el primero es que una misma isoforma de GnRH puede estar presente en varias
especies, y el segundo es que en una sola especie se presentan diferentes isoformas de
GnRH. A fin de evitar esta confusion, en 1998, White et al., propuso un arbol filogenético
de prepro-hormonas a GnRH, en el cual se clasificé a las GnRHs en tres grupos o sistemas
(GnRH1, GnRH2 y GnRH3), cabe mencionar que la topologia de este arbol no se ha visto
afectada por la inclusion de nuevas secuencias por lo que actualmente se encuentra
ampliamente aceptado (Okubo et al., 1999, 2000a; Okubo y Aida, 2001; Dubois et al.,
2002; Lethimonier et al., 2004; Vickers et al., 2004). En este andlisis filogenético se agrup6
como GnRH1 a las variantes hipofisiotropicas, las cuales son expresadas por neuronas
localizadas en el area predptica de anfibios, mamiferos y peces. El segundo sistema
(GnRH2) incluye a todas las GnRH expresadas en el cerebro medio
(sinencéfalo/mesencéfalo) de vertebrados, desde peces a mamiferos. El tercer sistema
[lamado GnRH3 comprende todas las isoformas de sGnRHs (isoforma de salmén),
encontrada Unicamente en peces y es expresada en neuronas de la region del nervio

terminal olfatorio y telencéfalo (Fernald y Withe, 1999; White et al., 1995). (Gothilf et al.,
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1996; Okuzawa et al., 1997; Fernald y White, 1999; Okubo et al., 2000a; Stefano et al.,
2000; Gonzalez-Martinez et al., 2001., Amano et al., 2002; Zmora et al., 2002; Vickers et

al., 2004).

Todos los vertebrados estudiados hasta la fecha presentan al menos dos isoformas de
GnRH. Existe un creciente numero de especies de teledsteos dénde han sido identificadas y
localizadas tres variantes de GnRH, todas estas especies expresan GnRH2, GnRH3
(sGnRH) y una tercera isoforma llamada GnRH1 que incluye; la de mamifero (mGnRH), la
de conejillo de indias (gpGnRH), la GnRH-I de pollo (cGnRH-1), la de rana (frGnRH), la
de bagre (cfGnRH), la de lubina (sbGnRH), la de arenque (hrGnRH), la de medaka
(mdGnRH) vy la del pez blanco (WwfGnRH). (Okubo y Nagahama, 2008), es decir que esta
isoforma puede ser considerada especifica para cada grupo: hrGnRH en Clupeiformes,
wfGnRH en Salmoniformes, pJGnRH en Atheriniformes, Synbranchiformes, Beloniformes
y Cyprinidontiformes y sbGnRH en Characiformes, Perciformes, Pleuronectiformes y
Tetraodontiformes (Somoza et al., 2002; Lethimonier et al., 2004; Sherwood y Adams,

2005).

Aunque la distribucion de las tres isoformas de GnRH fue inicialmente considerada como
restringida a areas especificas del cerebro, Gonzélez-Martinez et al. (2001) describe por
primera vez en Dicentrarchus labrax, una distribucion sobrepuesta de sbGnRH y sGnRH
(sistemas 1 y 3 respectivamente) expresadas por células de los bulbos olfatorios de la
region preoptica, desde entonces esquemas de distribucién similares han sido reportados en
muchas otras especies, incluyendo el pez blanco, Coregonus clupeaformis (Vickers et al.,
2004), la corvina del atlantico, Micropogonias undulatus (Mohamed et al., 2005), el ciclido

sudamericano Cichlasoma dimerus (Pandolfi et al., 2005) y la perca regia Argyrosomus
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regius (Confente et al., 2005). En este contexto y aunque en muy pocas especies se ha
analizado a detalle la localizacion de estas neuronas, la sobreposicién de las neuronas que
expresan GnRH 1y 3 en teleGsteos parece ser mas una regla que una excepcion (Guilgur et
al., 2006). Por otra parte diversos estudios han demostrado la presencia de GnRH fuera del
sistema nervioso central, por ejemplo, en Ch. humboldtianum recientemente se ha
encontrado sGnRH en gonadas asociado a la gametogénesis temprana (datos sin publicar,

Dr. Cérdenas R.).

A fin de encontrar una relacion evolutiva entre los sistemas de GnRH, O’Neill et al. (1998),
Okubo y Aida (2001) y Dubois et al. (2002) han sugerido que la isoforma de GnRH3 se
pudo originar a partir de GhnRH1 mediante un ciclo de duplicacion génica. Los sistemas 1y
2 se encuentran evolutivamente conservados puesto que secuencias correspondientes a
estos sistemas han sido encontrados en organismo que van desde peces hasta vertebrados
terrestres, indicando que estas ramas son ancestrales y emergen antes de la divergencia de
estos grupos. La rama 3 incluye solamente a salmon GnRH y Gnicamente se ha encontrado
en peces, por lo que se piensa que el linaje de la region del cerebro anterior se divide en
dos grupos de paralogos, el de sGnRH (grupo 3) presente Unicamente en especies de
teledsteos y la forma hipofisiotropica (grupo 1). Dos hipétesis han sido propuestas para
explicar la existencia de este tercer sistema de GnRH. Existe la posibilidad de una
duplicacion génica que pudo haber ocurrido en el linaje de los peces después de la
divergencia entre peces y tetrapodos (Guilgur et al., 2006; Kah et al., 2007; Okubo y
Nagahama, 2008), esta idea se basa en que los primitivos peces 6seos como Sturgeon y
Polypterus solo exhiben dos formas de GnRH por lo tanto, la duplicacion de una isoforma

ancestral de GnRH pudo dar lugar a las variantes GnRH-1 y GnRH-3, las cuales fueron
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sujetas a especializacion subsecuente de funciones y segregacion neuroanatomica de
células y proyecciones. A su vez otros estudios filogenéticos y evolutivos sugieren que la
duplicacion que dio lugar a GnRH1 y GnRH3 ocurrid antes de la divergencia de los peces y
los tetrdpodos y que los genes correspondientes se han perdido como ocurre con el 50-80%
de los genes duplicados en los vertebrados terrestres o los restos de estos genes aun no han
sido encontrados (Guilgur et al., 2006; Okubo y Nagahama, 2008; Lynch y Force, 2000).
Guilgur et al., en el 2006, realizaron un extenso analisis filogenético (software PHYLIP)
basado en el alineamiento de Clustal W de 84 prepro-GnRHs de gnathostomas. Este
andlisis evolutivo muestra Unicamente dos principales linajes de GnRH parélogos: la
GnRH de cerebro medio y la GnRH de la porcion ventral del cerebro anterior (telencéfalo,
region olfatoria, hipotalamo y nervio terminal). Estas formas corresponden a los grupos
definidos por White et al. en 1998, sin embargo a pesar de estas observaciones resulta
necesario un analisis filogenético méas profundo para establecer el tiempo de origen de los
genes especificos de la GnRH exclusiva de peces y saber si esta ocurrié antes o después de

la divergencia de los peces y los tetrapodos (Guilgur et al., 2006).

Analisis estructurales de los genes que codifican las GnRHs apoyan esta clasificacion
general de las GnRHs en tres sistemas, esta conclusion ademas es confirmada por un

extenso analisis filogenético (Millar, 2004).

Los genes de GnRH de vertebrados tienen una estructura comun, iniciando por la presencia
de 4 axones y 3 intrones. El andlisis de las secuencias de los diferentes genes de GnRH
mostrd que las regiones codificantes son altamente conservadas. Sin embargo las regiones
rio arriba y rio abajo son distintivamente divergentes (Alestrom et al., 1992; Chow et al.,

1998).
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Todos los decapéptidos de GnRH de vertebrados hasta ahora conocidos se originan de un
mRNA llamado prepo-GnRH que comprende una estructura comdn: un péptido sefial
(permite a la proteina ser transferida al reticulo endopldsmico) de 20-25 residuos de
aminoacidos, el péptido de GnRH de 10 residuos, un conservado tripéptido de
procesamiento (G-K-R) y un péptido asociado a GnRH o GAP de 40 a 50 residuos de
longitud, esta estructura fue originalmente descrita en mGnRH (Adelman et al., 1986) y

posteriormente confirmada en muchas otras especies de vertebrados.

El péptido sefial, el tripéptido de procesamiento y la region N-terminal del GAP son
codificadas en el exon 2, el core y la parte C-terminal del GAP son codificadas en el exén 3
y 4, las regiones 5° y 3 UTR son codificadas en los exones 1 y 4 respectivamente
(Alestrom et al., 1992; Chow et al., 1998). El péptido sefial es retirado por una peptidasa y
el péptido de GnRH es transportado al aparato de Golgi donde convertasas prohormona y
exopeptidasas liberan el péptido activo. La glicina del dominio C-terminal es amidada y el
glutamato en el N-terminal es convertido en piroglutamato por una glutamina
ciclotransferasa. El péptido maduro es concentrado en granulos de secrecion y es
transportado a las terminales axonicas donde es liberado (Andersen et al., 1988; Rangaraju
et al., 1991). La comparacién de diferentes secuencias de prepro-GnRH, muestran que el

GAP representa la region mas divergente dentro y entre las especies (Zohar et al., 2009).
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3.3 Modelo de estudio

Chisrostoma humboldtianum (Fig. 4) pertenece a la famila Atherinopsidae, que se
distribuye en el altiplano y la vertiente centrooccidental del pais, e incluye a los peces
blancos mexicanos y a los charales. Estos organismos tienen gran importancia econémica y
cultural debido a que han sido ampliamente utilizados para la alimentacion humana desde
tiempos prehispénicos. (Rojas y Sasso, 2005). Los peces resultan modelos ideales para el
estudio del sistema neuroendocrino reproductivo debido a la ausencia del sistema porta-
hipofiseal. En estos organismos la hipofisis consiste en adenohipdfisis y neurohipofisis. La
neurohipdfisis principalmente consiste en grupos de fibras neurosecretoras que se originan
en diferentes partes del cerebro y que secretan varios péptidos en la vecindad de las células
hipofisiarias. La adenohipofisis en cambio contiene diferentes grupos de células que se
asocian formando masas especializadas. Las neurohormonas que controlan la actividad de
los diferentes tipos celulares son liberadas directamente por terminales nerviosas en la
proximidad de sus células blanco, en algunas especies se observa incluso una sinapsis

verdadera (Norris, 1996).

Figura 4: Ejemplar adulto de Chirostoma humboldtianum.
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4.- JUSTIFICACION

GnRH y su receptor son las principales moléculas que controlan la funcion de la ruta HPG,
el conocimiento sobre el funcionamiento de esta ruta reproductiva es especialmente
importantes en acuicultura debido a que permite desarrollar diversas estrategias para
controlar la secrecion hormonal de la hipdfisis anterior, facilitando la reproduccién de
peces (Sivan, 2010; Zohar y Mylonas, 2001). Los peces teledsteos, entre los cuales se
encuentra Chirostoma humboldtianum (familia Atherinidae) juegan un papel importante en
la alimentacion de los mexicanos desde tiempos prehispanicos, siendo comercializados en
toda la republica, sin embargo la produccién del charal ha venido disminuyendo en afios
recientes, de tal manera que resulta de gran importancia el conocimiento sobre el proceso
reproductivo de este organismo, en particular de la especie humboldtianum por ser el charal
mas grande, aunado al hecho de que los peces han resultado ser un modelo atractivo para el
estudio de los mecanismos evolutivos y la diversificacion de las funciones de GnRH y sus
receptores en vertebrados (Kah et al., 2007), debido a que exhiben un alto numero de
variantes y a la caracteristica anatdbmica de que en estos organismos no existe el sistema
porta hipofisiario (Sivan, 2010). Este estudio tiene como objetivo determinar el nimero y
tipo de receptores a GnRH presentes en el cerebro de Ch. humboldtianum a fin de sentar las

bases sobre el conocimiento de la fisiologia reproductiva de este organismo.
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5.- OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL:

Realizar el aislamiento, secuenciacion y clonacion de receptores a la hormona liberadora de
gonadotropinas presentes en encefalo anterior, encéfalo completo y gonadas de

Chirostoma humboldtianum.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

A) Aislar los GnRH-Rs presentes en encéfalo anterior, encéfalo completo y gbnadas de Ch.

humboldtianum.

B) Secuenciar los receptores a GnRHs de Ch. humboldtianum.

C) Clonacion de los GnRH-Rs de Ch. humboldtianum.

D) Establecer la relacion filogenética de los GnRH-Rs de Ch. humboldtianum con otras

especies de teledsteos.
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6.- MATERIALES Y METODOS

6.1 Fase de campo
Obtencion de material bioldgico

Los ejemplares de Chirostoma humboldtianum, fueron colectados en la laguna de Zacépu,
Michoacan. Se obtuvieron organismos maduros de entre 11.5 y 16 cm de longitud patrén,
con un peso de entre 13 y 23 g. La colecta se realizd con el apoyo de los pescadores de la
cooperativa local usando un chinchorro de 40 m de longitud y una apertura de malla de
1.25 c¢cm, durante los meses de enero (recrudescencia tardia), febrero, marzo (madurez) y
agosto (regresién) correspondientes a las diferentes etapas del ciclo reproductivo de este

organismo.

Los peces fueron sexados y se anestesiaron con MS-222 Sigma®. Posteriormente se
sacrificaron por decapitacion y se extrajeron muestras de encéfalo completo o, encéfalo
anterior y goénadas, que fueron depositadas por separado en tubos de microcentrifuga con
capacidad de 1.5 ml, previamente tratados con dietilpirocarbonato (DEPC) en dilucién
1:1000. Las muestras fueron mantenidas en 500 pl de RNAlater® previo a la extraccion de

RNA.
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6.2 Fase de laboratorio.

6.2.1 Extracciéon de RNAtotal

Las muestras fueron removidas de RNAlater y en tubos limpios se les adicioné TRIzol®
Reagente (GIBCO) para la extraccion del RNA total por el método del acido guanidinico
tiocianato-fenol-cloroformo desarrollado por Chomczynski y Sacchi en 1987. La
integridad del RNA total aislado se verifico mediante la presencia de las bandas de RNA
ribosomal de 28S y 18S a través de geles desnaturalizantes de agarosa con formaldehido,

tefiidos con bromuro de etidio.

6.2.2 Obtencion de cDNA

La sintesis del cDNA se realiz6 a partir de las muestras de RNA total mediante el
procedimiento de RT-PCR vy siguiendo la especificaciones del kit Superscrip® Il

Reverse Transcriptase, oligo (dT)z, dicho kit incluye un tratamiento final con RNasa H.

6.2.3 Clonacion de GnRH-Rs

6.2.3.1 Disefio de oligos.

La clonacion de los receptores de interés se realizo mediante el uso de oligonucleotidos
especificos y degenerados disefiados a partir de la comparacion de secuencias
correspondientes a GnNRH-Rs de organismos filogenéticamente cercanos a nuestro modelo

de estudio (teledsteos) previamente reportadas en el GenBank. En las tablas 1y 2 se
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enlistan los nombres de los organismos y el nimero de GenBank de las secuencias

consideradas en el disefio de los oligos correspondientes a cada uno de los dos receptores.

Tabla 1: Secuencias empleadas en el disefio de oligos para la clonacion del GnRH-R1 de

Ch. humboldtianum.

Nombre del organismo

NUm de acceso en el GenBank

Astatotilapia burtoni AY028476.1
Oreochromis  aureus /  Oreochromis AY381298.1
niloticus

Odontesthes bonariensis 1B DQ875596.1
Oreochromis niloticus AB111357.2
Epinephelus coioides DQ536435.1
Oryzias latipes AB057676.1
Tetraodontes nigroviridis AB212826.1

Tabla 2: Secuencias empleadas en el disefio de oligos para la clonacion del GhRH-R2 de

Ch. humboldtianum.

Nombre del organismo

NUm de acceso en el GenBank

Odontesthes bonariensis 2A DQ875595.1
Seriola AJ130876.1
Morone Saxitalis AF218841.1
Dicentrarchus labrax AJ419594.1
Micropogonias undulatus DQ295885.1
Astatotilapia burtoni AY705931.1
Oreochromis aureus /  Oreochromis AY381299.1
niloticus

Colisa lalia AB113211.1
Oreochromis niloticus AB111356.2

Oryzias latipes

NM_001104882.1
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6.2.3.2 Condiciones de PCR

Condiciones de PCR generales para ambos receptores

Los oligos descritos en la seccion anterior se utilizaron en la amplificacion del material
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). La reaccién se llevo a cabo en
una mezcla conteniendo 5ng de la muestra de cDNA de Ch. humboldtianum, 1ul del oligo
directo (Fw), 1pl del oligo Reverso (Rv) y 12.5ul de enzima Tag PCR Master mix® kit de
QIAGEN, ajustado con agua inyectable a un volumen final de 25ul. Las condiciones de
trabajo en el termociclador fueron, una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C, seguida
por 40 ciclos de 30 segundos a 94°C, 1 min a la TM (temperatura media) indicada en cada
set de oligos y 1 min a 72°C, con una elongacion final de 7 min a 72°C. La temperatura de

mantenimiento y almacenamiento de los productos de PCR fue de 4°C.

Condiciones de PCR para el GhRH-R1

En la secuenciacion del GnRH-R1 fueron empleados 3 distintos oligos, en la tabla 3
aparecen los detalles respecto a la secuencia y direccion de estos. NoOtese que Unicamente
se utilizé un primers Rv, el cuél fue emparejado con cada uno de los dos Fw, obteniéndose

asi los dos distintos sets de oligos con los que se trabajé (CD1/AB7 y AB6/AB7).

Tabla 3: Oligos empleados en la secuenciacion del Receptor 1

Nombre  Direccion del Secuencia del oligo
del oligo oligo

CD1 53’ (Fw)  5-YGC CTG CAG TAA YCT YGC CC -3’
AB6 53’ (Fw) 5°- TACCTG CTG GGG ATY TKK TMC TG -3’
AB7 3’5’ (Rv) 5°-CAGGTG TTC AGG TTC CCR AAS AC -3’

Las letras subrayadas indican degeneracién en los oligos.
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Condiciones de PCR para el GhRH-R2

En la secuenciacion del GnRH-R2 fueron empleados 4 distintos oligos; 2 Fws y 2 Rvs. En
la tabla 4 aparecen los detalles respecto a la secuencia y direccion de estos oligos. Notese
que los 4 fueron combinados a modo de formar 3 diferentes sets de oligos KM6/KM?7,
pJ/Odo y pJ/KM7. Por la posicién teorica de los oligos (fig. 9) con los dos primeros sets se
debid obtener la secuencia completa que se reporta en este trabajo (425 pb), puesto que en
teoria los oligos KM6 y Odo se sobreponen en la region de la TM6, sin embargo como a
nivel experimental la secuenciacién no inicia en la posicion del oligo Fw sino mas adelante,
hizo falta trabajar con el tercer set de oligos (pJ/KM7) a fin de secuenciar esta region de la

TM6.

Tabla 4: Oligos empleados en la secuenciacion del Receptor 2

Nombre Direccion del Secuencia del oligo

del oligo oligo

pJ 53’ (Fw) 5~ CAT TAC CCA TCC CGA GGA CTT -3’
KM6 5’—3’ (Fw) 5’-GGA CTC CAT ACTACCTGCTGG G -3’
Odo 3’5’ (Rv) 5’- AGG GAA GAA CCA ATA CCACAG -3

KM7 3’5" (Rv) 5’- GTA GAT KAK BGG GTC CAG GCA GG -3’
Las letras subrayadas indican degeneracion en los oligos.

6.2.4 Verificacion de productos de PCR

Los productos obtenidos de las distintas reacciones de PCR, fueron verificados en geles de
agarosa al 1%, dichos geles fueron tefiidos con bromuro de etidio (C2;H20N3Br) (BrEt),
bromuro de 3,8-diamino-5-¢etil-6-fenilfenantridinio, y revelados con luz UV (longitud de
onda entre 400 nm y 15 nm).
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6.2.5 Purificacién de productos de PCR

Las bandas de los productos de PCR correspondientes al Peso Molecular (PM) esperado
fueron obtenidas del gel mediante un corte rectangular alrededor de la banda y purificadas
utilizando el QIAquick Gel Extraction Kit Protocol de QIAGEN. Las bandas purificadas se
verificaron nuevamente en geles de agarosa al 1% tefiidos con BrEt, para garantizar una

adecuada concentracion que permitiera la clonacion y posterior secuenciacion.

6.2.6. Clonacion molecular de productos de PCR

Los productos de PCR fueron clonados siguiendo el protocolo pGEM®-T Easy Vector

Systems, el cual consiste en 3 etapas a continuacion descritas.

Ligacion.

Los productos de PCR de interés fueron ligados en el plasmido pGEM®-T usando tubos
para microcentrifuga de 0.5 ml de capacidad. Se hizo la siguiente mezcla: 5ul de buffer de
ligacion rapida 2x, 1 pl del plasmido, 1u de la muestra de producto de PCR, 1ul de DNA

ligasa T4 y 2ul de agua desionizada, finalmente la mezcla se incubd a 4°C toda la noche.

Transformacion.

Se utilizaron células competentes JM109 transformadas mediante choque térmico e
incubadas en medio SOC liquido a 37°C/1.5 h con agitacion de 150 rpm, posteriormente
200ul de este medio con células transformantes fueron inoculados (técnica de sembrado
masivo) en placas petri con medio LB previamente adicionado con 20ul de Xgal, 100ul
de IPTG y 50 pg de ampicilina. Finalmente las placas fueron incubadas toda la noche a

37°C.
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Para aumentar el nimero de colonias, se hizo una resiembra de células transformadas,
seleccionando Unicamente las colonias blancas de las placas de sembrado masivo (las
colonias blancas son recombinantes al tener presente el inserto en el sitio poli-linker del
plasmido, interrumpiendo asi la expresion del gen de la galactosidasa y evitando la
hidrdlisis del X-gal, responsable de la coloracion azul en la colonia) e inoculédndolas a
modo de estria en nuevas placas petri con medio LB/Xgal/IPTG/ampicilina. Las placas
fueron incubadas a 37°C toda la noche para asegurar el color de la colonia, posteriormente
las estrias fueron inoculadas en tubos de ensaye con medio de cultivo LB liquido y se

incubaron toda la noche a 37°C / 150 rpm.

Purificacion de plasmidos.

Los plasmidos fueron purificados a partir de las células transformadas siguiendo el

protocolo Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System.

Se verifico la presencia del inserto en los plasmidos mediante PCR bajo las condiciones
especificas para cada set de oligos partiendo del plasmido como secuencia molde, los
productos de PCR fueron verificados en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de

etidio.

6.2.7 Secuenciacion de productos de PCR

La secuenciacion de los productos de PCR se llevo a cabo en el secuenciador automatizado
de DNA, ABI Prism 3100 de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la FES

Iztacala.
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6.2.8 Analisis filogenético de las secuencias obtenidas

Preparacion de las secuencias a analizar.

Para analizar las secuencias de los GnRH-Rs encontrados en Ch. humboldtianum, se
gener0d una secuencia consenso Unica para cada receptor que contuviera los diferentes
segmentos clonados de ese receptor. Las secuencias fueron analizadas en el secuenciador
ABI Prism 3100 de la UBIPRO FES-Iztacala que secuencié cada segmento con ambos
oligos (Fw y Rv), ambos resultados fueron sobrepuestos generando un consenso de ese
segmento, posteriormente fueron sobrepuestos los diferentes segmentos correspondientes a
un mismo subtipo de receptor. Las secuencias consenso fueron revisadas manualmente

usando sus respectivos electroferogramas mediante el programa Bioedit.

Anadlisis de las secuencias mediante programas computacionales.

BLAST

Las secuencias consenso obtenidas de los GnRH-Rs fueron analizadas con el programa

BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para encontrar similitud con las secuencias

ya existentes en el GenBank.

CLUSTALW

Las secuencias reportadas en BLAST como altamente similares a la secuencia de Ch.

humboldtianum se alinearon usando el programa Clustalw EBI

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para encontrar posibles puntos mutacionales

(transiciones, transversiones, deleciones, gaps). Los alineamientos fueron revisados
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manualmente, posteriormente se hizo la traduccion a proteinas determinando el marco de

lectura correspondiente a cada secuencia (1, 2 0 3).

PhYDE

El programa PhYDE fue utilizado a la par que el programa CLUSTALW para analizar
tanto las secuencias nucleotidicas como las traducciones a proteinas y encontrar posibles
puntos mutacionales (transiciones, transversiones, deleciones, gaps y sustitucion de

aminoécido).

GENEIOUS

La construccion del arbol filogenético por el método de neighbor-joining se realizd
utilizando este programa, el cual emple6 las secuencias nucleotidicas encontradas
experimentalmente de Ch. humboldtianum y las de otras especies para establecer la
relacion filogenética. La significancia estadistica de este arbol filogenético fue analizada
con el programa Mrbayes (3.1) utilizando el modelo evolutivo GTR en el cual se realizaron

1,100,000 repeticiones.
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Aislamiento, secuenciacién y clonacién de GnRH-Rs
del cerebro anterior de Ch. humboldtianum.
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Figura 5: Estrategia experimental seguida en la secuenciacion de GnRH-Rs de Ch. humboldtianum.
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/.- RESULTADOS

GnRH-R1

7.1 Clonacion molecular del GnRH-R1

La clonaciéon del receptor 1 se realizo utilizando el oligo Rv y los dos Fw descritos en la
seccién de materiales y métodos, obteniendo dos secuencias, una de 99 pb y otra de 216
pb, donde la secuencia de menor tamarfio se encuentra contenida en la de mayor tamafio. En
la tabla 5 se describe el trabajo con los dos sets de oligos usados (AB6/AB7; CD1/ABT7).
La posicion teorica de los tres oligos empleados en la secuenciacion de este receptor se
puede observar en la figura 6 sobre un modelo de GPCR. La secuencia de mayor tamafio
obtenida con el set de oligos CD1/AB7 abarca experimentalmente desde el dominio
intracelular 3 (ICL3) hasta el dominio transmembranal 7. La secuencia obtenida con el set

de oligos AB6/AB7 se encuentra entre los dominios transmembranales 6 y 7.

La presencia del GnRH-R1 fue encontrada en muestras de encéfalos y gdnadas
procedentes de colectas de enero, febrero, marzo y agosto del 2011, esta informacion se

encuentra desglosada en la Tabla 6.

Tabla 5: Condiciones de trabajo para la clonacion del Receptor 1

Set de oligos Temperatura media de PCR Numero de nucledtidos obtenidos
AB6 / AB7 TM=159°C 99 pb
CD1/AB7 TM=62°C 216 pb
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Tabla 6: Presencia de GnRH-R1 en diferentes rganos y meses

Mes de colecta (2011) Sexo del organismo Tipo de muestra

Enero Hembra y Macho Encéfalo anterior
Encéfalo completo

Febrero Macho Encéfalo anterior

Marzo Hembra Encéfalo anterior
Encéfalo completo
Ovario

Agosto Macho Encéfalo completo
Testiculo

Posicidn tedrica de los primers empleados en la
secuenciacion del GnRH-R1

GnRH-R1

Figura 6: Posicion teorica de los tres oligos (AB6, AB7 y CD1) usados en la secuenciacion del GnRH-R1 en
Ch. humboldtianum. En rojo aparece la posicion del set de oligos AB6/AB7 empleados en la secuenciacion
del segmento de 99 pb. En amarillo aparece el set de oligos CD1/AB7 usados en la secuenciacién del
segmento de 216 pb. La linea roja en zig-zag en la ICL3 indica la region donde inicia la secuencia obtenida
experimentalmente con el primer CD1.
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Las dos secuencias arriba referidas correspondientes a la clonacién del GnRH-R1 se
observan en los geles de la figura 7(A) y 7(B), donde el gel A contiene la secuencia de 99
pb obtenida del trabajo con el set de oligos AB6/AB7. El gel B contiene la secuencia de
216 pb obtenida con los oligos CD1/AB7. En el gel C se observa el mismo segmento de

216 pb en muestras de diferentes colectas.

La secuencia consenso obtenida de este receptor se observa en la figura 8, donde también es

mostrada su correspondiente traduccion a aminoacidos.

25

R1 ABG6/AB7 R1 CD1/AB7 R1 CDl/AB7

99 pb 1 216 pb 216 pb

500 pb

Figura 7. Geles mostrando los diferentes segmentos del R1 a GnRH secuenciadas a partir de Ch.
humboldtianum. En el gel A se puede observar la banda de 99 pb obtenida con el set de oligos AB6/AB7 a
partir de una muestra de cDNA de encéfalo anterior/enero 2011. En el gel B se observa la banda de 216 pb
obtenida con el set de oligos CD1/AB7 a partir de una muestra de cDNA de encéfalo completo/enero 2011.
En el gel C se observan las bandas de 216 pb obtenidas con el set de oligos CD1/AB7 en diferentes 6rganos y
meses, en los carriles 2, 3 y 4 observamos muestras de encéfalo anterior, ovario y encéfalo completo de
marzo respectivamente, en el carril 5y 6 se observan muestras de encéfalo completo y testiculo de agosto
respectivamente. Como se puede observar por la presencia de las bandas y la intensidad en todas estas
muestras se encuentra presente el R1. La letra M de la esquina superior izquierda etiqueta al MPM que fue
cargado en ese carril.
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Secuencia de nucledtidos y aminoacidos del GhnRH-R1

GAG  TCC CAG CTG CGC CGC AGC GGC ACT GAC GTG

E S Q L R R S G T D Vv
ATC CCG AAG GCG  CGT CTG AAG ACG CTG AGG ATG

| P K A R L K T L R M
TCG GTG  GTC ATC  GTG CTG TCC TTIC GIG GIG TGC

S Y% Y% | Y% L S F % % C
TGG ACG  CCG TAC TAC CTG CTG GGG CTG TGG TAC

W T P Y Y L L G L W Y
TGG TTC CAG ccc GCC  ATG CTG CGC CGC ACG CCG

W F Q P A L M R R T P
GAA TAC GTG CAC CAC  GCC CTC TTIC GIG TIC GGG

E Y Y H H A L F Y% F F
AAC CTG  AAC  ACC  TAA

G N L N T

Figura 8. Secuencia del GnRH-R1 de Ch. humboldtianum obtenida del consenso de los dos segmentos (99 y
216 pb) encontrados experimentalmente para este receptor. La traduccion de la secuencia nucleotidica
mostrada fue obtenida por medio del programa blastx (Frame +3). La tabla muestra una secuencia de 213
nucleétidos y 71 aminoéacidos.
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GnRH-R2

7.2 Clonacion molecular del GnRH-R2

La clonacion del receptor 2 se realizé utilizando los dos oligos Rv 'y Fw descritos en la
seccion de materiales y métodos, obteniendo tres secuencias, una de 70 pb, otra de 336 pb
y una de 425 pb, donde las secuencias de menor tamafio se encuentran contenidas en la de
mayor tamafio. En la tabla 7 se describe el trabajo con los tres sets de oligos usados
(KM6/KMT7; pJ/Odo y pJ/[KMT7). La posicion teorica de los cuatro oligos empleados en la
secuenciacion de este receptor se puede observar en la figura 9 sobre un modelo de GPCR.
La secuencia de 70 pb abarca de la TM6 a la TM7, la secuencia de 336 pb se encuentra
entre los dominios transmembranales 4 y 6. La secuencia de mayor tamafio (425 pb) y que

contiene a las dos anteriores se encuentra entre los dominios transmembranales 4 y 7.

La presencia del GnRH-R2 fue encontrada Unicamente en muestras de encéfalos
procedentes de colectas de enero y febrero. Se muestrearon también los meses de marzo y
agosto, sin embargo en estos Ultimos dos meses no se encontrd la presencia de este receptor

(Tabla 8).

Tabla 7: Condiciones de trabajo en la clonacion del Receptor 2

Set de oligos Temperatura media de PCR Numero de nucledtidos obtenidos
KM6 / KM7 TM=62°C 70 pb

pJ/ Odo TM=60°C 336 pb

pJ / KM7 TM=62°C 425 pb
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Tabla 8: Presencia de GnRH-R2 en diferentes rganos y meses

Mes de colecta (2011) Sexo del organismo Tipo de muestra
Enero Hembra Encéfalo anterior
Febrero Macho Encéfalo anterior
Marzo Hembra y Macho Encéfalo anterior
Encéfalo completo
Ovario
Testiculo
Agosto Macho Encéfalo anterior
Testiculo

Los meses de marzo y agosto fueron muestreados sin embargo no se encontr6 la presencia del GhRH-R2.

Posicion tedrica de los primers empleados en la
secuenciacion del GnRH-R2

Odo]
m

GnRH-R2

Figura 9: Posicion tedrica de los 4 oligos (pJ, Odo, KM6 y KM7) usados en la secuenciacion del GnRH-R2 de
Ch. humboldtianum. En rojo aparece la posicion del set de oligos KM6/KM7 empleados en la secuenciacion
del segmento de 70 pb. En negro aparece la posicion tedrica del set de oligos pJ/Odo usados en la
secuenciacion del segmento de 336 pb. En amarillo aparece la posicion del set de oligos pJ/KM7 usados en la
secuenciacion del segmento de 425 pb.
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Las tres secuencias arriba referidas correspondientes a la clonacion del GnRH-R2 se
observan en los geles de la figura 10 (A, B y C), donde el gel A contiene la secuencia de 70
pb obtenida del trabajo con el set de oligos KM6/KM?7, el gel B contiene la secuencia de
336 pb obtenida con los oligos pJ/Odo, el gel C contiene la secuencia de 425 pb obtenida
con los oligos pJ/KM7. En la figura 11 se observa el gel con el muestreo que se hizo de

los meses de marzo y agosto, donde no se pudo encontrar la presencia del GnRH-R2.

La secuencia consenso obtenida de este receptor 2 se observa en la figura 12, donde

también es mostrada su correspondiente traduccion a aminoacidos.
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500 pb

m R2 KM6/KMT

600pb

YN R2 pJ/KM7

Figura 10: En los geles se muestran los tres diferentes segmentos obtenidos del GnRH-R2 encontrados en Ch.
humboldtianum. En el gel A se observa la banda de 70 pb obtenida con el set de oligos KM6/KM7 a partir de
una muestra de cDNA de encéfalo anterior/ enero 2011. En el gel B se observa la banda de 336 pb obtenida
con el set de oligos pJ/Odo en una muestra de encéfalo anterior / enero 2011. En el gel C se observa la banda
de 425 pb obtenida con el set de oligos pJ/KM7 en una muestra de encéfalo anterior/ febrero 2011. La letra M
en la esquina superior izquierda hace referencia al MPM que fue cargado en el carril 1.

500 pb

Yl R2. pJ/KM7

Figura 11: En el gel se observan resultados del trabajo
con el set de oligos pJ/KM7, donde podemos observar en
los carriles 2 y 3 muestras de encéfalo anterior y ovario
de marzo respectivamente, en los carriles 4 y 5
observamos muestras de encéfalo completo y testiculo de
marzo respectivamente y en los carriles 6 y 7 observamos
muestras de encéfalo anterior y testiculo de agosto
respectivamente. La linea roja marca el tamafio de
producto esperado, al no encontrar este tamafio de banda
se infiere que este GnRH-R2 no se encuentra presente en
estas muestras. La letra M en la esquina superior
izquierda hace referencia al MPM cargado en el carril 1.
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Secuencia de nucledtidos y aminoacidos del GnRH-R2

ATT ACC CAT CCC GAG GAC TTIC ACC CAG TGC ACA ACT CGT GGG
I T H P E D F T Q C T T R G

AGT TTC GTC CCT CGC TGG CAT GAG ACG GCA TAC AAC ATG TTC

S F \'% P R w H E T A Y N M F

ACT TIT TCA TGT CTG TIC TIG TIG CCA CTIG ATC ATC ATG ATC

ACC TGT TAC ACC AGG ATC TIC TGT GAG ATC TCC AGA CGG C(CTG

CAA  AAA GAC AAC TTIG CCC TCA AAA GAA GTG TAT TTIG CGG TGT

TCC AAG AAC AAC ATC CCC AAA GCG CGG ATG AGA ACT CTG AAA

ATG AGT ATT GTA ATC GTC TIG TCC TTIC ATT ATC TGT TGG ACT

CCA TAC TAC CIG CIT GGC CIG TGG TAT TGG TIT TTC CCC GAT

GAC CTG GAG GGA AAG GTG TCA CAG TCA CTG ACC CAC ATC C(CTG

TTC ATC TIT GGG CTA TIC AAC GCC TGC CTG GAC CCA ATA ATC

TAC

Figura 12. Secuencia del GnRH-R2 de Ch. humboldtianum obtenida del consenso de los tres segmentos (70,
336 y 425 pb) encontrados experimentalmente para este receptor. La traduccion de la secuencia nucleotidica
mostrada fue obtenida por medio del programa blastx (Frame +2). La tabla muestra una secuencia de 423
nucleotidos y 141 aminoé&cidos.
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8.- DISCUSION

En el presente trabajo se lograron aislar, clonar y secuenciar por primera vez, dos subtipos
del receptor a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH-R) del pez mexicano

Chirostoma humboldtianum.

La region clonada de estos receptores resulta de gran importancia debido a que el asa ICL3
participa en el acoplamiento de las proteinas G, las asas extracelulares participan en el
reconocimiento del ligando y las secuencias en los dominios transmembranales 6 y 7 son

empleadas en la clasificacion de estos receptores.

Los arboles filogenéticos (Fig. 15 y 18) presentados en este estudio establecen las
relaciones evolutivas de los GnRH-Rs de Ch. humboldtianum con otros teledsteos, en
ambos receptores se encontr6 la mayor similitud con Odontesthes bonariensis, un
organismo perteneciente a la familia de Atherinidos al igual que nuestro modelo de estudio.
Para estos receptores también se establece una relacion evolutiva cercana con
representantes de la familia de los ciprinidos y los ciclidos. Los porcentajes de similitud
entre estos receptores pueden variar al contar con la secuencia completa. En los arboles
filogenéticos se muestra que el GnRH-R2 tiene una secuencia muy parecida al receptor que
en Odontesthes cumple la funcién hipofisiotropica ademas que este receptor no fue
encontrado en muestras de gonadas a diferencia del receptor 1 que si fue encontrado en

estos tejidos, sugiriendo una funcidn autocrina/paracrina para este ultimo.
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GnRH-R1

Las secuencia obtenida para el GnRH-R1 correspondiente a Ch. humboldtianum con una
longitud de 216 pb, fue analizada con el programa Blast, obteniendo los porcentajes de

similitud con otros teledsteos mostrados en la tabla 9.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas reportadas con altos porcentajes de
similitud con la secuencia de Ch. humboldtianum se muestra en la figura 13, donde también
es reportada la posicion de los dominios transmembranales 6 y 7. El alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de estos mismos organismos altamente similares se muestra en
la figura 14, encerrados en recuadros rojos se encuentran los aminoécidos que representan
puntos mutacionales en la secuencia de Chirostoma. Esta secuencia parcial de RI fue
analizada con el programa Blast encontrando que posee un porcentaje de similitud del 82%
al 90% con otras especies de teledsteos como Carassius, Odontesthes, Micropogonias,
Dicentrarchus y Astatotilapia (Tabla 9), al hacer el alineamiento de las secuencias de
nucleotidos (Fig. 13) y de las secuencias de aminoéacidos (Fig. 14) se puede observar que la
secuencia de GnRH-R1 de Ch. humboldtianum se encuentra altamente conservada al
presentar poca variacion respecto a las secuencias correspondientes a este receptor
previamente reportadas en el GenBank, sin embargo la comparacion de las secuencias de
aminoacidos nos permite analizar seis puntos mutacionales presentes en la secuencia de
Chirostoma donde podemos observar tres cambios de aminoacidos en el ICL3 (Q, V y L).
La secuencia reportada en este trabajo presenta una Q (polar sin carga) en lugar de Y
(apolar) , P (apolar) 6 H (polar con carga), una V (apolar) en lugar de I (apolar) 6 M (polar
sin carga) y una L (apolar) en lugar de M (polar sin carga). En el dominio transmembranal

6 encontramos otros dos puntos mutacionales donde Chirostoma presenta R (polar con

51



carga) en lugar de K (polar con carga) y una S (polar sin carga) en lugar de una T (polar sin
carga). Finalmente en el ECL3 encontramos que Chirostoma presenta una A (polar) en
lugar de D (polar con carga), G (polar sin carga) 6 E (polar con carga). Como podemos
observar en las asas existe mayor variacion de aminoacidos dado que son regiones menos
conservadas en comparacion con los dominios transmembranales. Se considera que los
cambios de aminodacidos en el ICL3, ECL3 y en la TM6 no afectan la estructura de la

proteina puesto que se realizan entre moléculas con la misma naturaleza quimica.

El arbol mostrado en la figura 15 muestra la relacion filogenética entre la secuencia del

GnRH-R1 de Ch. humboldtianum y un grupo de teledsteos cercanamente relacionados.

Tabla 9: Porcentaje de homologia entre la secuencia nucledtidica de GnRH-R1de
Chirostoma humboldtianum con otras especies de teledsteos.

Especie Porcentaje de homologia NUumero de acceso al
GenBank

Pejerrey 90% DQ875596.1

(Odontesthes bonariesis)

Haplochromis burtoni 88% AY028476.1

(Astatotilapia burtoni)

Atlantic croacker 86% DQ355380.1

(Micropogonias undulatus)

European seabass 86% AJ606685.2

(Dicentrarchus labrax)

Gold fish 82% AF121845.1

(Carassius auratus)
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Micropogonias
Dicentrarchus
Lstatotilapia
Odontesthes
Chirostoma
Carassius

Micropogonias
Dicentrarchus
Latatotilapia
Odontesthes
Chirostoma
Carassius

Micropogonias
Dicentrarchus
Latatotilapia
Odontesthes
Chirostoma
Carassius

Micropogonias
Dicentrarchus
Latatotilapia
Odontesthes
Chirostoma
Carassius

GTEAGTCATACCTGCGTCGCAGCAGCACTGRACATTATGCCARAGGCTCGGATGARAGACTC 6

GIGCGTCETACCTGCGCCGCAGTGECACTGRCATTAT CCCARAGGCTCGGATGARGACTC
GTERGTCGCCCTTGCOTCGCAGTGECACCGRCATCATCCCARRGGCTCGGATGRAAGACTC
GTEAGTCCCACCTGCGCCGCAGIGGCACCGRCAT CAT CCCGRAGGCTCGGATGARGECCC
GCEAGTCCCAGCTGCGCCGCAGIGGCACTGRCGTGAT CCCGRAGGCGCGTCTGARGACGC

GCEAGTCT-——-CTGAGACGCAGCGGCACAGRCATGAT CCCGRAGGCCCGGATGAAGACGE 3

= ok kR4 kO KRERK  REKK EE% Kk R% kR KAREE K% KhkER K 2

TGRAGATGACGETGETCATCGTGCTGTCCTICGTGGTGTGCTGEACTCCATACTACCTGC
TGARGATGACGETGET CATCGTGCTGTCCTTCGTGETATGCTEEACTCCATATTACCTEC
TGRAGATGACGETGGTCATCGTGCTGTCCTITGTCGTGTGCTGEACGCCGTACTACCTGE
TGRAGATGACGETGETCATCGTGCTGTCCTICGTGGTGTGCTGRACGCCGTACTACCTGC
TGAGGATGTCGGT GG CATCGTGCTGTCCTICGTGGTGTGCTGRACGCCGTACTACCTGE
TGRAGATGACCATCATCATCGTCCTGTCGTTCGTGGTCTGCTGRACGCCCTACTATCTGE

Ak EEkkek ok  EkkkEEE kEEFEk EE kk FE kEEFEkkkEE Kk FH kE kkkx

120
120
120
120
120
117

TCEEEATCTGETACTGETTCCAGCCAGRCATGCTGCGTETCACACCTGAGTRCATCCRACC
TGFEEATCTGETACTGET TCCAGCCCGACAT GCTGCAT GTCACACCTGAGTACGTCCACC
TGEEATTTGETACTGET TCCAGCCCGACAT GCTGCECATCACACCGGAGTACGTCCACC
TGFEEATCTGETACTGET TCCAGCCCGECAT GCTGCEOGTCACACCTGAGTACGTGCACC
TGFEECTETGETACTGETTCCAGCCCGCCAT GCTGCEOCGCACGCCGEAATACGTGCACC
TGEECATCTGETACTGETTCCAGCCGGAGAT G TGARGETCACGCCOGRAGTACATCCATC

[l el el el

=] COCOCOCooCo
o [ Ty e .

B ok k pEREKAREAKRKRERAARE K REAAEE e LT IR T T
TM6
ACGCCCTCTTIGIGTTOGGERARCCTGARCACCTGCTGCARCCCCGTGATCTACGLCTICT (240
AOGCTGTCTTIGIGTTOGGLRARCCTGARCACCTGCTGCGRCCCCGTCATCTATGOCTICT (240
ACECCCTCTTITGIGCT I TEEERRACCTGARCACCTGCTGOGRCCCCATCATCTRCGGCTTCT (240
ACGCCCTCTTIGICTTOGGERARCCTGARCACCTGCTGOGRCCCCGTCATCTACGOCTICT (240
A CCCTCTICGI G T CGEERRCCTGARCACCTAR R ————— -~~~ ————— = ——————— Zle
ACCTGCTCTTCGIGTTOGGERARCCTGARCACCTGCTGIGRCCCGETGATCTACGGTCTITT (237
4 HEEE KK RE KAERAREEEAREEREK -
™7

Figura 13: Alineamiento de la secuencia de 216 pb correspondiente al GnRH-R1 de Ch. humboldtianum con
las secuencias de Micropogonias undulatus, Dicentrarchus labrax, Astatotilapia burtoni, Odontesthes
bonariensis y carssius auratus. En recuadros se encuentran los dominios transmembranales 6y 7.

Micropogonias HLRDEAGESYLERSSTDIMPEARMETLEMTVVIVLS FVVCHT FYYLLGIWYWEFQPOMLEY 11%
Dicentrarchus HLRDEAGASYLERSGTDI I PEARMETLEMTVVIVLSFVVCHT FYYLLGIWYWEQPOMLEY 202
Lstatotilapia HLRDEAGESPLERSGTDI I PEARMETLEMTVVIVLS FVVCHT Y YLLGIWYWEQPDMIRT 293
Odontesthes HLRDEAGESHLERSGTDII PEARMEALEMTVVIVLS FVVCHT EYYLLGIWYWEQPGMLEY 237
Chirostoma —--———- EspLRRSGTOV] PRA BLKTL JIVLSFVVCWTPYYLLGLWYWFQHAMLAR 53
Carassius LHKSTEGES-LERSGTOMI PEARFETLEMT I IIVLSFVVCHT Y YLLGIWYWEQPEMLEY 237
¥ kAR FkarrErkArradek ek kEEkhEEE AR R Rk A c Rz hkhAE kke
Micropogonias TPEYIHHALFVFGNLNTCCHEVI YGFYTPSFRADLALCCRTMRSDT SPQSP--DRLSARR 177
Dicentrarchus TEEYVHHAVFVEGNLNTCCDEVI YGFYTPSFRADLANCCRRMRRDASIWSP--DRLSARD 240
Lstatotilapia TPEYVHHALFVFGNLNTCCDP I IYGFYTPSFRADLALCCRWVRECOADTSSQYIDEMSTRE 353
Odontesthes TPEYVHHALFVFGNLNTCCDEVIYGFYTPSFRADLALCCRRTRSDSSPRSLG-—-RLSARD 3355
Chirostoma B B e 70
Carassius TEEYIHHLLFVFGNLNTCCDEVIYGLYTPSFRADLARCHRCRTPAESPRSLD-—————— B 340
Ehkdkkaxk cxERREEEX
Figura 14: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del GnRH-R1 de Ch. humboldtianum con las

secuencias de aminoacidos de Micropogonias undulatus, Dicentrarchus labrax, Astatotilapia burtoni,
Odontesthes bonariensis y carassius auratus. En los recuadros rojos se encuentran los aminoacidos mutados.
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Figura 15. Arbol filogenético de GnRH-R1 en teledsteos, deducido de la secuencia de aminoécidos, usando
el método del neighbor-joining mediante el programa Mrbayes (3.1). Los nimeros indican la probabilidad
posterior después de 1,100,000 réplicas. (1-Micropogonias undulatus, 2-Dicentrarchus labrax, 3-
Astatotilapia burtoni, 4-Carassius auratus, 5-Odontesthes bonariensis).
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GnRH-R2

Las secuencia obtenida para el GnRH-R2 correspondiente a Ch. humboldtianum con una
longitud de 425 pb, fue analizada con el programa Blast, obteniendo los porcentajes de

similitud con otros teledsteos mostrados en la tabla 10.

El alineamiento de las secuencias nucleotidicas reportadas con altos porcentajes de
similitud con la secuencia de Chirostoma se muestra en la figura 16, donde también es
reportada la posicidn de los dominios transmembranales 4, 5, 6 y 7. El alineamiento de las
secuencias de aminoacidos de estos mismos organismos altamente similares se muestra en
la figura 17, encerrados en recuadros rojos se encuentran los aminoacidos que representan
puntos mutacionales en la secuencia de Chirostoma. El analisis de esta secuencia con el
programa Blast nos dio un porcentaje de similitud de entre 83% y 92% con otras especies
de teledsteos como Fundulos, Pseudopleuronectes, Colisa, Seriola, Odontesthes,
Astatotilapia, Oreochromis, Acanthopagrus, Sparus, Morone y Dicentrarchus (Tabla 10).
El alineamiento de las secuencias de nucleétidos (Fig. 16) y aminoacidos (Fig. 17) de estos
organismos con alto porcentaje de similitud nos permite observar que el GhRH-R2 de Ch.
humboltianum se encuentra altamente conservado al no existir una gran variacion entre las
secuencias de estos organismos. En la comparacion de las secuencias de aminoacidos se
pueden observar dos puntos mutacionales presentes en el ICL3 de Ch. humboldtianum
donde esta secuencia presenta en un punto una Q (polar sin carga) en lugar de Y (apolar), K
(polar con carga) 6 R (polar con carga) Yy en otro punto una K (polar con carga) en lugar de
N (polar sin carga) 6 S (polar sin carga). Ambas mutaciones se encuentran en el asa

intracelular 3 sin embargo en la segunda mutacion el aminoacido K tiene carga a diferencia
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de los amino&cidos presentes en las otras secuencias, cabe mencionar que este segmento se
encuentra dentro del citoplasma donde la presencia de cargas puede tener un efecto menos
dréastico que si se encontrara dentro de un segmento transmembranal. Se considera que estas

mutaciones no afectan la via de sefializacion del receptor.

El arbol mostrado en la figura 18 muestra la relacion filogenética entre la secuencia del

GnRH-R2 de Ch. humboldtianum y un grupo de teledsteos cercanamente relacionados.

Tabla 10: Porcentaje de homologia entre la secuencia nucleotidica de GnRH-R2 de Ch.
humboldtianum con otras especies de teledsteos.

Especie Porcentaje de Numero de acceso al
homologia GenBank

Pejerrey 92% DQ875595.1
(Odontesthes bonariensis)
Striped sea-bass 88% AF218841.1
(Morone saxatilis)

88% AJ130876.1
(Seriola dumerilii)
Black porgy 86% AY820276.1
(Acanthopagrus-schlegelii)
European seabass 86% AJ419594.1
(Dicentrarchus labrax)
Gilthead seabream 86% AY587011.1
(Sparus aurata)
Haplochromis burtoni 85% AY705931.1
(Astatotilapia burtoni)
Nile tilapia 85% XM 003437677.1
(Oreochromis niloticus)Predicted
Winter flounder 85% HQ623430.1
(Pseudopleuronectes
americanus)
Nile tilapia 84% AY381299.1
(Oreochromis aureus)
Dwarf gourami 83% AB113211.1
(Colisa lalia)
Mummichog 83% AB426466.1
(Fundulus heteroclitus)
Nile tilapia 83% AB111356.2

(Oreochromis niloticus)

56



Oreochomish
Fredicted
COreochromisN
Lstatotilapia
Chirostoma
Odontesthes
Leanthopagrus
Sparus
Dicentrarchus
Morone
Seriola
Pseudopleurcnectes
Colisa
Fundulca

COreochomislh
Predicted
COreochromisN
Astatotilapia
Chirostoma
Odcontesthes
Acanthopagrus
Sparus
Dicentrarchus
Morone
Seriola
Pseudopleurcnectes
Colisa
Fundulca

COreochomisih
Predicted
OreochromisN
Latatotilapia
Chirostoma
Odontesthes
Acanthopagrus
Sparus
Dicentrarchus
Morone
Seriola
Pseudopleurcnectes
Colisa
Fundulca

Oreochomish
Predicted
reochromisN
Astatotilapia
Chirostoma
Cdontesthes
Acanthcpagrus
Sparus
Dicentrarchus
Morone
Seriola
Pseudopleuronectes
Colisa
Fundulos

TTTTCAC AT TR CC AT AT CCATCCCGAGGACTTTACTCAGTGCACARCAEGGGEEAG
ITTTCACRATGTRACCAT AT CCATCCCRAGGACTTTACTCAGT GCACRRCACGEGEEAG
ITTT AR AT TR AT AT CCATCCCCAGGACTTTACTCGETGCACARCACCEGEEAGL
I T T T AR AT T GACCAT AT CCATCCCCAGGACTTTACTCAGTGCACRRCACCEGEEASL
——————————————— CATFACCCATCCCGAGGACTTCACCCAGTGCACRACTCGTIGEEAG
TTTTCACRAT T RACCAT T ACCCATCCCGAGGACTTCACTCAGTGCACARCTOGCGEGEAG
TTTTCAC A CETEACCATEGT CCACC OO CAGGACTTCACTCAGTGCACCACAOCTGGRAADL
TTTTCACRACETEACCATEGTCCACCCCEAGGACTTCACTCAGTGCACCACGECTGERARG
ITTTCAC AT GTRACCAT AT CCATCCCRAGGACTTCACTCAGT GTACCACACGTGERAL
I TTTC AR ET RACCAT AT CTATCCCGAGGACTTCACTCAGT GTACARCACCTGERAAL
I TTCCG A ETEACCAT AR CCATCCCCAGGACTTCACTCAGTCTACRRCACCTGGAG
[T TTCAC R CGTRACCAT AT TCATCCCRAGGAGTTCACTCAGT GCACGACCCGTGERAAL
GTTCCACRGCETRACCAT L ACG AT CCTRAGGOCTTCACTCAGT GTACGACTCGGGEGEAG

ITTT AT AT T EACCAT AT CCAT OO CAGGACTTCACCCAGTGCACGACATCLGEAASL
www| ¥ kk kEEk | kF kk % Kk kK EF ok Ek k¥
TM4

CTTTGTCACCCACTGECATGARRCGECCTACRRCATGTTCACGTTTTIGCTGCCTGTICCT
CTTTGTCACCCACTGECATGARRCGECCTACRRCATGTTCACGTTTTGCTGTCTGTTICCT
CTTTGTCRACCCACTGECAGGEGRARARR LR AR TGTTCACGTTTITIGCTGCCTIGTITICCT
CTTTGTCRACCCACTGECATGARRCAGCCTACRRCATGTTCACGTTTTGCTGOCTGTTICCT
TTTCGTCCC TG TGECATCAGRCGECATACRRCATGTTCACTTTTITCATGICTGTICTT
ITTICGTCCCTCACTGGCACGARRCAGCTTACRRCATGTTCACTTTTIICTIGICIGIICTIT
TTTCGTCAGGCACTGECACGAGRCGECCTACRRCATGTTCACCTICTTICTGCCTGTTICCT
TTTCGTCCGECACTGECACCAGRCGECT TACRRCATGTTCACCTTICTCCTGOCTGTTICCT
ITTITGTCACTCACTGGCACGARRCGECCTACRRCATGTITCACTTTITCCTGCOCTIGTITCCT
TTTITGTCACTCACTGGCACGRARACGECCTACRRCATGTTCACTTTTTCCTGOCTGTTICCT
TTITGTCACTCACTGECATGARRCGECATATRRCATGTTCACTTTTITCCTGCTIGTICCT
TTTCGTGACTCACTGECATGARRCTGCCTACRRCATGTTCACCTTCTCCTGOCTGTTICCT
TTTCACCGTICCACTGECATGAGRCAGCCTACRRCATGTTCACCTTCACCTGCCTIGTITICCT
CTTTGCARCTCGETGECATGAGRCGECCTACRRCATGTTTACCTTTICCTGICIGTICCT

EE B OREREEE R K vE REEEEFRE RHF RE 2 RF kEEiE

GGTCCCGCTGETCAT CATGAT TACCT ST TACACCAGGATCTICTGTLAGATCTCCAGACE
GCTGCCGCTGET AT CAT AT TACCT T TACACCAGGATCTICTCTRAGATCTCCAGRCG
GCTGCCGCTGET AT CATGATTACCT ST TACACCAGGATCTICTGTRAGATCTCCAGRCS
GCTGCCGCIGET AT CATGAT TACCT T TACACCAGGATCTICTGTIRAGATCTCCAGRCE
GTTGCCACTGAT CAT CATGAT CACCT T TACACCAGGATCTICTGTRAGATCTCCAGRACG
GCTGCCGCTGET AT CAT AT CACCT T TACRCCAGGATCTICTGCRAGATCTCCARACG
GCTGCCGCIGET AT CATGAT CACCT GCTACACCAGGATCTICTGTIRAGATCTCCARACE
GCTGCCGCTGET AT CATGAT CACCT GCTACACCAGGATCTICTGTRAGATCTCCARACE
GCTGCCGCTGET AT CAT AT CACCT GO TACRCCAGGATCTICTCTRAGATCTCCARRACG
GCTGCCGCTEAT CATCATGAT CACCT GCTACRCCAGGATCTICTGTRAGATCTCCARACG
GCTGCCGCTGET CAT CATGAT CACCT ST TACACACGGATCTICTGTRAGATCTCCARACE
GCTGCCGCTGET AT CATGAT CACCT T TACACCAGGATCTIGTCTRAGATCTCCARACE
CCTGCCACTERAT CATCATGAT CACCT ST TACRRCAGGATCTICTGCRAGATCTCCARRACS
GCTGCCCCIGETTAT CATGAT CACCT T TACGOCAGGATCTICCATRAGATCTCCARACE

HoOEE kkE & FREAREEE kEEEE wEE A EE R HhkETHEREE kEE

TM5

ACTGAARARGGACARTTTACCTICCAGTGAARTGCACCTGCGETGTTCARAGAATARCAT
ACTGAARRRGGACARTTTACCTTCCAGTGAARTGCACCTGCGETGTTCAAAGARTARCAT
ACTGAARARGGACARTTTACCTTCCAGTGARRTGCACCTGCGGTGT TCARAGARTAACAT
ACTGAARAAGGRCAACTTACCTTCCAGTGAARTGCACCTGCGEGTGTTCARAGRATARCAT
GCTGCARAARGACRACTTGCCCTCAR R AGRAGTGTATTTGCGGTGTTCCARGARCAACAT
GCTGAGARRAGACRACCTGCCCTCARRTGAAGTCTATTITGCGETGCTCCARGAATARCAT
ACTGAGARRAGACARTCTGCCCTCCARTGAAGTGCATTTGCGGCCTTCGAAGAATARCAT
ACTGAGAARGGACRACCTGCCCTCCARTGAAGTGCATTTGCGGCGTTCGAAGARTAACAT
AR TGAAR A RAGGRCARCTTGCCCTCTARTGAAGTGCATITGCGEGCGTTCGRAGRATARCAT
ACTGAAA AR GGACARACTTGCCCTCTARTGAAGTGCATTITGCGGCGTTCGAAGRATARCAT
ACTGRAAAAGGACARCTTGCCCTCCARTCAAGTGCATTITGCGCTGTTCGAAGAATARCAT
ACTGTACACGGACARCTIGTCGTCCARTGAGGTGCGTITGCGETGTTCARAGARCAACAT

CCTTARRAGGGACAACTTGTCCTCCAGCGAAGTGCATTTGCGGTGTTCARAGARCARCAT
ACTGRARARGGACARACT T~~~ === === GGATCTGAGGTGITCCAAARACAACAT
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Orepchomish
Predicted
CreochromisN
Latatotilapia
Chirostoma
Cdontesthes
Leoanthopagrua
Sparus
Dicentrarchus
Morone
Seriola
Pseudopleurcnectes
Colisa
Fundulos

Creochomish
Predicted
Orepchromisi
Lstatotilapia
Chirostoma
Odontesthes
Acanthopagrus
Sparus
Dicentrarchus
Morone
Seriola
Paseudopleurcnectes
Colisa
Fundulcs

CCCGRGAGCCCGRATGAGAACT
CCCGRGAGCCCGRATGAGAACT
CCCOGRGRFCCCGEATGRAGRACT
CCCGRGAGCCCGRATGAGAACT
CCCCRRAGCGCGRATGAGAACT
CCCCRRRAGCCCGRATGRAGRACT
CCCCCGRECCCOGEATGRAGRACT
CCCCCGAGCCCGRATGAGRAACT
CCCCRAGRAGCCCGRATGAGRAACT
CCCCRGRGCCCGEATGAGRACT
CCCCRAGRAGCCCGRATGAGRAACT
CCCCRAGRAGCCCGRATGAGRAACT
TCCCRGGFCCCGEATGRAGRACT
TCCCRRRGCCCGEATGRAGRACE

CTGRARRATGAGTATTGTGATTIGTTCTGICTITCATCAT
CTGRARRATGAGTATTGTGATTIGTTCTGICTITCATCAT
CTGRARATGAGTATTGTGATTGTTCTGTCTITCATCAT
CTGRARRATGAGTATTGTGATTIGTTCTGICTITCATCAT
CTGRARRATGAGTATTGTAATCGTCTIGICCTITCATTAT
CTARRRATGAGTATTGTGATCGTGTIGICCITCATIAT
CTARLRATGAGTATAGTGATCGTGTCGTCCTTCATCAT
CTARRRATGAGTATAGTGATCGTGTCGICCTTCATCAT
CTARRRATGEETATTGTGATTGTGTCGICTITCATCGT
CTTRARRATGAGTATTGTGATCGTGTCGTCTITCATIGT
CTARRRATGAGTATTGTAATTGTICTIGICTITIATTIAT
CTTRRRATGAGTATAGTTATIGICTIGICTITIATTIAT
CTGRAGATGAGCATTGTTATCGTATIGTICTITCATIGT
[TARRRATGAGCETTETEATTGTCTCGTCTITCATCAT
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CTGCTGGRCTCCATACTACCTGCTGGGCCTG
CTGCTGERACTCCATACTACCTGCTGGGCCTG
CTGCTGERACTCCATACTACCTGCTGGGCCTG
CTGCTGERCTCCATACTACCTGCTGGGCCTG
CTGITGEACTCCATACTACCTGCTTIGGCCTG
CTGCTGEACTCCCTACTACCTGCTGGGCCTG
CTGCTGERCTCCGTACTACCTGCTGGGCCTG
CTECTGERCTCCATACTACCTGCTGGGICTG
CTGCTGERACTCCATACTACCTGCTGGGACTG
CTGCTGERACTCCATACTACCTGCTGGGACTG
CTECTGERCTCCATACTACCTACTGGGETICTG
CTGCTGEACTCCETACTACCTGCTGGGCCTG
CTGCTGERACACCETACTACCTGCTGGGCCTG
CTGCTGERCTCCGTACTACCTGCTGGGCCTC

Ak EEkkdkkokdk kkdkkkkEkd kk ¥k kx

TEETACTGETTCTTCCCTGRACGACCTGEA 917
IFETACTGGTTCTTCCCTGACGACCTGEA 9549
IFETACTGGETTCTTCCCTGGCGACCTGEA 917
TFETACTGETTCTTCCCTGRACGACCTGEA 917
TEETATTGGTITTTTCCCCGATGACCTGRA 345
IFETATTGGTTCTTCCCTGACGACCTGEA 917
IFETACTGGTTICTITCCCGACGACCTGEA 917
TEETACTGETTCTITCCCGACGATCTGRA 602
IFETACTGGTTCTTCCCCGACGACCTGEA 917
IFETACTGGTTCTTCCCCGACGACCTGEA 917
[FETACTGETTCTTCCCAGRCGACCTGEA 917
TFETACTGGTICTTCCCTGATGACCTTGA 88
TEETACTGGTICTTITCCTGACGATCTGEA B8
IFETACTGETICTITCCTGATGACCTGRA 5949
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Creochomish GEEEAAGETTTCCCACTCCTTARCTCACATCCTGTTCATCTTOGGGCTIGTCARCGECT G| 277
PFredicted GEFEALGETTTCCCACTCCTTARCTCACRTCCTGTTCATCTTITGOGCTIGTCRRACGECTG| 1019
CreochromisH GEEEAAGETTTCCCACTCCTTARCTCACATCCTGTTCATCTTOGGGCTIGTCARCGECT G| 277
hstatotilapia GEEEAAGETTTCCCACTCCTT AR CTCACATCCTGTTCATCTTTGGGETIGTCRRACGCECTE| 977
Chirostoma GEEARAGETGTCACAGTCACTGACCCALATCCTGTTCATCTTIGGGCTATTCARCGCECTG| 405
Cdontesthes AGGARRAGETGTCGCACTCACTGRCCCALATCCTGTTCATCTTTGGGCTTITCARCGCCTG) 877
Acanthopagrus GEFEALGETCTCCCACTCGCTGRCCCALRTCCTGTTCATCTTCGGGCTCOTCRARCGECTG| 377
Sparus GEEEAAGETCTCCCACTCACTGRACCCACATCCTGTTCATCTTOGGGCTCGTCARCGECTG| 662
Dicentrarchus GEEEAAGETCTCCCATTCACTGACCCALATCCTGTTCATCTTTGGGETCOTCRRACGETT| 977
Morone GEEEAAGETCTCCCAT TCACTGACCCALATCCTGTTCATCTTIGGGCTCGTCARCGETTG| 277
Seriola GEEEAAGETCTCCCACTCACTGACCCALATCCTGTTCATCTTIGGT CTCGTCARCGCECT G| 277
Pseudopleuronectes GEFEALAGTCTCCCAGTCGCTARCCCALRTCCTGTTCATCTTITGGTCTCCTCAGCGCCT| 944
Colisa GEEARAGETCT CCCACTCCCTCAGCCATATTCTGTTCATCTTIGGACTGGTCAACGCECT G| 944
Fundulos GEEEAAGETGTCCCACTOGCTGRACCCALATCCTGTTCATCTTITGGGETICTARACGCCTE| 955
JEE _EE _hE 2H RE Kk % K Rk kE KRR EIAREIEH hE KK F % wkk k¥
Qreochomish CCTGEACCCGCTCATCTACGGCCTATTERCCAT CCACT TCAGRARGEGGCTCCGGRAGETT 1037
Predicted CCTGEACCCGCTCATCTACGGCCTATTLACCATCCACTTCAGRAAGGGGCTCOGEAGETT 1078
CreochromisN CCTGEACCCGCTCAT CTACGLCCTATTLACCAT CCACT TCAGRRRAGEGECTCCGGRAGETT 1037
Bstatotilapia CCTGGACCCGCTCATCTACGGCCTATTCACCATCCACTTCAGRAAGGGGCTCCGRAGETT 1037
Chirostoma T GEAC AR TAATCTACA——————————— === === ————————————————————— 425
Odonteathes CCTGGACCCARTARATCTACGGCTTATTERCCATACACTTTCGRARGGGGCTCCARAGSETR 1037
Acanthopagrus CCTGEATCCAGTCATCTACGGCCTGT TLACCATTCACTTCCGEACGGECCTCOGEAGETA 1037
Sparus CCTGEACCCGGTCATCTRACGLCCTGTTLACCATTCACTTCOGGACAGGECTCCGEAGETR T2
Dicentrarchus CCTCGACCCGGTCATCTACGGCCTGT TCACCATTCACTTCCGRARGGGGCTCCGEAGETA 1037
Morone CCTCGACCCGGTCATCTACGGCCTGT TLACCATTCACTTCCGRARGGGECTGUGEAGETA 1037
Seriola CCTCGACCCAGTCATCTACGGCCTGT TERCCATTCACT TCCGRARGEGGCTCCGGRAGETE 1037
Paeudopleuronectes CCTGEACCCGGTCATCTACGGCCTGT TCACCATTCACTTTCGRARAGGGGCTCCGGAGETA 1004
Colisa CGTGEACCCAGTCATTTATGOTCTGTTLACARTTCACTTCCGRARAGEGEATCCOGGAGACE 1004
Fundulos CCTGEACCCAGTGATCTATGGCCTGT ICACCATCCACTTCAGRARAGGGGCTGCGEAGETA 1018
B ok kE owk % kE kw
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Fig 16: Alineamiento de la secuencia de 425 pb correspondiente al GnRH-R2 de Ch. humboldtianum con las
secuencias de Odontesthes bonariensis, Acanthopagrus schlegelii, seriola dumerilii, Morone saxatlis, Sparus
aurata, Dicentrarchus labrax, Orechromis niloticus, Astatotilapia burtoni, Pseudopleuronectes americanus,

Oreochromis niloticus, Colisa lalia y Fundulos heteroclitus. En recuadros se encuentran los dominios

transmembranales 4, 5,6y 7.
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Chirostoma =00 0—--—————————————————————— ITHPEDFTQCTTRGSFVPRWHETAYHMFTFSCLEFL 33
Cdontesthes VMLTVAWGMESVVESVPQIFLEENVIITHPEDFIQCTTRGSEVEPHWHETAYNMFTFSCLEL 226
Acanthopagrus VMLTVAWGMSVLLEVPOMFLFENVI IVHPEDFIQCTTRGEFVRHWHETAYNMFTFECLEL 226
Sparus VMLTVAWGMSVLLSVPOMFLEENVT IVHPEDFIQCTTRGSFVEHWHETAYNMFTFSCLEL 121
Dicentrarchus VMLTVAWGMSVVLSVPQLFLFENVII ITHPEDFIQCTTRGSFVIHWHETAYNMFTFSCLEL 226
Morone VML TVARGMSVVLSVPQLFLFENVT I IYPEDFTQCTTRGSFVIHWHETAYNMFTFSCLEL 226
Seriola VMLSVANGMSTVLSVEPQIFLFRNVI INHPEDFIQCTTRGSFVIHWHETAYNMFTFSCLEL 226
Pseudopleuronectes VMLSVAHAMEAVL.SVPQIFLFENVT I THPEEFTQCTTRGSFVSHWHETAYHMFTFSCLEL 215
Colisa VMLAVAWNGMSVMLSVPOMFLFESVTITHPEAFTQCTTRGSFTVHWHETAYNMFTFTCLEL 215
Creochromish TMIMVARLT.SVVLSVPOQMFLFHNVT I THPEDFTQCTTRGSFVIHWHETAYNMFTFCCLEL 226
Lstatotilapia TMT MV VMSVVLSVPOMF LFHNVT I THPEDFTOQCTTRGSFVTHWHETAYHMFTFCCLFL 226
Predicted TMTMVARAMSVVLSVP QMF LFHNVT I THPEDFTOQCTTRGSFVTHWHETAYHMFTFCCLFL 240
QreochormisiN IMLMV AR EVVLEVEPOMFLFENVT I IHPEDFTRCTTRGEFVIHNQGKENNMFTFCCLEL 226
Fundulos IMLAVAWGM SV LSVPOVELFHNVI I THPEDFTOCTTWGEFATRWHETAYHMFTFSCLEFL 225
# oakE kEiEEE RER | 1dg EREEE KERE
Chirostcoma LELIIMITCYTRIFCEISRR E NLFJ;k?YLFCSKNE:PKERHRTLRHEI?I?LSFI: EE
Cdontesthes LELVIMITCYTRIFCEISERLEEDNLESNEVYLRCSENNIPEKRRMRTLEMSIVIVLSFII 286
Lcanthopagrus LELVIMITCYTRIFCEISERLEEKDNLESNEVHLRRSKNNIPRARMRTLEMSIVIVSSFII 286
Sparus LELVIMITCYTRIFCEISERLEEKDNLEFSNEVHLRRSKNNIPRARMRTLEMSIVIVSSFII 181
Dicentrarchus LELVIMITCYTRIFCEISERMEEDNLESNEVHLRRSENNIPRARMRTLEMGIVIVSSFIV 286
Morone LPLIIMITCYTRIFCEISERLEEDNLESNEVHLRRSEKNNIPRARMRTLEMSIVIVSSFIV 286
Seriola LELVIMITCYTRIFCEISERLEEDNLESNEVHLRCSKNNIPRARMRTLEMSIVIVLSFII 286
Pseudopleuronectes LELVIMITCYTRILCEISERLYTDNLSSNEVELRCSKNNIPRARMRTLEMSIVIVLSFII 275
Colisa LPLIIMITCYNRIFCEISKRLERDNLSSSEVHLRCSENNIPRARMRTLEMSIVIVLSFIV 275
Creochromish VELVIMITCYTRIFCQISRRLEKDNLESSEMHLRCSKNNIPRARMRTLEMSIVIVLSFII 236
Lstatotilapia LELVIMITCYTRIFCEISRRLEKDNLESSEMHELRCSKNNIPRARMRTLEMSIVIVLSFII 286
Fredicted LELVIMITCYTRIFCEISRRLEKDNLESSEMHELRCSEKNNIPRARMRTLEMSIVIVLSFII 300
OreochormisN LELVIMITCYTRIFCEISRRLEKDNLPSSEMHLRCSENNIPRARMRTLEMSIVIVLSFII 286
Fundulos LELVIMITCYARIFHEISERLEEKDNLD-———-LRCSENNIPEKRBRMRTLEMSYVVIVSSFII 280
iEFH R EERFEE Ak e kK W & FRXRER KA EFAERE KRR kA E
Chirostoma CWIPYYLLGLWIWFFPDDLEGEVSQSLTHILFIFGLFNACLDPIIY - ————————————— 141
Cdontesthes CWIPYYLLGLWIWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLFNACLDPIIYGLFTIHFREGLORY 346
Lcanthopagrus CWIPYYLLGLWYWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDEVIYGLFTIHFRTGLERY 346
Sparus CWIPYYLLGLWYWFFPDDLEGKVSHSLTHILFIFGLVNACLDEVIYGLFTIHFRTGLERY Z41
Dicentrarchus CWIPYYLLGLWYWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDEVIYGLFTIHFREGLERY 346
Morone CWIPYYLLGLWYWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDEVIYGLFTIHFREKGLERY 346
Seriola CWIPYYLLGLWYWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDEVIYGLFTIHFREKGLERY 346
Pseudopleuronectes CHTPYYLLGLWYWFFPODLEGKVSQSLTHILFIFGLLSACLDEVIYGLFTIHFREKGLERY 335
Colisa CWTPYYLLGLWYWFFPDDLEGEKVSHSLSHILFIFGLVNACVDEVIYGLFTIHFREKGIRR] 335
Creochromish CWIPYYLLGLWYWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDPLIYGLFTIHFREKGLERF 346
Lstatotilapia CWIPYYLLGLWIWFFPDDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDPLIYGLFTIHFRKGLERE 346
Bredicted CHTPYYLLGLWYWFFPODLEGKVSHSLTHILFIFGLVNACLDPLIYGLFTIHFREKGLERF 360
QreochormisN CWIPYYLLGLWIWFFPGDLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDPLIYGLFTIHFREGLERF 346
Fundulcs CWIPYYLLGLWIWFFPODLEGEVSHSLTHILFIFGLVNACLDEVIYGLFTIHFREGLERY 340
EEFEEERFEEARIEES KREARFR AHREARERER | kE kKR

Fig 17: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del GhnRH-R2 de Ch. humboldtianum con las secuencias
de aminoacidos de Odontesthes bonariensis, Acanthopagrus schlegelii, seriola dumerilii, Morone saxatlis,
Sparus aurata, Dicentrarchus labrax, Orechromis niloticus, Astatotilapia burtoni, Pseudopleuronectes
americanus, Oreochromis niloticus, Colisa lalia y Fundulos heteroclitus. En los recuadros rojos se encuentran
los amino4cidos mutados.
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Fig 18: Arbol filogenético de GnRH-R2 en teledsteos, deducido de la secuencia de aminoécidos, usando el
método del neighbor-joining mediante el programa Mrbayes (3.1). Los ndmeros indican la probabilidad
posterior después de 1,100,000 réplicas. (1-Odontesthes bonariensis, 2-Astatotilapia burtoni, 3-Predicted
Oreochromis, 4-Oreochromis aureus, 5-Oreochromis niloticus, 6-Acanthopagrus schlegelli, 7-Sparus aurata,

8-Morone saxatilis, 9-Dicentrarchus labrax, 10-Fundulus heteroclitus, 11-Pseudopleuronectes americanus,
12-Colisa lalia, 13-Seriola dumerilii).
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9.- CONCLUSIONES

Se lograron aislar por primera vez dos secuencias parciales correspondientes a los dos
subtipos del receptor a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH-R). La secuencia
de 216 pb obtenida del GnRH-R1 de Ch. humboldtianum se encontrd presente en encéfalo
y gonadas en etapas de recrudescencia, madurez y regresion, presentando una similitud del
90% con el GnRH R1B de Odontesthes bonariensis y del 88% con Astatotilapia burtoni, la
secuencian de 425 pb obtenida del GnRH-R2 de Ch. humboldtianum se encontr6 presente
unicamente en muestras de encéfalo en etapa de recrudescencia tardia, presentando una
similitud del 92% con en GnRH R2A de Odontesthes bonariensis y del 88% con Seriola

dumerilii y Morone saxatilis.

La secuencia analizada del GnRH-R1 presentd seis puntos mutacionales en comparacion
con otras secuencias de teledsteos, tres en la region del ICL3 (Q, Vy L), dosenla TM6 (R,

S)yunoenel ECL3 (A).

La secuencia analizada correspondiente al GhnRH-R2 presentd dos puntos mutacionales en

la region del ICL3 (Q y K).
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10.- PERSPECTIVAS

La secuenciacion de los GnRH-Rs ha permitido identificar subtipos para este receptor
presentes en el encéfalo de Ch. humboltianum y en gonadas, sin embargo se requieren méas
estudios para obtener la secuencia completa de estos receptores a fin de establecer una
mejor relacion filogenética que posteriormente permitird establecer la relacion evolutiva
que guardan estas moléculas, estudios cuantitativos tanto de los receptores como de sus
ligandos por medio de gPCR asi como estudios de distribucion y afinidad permitiran
comprender la relacién que guardan los diferentes subtipos de receptores con los sistemas
de ligandos, y posteriormente el mecanismo de activacion de cada uno. La comprension de

esta ruta reproductiva contribuird a facilitar el cultivo de estos organismos.
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