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RESUMEN

Pimelodus grosskopfii, es un Siluriforme importante en la pesca continental
en Colombia y de interés en la acuicultura. La presente investigacion tuvo
como objetivo clonar y determinar las secuencias codificantes de las subu-
nidades GP-at y LHB de la gonadotropina luteinizante de esta especie. Para
lograr lo anterior, el ARN total de gldndulas pituitarias fue extraido y se realizé
sintesis de cDNA. Los productos de PCR purificados de GP-a y LHP fueron
ligados en pJET1.2/blunt® seguido de la transformacion de Escherichia coli
DH5a®y posterior secuenciacion de fragmentos de interés. El marco abierto
de lectura de las subunidades GP-a 'y LHPB fue de 351 pb (116 aminodcidos) y
423 pb (140 aminodcidos), respectivamente. Se encontré una alta homologia
(aminodcidos) en la subunidad GP-a con otras familias de Siluriformes (87-
99%) y menor homologia con érdenes como Perciformes, Salmoniformes y
Cypriniformes (66-90%). De igual manera para la subunidad LHB, la homolo-
gia (aminodcidos) fue alta al interior del orden Siluriformes (91-97%) y menor
con otros ordenes (65-86%). Los resultados obtenidos en el presente estudio
ofrecen informacién bdsica sobre las secuencias de las gonadotropinas en
bagres neotropicales y pueden ser utilizados para el desarrollo de hormonas
recombinantes para optimizar el control reproductivo en P. grosskopfii.

ABSTRACT

Pimelodus grosskopfii is an important catfish in inland fisheries in Colombia
as well as an attractive species for aquaculture. The aim of this study was
to clone and determine the coding sequence of the GP-a and LH subu-
nits of the luteinizing gonadotropin of this species. Total RNA from pituitary
glands was extracted and cDNA was synthesized. GP-a and LH purified
PCR products were linked to pJET1.2/blunt® followed by Escherichia coli
DH5a® transformation. The extracted plasmids of the positive clones were
sequenced. The open reading frame of GP-a and LHP subunits was 351 bp
(116 amino acids) and 423 bp (140 amino acids) respectively. The GP-a su-
bunit showed high degrees of homology (amino acids) with GP-a subunit
from different families of Siluriformes (87-99%) and lower homology with
teleost orders such as Perciformes, Salmoniformes and Cypriniformes (66-
90%). Similarly, the homology (amino acids) of LHB subunit was high within
siluriformes (91-97%) and lower with other orders (65-86%). The results ob-
tained in the present study, provide basic information on the sequence of
gonadotropins in neotropical catfishes and can be used for the development
of recombinant hormones to optimize reproductive control in P. grosskopfii.
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RESUMO

Pimelodus grosskopfii é um peixe importante nas pescarias
de agua doce da Colémbia, além de ser uma espécie poten-
cial para a aquicultura. O objetivo deste estudo foi clonar
e determinar a sequéncia de codificacdo das subunidades
GP-a e LHB da gonadotrofina luteinizante de P grosskop-
fii. O RNA total das gldndulas pituitdrias foi extraido e o
cDNA foi sintetizado. Os produtos de PCR purificados de
GP-a e LHp foram ligados a pJET1.2 / blunt®, seguido
pela transformacdo de Escherichia coli DH5a® e sequen-
ciamento dos plasmideos extraidos dos clones positivos. A
grelha de leitura aberta das subunidades GP-a e LH foi de
351 pb (116 aminodcidos) e 423 pb (140 aminodcidos),
respectivamente. A subunidade GP-a apresentou altos
graus de homologia (aminodcidos) com a subunidade GP-a
de diferentes familias de Siluriformes (87-99%) e menor
homologia com ordens de teledsteos, como Perciformes,
Salmoniformes e Cypriniformes (66-90%). Da mesma for-
ma, a homologia (aminodcidos) da subunidade LHB foi alta
com os Siluriformes (91-97%) e menor com outras ordens
(65-86%). Os resultados obtidos no presente estudo for-
necem informacoes bdsicas sobre a sequéncia das gona-
dotrofinas em bagres neotropicais e podem ser utilizados
para o desenvolvimento de horménios recombinantes para
otimizar o controle reprodutivo em P. grosskopfii.

INTRODUCCION

Las hormonas glicoproteinas (GPHs) son una familia
de moléculas ricas en cisteinas que se han conser-
vado evolutivamente. Entre las GPHs, se encuentran
las hormonas gonadotropinas (GTH) como la hormo-
na foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteini-
zante (LH), también denominadas en la literatura de
peces teledsteos como GTH | y GTH Il respectiva-
mente. Las GTHSs, contienen dos subunidades disi-
miles designadas como a y [ codificadas por genes
diferentes [1]; mientras la subunidad a (GP-a) es
la misma entre gonadotropinas de una especie, la
subunidad B (FSHPB o LHP) es Unica para cada hor-
mona y le confiere especificidad biologica [2]. Las
estructuras de los de genes de GP-a y FSHf se han
conservado durante la evolucion entre peces te-
ledsteos y mamiferos. En contraste, los loci del gen
LHB de los teledsteos y los tetrdpodos no muestran
ninguna relacién sintética [3].

Las funciones de la LH en la activacion de la ma-
duracién de los ovocitos y la ovulacién parecen ser

similares entre los vertebrados [4]. En el modelo de
teledsteos mejor estudiado que es el pez cebra, la LH
mediante la sefalizacion de AMPc regula la expre-
sién de la proteina reguladora aguda esteroidogénica
(star), la cual interviene en la maduracion de los ovo-
citos catalizando el primer paso en la sintesis de la
hormona inductora de la maduracion (MIH) [5]. Por
otro lado, en los machos de pez cebra la sefalizacion
de las gonadotropinas es esencial para la espermato-
génesis y espermiacion, sin embargo las acciones de
la LH y FSH estan altamente superpuestas [4].

Los bagres de la familia Pimelodidae son diversos y
abundantes en la vasta red de rios de tierras bajas que
fluyen desde los Andes y los escudos continentales
hacia el Océano Atlantico, en la cuenca del Maracaibo
y en la vertiente del Pacifico de Panama [6,7]. Diferen-
tes especies de pimelodidos como Pseudoplatystoma
spp., Leiarius spp, Brachyplatystoma spp y Pimelodus
spp. son econdmicamente importantes en las pesque-
rias continentales de Suramérica y algunas poseen un
alto potencial para la acuicultura. Muchos pimelodi-
dos realizan migraciones reproductivas sincronizadas
con el ciclo hidroldgico [8,9]. Por esta razon, se pre-
senta una disrupcion reproductiva en cautiverio de-
bido a la falta de estimulos ambientales apropiados y
que en los machos de Pimelodus spp. se agrava porque
los testiculos digitiformes [10] impiden que el semen
se libere por masaje abdominal durante los procedi-
mientos de reproduccion inducida [11]. Por otro lado,
la ausencia tanto de maduracién final de los ovocitos
como de ovulacion en pimelodidos en cautiverio, indi-
ca que el desove parece estar estrictamente modula-
do por la sintesis y liberacion de LHPB [12].

Pimelodus grosskopfii es un pez criticamente amena-
zado, de importancia comercial en las pesquerias ar-
tesanales y endémico de las cuencas de los rios Mag-
dalena, Cauca y San Jorge [13,14]. Al igual que en las
demas especies de la familila Pimelodidae, las secuen-
cias codificantes de las GTH de P. grosskopfii son des-
conocidas. El objetivo de la presente investigacion fue
aislar, clonar y determinar las secuencias de las subu-
nidades GP-ay LHP de la LH de P. grosskopfii para ge-
nerar informacién basica de las gonadotropinas como
requisito importante para estudios de regulacion de la
gametogénesis en Siluriformes tropicales y como in-
sumo fundamental en la sintesis de hormonas recom-
binantes especie-especificas que mejoren la eficiencia
reproductiva en cautiverio de esta especie.
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METODO

Material biolégico

Individuos adultos de Pimelodus grosskopfii (250-300
g) fueron obtenidos en el Centro Acuicola Piscicola
Santa Cruz (Caucasia, Antioquia). Los peces fueron
sacrificados mediante inmersién en una solucién de
MS-222 a una concentracion de 300 ppm. Posterior-
mente, las glandulas pituitarias fueron extraidas y al-
macenadas en RNAlater™ (QIAGEN) a -80°C, hasta
laextraccion de ARN.

Extraccion de ARN y transcripcion reversa

El procesamiento de las muestras se realizé en el
laboratorio de Biologia Molecular de la Asociacion
Colombiana de Acuicultores en Medellin, Colombia.

Las pituitarias fueron congeladas en nitrégeno liquido
y pulverizadas con un homogenizador en solucién de
lisis (QIAGEN). El ARN total fue extraido en el sistema
automatizado QlAcube (QIAGEN) empleando la pro-
gramacion para extraccién a partir de tejidos con el
Kit RNeasy Mini (QIAGEN). La integridad del ARN fue
verificada mediante electroforesis de geles de agarosa
1,5% en TBE 0,5X y basado en la absorbancia a 260
nm empleando el Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

La sintesis de la primera cadena de cADN se reali-
z6 empleando el Kit RevertAid H Minus First Strand
cDNA Synthesis (ThermoScientific) usando Oligo
(dT) y cebadores random hexamer. La transcripcion
reversa se llevé a cabo por 60 min a 42°C en una re-
accién de 20 uL, con 1 pg de ARN, 4 uL 5X de bufer
de reaccién, 0,5 mM mezcla dNTP, 20 U RNase Inhi-
bitor, 200 U RevertAid H Minus y finalizacién a 70°C
por 5 min. El producto de la reaccién fue almacenado
a -80°C hasta su uso en la PCR.

Amplificacion GP-a y LHB mediante PCR

Se disenaron 13 diferentes grupos de cebadores a
partir de las secuencias de las subunidades de la LH
de otras especies de Siluriformes depositadas en las
bases de datos de NCBI (National Center for Bio-
technology Information) (cuadro 1). Para GP-a, se
obtuvo amplificaciéon con dos grupos de cebadores
denominados como 3GP-a y 4GP-a. El perfil térmico
utilizado para estas PCR fue desnaturalizacién inicial

a 94°C por dos minutos, 35 ciclos de 94°C por un
minuto, 49,1°C por 30 segundos, 72°C por 40 se-
gundos y una extensién final a 70°C durante 5 minu-
tos. Para la subunidad LHp, se obtuvo amplificacién
con los cebadores nombrados como 7LHB. El perfil
térmico utilizado fue desnaturalizacién inicial a 94°C
por 2 minutos, 35 ciclos de 94°C por un minuto,
58°C por 30 segundos y 72°C por 40 segundos y
una extension final a 70°C durante 5. Para todas las
PCR, las concentraciones de reactivos fueron: 2 mM
MgSO,, 0,2 mM dNTP’s, 0,5 uM cebadores, 2,5 U
Pfu DNA Polymerase (Thermo Scientific).

Clonacién, transformacion y purificaciéon

Los productos de la PCR de las subunidades GP-a o
LHB fueron clonados en el vector pJET1.2/blunt (Life
Technologies). Las condiciones de la reaccion de clo-
nacién fueron: 10 pL de bufer de reaccion (2X), 1 uL
pJET1.2/blunt (50 ng/uL), 1 uLT4 DNA ligasa (5 U/uL),
7 uL Agua libre de nucleasas, 1 uL producto de PCR. La
reaccion de clonacion se incubd a 20°C por una hora.
La transformacion de Escherichia coli DH5a (Thermo
Scientific), se realizé por choque térmico, empleando 50
uL de células competentesy 5 pL del constructo (vector
pJET 1.2/blunt con producto de PCR GP-a 6 LHB), si-
guiendo las recomendaciones de la casa comercial.

La recuperacion del constructo se realizo a partir de
colonias transformadas, que se inocularon en medio
LB con Ampicilina a 37°C en agitacién a 250 rpm por
16 horas. La purificacién se realizé con el sistema Mi-
niprep QlAprep Spin (QIAGEN). Posteriormente, se
realizd la verificaciéon de la clonacion mediante una
nueva PCR para cada subunidad.

Secuenciacion

Una vez realizada la purificacion de los constructos
con la insercién de cada una de las subunidades, los
clones identificados como positivos fueron enviados
a Macrogen (Corea), para realizar secuenciamien-
to en ambas direcciones. Las secuencias obtenidas
fueron editadas manualmente en el programa BioE-
dit versién 7.2.5. La creacién de las secuencias con-
senso fue realizado en el programa Geneious versién
5.4.6. La comparacion de las secuencias de GP-a y
LHP con las depositadas en GenBank se realizdé me-
diante BLAST con las herramientas en linea de NCBI.
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Cuadro 1. Cebadores disefiados para amplificar secuencias de GP-a y LHB de Pimelodus grosskopfii.

5-GCTCTAGAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’

Cebador Secuencia Accesion Especie

5'-CATTGGTGAAATTACTGTCCATTGC-3’ .

1GP-a 5 GAGATTTCTTGAACATACTAGTG-3' KF934189 Hemibagrus nemurus
5'-GAAGAACAAAGACTGTCCATTGC-3' .

2GP-a 5. GGGATTTCTTGAACATACAAGTC-3’ GQ889499 Pelteobagrus fulvidraco

3GP-a 5-ATGATTCTTRTTCTCAAATACACTG-3’ KF934189 Hemibasrus nemurus
5'-TRAAAATTTATGYTAGTAGCAAGTG-3’ GQ889499 3
5'-CACTGGAGCAACAATCCTTT-3

4GP-a 5 TTCACTGATTGATACATAGTTGCAG-3’ NM_001200078 Ictalurus punctatus

5LHB 5'-CCTGCTGAGCGATCACGGCAAAA-3’ KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-GTGTGCAGCTCTTACAACAAGATC-3’ KF934190 P

6LHB 5'-ATGTCAGTGCCAGCTTTTTCTTTTC-3’ NM_001200080 Ictalur nctat
5 -TCAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’ KF934190 ctalurus punctatus

7LHB 5-ATGCCAGGTTCCTCTTTCCTTCT-3’ KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-TCAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’ NM_001200080 Ictalurus punctatus

8LHB 5'-ATGCCTGCATCCTCTTACATACT-3’ KF934190 Hemibagrus nemurus
5'-TCAGTAATCCAGGATGAACTCTTTC-3 KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-ATGCCWGCWTCCTCTWACAWACTTGA-3' . - .

9LHB 5-ATGCCTGSATCCTCTTAMATACTTGA-3' ﬁgg;gzgg i;’;; ‘;f) ";}‘Z’;‘:’;??g;iﬁs
5-TCAGTAGTCCAGYATAAACTCYTTC-3’ P
5-CCKGCTGAGCGAKCACTGCAAA-3’

10LHB 5'-GRYWGCAGRTCTTACAACAAGYTC-3' KF934190 Hemibagrus nemurus
5'-GRGTGCAGRTCTTACAACAAGYTC-3’ KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-GRGEGCAGRTCTTACAACAAGATC-3’

11LHB 5'-CCGGCTGAGCGATCACTGCAAAC-3’ KF934190 Hemibagrus nemurus
5-GCAAGCAGTTCTTACAACAAGGTC-3' KF573628 Heteropneustes fossilis
5'-GCCACGTGATGATTCTTRTTCTCAAATACACTG-3’

12GP-a 5'-GCGCGGCCGCTRAAATTTATGYTAGTAGCAAGTG-3’ -
5'- GCGCGGCCGCAATTTATGYTAGTAGCAAGTG-3’
5-GCGAATTCATGCCAGGTTCCTCTTTCCTTCT-3’

13LHB 5-GCTCTAGATCAGTAGTCCAGGATAAACTCTTTC-3’ - -

Analisis estructural y filogenético

La prediccidn de las secuencias de aminoacidos para
GP-a y LHB fueron obtenidas con el programa Sig-
nalP version 4.1. Para predecir la secuencia del pép-
tido sefal y los sitios putativos ligados para N-glico-
silacion se utilizé el programa NetNGlyc 1.0.

Las distancias genéticas, se calcularon mediante
comparacion por pares usando 1.000 repeticiones
de bootstrap con el modelo de Kimura 2-parametros
y se construyé un arbol a partir del método Neigh-
bor-Joining usando el programa Mega version 6.0.

RESULTADOS

El producto amplificado con los cebadores 3GP-a fue
de 370 pb. Para estos cebadores las temperaturas 6p-

timas de alineamiento estuvieron entre 48 y 55,5°C.
Temperaturas superiores afectaron la eficiencia de la
PCR. Por otro lado, con los cebadores 4GP-a se obtu-
vo un producto de 577 pb con temperaturas éptimas
de alineamiento entre 49,1 y 52,7°C. El fragmento
amplificado con los cebadores 7LH fue de 417pb.

La longitud del marco abierto de lectura para la secuen-
cia de la subunidad GP-a fue de 351 pb, el cual incluyd
un codén de inicio ATG y coddén de parada TAA (acce-
sion de GenBank KY860907). Por su lado, la longitud
del marco abierto de lectura de la subunidad LH, fue
de 423pb, que incluyd un coddn de inicio ATG y coddn
de parada TGA codificando para un péptido de 140
residuos de aminoacidos (aa). (cuadro 2). En GP-q, se
identificé un péptido sefal de 24 aa (MILVLKYTGA-
TILLLSVLMDIGQL), dejando una proteina madura de
92 aa, 10 residuos de cisteina asi como dos sitios de
N-glicosilacion NIT y NHT (posiciones Asn>® y Asn’s,
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figura 1). En LHB, se observé un péptido senal de 22
aa (MPGSSFLLVLCFLVNVFSPAQS), para una proteina
madura de 118 aa, 12 residuos de cisteina y un sitio de
N-glicosilacion NET (posicion Asn'®, figura 2)

El tamaifio del péptido de GP-a de P. grosskopfii y
sus caracteristicas son similares a lo reportado para
otras especies de Siluriformes como Clarias gariepinus,
Silurus meridionalis y Hemibragus nemurus (ver la figura
1y el cuadro 3). La presencia de dos sitios de N-gli-
cosilaciéon (posicion Asn® y Asn’®) y 10 residuos de
cisteina son altamente conservadas entre teledsteos
y otros vertebrados [15] debido probablemente a que
GP-a es compartido por todas las glicoproteinas pitui-
tarias, incluyendo FSH, LH y Tirotropina (TSH). Se ha
sugerido que estas regiones, tienen diferentes funcio-
nes, entre ellas, generar la formacién de cinco enlaces
disulfuro intra-moleculares relevantes para sintesis
del péptido maduro y posiblemente relacionados con
la direccién del dimero en la proteina [16]. Entre las
GP-a de diferentes especies de peces, se identifica
una region altamente conservada entre los residuos
de aminoacidos 33-66, ubicada entre dos pares de

cisteinas adyacentes y el primer sitio de N-glicosila-
cién, que puede estar involucrada en el ensamble de
la subunidad y su afinidad para unirse al receptor [17].

La longitud de la proteina madura de LHp de P. gross-
kopfii de 118 aa esta estrictamente conservada en-
tre las especies del orden siluriformes incluidas en
el presente analisis (figura 2). En otros grupos de te-
ledsteos en los cuales LHB ha sido clonada, se ha de-
terminado que las longitudes de la proteina madura
y el péptido sefal varian entre 115-119 y 21-27 aa
respectivamente [18,19]. El andlisis de la topologia
de la estructura del péptido maduro de LHB en P.
grosskopfii, indicé la presencia de un sitio de N-gli-
cosilacion (posicion Asn®) y 12 residuos de cistei-
na. Esta estructura es conservada en las diferentes
secuencias de LHB previamente reportadas en te-
ledsteos (figura 2). Adicionalmente, se identificd una
region ampliamente conservada (HPGVDPHVTYP-
VALS) que concentra residuos de prolinas, que son
esenciales para la estructura proteica de la subuni-
dad LHP debido a su importancia en el plegamiento
de la proteina y direccionamiento del péptido [20].

Figura 1. Alineamiento de la estructura primaria del péptido de GP-a de P. grosskopfii con otros teledsteos

Oreochromis niloticus ~MGSLKSPGLSLLLLSFLLYTADSYPNTDLSNMACEHrL.RKNNLFSR-DRPVY M
Oncorhynchus_mykiss -MCLLKSTGL-FLILSALLVIADSYPNSDKTNMGCEEC[TLKPNTIFPN----IMOCTdck
Arapaima gigas MSYTGKLTIASVLALLAILHIVDSNFN---—— VGCEBCKLKENKYFSRLGAPIFQCMJCC
Danio_rerio -MFWTRYAEASIFLLLMILHVGQLYSRNDVSNYGCEECKLKMNERFSKPGAPVYQCNECK
Carassius_auratus -MFWTRYAGASILLFLMLIHLGQLYPRNYMNNFGCEECELKENNIFSKPGAPVYQCMJCK
Astyanax altiparanae MILIIKYTGAAVLLLSVLIQIGQLYPHNDMY-FGCEDCKLRENSIFSRPGATVYQCMGEk
Silurus_meridionalis MTLIPKYTGATIVLLSVLIEVGQPYPNND---FGCEECKLKENSIFSKPGAPVYQCMGk
Colossoma macropomum MILIIKYAGATILLLSVLIQTGQLYLNNDITNFGCEECKLKENNIFSKPGAPVYQCMGE
[[PimeIodus grosskopfii MILVLKYTGATILLLSVLMDIGQLYPNND---FGCEECKLRENNIFSKPGAPVYQCMGLC|
Clarias gariepinus MTLIPKYTGATILLLCVLIEIGQLYPNND---FGCEECKLKENNIFSKPGAPVYJCMGEC
Hepteroneutes fossilis MTLILKYTGATVLLLCGLIEIGQLYPNND---FGCEECKLKENNIFSKPGAPVYQCMAdC
Ictalurus_punctatus MILILKYTGATIILLSVLIEIGQLFPNND---FGCEE[CKLKENNIFSKPGAPVYQCMGC
Hemibagrus nemurus MILILKYTGATIFLLSVLIEIGQLYPNND---FGCEE[CKLKENNIFSKPGAPVYQCMGC
Pelteobagrus fulvidraco MILVLKYTGATIFLLSVLIEIGQLYPNND---FGCEFCKLKENNIFSKPGAPVYQCMJGC
- .. . ***:* *. * *_. : * Kk ok k ok

Oreochromis niloticus FSRAYPTPLRATKTMNI PKNI TSEATICEVARHS YETE-TAGIKVRNHT JOHCIS TClY FHK T
Oncorhynchus _mykiss FSRAYPTPLRSKQTMLVPKN[I TSEAT(CICVAKEGERVTTKDGFPVIINHTECHCS TIClY YHKS
Arapaima gigas FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEAT(CICVAKEVKRLITLNNVRLENHTDOCHCNTIClY YHKS
Danio rerio FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEATCICVAKE - SKMV-ATN I PLYNHTDCHCSTIClY YHKS
Carassius_auratus FSRAYPTPLRSKKTMLVPKNI TSEATCICVAKEVKRVL-VNDVRLVNHTDCHCS TIClY YHKS
Astyanax altiparanae FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEATICICNVAKE IQRVE-VNNVKLONHTDOCHC|S TICly HHK S
Silurus meridionalis FSRAYPTPLRSKETMLVPKN[I TSEATCICVAKEFKRV I -VNDVKL INHTDCHCIS TIC[y HPKF
Colossoma macropomum FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEATICICVAKEFKRV I -VNDVKLVINHTDOCHCS TIClY YHKS
[[PimeIodus grosskopfii FSRAYPTPLRSKKTMLVPRNITSEATICIEVAKEVKRV I —VNDVKLVINETDCHCIS TIC[Y YHKS |
Clarias gariepinus FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEATICICVAKEVKRV I -VNDVKLVNHT DCHCIS TIClY YHKF
Hepteroneutes fossilis FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEATCICVAKEVKRV I -VNDVKLVNHT DCHCIS TIC[Y YHKF
Ictalurus_punctatus FSRAYPTPLRSEKTMLVPKN[I TSEATCICVAKEVKRV I -VNDVKLMNHT DCHCIS TIC[Y YHKF
Hemibagrus_nemurus FSRAYPTPLRSKKTMLVPKN[I TSEATCICVAKEVKRV I -VNDVKLVNHTDCHCIS TIClY YHKF
Pelteobagrus_fulvidraco FSRAYPTPLRSKKTMLVPKNI TSEATICICVAKEVKRV I -VNDVKLVINHT DCHCS TICJY YHKF

Kk kkkk ok ok ok ok . ek k ko k ok ok ok ok ok ok ok ok . . Kk ke kkk Kk kk *

Los residuos de cisteina son identificados con cuadros. Los sitios de N-glicosilacion son identificados con cuadros en sombra. Para

el andlisis se incorporaron los espacios (gaps) marcados con (-).
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Cuadro 2. Secuencia nucleotidica y prediccion de aminoacidos de GP-a 'y LHf de Pimelodus grosskopfii.

Secuencia Nucleétidos GP-a

ATGATTCTTGTTCTCAAATACACTGGAGCAACAATTCTTTTACTGTCTGTTTTAATGGATA-
TTGGACAACTTTACCCAAATAATGACTTTGGCTGTGAAGAGTGCAAACTCAGGGAGAA-
CAATATTTTCTCAAAACCTGGCGCTCCTGTGTATCAGTGCATGGGATGCTGCTTTTCCA-
GAGCTTACCCGACTCCACTGAGATCCAAGAAGACTATGCTGGTTCCGAAGAATATTA-
CATCTGAAGCCACATGTTGCGTTGCCAAAGAGGTTAAACGGGTAATCGTTAATGATG-
TAAAGCTAGTGAATCACACAGACTGCCACTGCAGCACTTGCTACTATCATAAATCTTAA

Prediccion secuencia aminoacidos
GP-a

MILVLKYTGATILLLSVLMDIGQLYPNNDFGCEECKLRENNIFSKPGAPVYQCMGCCFS-
RAYPTPLRSKKTMLVPKNITSEATCCVAKEVKRVIVNDVKLVNHTDCHCSTCYYHKS-

Secuencia Nucledtidos LHB

ATGCCAGGTTCCTCTTTCCTTCTTGTCCTATGTTTTTTGGTCAACGTCTTTTCTCCTGCT-
CAAAGCTTCCTTCTGACCCACTGTGAACCTGTTAATGAGACTGTCTCTGTGGAGAAAGAT-
GGCTGCCCAAGATGCCTTGTGTTTCAAACCACCATCTGCAGTGGACACTGCTTCACCAAG-
GAACCTGTGTACAAGAGCGCGTTCTCTTCCATCTATCAGCATGTGTGCACCTACAGAGAC-
GTTCGCTACGAAACGGTTCGCCTGCCAGACTGTCACCCAGGGGTGGATCCCCATGTCACC-
TATCCTGTCGCTCTAAGTTGCGAGTGCAGCTTGTGCACCATGGACACCTCGGACTGTAC-
CATCGAGAGCCTGAATCCGGATTTCTGTATGACACAGAAAGAGTTTATCCTGGACTACTGA

Prediccién secuencia aminoacidos
LHB

MPGSSFLLVLCFLVNVFSPAQSFLLTHCEPVNETVSVEKDGCPRCLVFQTTICSGHCF-
TKEPVYKSAFSSIYQHVCTYRDVRYETVRLPDCHPGVDPHVTYPVALSCECSLCTMDTS-
DCTIESLNPDFCMTQKEFILDY-

Se sefialan el Codon de inicio y parada,
Senal del péptido, (-) aminoacido de
terminacion, Sitio de N- glicosilacién

Cuadro 3. Homologia de nucleétidos y prediccién de aminoacidos para GP-ay LHB de Pimelodus grosskopfii.

. ) % identidad nucleétidos | % identidad aminoacidos
Orden Accesion GenBank Especie
GP-a LHB GP-a LHB
- KF934189 .
Siluriformes KF934190 Hemibagrus nemurus 92 91 94 91
X97760.1 . -
X97761.1 Clarias gariepinus 91 88 93 89
MF373412.1 Clarias major 91 - 92 -
KM258876.1 Clarias batrachus - 89 - 89
GQ889499.1 . .
KP036409 1 Tachisurus fulvidraco 91 89 95 88
NM_001200078
AF112192 Ictalurus punctatus 90 88 92 89
AY973945.1 . S
AY973946.2 Silurus meridionalis 86 85 86 92
KF573626 "
KF573626.1 Hepteroneutes fossilis 91 89 92 91
XM_019096146.1 Cyprinus carpio 80 73 86 73
AY800266 .
Cypriniformes D88024 Carassius auratus 80 74 86 73
AY424306 . .
AY4243041 Danio rerio 73 70 71 65
. AB050836 .
Salmoniformes NMO001124205.1 Oncorhynchus mykkis 72 68 75 65
. NP_001266680.1 Lo
Perciformes XP 0034383971 Oreochromis niloticus 65 65 64 59
KU312261
. KU312262 1 Colossoma macropomum 85 80 92 84
Characiformes KJ544555 1
KJ544556 Astyanax altiparanae 80 79 85 77
. KJ755358 . .
Osteoglossiformes KJ741848 Arapaima gigas 68 68 71 66
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Figura 2. Alineamiento de la estructura primaria del péptido de LHB de P. grosskopfii, con otros teledsteos.

Tachysurus fulvidraco
Hemibagrus nemurus

TMDTSDCTIESLKPDFCMTQREFILD--Y

TMDTSDCITIESLKPDFCMTQKEFILD--Y

Oreochromis_niloticus -MMAQISRMLLALMLSLFVGASTFILSPAAAFQLPHCRLINRTVSLEKEQCPYCHPVETT
Danio_rerio MLLAGNGVFFLFSLFFL--—-—-—--—— LAAAQSLVFPRCELVNETVSVEKEGCPHCILVFQTT
Oncorhynchus mykiss MLGLHVGTLIS--LLLC-——-—---— ILLEPVEGSLMQHCPPINOTVSVEKEJCPTCLVIQTP
Arapaima_gigas MSPVPACTLLT-FLSLC--—-—--- HLLAPTWAVYLQHCEPINQTISVEKEJCPHCILVFQTT
Carassius_auratus -MGTPVKILVV-LFSVI-——-——-— VLLAVAQSSYLPHCEPYNETVAVEKEJCPKHCILVLQTT
Colossoma macropomum  —o-—-— - oo oo ——— oo IIPAQSYLLQHCRAPINETVSVEKEJCPKCLLVEQTT
Astyanax_altiparanae MAAFPFCTFLILLHFGT------ LLIIPAQSYLLOQHCEPVYNETVSVEKEQCPHCLLVFQTT
Ictalurus punctatus -MSVPASSFLL-LCFLM-—-—-— NSFSPAQSYILPHCEPYNETVSVEKDECPHCILVFQTA
[Pimelodus grosskopfii -—--MPGSSFLLVLCFLV-———-~— NVFSPAQSFLLTHCEPVYNETVSVEKDJCPHCLVEQTT |
Hepteroneutes_fossilis ---MPGSSFLL-LFFFI---—--— NEFFSPAQSYLLTHCRPUYNETVSVEKDECEHCILVFQTS
Silurus_meridionalis ---MPASSYIL-LPFFM-—----— NEFFSPAQSYLLTHCEPYNETVSVEKDECPHCILVEFQTT
Clarias_gariepinus ---MPASSYFL-LFFFM-——-—-- NFFSPAQSYLLTHCEPYNETVSVEKDJCPHCILAFQTS
Clarias_batrachus ---MPASSYLL-LFFFM-—--—--— NEFFSPAQSYLLTHCEPVYNENVSVEKDECPHCILAFQTS
Tachysurus_fulvidraco ---MPAFSFLL-LYFLI---—--— NVFSAAHSYHLTHCEPVYNETVSVEKDECPHCILVFQTS
Hemibagrus_nemurus -MSVPAFSFLL-LYFLI-—--—--— NIFSPAQSYLLTHCEPINETVSVEKDECPHCILVEFQTS
. . * :*:...:**:**. * :*.
Oreochromis_niloticus IESGHEITKDPVIKIPFSNVYQHVETYRDLYYKTFELPDEPPGVDPIVTYPVALSEHCGR
Danio_rerio JICBGHCNVTRDPVYKSPEFSTVHQTVICLYRDVRYETINLPOCISAGVDPQITYPVALSCPCSL
Oncorhynchus_mykiss JICBEGHCNVTKEPVEFKSPFSTVYQHVICTYRDVRYETIRLPOCPPWVDPHVTYPVALSCDCSL
Arapaima_gigas TCEGHCLTKEPVYKSPLSMLYQHVICTYRGVRYETIRLPDCIPRGVDPHVTYPVALSCESCGL
Carassius_auratus JICBGHCILTKEPVYKSPEFSTVYQHVICLYRDVRYETVRLPOCIPPGVDPHITYPVALSCDCSL
Colossoma_macropomum JICBGHCILTKEPVYKSPFSTIYQHVICLYRDVRYETVRLPOCPAGVDPHVTYPVALSICDCSL
Astyanax_altiparanae JICBEGHCILTKDPVYKSPFSTIYQHVICTYRDVRYEIVRLPOCPPGVDPYVTYPVALSICDCSL
Ictalurus punctatus JICEGHCILTKEPVYKSPEFSNIYQHVICLTYRDVRYETVRLPOCRPGVDPHVTYPVALSICECTL
|Pimelodus grosskopfii TICBEGH|C TKLPVYKSAFSSIYQHVCTYRDVRYETVRLPBCHPGVDPHVTYPVALSCECSLI
Hepteroneutes fossilis JICBGHCFTKEPVYKSPFSSIYQHVICTYRDVRYETIRLPOCRPGVDPHVTYPVALSICECSL
Silurus_meridionalis JICEGHCFTKEPVYKSPFSSIYQHVICTYRDVRYETVRLPDOCHPGVDPHVTYPVALSICECSL
Clarias_gariepinus JICBGHCFTKEPVYKSPEFSSIYQHVICLYRDVRYETIRLPOCRPGVDPHVTYPVALSICECSL
Clariasﬁbatrachus JICBGHCFTKEPVYKSPEFSSIYQHVICLYRDVRYETIRLPOCRPGVDPHVTYPVALSCECSL
Tachysurus fulvidraco JCPGHCFTKEPVYKSPFSSIYQHVICTYRDVRYETVRLPDCRPGADPHITYPVALSCECSL
Hemibagrus_nemurus IESG C| EKLPVYKSPFSSIYQHVQTYRDVRYETVRLPDQHPGVDPHVTYPVALSEECSL
**‘k**.*_:** * .:* ::* *****_: *: * *x k% _** :******** *

Oreochromis niloticus EAMDTSDETFESMQPDFCMNDIPFY————Y
Danio_rerio C[T INTSDC[I IQSLQPDFCMSQREDFSA--Y
Oncorhynchus_mykiss CNMDTSDC[TIESLOQPDFCITQRVLTDGDMW
Arapaima_gigas C[TMDTSDC[T IESLOPDFCINQRTLLED--Y
Carassiusiauratus CITMDTSDC[TIESLQPDFCMSQREDFLV--Y
Colossoma_macropomum CTMDTSDCTIESLTPDFCMMQREFIVD--Y
Astyanax_altiparanae CTMDTSDC[I TESLKPDFCMAKREFIVD--Y
Ictalurus punctatus C[CTMDTSDC[TIESLNPDFCMTQKEYILD--Y
|Pimelodus grosskopfii CITMDTSDC[L IESLNPDFCMTQKEFILD--Y
Hepteroneutes fossilis C[TMDTSDC[TIESLNPDFCMTQKEFILD--Y
Silurus_meridionalis C[TMDTSDIC[TIESLKPDFCMTQKEFILD--Y
Clarias_gariepinus C[TMDTSDC[T IESLNPDFCMTQKEFILD--Y
Clarias_batrachus C[TMDTSDC[T IESLNPDFCMTQKEFLLD--Y

C IC|

C]

*

e s khkkhkhkk e oke Khkhkk oo .

Los residuos de cisteina son identificados con cuadros. Los sitios de N-glicosilacién son identificados con cuadros en sombra. Para
el andlisis se incorporaron los espacios (gaps) marcados con (-).

Se encontré una alta homologia de las secuencias de
nucledtidos (86-92%) y aminoacidos (86-95%) de la
subunidad GP-a de P. grosskopfii con otros géneros de
Siluriformes como: Hemibragrus, Clarias, Pelteobragus,
Ictalurus, Tachisurus y Silurus. En contraste, se evidencio

menor homologia de la subunidad GP-a de P. grosskop-
fii con peces de otros ordenes como Characiformes,
Cypriniformes, Salmoniformes, Osteoglossiformes y
Perciformes a nivel de nucledtidos (65-85%) y para la
prediccion de aminoacidos (64-92%) (cuadro 3). Igual-
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mente, para LHB de P. grosskopfi
se registré una alta homologia de
la secuencia de nucledtidos (85-
91%) y aminoacidos (88-92%) con
otros Siluriformes asi como menor
homologia con peces de los érde-
nes Characiformes, Cypriniformes,
Salmoniformes, Osteoglossiformes
y Perciformes a nivel de nucledti-
dos (65-80%) y para la prediccién de
aminoacidos (59-84%) (cuadro 3).

La filogenia basada en las secuen-
cias de LHp separé claramente los
diferentes 6rdenes incluidos en el
andlisis, comparado con el arbol
basado en GP-a (figuras 3 y 4)
ya esta Ultima filogenia no agru-
po en un solo clado a los miem-
bros del 6rden Characiformes.
Sin embargo, en ambas filogenias
los miembros del orden Silurifor-
mes presentaron menor distancia
entre si, comparados con repre-
sentantes de Osteoglossiformes,
Salmoniformes y Perciformes. En
ambos arboles, los bagres del vie-
jo mundo (Silurus, Heteropneustes,
Clarias, Hemibragrus y Tachisurus)
fueron mas cercanos entre si,
comparados con uno de los dos
bagres americanos (Ictalurus o Pi-
melodus) segun la reconstruccion
filogenética analizada.

En general las relaciones presen-
tadas en la filogenia basada en las
secuencias de LHp fueron consis-
tentes con los resultados obteni-
dos por [21,22] para la clase Acti-
nopterygii ya que se identificé a:
1. Osteoglossomorpha (Arapaima
gigas) como el linaje hermano de
los demas teledsteos analizados y
2. el clado Otophysi (compuesto
por Characiformes y Siluriformes
como grupos hermanos junto a
Cypriniformes). La principal dife-
rencia entre la filogenia basada en
LHB vy las propuestas por [21,22]
fue la relacion de Salmoniformes

Figura 3. Relaciones filogenéticas de la subunidad GP-a de P. grosskopfii con otras de
especies teledsteos.
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Figura 4. Relaciones filogenéticas de la subunidad LHpB de P. grosskopfii con otras de
especies teledsteos.
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y Perciformes sin la formacién del clado Euteleostei
que si se presentd en la filogenia basada en GP-a.
Las relaciones entre las familias del orden Silurifor-
mes encontradas en las filogenias basadas en GP-a
o LHP conservaron la relacién entre Hepteroneustes
con Clarias (Claroidea), Tachysurus con Hemibagrus
(Bagridae) y Silurus (Siluridae) como linaje indepen-
diente que se presentan en [23]. La relaciéon de Icta-
lurus con Bagridae observada en la filogenia basada
en GP-a fue consistente con la filogenia presentada
por [22] pero fue diferente a la obtenida para LH.
La posicion de Pimelodidae en las filogenias basadas
en GP-a o LHP es diferente a lo descrito por [22]
debido a que estos autores encontraron a Pimelodi-
dae como parte del grupo hermano del clado del que
hacen parte Ictaluridae mas Bagridae

CONCLUSIONES

El presente estudio, es el primer reporte de las se-
cuencias de las subunidades de una gonadotropina en
una especie de la familia Pimelodidae. El marco abier-
to de lectura para las secuencias de las subunidades
GP-ay LHB de P. grosskopfii fue de 351 y 423 pb res-
pectivamente. En GP-q, se identificé un péptido sefal
de 24 aa dejando una proteina madura de 92 aa. Por
otra parte, en LHp3, se observé un péptido sefial de 22
aa para una proteina madura de 118 aa. La homolo-
gia de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de
GP-a y LHB de P. grosskopfii fue mayor con miembros
del orden Siluriformes comparados con otros ordenes
de peces. Las filogenias construidas a partir de GP-a o
LHB conservan muchas de las relaciones previamen-
te reportadas entre los grandes grupos de peces con
aletas radiadas, pero presentan particularidades, entre
ellas la posicién de Pimelodus al interior de Silurifor-
mes. Estos resultados son un punto de partida para el
desarrollo de anticuerpos para cuantificacion de hor-
monas gonadotroépicas y la produccién de hormona
luteinizante recombinante en P. grosskopfii.
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