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Introduccion General

PRESENTACION

El trabajo que se presenta en esta tesis doctoral se ha desarrollado en el
Departamento de Fisiologia de la Reproduccién de Peces del Instituto de Acuicultura de
Torre de la Sal (IATS) del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).

El campo de investigacion, bajo el que se ha enmarcado esta tesis, gira alrededor del
estudio general del proceso reproductor de los peces, tomando como especie principal de
trabajo la lubina, Dicentrarchus labrax L. Dentro de este campo se trabaja en varias
lineas tales como el control ambiental y hormonal de la reproduccién, la formacion y
calidad de los gametos, la determinacion sexual y la pubertad. A lo largo del tiempo el
grupo de investigacion ha ido adaptando las nuevas técnicas de investigacion con el
objeto de profundizar en sus lineas de trabajo. Desde las primeras investigaciones para
adaptar la lubina a la cautividad y conseguir su reproduccion, se ha estudiado la fisiologia
de su proceso reproductor, adoptando siempre la tecnologia mas moderna. En los afios
ochenta y noventa se desarrollaron numerosas técnicas bioquimicas para detectar
metabolitos y hormonas, que han dado paso en los ultimos afios, sin dejar a un lado las
primeras, a las técnicas de biologia molecular. Actualmente, estas técnicas son de uso
rutinario, y se siguen introduciendo otras nuevas, para estar en la primera linea de este
campo de la ciencia.

La especie elegida para este trabajo es la lubina. Se trata de un pez muy apreciado en
los mercados europeos y de una gran relevancia en la acuicultura del Mar Mediterraneo.
La lubina se reproduce espontineamente en cautividad bajo condiciones éptimas. Ahora
bien, para mejorar y controlar artificialmente la capacidad reproductora se utiliza la
induccién a la puesta en cautividad. Por otro lado, se pueden emplear ciclos de luz y
temperatura artificiales para obtener puestas en varias estaciones del afio. Las
gonadotropinas u hormonas gonadotropas (GTHs) determinan estos procesos, asi como la
diferenciacién sexual y la pubertad. Sin embargo y a pesar de su importancia para el
proceso reproductor, no se disponia hasta la fecha de ninglin ensayo homélogo para la

determinacién y cuantificacién de las hormonas gonadotropas en esta especie. Esto ha
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constituido una limitacién grave en la compresién de los mecanismos del control
hormonal de la reproduccion de la lubina. Esta carencia estaba motivada
fundamentalmente por un desconocimiento de la composicién molecular y bioquimica de
las susodichas hormonas, no habiéndose abordado todavia la purificaciéon de las
hormonas gonadotropas ni el clonaje y caracterizacién de sus RNAs mensajeros, que son
previos para cualquier puesta a punto de los ensayos y disponer de métodos sensibles y
especificos para el estudio de los aspectos fisioldgicos controlados por las GTHs.

Asi pues, el tema de la tesis doctoral es la caracterizacién bioquimica y molecular de
las gonadotropinas (GTHs) en la lubina, asi como el estudio de los mecanismos de
retroalimentacion de los esteroides sexuales sobre las GTHs.

Esta tesis se presenta como compendio de publicaciones y comprende tres articulos
publicados en revistas internacionales y uno en proceso de revision. En el primero se
procedié al clonaje de los genes que codifican las GTHs. Este trabajo dio como resultado
la secuencia completa de los tres genes de las correspondientes subunidades que forman
las dos GTHs. Genes que han sido descritos, analizados y caracterizados, asi como
realizado el estudio de sus interrelaciones filogenéticas y evolutivas. El trabajo del
clonaje permitia, ademas, disponer de tres sondas genéticas con la que estudiar los
parametros de la expresion de las GTHs en la pituitaria. El segundo fue obtener y
caracterizar la LH de la lubina, que junto a la FSH, forma el grupo de las GTHs. Este
trabajo se basé en investigaciones previas en las que se habia obtenido la LH de la lubina
americana, especie afin a la lubina europea objeto de esta investigacién. Una vez
purificada la LH, se pudo desarrollar un método inmunoenzimatico mediante la técnica de
ELISA para cuantificar la sintesis y la secrecion de la LH en la lubina. Con estas
herramientas, y un trabajo previo, incluido en esta tesis en tercer lugar, en el que se habia
descrito el mecanismo de regulacion del proceso reproductor por la testosterona en
lubinas prepiberes, se realizaron varias experiencias. Cabe destacar la cuarta publicacion,
que trata de los efectos de los esteroides sexuales sobre la expresién de las GTHs.
También se analizaron los perfiles de secrecién de la LH tras lé inyeccion de GnRHa,

sustancia que se emplea para inducir la puesta de las lubinas hembra maduras (incluido en
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la primera publicacién). Y se describi6 el ciclo de expresion de las GTHs de la lubina
macho durante la etapa de reproduccién (incluido en la segunda publicacion).

La investigacion de la funcion de las GTHs es una de las bases que permiten la
comprension de la regulacion hormonal del proceso reproductor. Asi mismo, puede
contribuir a mejorar la tecnologia del control de la reproduccion de los peces, en concreto
de la lubina y de otras especies relacionadas estrechamente con ella e importantes
econémicamente. Por tanto, esta tesis pretende llenar un vacio en el conocimiento de la
funcién de las gonadotrofinas en la lubina, primero generando las herramientas
bioquimicas y moleculares de anilisis y en segundo lugar aplicindolas a estudios

fisiolégicos mediante experimentos especificos disefiados para tal fin.
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INTRODUCCION

La reproduccion sexual constituye uno de los fenémenos mis intrigantes de la
biologia. Continuamente se crean nuevos conjuntos de genes a los que definimos como
individuos, cada uno de los cuales no existia antes dentro de cada especie. Esta continua
variacién de las caracteristicas de las especies, la seleccién de los caracteres mas
ventajosos y su conservacion, ha llevado a que éstas se adapten a los cambios de las
condiciones ambientales y a que hayan sobrevivido a lo largo de millones de afios.

La reproduccién es un proceso fisioldgico integrado, en el que intervienen todas las
funciones del organismo, tales como el crecimiento, es decir el desarrollo y la
diferenciacion, el metabolismo energético, el comportamiento y la adaptacién. Requiere
el desarrollo hasta la madurez sexual, la percepcion de los estimulos ambientales para la
iniciacién de los ciclos gonadales del macho y de la hembra sincronizando la produccion
de gametos, el reconocimiento de las potenciales parejas, el comportamiento del apareo,
el cuidado de la progenie en muchas especies y la lactancia de las hembras en los
animales placentarios.

Todos estos procesos estan bajo el control directo o indirecto de sistemas
neuroendocrinos entre los cuales el eje encéfalo-hipdfisis-gonada (eje CHG) es el mas
importante (Fig. 1). El encéfalo integra las seiiales del medio externo e interno y, a través
de células neurosecretoras situadas en el area hipotalamica, controla la produccién y la
secrecion de las GTHs en la hipdfisis. Las GTHs alcanzan a través del sistema
circulatorio las génadas, donde se unen a los receptores de gonadotropinas y mediante los
cuales controlan dos funciones primordiales, la produccién de gametos y la sintesis y
secrecion de hormonas gonadales.

Las hormonas gonadales ejercen un gran nimero de funciones, tales como el
desarrollo de los caracteres sexuales secundarios y el comportamiento sexual, pero
también actiian mediante un sistema de regulacion por retroalimentacién sobre el encéfalo
y la hipdfisis. El mecanismo de retroalimentaciéon mas usual es el que actia de manera

negativa, es decir la actividad gonadal y sus secreciones hormonales suprimen la
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secrecion de GTHs directamente en la hip6fisis o indirectamente a través del hipotdlamo.
Sin embargo, también puede actuar una retroalimentacion positiva, en funcion de la
identidad de la hormona y del estado del ciclo reproductor. Por tanto, las hormonas
gonadales regulan la sintesis y la actividad secretora de los componentes neuronales e
hipofisiarios del eje CHG.

Las cé¢lulas gonadotropas de la hipdfisis (también Ilamadas gonadotropos) juegan un

papel prioritario en el eje CHG. Como se decia anteriormente, estan bajo el control de las

Estimulos externos

CEREBRO

+ /-

HIPOTALAMO

GnRH

HIPOFISIS

FSH

LH

GONADAS

gametos

Organos diana ESTEROIDES

Fig. 1: El eje cerebro-hipofisis-gdnada en peces.

hormonas hipotaldmicas y las hormonas gonadales. Probablemente, el factor regulador de
la secrecion de las gonadotropinas (GnRH) sea la neurohormona mas importante del eje
CHG vy para la cual hay receptores especificos en las células gonadotropas. Pero no es la

unica que regula la sintesis y secrecion de las GTHs, también ejercen esta funcion la
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dopamina, taurina, serotonina, glutamina, neuropéptido Y (NPY), 4cido y-aminobutirico
(GABA) y algunas otras sustancias (Trudeau y Peter, 1995), aunque muchas de ellas lo
hacen influyendo sobre el GnRH. '

A pesar de que el conocimiento de la reproduccién de los vertebrados se ha
incrementado considerablemente en las tltimas décadas, no se ha alcanzado por completo
la comprension de los factores neuroendocrinos y gonadales que controlan la
reproduccién. Lo que es especialmente cierto en los vertebrados no mamiferos, en
concreto en los peces teledsteos. La reproduccion de los teledsteos es interesante tanto
funcional como comparativamente, ya que los teleésteos son el grupo mas grande c}e los
vertebrados, y porque han desarrollado soluciones diferentes a las de mamiferos para
controlar la reproduccién. Por ello, muchos fisidlogos y endocrinélogos de la
reproduccién se han visto atraidos por los tele6steos como animales de estudio y

experimentacién.

LA LUBINA

La lubina (D. labrax) es un pez que pertenece a la clase Actinopterygii, grupo
Teledsteos, orden Percifomes, suborden Percoidei, familia Moronidae y género
Dicentrarchus. Se localiza en las dreas geograficas Paleartica y Etiope, se distribuye en el
Atlantico desde el norte de Inglaterra hasta el norte de Africa y en todo el Mediterrdneo y
el mar Negro (Wheeler y Alwyne, 1975).

La lubina alcanza un peso maximo de unos 9 a 10 Kg. y 1 metro de longitud. El
cuerpo de la lubina estd cubierto por escamas grandes y regulares. El color varia
considerablemente dependiendo de su lugar de origen, desde el gris oscuro, azul o verde
de la parte superior al color blanco o amarillo palido del vientre. Los flancos son azules
plateados, bronceados o dorados palidos. La cabeza de los juveniles es bastante
puntiaguda, pero se vuelve mas redondeada en los peces adultos. La lubina en su primer
afio tiende a ser mas palida que los adultos, y por lo general tiene manchas oscuras en los

laterales. Normalmente estas manchas desaparecen con el tiempo, aunque algunos

13
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ejemplares las conservan durante la vida adulta (Pickett el al., 1994, Wheeler y Alwyne,
1975).

La lubina es una especie tipicamente costera que frecuenta la zona de oleaje,
alrededor de los afloramientos de rocas y aguas poco profundas. Se pueden encontrar en
estuarios de aguas salobres, por lo que se piensa que podrian adaptarse a la vida en aguas
dulces. Tienen comportamientos migratorios, acercandose a la costa en primavera y
verano, y trasladdndose a aguas mas profundas durante el otofio. La lubina desova cerca
de la costa (Wheeler y Alwyne, 1975).

La lubina es una especie predadora que se alimenta principalmente de pescado
pelagico pequefio como sardinas, espadines y eperlanes. También se alimentan de peces
pequefios del fondo y de otros animales bentdnicos como crustdceos y cefalépodos. Las
lubinas juveniles comen mas invertebrados que los adultos. Son depredadores
oportunistas que atacan a las presas de forma violenta y a lo largo de su vida desarrollan
una amplia gama-de tacticas para encontrar y capturar a sus presas (Pickett ef al, 1994;
Wheeler y Alwyne, 1975).

Las lubinas juveniles forman cardumenes que varian de una docena de individuos a

muchos miles, lo que depende de la dureza de las condiciones ambientales locales o del

0 11 em

La lubina, Dicentrarchus labrax L.
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afio. Los investigadores sugieren que la lubina puede permanecer en varios grupos
distintos a lo largo del tiempo, y que pueden conservar su comportamiento de cardumen |
durante la mayor parte de sus vidas. Por otra parte pueden desarrollar comportamiento.
agresivo y territorial. Cuando una lubina se ve amenazada por un animal mas grande se
retira ripidamente o adopta una postura de defensa tipica. Aparenta ser mas grande
mostrando al agresor tantas espinas agudas como le es posible. No hay evidencias de
comportamientos agresivos entre lubinas de tamafio similar, aunque pueden ser
territoriales cuando ocupan las zonas de alimentacién a lo largo del verano (Pickett et al.,
1994; Wheeler y Alwyne, 1975).

La lubina se reproduce sexualmente mediante fertilizacién externa. La época de
puestas de la lubina depende de la temperatura del agua y del fotoperiodo, por lo que
varia con la latitud, siendo mas temprané en latitudes mas bajas, p.e. de diciembre a
marzo en Marruecos, y més tardia en latitudes mas altas, p.e. hay puestas durante Julio en
Irlanda (Barnabé y Billard, 1984). La temperatura proporciona una sefial importante para
la iniciacién de la freza, ya que los huevos de la lubina raras veces se encuentran donde el
agua esta por debajo de los 8.5-9.0° Celsius o por encima de los 15° Celsius. Cada hembra
madura puede producir entre un cuarto y la mitad de un millén de huevos por kilogramo
de su propio peso corporal. Los huevos de la lubina son plancténicos y eclosionan entre 4
y 9 dias después de la fertilizacién, segin la temperatura del mar. Durante los siguientes 2
0 3 meses, las larvas en desarrollo van a la deriva desde el mar abierto hacia la costa,
introduciéndose en calas, remansos y estuarios. Estos hébitats abrigados son utilizados
por las lubinas juveniles durante los 4 o 5 afios siguientes, antes de que maduren y

adopten las costumbres migratorias de los adultos (Pickett ez al., 1994).

LAS GONADAS DE LOS TELEOSTEOS.

Las génadas de los teledsteos y las de todos los vertebrados tienen dos funciones,
producir gametos y esteroides sexuales. Estos altimos tienen un papel importante en la
regulacién de la reproduccion a través de los mecanismos de retroalimentacién sobre el

eje CHG, su influencia en la maduracién de los gametos y en la formacién de los
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caracteres sexuales secundarios y también tienen funciones autdcrinas sobre la
produccién de péptidos gonadales, tales como la activina y la inhibina.

La mayor parte de los teledsteos son gonocoristicos, es decir los individuos
mantienen el mismo sexo durante toda su vida. Este es el caso de la lubina. Sin embargo,
entre los teledsteos se encuentran especies hermafroditas. En la mayor parte de estos
casos se produce una inversion del sexo gonadal a lo largo del desarrollo; por ejemplo, la
dorada (Sparus aurata) es hermafrodita protandrico, a partir del primér o segundo afio
algunos machos se convierten en hembras, mientras que el Pargo (Paérus pagrus) es

hermafrodita protoginico, las hembras se transforman en machos.

El testiculo de los teleésteos

Los testiculos de los teledsteos son pares y en la mayoria de las especies, incluida la
lubina, se extienc!en a lo largo de toda la cavidad abdominal (Bliim, 1985). Generalmente
poseen organizacion lobular o tubular (Nagahama, 1983). Los de la lubina son del tipo
lobular, que consisten en un gran nimero de l6bulos separados entre si por tejido
conjuntivo. En el interior de los 16bulos se produce la espermatogénesis. Las células
germinales se agrupan en cistos y maduran hasta convertirse en espermatozoides. El tipo
tubular no es tan comin como el lobular, es el caso del gupi (Poecilia reticulata). Los
cistos se forman en el extremo ciego de los tubos cerca de la periferia del testiculo y van
llenando por completo el espacio interno de los tubos testiculares conforme avanza la
espermatogénesis. A lo largo de la espermatogénesis los cistos migran a través de los
tubos, situdndose los mas inmaduros en la zona superficial del testiculo y los mas
maduros en el interior.

En los teledsteos, igual que en mamiferos, los testiculos se componen de un gran
nimero de tubos o l6bulos seminiferos, que contienen células germinales y células
somaticas o de Sertoli. Entre los 16bulos seminiferos hay tejido conjuntivo que contiene
capilares sanguineos y las células de Leydig. Los receptores para la FSH y 1a LH suelen

estar localizados en las células de Sertoli y de Leydig. Las células de Sertoli se
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encuentran dentro de los I6bulos y estdn unidas unas a otras por complejos de unién
formando una barrera entre la sangre y el interior del testiculo. Las células de Sertoli se
encargan de fagocitar las células germinales dafiadas y producen proteinas que son
segregadas al lumen de los tubos seminiferos o a los vasos sanguineos. Se ha descrito en
mamiferos (Yen y Jaffe, 1991) que las células de Sertoli son el lugar donde actiian la FSH
y la testosterona (T), la FSH estimula a la proteina de unién a andrégenos a que se una a
la T. En los teledsteos, las células de Sertoli conforman la envoltura de los
espermatocistos de los tubos y 16bulos seminiferos que contienen las distintas fases de las
células germinales masculinas (Bliim, 1985; Nagahama, 1983). Las células de Leydig se
sitian en el tejido intersticial entre los tubos seminiferos y, como en otros vertebrados,
son las principales células productoras de esteroides. En los teledsteos los esteroides que
mayoritariamente se sintetizan en los testiculos son los andrégenos T y 11-
ketotestosterona (11KT) y los esteroides inductores de la maduracién (MIS), las
progestinas 17a,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,20betaP) y 17c,20,21-trihidroxi-4-
pregnen-3-ona (20betaS). La produccién de esteroides varia a lo largo del ciclo
reproductor y difiere entre especies distintas, sobretodo la de progestinas. En algunos
estudios se ha descrito una pequefia produccién de estrégenos por la génada masculina
(Fostier et al., 1983, 1987).

La espermatogénesis comienza con la division mitdtica de las espermatogonias. Hay
dos tipos de espermatogonias, primarias o secundarias, o tipo A y B, siendo las primarias
mayores que las secundarias (Nagahama, 1983). Las espermatogonias proliferan mediante
la mitosis seguida de la meiosis. Las espermatogonias de tipo A son células remanentes
mientras que las espermatogonias B realizan la meiosis y entran en la espermatogénesis.
Después de la primera divisién meidtica aparecen dos espermatocitos secundarios que se
dividen en espermitidas tras la segunda divisién meidtica. Las espermatidas no son
gametos masculinos funcionales, para ello tienen que pasar por un proceso de
diferenciacion llamado espermiogénesis que las transforma en espermatozoides. Toda la
espermatogénesis ocurre dentro del ciste, incluida la espermiogénesis. Durante la

espermiacién, las espermatidas maduran a espermatozoides, el ciste se abre y estos
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tltimos se liberan al limen, en este momento aparecen los machos espermiantes que
emiten semen ante un ligero masaje abdominal. El espermatozoide de los teledsteos se
divide morfolégicamente en cabeza, tallo y cola. A diferencia de los espermatozoides de
otros vertebrados, los de los teledsteos carecen de acrosoma, un orgénulo que contiene
enzimas lisosomales fundamentales para atravesar la zona pellucida del évulo. En los
huevos de los teledsteos hay una pequeiia apertura llamada micropilo a través de la cual el
espermatozoide penetra en el évulo. La produccién de andrégenos y la espermatogénesis
suceden al mismo tiempo en los mamiferos y en muchos teledsteos, incluida la lubina,
mientras que en otros teledsteos como el espinoso, Gasterostus aculeatus, estan separadas
cronolégicamente (Borg, 1994). La espermatogénesis se divide en dos tipos, prenupcial y
postnupcial, dependiendo de su momento de inicio. El tipo prenupcial es el mas comuin en
los peces y el de la lubina, consiste en que la espermatogénesis se inicia un tiempo antes
de la época de apareamiento. Una vez finaliza la freza o frezas los testiculos retroceden a
la inmadurez y la espermatogénesis se para hasta que el ciclo se repite (Billard ez al.,
1982). En el caso del espinoso la espermatogénesis es postnupcial, es decir que se |
produce inmediatamente después de la freza y los gametos permanecen inactivos hasta la
siguiente temporada de apareamiento (Borg, 1982). Hay algunas especies como el gupi,
P. reticulata, que pueden reproducirse todo el afio y entonces tienen una
espermatogénesis continua.

El tamafio de los testiculo varia a lo largo de todo el afio, alcanzando los indices
gonadosomaticos maximos ([peso de la gonada/peso del cuerpo] x 100, GSI) en la época
de apareamiento. Posteriormente el GSI declina a los valores minimos hasta el inicio de la
espermatogénesis. En las especies con espermatogénesis postnupcial el GSI maximo se
alcanza después de la freza cuando la espermatogénesis esti mas activa y no hay

secrecion de esperma (Borg, 1982).

El ovario de los teleosteos

A diferencia de los mamiferos, los teledsteos adoptan muchas estrategias

reproductoras distintas, siendo la mas comin el oviparismo pero dandose en algunas
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especies el viviparismo y el ovoviviparismo (Nagahama, 1983). Esta diversidad ha dado
lugar al disefio de varios tipos de ovarios y de aparatos reproductores femenfnos. En
general, se componen por un érgano par y la estructura del foliculo ovarico en
crecimiento es muy similar en la mayoria de especies. El ovario estd formado por
oogonias, oocitos, células foliculares, tejido conjuntivo y vasos sanguineos. El
crecimiento de los oocitos se divide en tres fases: la previtelogéneisis, la vitelogénesis y
la ovulacion (Nagahama, 1983).

El oocito se localiza en el interior del foliculo y esta rodeado de células foliculares.
Estas ultimas son una capa interna de células de la granulosa y una capa externa de -
células de la teca. Entre las dos capas de células y separéndolés se sitia una lamina basal.
El foliculo de los teledsteos se diferencia del de los mamiferos en que las células de la
granulosa forman una capa celular de varios estratos.

Las primeras fases de la oogénesis son similares a las de la espermatogénesis, las
oogonias proliferan mediante divisiones mitéticas y se transforman en oocitos primarios.
En este estado los cromosomas se encuentran en la fase de diploteno de la primera
profase de la meiosis y los oocitos comienzan a crecer. Durante el crecimiento la
membrana plasmaética del oocito se transforma introduciendo largas microvellosidades
entre el oocito y la capa de células de la granulosa. En este espacio comienza la
formacién del huevo. El siguiente paso es la vitelogénesis, que se caracteriza por un
crecimiento rapido debido a la acumulacién de proteinas. La vitelogenina es el precursor
principal de las proteinas de la yema, se sintetiza en el higado que la libera al torrente
circulatorio y el torrente circulatorio la transporta hasta el ovario. El higado también
sintetiza las proteinas de la envoltura vitelina del oocito (Hyllner y Haux, 1995). Después
de que el oocito cese su crecimiento y se complete la primera divisién meidtica, se
produce la ovulacién y los huevos pasan a la cavidad ovérica. Una vez ovulados, los
huevos contintian la meiosis hasta la segunda metafase meidtica, lo que se conoce como
maduracién. En este punto los huevos estan preparados para ser expulsados y fertilizados.

Las GTHs y las hormonas esteroideas del ovario regulan el crecimiento de los

oocitos y sus fases de maduracién y por tanto juegan un papel fundamental en la
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produccion de gametos (Nagahama, 1993). Los esteroides se sintetizan mayoritaiamente
en las células de la teca y de la granulosa y sus niveles varian considerablemente a lo
largo del ciclo reproductor (Fostier ez al., 1983). Las células de la teca producenT que es
absorbida por las células de la granulosa donde se transforma en 17B-estraliol (E;)
(Nagahama, 1983, 1987). El aumento de los niveles de la FSH al inicio del crezsimiento
oocitario y a lo largo de la vitelogénesis en los salménidos (Swanson, 1991) esimula la
produccién de E; (Sumpter et al., 1991). El E, estimula al higado para que sirtetice la
vitelogenina y la vitelina. La LH aumenta durante la ovulacién y la maduracién cocitaria,
procesos en los que estan implicadas las progestinas producidas por el foliculo ovarico:
17,20betaP, 20betaS, 17a-hidroxiprogesterona y otras.

Las lubinas hembra son oviparas y frezan durante el invierno, a lo largo del cuél
tienen de una a cuatro deposiciones de huevos (Asturiano et al., 2000). El dsarrollo
ovarico de la lubina se denomina sincrénico por grupos, es decir que los oocitos zlo largo
del periodo de maduracién y ovulacion se desarrollan en varios grupos con liferente

grado de madurez, lo que da lugar a varias frezas.

LA HIPOFISIS Y EL HIPOTALAMO DE LOS TELEOSTEOS

La hipéfisis juega un papel crucial en el control endocrino de la reproducién. La
hipéfisis de los teledsteos y de todos los vertebrados esta formada por la adenohpéfisis y
la neurchipdfisis. ‘

La neurohipdfisis de los teledsteos es la parte nerviosa de la glandula hipofidaria. Se
encuentra en su parte posterior, y esta inervada directamente por terminaciones rerviosas
procedentes del hipotilamo. Los productos de secrecién de estas aieuronas
(neurohormonas) se liberan directamente sobre la red de vasos saguineos
neurohipofisiarios, que a su vez los envian al torrente circulatorio general. Ne¢ hay un
relevo sinaptico como ocurre en la adenohipéfisis. Las neurohormonas hipotalénicas se
liberan directamente a través de la neurohipéfisis. Las hormonas que se han ideatificado

en la neurohipéfisis de los teledsteos pertenecen a la familia de los péptidos relaionados
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con la vasopresina, en mamiferos también se libera la oxitocina que esta implicada en las
contracciones del parto.

En los tetrapodos las neuronas hipotalamicas drenan sus factores hipofisiotrépicos .
en un largo vaso portal de la eminencia media, que constituye la porcion mas basal del
hipotdlamo y que conecta, a su vez, con el tallo hipofisiario. Estos factores son
rapidamente capturados por los capilares del sistema portal que irrigan la adenohipéfisis,
alcanzando asi las células secretoras via sanguinea. En los teledsteos, no existe sistema
portal hipofisiario y los terminales nerviosos de las neuronas hipotalimicas inervan
directamente las células secretoras de la adenohipéfisis (Gorbman, 1995). Los factores
hipofisiotropicos segregados en la adenohipéfisis son los factores de induccién de la
secrecion de varias hormonas hipdfisiarias al sistema circulatorio, tales como la
prolactina (PRL), hormona del crecimiento (GH), somatolactina (SL),
adrenocorticotropina, hormona estimulante del melanéforo, hormona estimulante de la
tiroides (TSH), FSH y LH. La adenohipdfisis se divide en tres partes en funcién de la
distribucion de los tipos celulares que producen cada hormona: pars distalis rostral, pars
distalis proximal y l6bulo intermedio o pars distalis intermedia (Van Oordt y Peute, 1983;
Weltzien et al., 2004).

Las GTHs se sintetizan en la pars distalis de los teledsteos, generalmente en su parte
ventral (Kawauchi et al., 1989; Swanson, 1991). La FSH y la LH de los teledsteos se
sintetizan en células separadas de la hipéfisis, en contraste con lo que sucede en los
tetrapodos que las sintetizan juntas en las mismas células (Nozaki et al., 1990a, b; Naito
et al., 1991, 1993). En el caso de los salménidos y la anguila, Anguilla anguilla, las
células gonadotropas se encuentran dispersas en la pars distalis rostral y en la pars distalis
proximal (Van Oort y Peute, 1983). En el caso de la trucha arcoiris, Oncorhynchus
mykiss, las gonadotropas que producen la LH se localizan en la regién central de la pars
distalis proximal y las que producen FSH en la regién periférica de la pars distalis
proximal (Nozaki et al., 1990a, b). |

El encéfalo controla las células gonadotropas mediante dos sistemas hipotaldmicos,

el primero estimula la sintesis y secrecién de las GTHs mediante el GnRH y el segundo
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las inhibe con la dopamina, también conocida como el factor inhibidor de las
gonadotropinas (GRIF).

Hasta la fecha se han identificado 16 formas de GnRH en el sistema nervioso de los
vertebrados y protocordados (Adams et al, 2002; Montaner et al., 2001). El
descubrimiento de GnRHs en moluscos (Zhang e al., 2000) y protocordados (Fernald y
White, 1999; King y Millar, 1992; Powell et al., 1994a) indica que se trata de un péptido
antiguo y bien conservado (con la posible excepcion del péptido similar al GnRH
recientemente descubierto en el pulpo, Iwakoshi et al., 2002). Las diferentes formas se
conocen por el nombre de la especie en la que se aislaron primero, a excepcién del GnRH
de mamiferos (mGnRH). Se han aislado nueve formas distintas en los cerebros de los
peces: sGnRH en salmén keta (Oncorhynchus keta; Sherwood et al., 1983), IGnRH 1 y
IGnRH II en lamprea (Petromyzon marinus; Sherwood et al., 1986; Sower et al., 1993),
cfGnRH en pez gato (Clarias macrocephalus; Bogerd et al., 1992; Ngamvongchon et al.,
1992), dfGnRH en melga (Squalus acanthias; Lovejoy et al., 1992), sbGnRH en dorada
(Sparus aurata; Powell et al., 1994b), hrGnRH en el arenque (Clupea harengus pallasi;
Carolsfeld et al., 2000), pjGnRH en pejerey (Odontesthes bonariensis; Montaner et al.,
2001) y wfGnRH en corégono de lago (Coregonus clupeaformis; Adams et al., 2002).

En los cerebros de mamiferos, aves, reptiles y de los teledsteos mas primitivos,
salménidos (Okuzawa et al., 1990), anguilas (Dufour et al., 1993; Okubo et al., 1999),
carpas (Yu et al., 1988) y peces gato (Bogerd et al., 1992; Schulz et al., 1993) se
encuentran dos formas diferentes de GnRH, que difieren en estructura, localizacion,
distribucién y origen embrioldgico. En los teledsteos modernos (Gothilf et al., 1996;
Powell et al., 1994b) y anfibios (Yoo et al., 2000), aparece una tercera forma de GnRH.
Sin embargo recientemente se han descubierto tres GnRHs distintos en el arenque
(Carolsfeld et al., 2000), una especie que aparecieré antes que los salménidos, y en el
corégono de lago que es un salménido primitivo (Adams et al., 2002). Este hecho plantea
la cuestién de como se perdi6 una de estas formas en la evolucién posterior de los

salmones, carpas y peces gato.
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En la misma especie, las diferentes formas se expresan en distintas nicleos del
encéfalo (Carolsfeld et al., 2000; Gonzilez-Martinez et al., 2001; Gothilf et al., 1996).
Todos los teledsteos, y todos los vertebrados gnatéstomos, expresan GnRH-II de pollo .
(cGnRH-II) en el tegmento del mesencéfalo (Senthilkumaran et al., 1999). Muchos
teledsteos mas evolucionados también expresan sGnRH en el ganglio del nervio terminal
y en el bulbo olfativo ventromedial (Montaner et al., 2001), por el contrario en estas 4reas
los peces primitivos expresan mGnRH (Lescheid et al., 1995) o cfGnRH (Ngamvongchon
et al., 1992). El tercer tipo de GnRH difiere entre especies, pero ha sido el sbGnRH el que
se ha identificado en muchos teledsteos evolucionados (Powell ef al., 1994b; Powell ez
al., 1995; Powell et al., 1997). Sin reparar en el tipo, la tercera forma de GnRH sifeni';:;e_-
se expresa en el area predptica, alli donde las fibras de GnRH se proyectan hacia la
pituitaria (Gothilf et al., 1996; Okuzawa et al., 1997; Parhar et al., 1998; Powell et al.,
1994b; Powell et al., 1995; White et al., 1995). Como en otros teledsteos evolucionados
la lubina posee tres formas de GnRH, sbGnRH, sGnRH y cGnRH-II. Se localiza sGnRH
en el telencéfalo de la lubina con proyecciones nerviosas que alcanzan la pituitaria,
sbGnRH en el area predptica, hipotdlamo mediobasal y sus terminaciones alcanzan la
pars distalis de la pituitaria, y cGnRH-II se distribuye de forma dispersa por el encéfalo
posterior y no alcanza la pituitria (Zmora et al., 2002).

Ademas, hay otras moléculas implicadas en la regulacion de las GTHs desde el
encéfalo, como sistemas peptidérgicos (NPY y péptidos opioides), monoaminérgicos
(epinefrina, serotonina), aminoacidicos (GABA, taurina, glutamato y aspartato). Ademas
de los esteroides gonadales que participan en la regulacion de la secrecion. Estos wltimos
pueden actuar bien sobre las células gonadotropas o modulando los sistemas GnRH y
GRIF (revisiones de Blazquez et al., 1998a; Breton et al., 1993; Kah et al., 1993; Peter et
al., 1991).

Otras hormonas hipofisiarias aparte de las GTHs también tienen implicaciones en la
reproduccién. Asi, los niveles plasmaticos de la SL en machos y hembras maduras de
salmoén, O. kisutch, se correlacionan de modo positivo con los esteroides y alcanzan los

niveles maximos durante la freza (Rand-Weaver y Swanson, 1993). Los niveles
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plasmiticos e hipofisiarios de la SL se reducen tras la gonadectomia, lo que sugiere cue la
gbnada estimula la sintesis y secrecién de la SL (Mayer et al., 1998). De modo sinilar
otras dos hormonas relacionadas estructuralmente con la SL, la PRL y la GH (Eand-
Weaver et al., 1991; 1992) estimulan la esteroidogénesis en los teledsteos (Le Gac et al.,
1992; 1993). Ademas se han identificado receptores para la PRL y la GH en las g6nadas
de teledsteos (Edery et al., 1984; Le Gac et al., 1992).

Por otra parte y como apunte, se ha relacionado la actividad tiroidea con la fuaciéon
reproductora en varias especies (revisién de Cyr y Eales, 1996). Hay una correlacién
entre los niveles de las hormonas tiroideas y la maduracién gonadal. Ademis la
administracién de GnRH y GTHs afecta a los niveles de las hormonas tiroideas y

viceversa.

LAS HORMONAS GONADOTROPAS

En 1931 Fevold y sus colaboradores descubrieron en extractos de la hipdfisis
anterior de mamiferos dos sustancias gonadotrépicas diferentes, una activaba el
crecimiento y la otra la luteinizacion de los foliculos ovéricos. Posteriormente a estas
sustancias se las llam6é FSH y LH respectivamente. En otros grupos de tetrdpodos,
reptiles, anfibios y aves, también se encontraron dos GTHs con estructura y funcién
biolégica similar a la LH y FSH de los mamiferos (Burzawa-Gérard, 1982; Licht et al.,
1977).

Las GTHs son proteinas glicosiladas con cadenas de polisacaridos, y dada su
funcién hormonal se incluyen en el grupo de las hormonas glicoproteicas. La TSH esta
estructuralmente relacionada con las GTHs y se sintetiza, como las GTHs, en la
adenohipdfisis, pero por otro tipo celular, las células tirotropas. En animales tetrapodos se
encuentra, ademés, la gonadotropina coriénica (CG) que se segrega en la placenta de los
primates y los equinos. Estas cuatro hormonas conforman la familia de las hormonas
glicoproteicas, se trata de una familia con interrelaciones tanto estructurales como

evolutivas (Pierce y Parson, 1981).
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La naturaleza de las GTHs de teledsteos se ha estudiado intensamente a lo largo de
las dos décadas pasadas. Una de las mayores controversias surgi6 en determinar 'cvuz’mtas
GTHs se requerian para llevar a cabo las numerosas actividades asociadas con la
reproduccién. Estas actividades comprenden la vitelogénesis, esteroidogénesis,
maduraci6n oocitaria y ovulacién en las hembras y la espermatogénesis y espermiacién
en los machos.

En un principio se aislé una sola GTH de varias especies de teledsteos, a la que se
llam6 GTH de maduracién (Burzawa-Gérard y Fontaine, 1972; Burzawa-Gérard, 1982).
Esta GTH estimula todas las actividades del proceso reproductor, sin embargo los niveles
plasmaticos de la hormona permanecen bajos o indetectables hasta que se llega al periodo
de la maduracién (Fontaine y Dufour, 1987). Esta observacion sugirié que més de una
hormona estaria implicada en la reproduccién de los peces. El equipo formado por
Kawauchi y sus colaboradores caracterizé definitivamente las dos GTHs utilizando
hipéfisis de salmén, y las llamé GTH-1 y GTH-2 (Kawauchi et al., 1989; Suzuki et al.,
1988a). Mediante anilisis filogenético y alineamientos de secuencias se ha demostrado
que la GTH-1 y GTH-2 de los peces son respectivamente homélogas a la FSH y la LH de
los tetrapodos (Quérat, 1994, 1995; Quérat et al., 2000). Los estudios fisioldgicos apoyan
esta homologia. La GTH-1 alcanza los niveles mas altos de expresién génica, sintesis
proteica y secrecidn al comienzo del ciclo reproductor, mientras que la GTH-2
incrementa estos niveles cuando el ciclo esta mas avanzado (Bon ef al., 1999; Breton et
al., 1998; Gomez et al., 1999; Prat et al., 1996; Slater et al., 1994; Weil et al., 1995;). Asi
que la GTH-1 esta implicada en el control de la pubertad y la gametogénesis y la GTH-2
regula la maduracién gonadal y la freza (Schulz et al., 2001; Swanson, 1991). Estas
homologias de las GTHs de los peces con las de tetrapodos han llevado a muchos autores
a proponer una nomenclatura unificada, abandonando la terminologia de GTH-1 y GTH-2
y usando los términos FSH y LH en los peces. Nomenclatura que se usa en esta tesis.

La FSH y la LH se han aislado, ya sea mediante purificacidn proteica y/o clonando
de sus RNAs mensajeros, en un gran numero de especies de peces, en salménidos (Gen e?
al., 1993; Govoroun et al., 1997; Kato et al., 1993; Sekine et al., 1989; Swanson et al.,
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1991), ciprinidos (Chang YS et al., 1990; Huang et al., 1992; Kobayashi ez al., 1997; Van
der Kraak et al., 1992; Yoshiura et al., 1997), perciformes (Copeland y Thomas, 1993;
Elizur et al., 1996; Garcia-Hernandez et al., 1997; Gen et al., 2000; Hassin et al., 1995;
Jackson et al., 1999; Koide et al., 1993; Okada et al., 1994), anguiliformes (Yosshiura et
al., 1999) condrésteos (Quérat et al., 2000) y elasmobranquios (Quérat et al., 2001). Las
Gnicas especies en las que s6lo se ha podido identificar la LH son la anguila (4. anguilla;
Quérat et al., 1990) y el pez gato (Clarias gariepinus; Koide et al., 1992), a pesar de que

se han realizado numerosos esfuerzos por encontrar la FSH.

Estructura molecular de las GTHs

Las GTHs de tele6steos se componen, al igual que en mamiferos, por las
subunidades o y B (Suzuki et al., 1988b). En el caso de la FSH son las subunidades a y
BFSH y en el de_la LH las subunidades a. y BLH. El péptido a es el mismo en las dos
GTHs, mientras que las subunidades BFSH y BLH pertenecen especificamente a 1a FSH y
a la LH. Todas las hormonas glicoproteicas tienen en comiin la subunidad a, incluyendo a
la CG de mamiferos placentarios y a la TSH. Mientras que la subunidad B es especifica
de cada una de las glicohormonas. Las subunidades son proteinas de talla intermedia, el
tamafio de las subunidades o, BFSH y BLH varia segiin especies y el rango fluctia entre
los 90 y 120 aminodcidos.

La estructura de las GTHs se ha descrito utilizando el anélisis cristalografico de la
CG humana, ver los trabajos de Lapthorn y colaboradores (1994) y Wu y colaboradores
(1994) revisados por Dinshaw (1994), y mas recientemente se ha estudiado en la FSH
humana (Fox et al., 2001). La estructura bésica de la CG y la FSH humanas es similar.
Ademads, la CG humana est4 relacionada estrechamente con la LH, dada la similitud de la
secuencia de sus subunidades (3, por lo que su estructura debe ser muy semejante. Asi que
la estructura basica que se ha descrito puede tomarse como general para la familia de las

hormonas glicoproteicas.
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Tanto en la CG como en la FSH de humanos, el heterodimero que forman las
subunidades a y p adopta una forma alargada, estd constituido principalmente por
conformacion P de ldmina plegada y las dos subunidades se encuentran entrelazadas y
unidas por puentes no covalentes. El nucleo de cada subunidad contiene un nudo formado
por cisternas, un puente disulfiro que une dos segmentos de la subunidad pasa por el

centro de un circulo de ocho aminoacidos correspondientes a otros dos segmentos que

Fig. 2:

a. Representacion en cinta del heterodimero

de la hCG con la cadena a en rojo y la 3 en
azul. Se han sefialado los extremos amino y

carboxi y se han omitido los puentes
disulfuro.
b. Representacion del esqueleto del

heterodimero de la hCG visto en orientacion
similar. La cadena a en rojo y la P en azul;
los residuos (3(90-111) en azul claro y los

puentes disulfuro en amarillo.
Dinshaw JP. Nature 1994; 369:438-439

Fig. 3

Superposicion de las subunidades a y (3 la
hCG.

a. Vista de la subunidad a (en rojo, con los
puentes disulfiro en rosa) y la subunidad P
(en azul con los puentes disulfuro
amarillos).

b. Ampliacion que muestra la estructura
comun que adopta el nudo central de

cisternas.
Dinshaw JP. Nature 1994; 369:438-439

estan unidos por otros dos enlaces entre cisternas (Fig. 3b). A partir del nucleo de las dos

subunidades a y P se proyectan un par de brazos en la misma direccion, se trata de dos
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brazos similares y de planos paralelos (Fig. 2a). En la direccién opuesta se proyecta un
brazo Ginico. Ambas subunidades muestran gran similitud (Fig. 3a), que es max:im en la
region del nicleo de cisteinas (Fig. 3b). Las diferencias entre las dos subuniid:des se
observan en el tamafio total y en la estructura y longitud de los brazos. La diferencia mas
notable entre las subunidades o y B se encuentra en el extremos del brazo solitario, el de
la subunidad o tiene un segmento rico en prolinas que provoca un viraje stibito de la
conformacién B en l4mina plegada a estructura de hélice a. Por el contrario e de la
subunidad B mantiene la conformacién B y forma un lazo més abierto. |

Cuando a y B se alinean para formar la estructura cuaternaria del dimero casi se
forma un eje de simetria (Fig. 2). Las subunidades se asocian intimamente a trawés de las
superficies de contacto. Las mayores interacciones moleculares entre las dos suburidades
se dan en el corazén del dimero. Y también en el Gltimo segmento del extremo carboxi-
terminal (color azul claro en Fig. 2b) de la subunidad B. Este segmento abraza mediante
un lazo cerrado por tres puentes disulfuro a la subunidad a. Esta estructura, que se la ha
comparado con un cinturén de seguridad, tiene implicaciones en el mecanismo de
acoplamiento del heterodimero, ya que este mecanismo se gobierna por el orden en el que
se forman los puentes disulfuros. Otra caracteristica del heterodimero es la gran
proporcién entre la superficie y el volumen, que da como resultado una molécula estrecha
con un nucleo hidrofébico minimo.

Todo los indicios apuntan a que otros miembros de la familia‘de las hormonas
glicoproteicas, como la LH y la TSH, poseen en comin con la CG y la FSH humana el
nudo de cisteinas, el cinturén del extremo carboxi-terminal, la estructura bésica de
molécula alargada y la conformacion de los brazos de las subunidades. La diferencia mas
importante entre la CG y la FSH humana es la conformaci6n de los extremos carboxilo y
amino y del brazo solitario de la subunidad . Estas, junto a otras diferencias menores en
la secuencia de aminoécidos, pueden resultar fundamentales para la especificidad de la
unién al receptor y la accién sobre la transduccién de la sefial (Arnold et al., 1998).

En cuanto a la glicosidacion de las GTHs se ha observado que influye en la

permanencia en el sistema circulatorio, en su degradacion y su bioactividad (Baenzinger.,
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1994; Szkudlinski et al., 1995; Ulloa-Aguirre et al, 1995; Ulloa-Aguirre y Timossi.,
1998; Ulloa-Aguirre A et al, 1999). También afecta a la formacion de los puentes
disulfuro, la secrecién, la estabilidad molecular, la unién al receptor y la seiial de

transduccion (Feng et al., 1995; Heikoop et al., 1998; Van Zuylen et al., 1997).

Organizacion genémica de las GTHs

Las subunidades a y p de la FSH y la LH de los teledsteos, al igual que las de los
mamiferos, estan codificadas por genes separados. Los genes de cada una de las tres
subunidades se han clonado en varias especies que se incluyen entre los grupos mas
representativos de los teledsteos, salmonidos (Sekine ef al, 1989), ciprinidos (Kobayashi
et al, 1997, Yoshiura et al, 1997), perciformes (Hassin et al, 1995) y condrésteos

(Quérat, 2001). En la mayoria de los genomas de los telédsteos se encuentra una sola

300bp

Carpa a 5" ———— -

gfPFSH 5 iQ. _HUF

cpLH 5 i

Fig. 4

Los genes de la subunidad a de C. Carpio (Huang et al., 1992), la subunidad
PFSH de C. auratus (gf PFSH; Sohn et al.,, 1988) y la subunidad PLH de C.
Carpio (c pLH; Chang et al., 1992). “P” y “A” representan respectivamente la
posible “TATAA box” y la seiial de poliadenilacion. Los segmentos negros
indican las regiones codificantes y los blancos las no codificantes. Las lineas entre
los segmentos sefialan los intrones.
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copia del gen de cada subunidad, pero en algunos salménidos y ciprinidos, debidoa que
tienen dotacién cromosémica tetraploide, pueden encontrarse dos copias distintss, que
dan lugar a dos versiones diferentes de una misma subunidad. Asi sucede ton la
subunidad a del salmén (O. tschawytscha), para la que se han descrito dos secuencias en
el genoma (Suzuki et al,, 1995) y dos RNAs mensajeros diferentes (Kitahara ez al., 1988);
en la carpa (Cyprinus carpio) se han descrito dos copias en el genoma de las subunidad a
(Huang et al., 1992); en la carpa dorada (Carassius auratus) se encuentran dos RNAs
mensajeros de la subunidad o (Kobayashi ez al., 1997) y dos copias de la subunidad

BFSH (Sohn et al., 1998a).

Estructura del gen de la subunidad o

Burnside (1988) describid la organizacién genémica del gen de la subunidad a en
humanos, bovinos, ratones y ratas. En todas estas especies el gen se compone de cuatro
exones y tres intrones. La posicion de los intrones estd muy conservada entre las
diferentes especies. Pero el tamafio de la unidad de trascripcion del gen de la sutunidad
varia considerablemente (de 8 a 16.5 kb), lo que se puede atribuir a diferencias en el
tamafio del primer intrén (6.4, 13, 10 y 5.4 kb respectivamente en los gezes de la
subunidad a de humanos, bovinos, ratones y ratas).

Se ha descrito la estructura del gen de la subunidad o de dos especies peces. La
organizacién genémica de la subunidad o de la carpa (C. carpio; Huang et al., 1992) y el
salmén (O. tschawytscha; Suzuki et al., 1995) es muy parecida a la de la subundad o de
mamiferos. Sin embargo la unidad de trascripcion del gen es mas corta (1.2 kb ea la carpa

y 1.1 kb en el salmén) debido a que los intrones son mucho més cortos.

Estructura del gen de la subunidad

La secuencia gendmica que codifica los genes de la subunidad BLH y BFSH de

varias especies de mamiferos ha sido aislada y caracterizada (Gharib et al., 1389). Los
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genes de todas las subunidades B estin formados por tres exones y dos intrones. A
diferencia del gen de la subunidad o, los genes de las subunidades 3 son mas pequefios,
con una longitud de la unidad de trascripcién‘ de aproximadamente 1.5 kb paralaLH y 4-
kb para BFSH, lo que se atribuye al tamafio considerablemente menor de los intrones. La
localizacién de los intrones, al igual que en la subunidad o, estd muy conservada. El
primer intrén interrumpe la regién del péptido sefial o en su caso la regién 5°-no
trasladada (5°-UTR). El segundo intrén se localiza tres aminodcidos antes del quinto
residuo de qisteina de la subunidad B, una pos'i;inié’n éstrictamente conservada en todas las
subunidades B identificadas hasta ahora, incluyendo las BTSHs que se han codificado de
varias especies (Tatsumi ez al., 1988).

Se ha aislado el gen de la subunidad BLH del salmén (O. tschawytscha), con una
unidad de trascripcién de (1.0 kb; Xiong y Hew, 1991), y el de la carpa (C. Carpio; 1.2
kb; Chang_ et al., 1992). También el de la subunidad BFSH de la tilapia (Oreochromis
mossambicus) (2.7 kb; Rosenfeld et al., 2001) y dos subunidades BFSH diferentes de la
carpa dorada (C. auratus; 1.7 y 1.5 kb; Sohn et al., 1998a). Todos los genes de las
subunidades B de los peces son similares entre ellos y a los genes de las subunidades f
identificados en tetrapodos, a juzgar por el nimero, el tamaifio y la localizacién de los

intrones y exones.

Hipétesis actuales sobre el origen y la evolucion de las GTHs.

Los arboles filogenéticos de las secuencias clonadas de la LH muestran claramente
que la LH de los teledsteos esta directamente relacionada con la LH tetrdpodos (Quérat,
1994; 1995). El origen filogenético de la FSH es, sin embargo, mas dificil de dilucidar.
Esto se debe a que la subunidad BFSH ha sufrido una evolucién en los teledsteos mas
rapida que la subunidad BLH. Este hecho provoca distorsiones en los arboles
filogenéticos construidos unicamente con subunidades B (Quérat, 1994; 1995). Para paliar
este efecto, Li y Ford (1998) propusieron un arbol filogenético en el que las subunidades

B se alineaban junto con las subunidades o comunes. En realidad, aunque concebible, no

31



Introducciéon General

hay ninguna evidencia de que la subunidad o y las subunidades B provienen de un gen
ancestral comiin. Ademds, sélo cinco aminoacidos (cuatro cisteinas y una glicina) entre
mads de 150 aminoacidos estaban en posicién alineada en el trabajo de Li y Ford (1998).
Asi que, la reconstruccion filogenética basada en esta alineacién estd sesgada (Quérat et
al., 2000) y no soluciona el problema de que la rapida evolucién de las subunidades
BFSH en los teledsteos dificulta la reconstruccién filogenética cuando sélo se toman las
subunidades f.

- Buscando la solucién a este problema, Quérat y colaboradores (2000) clonaron los
genes de las subunidades 3 de la FSH, LH y TSH de un condrésteo, el esturién
(Acipenser baeri). Los condrésteos se s;:pararon temprano en la linea de los '
actinopterigios, antes de que aparecieran los primeros tele6steos, considerandoseles un
grupo mas primitivo que estos ltimos. Por tanto sus hormonas deben tener caracteristicas
mads cercanas al antecesor comin de actinopterigios y sarcopterigios (que incluyen a los
tetrapodos) que las de los teledsteos. De hecho, la secuencia de la BLH del esturién esta
mas cerca de las BLHs de los teledsteos primitivos que de las BLHs de los anfibios. Pero
por el contrario, la BFSH y la BTSH del esturién tienen una semejanza mayor con las
respectivas BFSHs y BTSHs de los anfibios que con las de teledsteos. Esto dltimo
discrepa con el hecho de que estin evolutivamente mas proximos a los teledsteos (ambos
pertenecen a los actinopterigios que se separaron de los sarcopterigios hace
aproximadamente 400 millones de afios) que a los anfibios (un grupo taxondémico que
divergié de la rama principal de los sarcopterigios hace aproximadamente 250 millones
de afios). La explicacién a este hecho se puede encontrar en la mayor aceleracién de la
tasa evolutiva en los linajes de la BFSH y la BTSH de los teledsteos.

Los trabajos de Quérat identificaron tres linajes monofiléticos claramente definidos:
TSH, FSH, y LH. Asi que finalmente, las relaciones estructurales y filogenéticas de la
FSH y LH de tetrapodos y teledsteos estan en concordancia con los datos funcionales de
sintesis, secrecion, accion esteroidogénica y distribucion de los receptores durante el ciclo
reproductivo (Swanson, 1991; Swanson y Dittman, 1997). Teéricamente, hay tres arboles

posibles para las gonadotropinas. En el primer arbol hipotético, las gonadotropinas son
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monofiléticas (los linajes de las dos gonadotropinas se derivarian de un antepasado
comun directo), mientras que en los otros dos, las gonadotropinas son parafiléticas (los
linajes habrian surgido por separado). Las diferentes hipdtesis se pueden evaluar.
provisionalmente por el nimero de sinapomorfias que las apoyan; las distancias totales no
pueden ser usadas debido a las diferencias en la tasa de evolucién de los tres linajes. El
primer 4rbol hipotético (monofilia de las gonadotropinas) parece ser mis realista, pues
esta apoyado por el alto nimero de sinapomorﬁas..Por otro lado, la especificidad del
receptor hormonal dentro de una especie dada se vera afectada mas o menos por el grado
de parentesco entre hormonas ort6logas. En este sentido, lé'.Iz.H es capaz de unirse al
receptor de la FSH y de manera eficiente desplazar la union de 1a FSH en el anfibio Rana
catesbeiana (Takada et al., 1986). Resultados similares se han obtenido en salménidos,
con la FSHy la LH (Miwa et al., 1994; Yan et al., 1992). Estas observaciones abogan pbr
una reciente individualizacién de la especificidad de las gonadotropinas y se inclinarian
por la primera hipétesis filogenética, los linajes TSH, LH y FSH serian monofiléticos.
También se ha tratado de determinar el orden de aparicién de las subunidades desde
el gen ancestral comin. Existia la propuesta de que la subunidad o y las subunidades B
provenian de un gen ancestral comin. Se propuso esta hipétesis por la pérdida de
similaridad entre la subunidad o y las subunidades 3 de los mamiferos (Fontaine y
Burzawa-Gérard, 1977), antes de que se describiera la estructura terciaria de ambas
subunidades (Lapthorn et al., 1994; Wu et al., 1994). Las subunidades o y B pertenecen a
la superfamilia de péptidos con nudo de cisteinas, una familia que también contiene
varios factores de crecimiento y otros péptidos (Isaacs, 1995; Sun y Davies, 1995). Las
proteinas de esta familia comparten una topologia comun, pero tienen muy poca
homologia entre las secuencias. En otras palabras, su semejanza estructural no implica
que compartan un origen comun. Esto en realidad podria ser una convergencia
estructural. En cualquier caso, la alineacion de secuencias entre subunidades o y B (y
posiblemente otros miembros de la familia) para una reconstruccion filogenética deberian
estar basados en el nicleo de nudos de cisteina ya que es el elemento estructural comin

de la familia. Li y Ford (1998) no se basaron en esto para su andlisis filogenético de la.

33



Introduccion General

familia de las hormonas glicoproteicas, ya que no alinearon dos de las seis cisteinas del
niicleo entre las subunidades o y B. Las inferencias filogenéticas de esta alineacion estin
sesgadas. Se necesitarian mas datos para asignar un origen comun a las subunidades a y B
de las hormonas glicoproteicas y conseguir un alineamiento fiable de sus secuencias. Por
tanto sin conocer el gen ancestral comin no se puede determinar el orden de aparicion de

los tres linajes de las subunidades.

Receptores de gonadotropinas

; La FSH, la LH y la TSH se unen a receptores especificos, TSHR, FSHR y LHR que
se expresan respectivamente en la tiroides y las génadas (Dufau 1998; Kohn et al., 1995;
Simoni et al., 1997). Estos receptores estan compuestos de un dominio extracelular
grande, un dominio transmembrana heptahelicoidal y un dominio citoplasmético corto
(Fig. 5). Pertenecen a la familia de receptores de superficie celular acoplados a la proteina
G de tipo rodopsina. El TSHR, FSHR Y LHR constituyen la subfamilia de los receptores
de las hormonas glicoproteicas (GpHRs), que se diferencian de otros miembros por el
gran tamafio de su dominio extracelular, que constituye la mitad de la proteina (Fig. 5). El
dominio extracelular contribuye a la especificidad de la unién con el ligando, por lo tanto
la homologia de este dominio entre receptores es muy baja (Dufau 1998; Kohn et al.,
1995; Simoni et al., 1997). La estructura primaria del cDNA de los receptores de la LH,
FSH y TSH de los peces es homoéloga a la de las aves (Mizutani et al., 1998; You et al.,
1996) y los mamiferos (Dufau 1998; Kohn et al., 1995; Simoni et al., 1997).

Las primeras investigaciones del receptor de la GtH (GtHR) en peces se llevaron a
cabo mediante analisis de unidn al ligando. Al principio solo se dispuso de la LH, y sélo
se encontrd un tipo de receptor, el LHR (Kanamori y Nagahama, 1988). Sin embargo, una
vez se aislaron las dos formas de las GtHs, Swanson y colaboradores (1991) purificaron
la FSH y la LH, se usaron como ligandos para demostrar la existencia de dos formas de
receptores. Al FSHR se le uni6é la FSH y la LH pero al LHR sélamente se le uni6 la LH
(Miwa et al., 1994; Yan et al., 1992).
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Miwa y colaboradores (1994) localizaron en el salmo6n, mediante técnicas
autoradiograficas, las células donde se unen las GtHs. El FSHR se ha localizado durante
el crecimiento vitelogénico, tanto en las células intersticiales de la teca como en las de la
granulosa, y durante la fase de maduracion s6lo se encuentra en las de la teca. En el
testiculo, se ha localizado en las células de Sertoli. Por contra la localizaciéon del LHR se
restringe a la capa granulosa durante la fase de maduracion y a las células de Leydig
durante la espermatogénesis y la espermiacion.

La expresion estacional de los genes de los GtHR se ha descrito en las hembras del
pez gato, especie en la que los oocitos se desarrollan sincronicamente. Los niveles de
trascripcién del FSHR son bajos durante todo el ciclo, salvo por un incremento que se
produce después de la freza (Kumar ef al., 2001b). Este modelo de expresion del FSHR
muestra alguna correlacion con varios enzimas esteroidogénicos del ovario del pez gato
(Kumar et al., 2001b), lo que sugiere una relacion con los mecanismos de regulacion. Los
niveles de trascripcion del LHR (Kumar ef al,, 2001a) se mantienen relativamente bajos
durante la mayor parte del ciclo reproductivo excepto durante la maduracion final
oocitaria y la ovulacion, momentos en los que la expresion aumenta bruscamente. En una

comunicacion preliminar, Hirai y colaboradores (1999) publicaron que la expresion del

Dominio
extracelular

Dominio
transmebrana

A ICL Dominio

intracelular

Fig. 5

Representacion esquematica de la estructura de los receptores de las hormonas
glicoproteicas. ECL e ICL indican respectivamente los lazos extracelulares e
intracelulares del dominio transmembrana (la parte punteada de la proteina).
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mRNA del FSHR de la tilapia (Oreochromis niloticus), una especie que tiene varias
frezas, alcanzaba su punto maximo un dia después de la puesta y que disminuye a partir
de entonces, mientras que el LHR alcanzaba los niveles de expresion mayores en la
ovulacién. Asi, el modelo de expresién génica en estas dos especies, que tienen una
fisiologia reproductiva notablemente diferente, es sumamente similar y sugiere que el
FSHR se asocie con la recrudescencia ovérica y el LHR con la maduracién final oocitaria
y la ovulacién. Ademads, estos patrones de expresién son compatibles con la expresion y
las funciones conocidas de sus ligandos respectivos (la FSH y la LH) de varias especies
de tele6steos (Swanson y Dittman, 1997). Sin embargo, el perfil de expresién de la FSH
en salmonidos difiere de otros teledsteos, ya que hay un pico en el momento de la
ovulacién (Breton et al., 1998), que es compatible con la expresion del FSHR en este

grupo de peces (Oba et al., 1999).

HORMONAS ESTEROIDEAS

Hasta la fecha actual se han descrito esteroides con funciones hormonales en
animales vertebrados (esteroides sexuales y corticosteroides) y en artrépodos
(ecdisteroides). El colesterol es el precursor de todas hormonas esteroideas y se compone
por cuatro anillos con un total de 27 atomos de carbono. El colesterol se transforma, a
través de varios pasos intermedios en los que pierde seis atomos de carbono, en
pregenolona, con 21 atomos de C, y de la que derivan todas las hormonas esteroideas de
los vertebrados.

Los testiculos y los ovarios de los teledsteos sintetizan diversos esteroides que
regulan varias funciones, la gametogénesis de las génadas, la expresion de los caracteres
sexuales secundarios, el comportamiento, el metabolismo general, asi como ejercen
efectos de retroalimentacion en la hip6fisis y el hipotdlamo (para revisién ver Fostier et
al., 1983). Las hormonas esteroideas gonadales mas importantes son los andrégenos,
estrogenos y progestagenos. Los andrégenos (del griego andros = hombre y genes = da

lugar a) se pueden definir como las hormonas que estimulan los caracteres masculinos.
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Las moléculas de los andrégenos estdn compuestas por 19 atomos de carbono, pero no
todos los esteroides de 19 carbonos son andrégenos (para revision ver Borg, 1994). Los
estrégenos se componen por moléculas de 18 carbonos y por definicién son las hormonas:
capaces de inducir el estro. El estro (del griego oistros = incordio, estimulo y frenesi) es
un periodo recurrente en el que las hembras de mamiferos no humanas son receptivas
sexualmente. Los progestidgenos o progestinas son sustancias que tienen actividad similar
a la de la progesterona (del latin pro = en favor de un; y gestatus = llevar en las entraiias).
En los teleésteos, las progestinas no tienen funcién en el proceso del embarazo, pues no
existe, pero se mantiene el término para los esteroides de 21 carbonos.

La testosterona (T) es el androgeno testicular mas importante en los mamiferos, se
sintetiza en las células de Leydig y se segrega a la sangre. La T puede actuar directamente
sobre las células de los 6rganos diana, o se transforma en Sa-dihidrotestosterona (5a-
DHT) que es el andrégeno mas potente en el hombre. El ovario de las mujeres produce
cantidades-pequeifias de T que estimulan la conversion de los andrégenos en estrégenos,
no sélo porque sirve de sustrato, sino también porque lleva a cabo un efecto paracrino
directo, mediante una estimulacién de la actividad del enzima esteroidogénico (Yen y
Jaffe, 1991).

Los ovarios de los mamiferos segregan estrégenos que se sintetizan en las células
foliculares. El estradiol (E,) es el estrégeno fisiologicamente activo mas importante, ya
que sus fluctuaciones dan lugar al ciclo estral de las hembras y a todos los cambios
fisiolégicos y orgédnicos necesarios para preparar la .ovulacién. La progesterona se
sintetiza en el corpus luteum, y se segrega en cantidades relativamente grandes a lo largo
de la segunda mitad del ciclo estral. Durante el embarazo la placenta produce grandes
cantidades de progesterona. Los testiculos también pueden producir progesterona, péro en
pequefias cantidades. Los esteroides gonadales se segregan de manera continua y
moderada en los machos, mientras que siguen un patrén de secrecién ciclico en las
hembras.

A lo largo de la mayor parte del ciclo reproductivo los peces machos segregan

andrégenos. El andrégeno mas importante de la mayoria de teledsteos, como la lubina, es
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la 11KT y no la T (para revisién ver Fostier et al., 1983; Borg, 1994). Sin embargo, en
otras especies de telesteos como los gupis, P. reticulata, la 11KT no es el andrégeno
principal sino la T. En muchos peces los niveles de 11KT son mas altos en los machos
que en las hembras (Kime y Manning, 1982; Rosenblum et al., 1985; Stuart-Kregor et al.,
1981), mientras que ese no es el caso de la T. En muchas de estas especies los 11-
andrégenos son mas efectivos para estimular la espermatogénesis que la T (Miura et al.,
1991). Otro efecto relacionado es la hipertrofia del rifién, un cardcter secundario
masculino del espinoso, G. aculeatus, en el que la 11KT es més potente que la T para
inducirlo (Borg et al, 1993). Los testiculos de los tele6steos también sintetizan
progestagenos (Fostier et al., 1983), principalmente 17,20betaP a lo largo de la
espermiacién (Baynes y Scott, 1985; Mayer et al., 1990; Ueda et al., 1985). Los niveles
plasméticos de andrégenos alcanzan los méximos niveles al comienzo de la época de
freza. Estos esteroides son las hormonas gonadales dominantes durante el periodo de
espermatogénesis en muchos teledsteos. Conforme avanza la freza los niveles de T y la
11KT declinan al mismo tiempo que aumentan los niveles de las progestinas 17,20betaP
y 20betaS o MIS, que alcanzan los niveles maximos en el periodo de espermiacién.
(Barry et al., 1990; Baynes y Scott, 1985; Fifzpatrick et al., 1986; Fostier et al., 1987,
Mayer et al., 1990; Sakai et al., 1989; Scott y Sumpter; 1989).

Los estrégenos y los progestagenos regulan el ciclo reproductor de las hembras de
teledsteos. Los estrogenos dominan las primeras fases del ciclo de forma parecida a como
sucede en los mamiferos. El foliculo ovarico segrega E, ante el estimulo de las GTHs, el
cual actia sobre el higado induciéndolo a producir vitelogenina, tal y como se ha
discutido anteriormente. Conforme avanza la vitelogénesis y llega a su finalizacion, las
concentraciones de E, decrecen y aumentan las de T (Scott ez al., 1980). Las hembras de
los teledsteos producen T a concentraciones elevadas (ver Borg, 1994). De hecho, Mayer
y colaboradores (1992) encontraron los niveles plasméticos de T mas altos en la hembra
del Salvelinus alpinus que en el macho. Kagawa y colaboradores (1982) demostraron que

en los salménidos la T sintetizada por las células de la teca se transforma en E,.
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Posteriormente, al final de la maduracién oocitaria y durante la ovulacion, se segregan los
MIS, la 17,20betaP y 20betaS (Nagahama, 1987; Slater et al., 1994).

. Se han encontrado un gran nimero de otros esteroides en los teledsteos, los cuales
tienen importancia para el ciclo reproductor (para revision ver Kime, 1993).

En la lubina macho se han medido los niveles plasmaticos de la T y la 11KT a lo
largo del ciclo reproductor (Prat et al., 1990). Tanto los niveles plasméticos de T como
los de 11KT aumentan progresivamente desde el comienzo de la espermatogénesis, y
alcanzan los maximos en la primera mitad del periodo de freza (finales de Enero). Prat y
colaboradores (1990) también midieron los niveles plasmaticos del E,, la 17,20betaP y la
T en lubinas hembras. La 17,20betaP se mantiene a niveles bajos a lo largo de todo el
afio, incluido el periodo de freza (Enero-Marzo). La T y el E; plasmético aumentan
considerablemente en diciembre (oogénesis avanzada) y luego sufren incrementos
mayores durante enero y febrero (la primera mitad del periodo de freza). Mis
recientemente, los trabajos de Asturiano y colaboradores (2000) afinaron en la medida de
los niveles hormonales durante el periodo de maduracién y ovulacién. En las hembras, los
niveles plasméticos mas altos de T se observaron durante la postvitellogénesis y el
principio de la maduracién, mientras que los niveles maximos del E; se alcanzaron en la
vitelogénesis tardia. Ademas, detectaron por primera vez cambios significativos en los
progestdgenos plasmaticos de la lubina. El nivel mds alto de 17,20betaP se observéd
durante la postvitelogénesis y el de 20betaS en la maduracién final. Estos resultados
sugieren que la 17,20betaP ejerce su papel en el comienzo de la maduracién de las
lubinas hembras y la 20betaS en el final. El trabajo de Asturiano y colaboradores (2002)
hilé alin mas fino y describid el patrén de la esteroidogénesis en las sucesivas frezas que
producen las lubinas. Tal y como se ha comentado anteriormente, la lubina es una especie
que desarrolla los oocitos en grupos sincrénicos. Se requiere un mecanismo que permita
la maduracién de los primeros grupos de oocitos sin inducir la maduracién de los grupos
posteriores. Asi, se observé una elevacion de la T y el E; plasmético previa a los picos de
progestagenos, que coinciden con la ovulacién-maduracién de los diferentes grupos de

oocitos o con aumentos de la produccién de esperma en los machos. Después de cada
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onda de progestagenos se produce un nuevo cambio en la esteroidogénesis gonadal, que
causa otra elevacién de la T y el E,. Este modelo hormonal se repitié varias veces segin
el nimero de ovulaciones por hembra. Estos resultados sugieren un mecanismo, basado
en cambios de la esteroidogénesis, que puede ser el responsable de la regulacion del
desarrollo ovirico sincrénico, la ovulacién y la espermiacién en esta especie. Ademés
evidencia el papel de la 17,20betaP y 20betaS como los esteroides inductores de la
maduracién (MIS). |

Aromatizacion

Los andrégenos T y androstenediona (A4) pueden aromatizarse y transformarse en
estrogenos, mediante este mecanismo se sintetizan los estrogenos en el ovario, a través de
una reaccion que es reversible. La aromatizaciéon de los andrégenos también se produce
en el sistema nervioso central de los gnatéstomos. El enzima aromatasa citocromo P450
se une a esteroides de 19 carbonos y cataliza una serie de reacciones, que consisten
secuencialmente en hidroxilacién, oxidacion y eliminacién del carbono 19.

El encéfalo de los teledsteos presenta actividad aromatasa y es entre unas 100 a 1000
veces mds activa que en otros vertebrados (Callard et al., 1981a; Timmers e al., 1987).
Aunque Gelinas y Callard (1997) encontraron que las células inmunoreactivas a la
aromatasa no son mas numerosas en el encéfalo de la carpa dorada que en el de los
mamiferos o las aves, por lo que concluyeron que la mayor actividad aromatzsa en los
peces es intrinseca de cada célula y no debida a una mayor poblacion de éstas. La
actividad aromatasa en el encéfalo de los peces varia considerablemente entre ¢species y
condiciones fisiologicas, pero generalmente se sitiia en el telencéfalo y el mesencéfalo,
tanto en el hipotdlamo como en el 4rea predptica, y no en el encéfalo posterior (Pasmanik
y Callard, 1985). La pituitaria de los peces también posee actividad iromatasa
(Andersson et al., 1988; Callard et al., 1981b). Por ejemplo, se ha observado # vitro la
aromatizacién de A4 para transformarse en estrona en células gonadotropas asladas de

pez gato africano (de Leeuw et al., 1985).
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La aromatizacién juega un papel primordial en la determinacién sexual. Piferrer y
colaboradores (1994) demostraron que el tratamiento con inhibidores de la aromatasa
durante la diferenciacién sexual provoca que salmones (Onchorynchus tshawytscha) con -
dotacién genética de hembras se desarrollen como machos normales y funcionales. El
papel de la aromatizacion en los mecanismos de retroalimentacién se discute mds

adelante.

Receptores de esteroides

La respuesta fisiologica a los esteroides estd mediada a través de receptores
especificos. Los receptores de esteroides se incluyen dentro de la siiper familia de los
receptores hormonales nucleares (Beato et al., 1995; Mangelsdorf et al., 1995). Estos
receptores son intracelulares y ejercen su efecto a nivel del nicleo en el DNA genémico,
es decir, el complejo hormona receptor se une a secuencias especificas de DNA y activa
la sintesis de RNA mensajero que dara lugar a la sintesis de proteinas especificas. En
otras palabras, los receptores actian como factores de trascripcion dependientes de un
ligando y una vez activados se unen especificamente a secuencias consenso y regulan la
trascripcion de los genes diana (Beato ef al., 1995).

En teledsteos se han hallado varios receptores de esteroides para andrégenos,
estrégenos y progestigenos. Muchos de ellos pertenecen a la familia de receptores
nucleares, pero también se han descrito de otros tipos para algunos esteroides.

Los receptores de andrégenos son de varios tipos. Pasmanik y Callard (1988),
usaron preparaciones de citosol del encéfalo de la carpa dorada y hallaron unién al
receptor con la T, pero no con la 11KT. Ademas demostraron que habia variaciones en el
tiempo, la capacidad del receptor alcanza los niveles mas altos en la época de freza.
Gelinas y Callard (1997) emplearon anticuerpos del receptor nuclear de andrégenos de
humanos y rata y encontraron células inmunoreactivas en el telencéfalo medio y ventral y
los niicleos predpticos y paraventricular hipotaldmico de la carpa dorada. En el caso de la

11KT se han encontrado indicios de que ejerce su accion a través de receptores que no
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concuerdan con el tipo cldsico de receptor nuclear. Jakobsson y colaboradores (1996)
descubrieron que la 11KT se une especificamente a la fraccién de las membranas del
tejido del rifion del G. aculeatus y del encéfalo del salmén en vez de a la del citosol, la T
por el contrario se une al citosol y no a la fraccién de membranas.

El esteroide inductor de la maduracién, el 17,20betaP, también tiene un receptor de
membrana que se ha caracterizado en los ovarios de la trucha de mar moteada, Cynocion
nebulosus (Patifio y Thomas, 1990) y la lubina americana, Morone saxatilis (King et al.,
1995).

El receptor de estrogenos (ER) es un receptor nuclear. Se ha demostrado presencia
de ER en células gonadotropas de la pituitaria y en sistemas neuronales cerebrales que
influyen en la funcién GnRH/GTH, como es el caso de los sistemas de la dopamina, NPY
y GABA (Kah et al., 1997). Algunas de estas células inmunoreactivas se sitian cerca de
células inmunoreactivas al GnRH, pero no existe ninguna evidencia de que haya
coexpresion de los dos, al menos en la trucha arcoiris (Navas et al., 1995). Las células
inmunoreactivas al receptor de estrégenos en el encéfalo de la trucha arcoiris se sitiian en
el telencéfalo ventral, la regién preéptica y el hipotdlamo mediobasal. Algunos células
inmunoreactivas se sitian ademas en el nicleo talamico y en la zona supracomisural del

telencéfalo (para revision ver Kah et al., 1993).

MECANISMOS DE RETROALIMENTACION

La secrecion de muchas hormonas, probablemente todas, esta regulada mediante
sistemas de circuito cerrado conocidos como mecanismos de retroalimentacion (en inglés
Seedback). Consisten en que una seiial genera una respuesta que, a su vez, influye sobre la
fuente originaria de la seiial. El sistema endocrino esta organizado mediante un conjunto
de estos mecanismos, que actiian entre distintas células y también entre distintos 6rganos.
Son de dos tipos, positivos y negativos. La mayor parte de las hormonas forman parte de
circuitos de retroalimentacién homeostaticos (negativos) en los que cada hormona

mantiene su propio ritmo de secrecion dentro de unos limites (Fig. 6). El mecanismo de
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retroalimentacién positiva no es tan comiin, en él una hormona A estimula la

produccién/secrecion de una hormona B, que a su vez estimula la produccién de la -

hormona A en lugar de disminuirla (Fig. 6).

La regulacion de la secrecién de la LH y la FSH, en las células gonadotropas de la
pituitaria de los peces, estd bajo el control de varios sistemas de control por
retroalimentacién que operan dentro del eje CHG. El sistema de retroalimentacién mas
importante es el de los esteroides gonadales, que pueden regular la secrecién de las
hormonas gonadotropas, tanto a través de su accién en los centros neurosecretores

hipotaldmicos como por control directo en la hip&fisis.

Retroalimentacién negativa

La retroalimentacidn negativa es el mecanismo de retroalimentacién méas comin en
los vertebrados y también de los peces. Un ejemplo tipico de este mecanismo, asociado al
eje CHG, es el que se produce cuando se gonadectomiza a un pez adulto. Cuando se

eliminan las goénadas, los niveles de FSH y LH se elevan, posteriormente si

Retroalimentacién Retroalimentacién
negativa positiva
@D @
A |+ -IB A |+ +| B
@ @
Eliminacién de CEB — [A]? Eliminacién de CEB — [A]}
Administracién de B — [A]] Administracién de B — [A]?
Fig. 6

Representacién esquemética de un circuito de retroalimentacién positivo y
negativo. + = etimulaci6n; - = inhibicién; CEA = célula endocrina A; CEB =
célula endocrina B; A =homona A; B = hormona B.
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administramos hormonas gonadales la secrecion de GTHs cesa (Larsen y Swanson,
1997). La sensibilidad de la retroalimentacién negativa de las hormonas gonadales sobre
las GTHs sufre una variacioén estacional en varios mamiferos (ver, Hotchkiss y Knobil,
1994). Por ejemplo la secrecion de LH y FSH aumenta en los humanos cuando envejecen
o después de la menopausia, momentos en los que descienden los niveles de esteroides.
La retroalimentacién negativa de los esteroides parece que actia a nivel hipotalamico,
mediante la alteracion de la amplitud y la frecuencia de los pulsos de secrecién del GnRH
(Shupnik, 1996a). Hasta la fecha no se ha dilucidado el mecanismo y las vias mediante
las que se produce esta regulacion.

El primer indicio de una accién negativa de los esteroides sexuales sobre la
secrecion de GTHs data de los inicios de los afios 50 (ver revision de Goos, 1987). Se ha
detectado, morfol6gicamente, la activacion de las células gonadotropas en varias especies
de peces después de realizada la gonadectomia en Xiphophorus maculatus (Schreibman,
1964) y G. aculeatus (Borg et al., 1985). La actividad gonadotrépica de la pituitaria de la
hembra del pez gato indio, Heteropneustes fossilis, se suprime tras la inyecciénde E; y T,
ademas de causar inhibicién de la vitelogénesis y atresia de los oocitos maduros
(Sundafaraj y Goswami, 1968). Antes del descubrimiento de las dos GTHs en los
teledsteos, varios estudios demostraron que la gonadectomia estimula la secrecion de la
GTH (LH). Billard y colaboradores (1977) observaron que los niveles plasmaticos de
GTH se incrementaban tras la castracién de machos de trucha arcoiris maduros. Van
Putten y colaboradores (1981) y de Leeuw y colaboradores (1986) observaron,
respectivamente, incrementos de la GTH plasmatica en truchas arcoiris ovariectomizadas
y peces gato africanos castrados. Los esteroides pueden suprimir el aumento de la GTH
tras la gonadectomia. Los niveles de GTH aumentan en la carpa dorada gonadectomizada,
mientras que la administracion de implantes de E; y T en ejemplares ovariectomizados da
como resultado niveles mas bajos de GTH, al mismo tiempo que los niveles hipofisiarios
de GTH no se ven afectados (Kobayashi y Stacey, 1990). El efecto de retroalimentacion
negativa de los esteroides también se ha encontrado en salmones machos y hembras

castrados (Larsen y Swanson, 1997). Los efectos negativos de las gonadas sobre la
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secrecion de GTHs dependen, al menos en machos, del estado de maduracién. Larsen y |
Swanson (1997) demostraron que el aumento de los niveles de FSH después de la
castracién ocurre tanto en la espermatogénesis tardia y en la espermiacion, mientras que-
el aumento de la LH solo se produce en los peces espermiantes.

Otras hormonas no esteroideas procedentes de las génadas pueden influir en la
reproduccion de los teledsteos. El funcionamiento del sistema de los péptidos activina e
inhibina se conoce en los mamiferos, estos péptidos ejercen acciones de retroalimentacion
sobre la regulacién de la secrecion de las GTHs (Yen y Jaffe, 1991). Las activinas e
inhibinas de los mamiferos funcionalmente actian de manera antagénica; la inhibina
disminuye la produccién de FSH, mientras que la activina estimula la secrecion de FSH.
Este sistema también parece que funciona en los peces ya que se ha demostrado que actiia
en la carpa dorada (Ge et al., 1993; Ge y Peter, 1994).

Retroalimentacion positiva

El dnico mecanismo de retroalimentacion positiva que se ha estudiado en
profundidad es el que ocurre entre la LH y el E; durante el ciclo menstrual de las hembras
de los mamiferos. El incremento gradual de los niveles plasmaticos de LH estimula la
produccién de E; en el ovario. El E, para ser efectivo debe alcanzar y mantener durante
un periodo de tiempo unos niveles altos (Hotchkiss y Knobil, 1994). Niveles altos de E;
mas breves dan como resultado un efecto de retroalimentacién negativa. La elevacién de
los niveles de E, hasta este punto elevado induce un incremento acuciado de la secrecién
de la LH, que se conoce como la “oleada preovulatoria” (del inglés pre-ovulatory surge)
de la LH, que induce la ovulacién. Una vez alcanzados los niveles maximos de la LH
plasmitica, éstos declinan a pesar de la presencia de concentraciones elevadas de
estrogenos. La oleada de la LH se puede inducir en ratas inmaduras y ovariectomizadas
mediante inyecciones de E, (Shupnik, 1996 a y b). Por otra parte, los niveles basales de la
trascripcion de los genes de las subunidades LHB y FSH varian a lo largo del ciclo estral

de las ratas. La trascripcién de la LHP varia con el E;, los niveles de trascripcion més
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altos se producen en el proestro en el momento de la oleada de la LH (Shupnik, 1996 a y
b).

En los machos no se observa la retroalimentacion positiva de los estrogenos tan bien
como en las hembras. La administracion de estrgenos antes y durante la pubertad de los
hombres jévenes suprime inicialmente la secrecién de LH, que seguidamente da lugar a
una retroalimentacién positiva modesta (Veldhuis 1991). Sin embargo, el pico de
respuesta de la LH no es mayor que los niveles iniciales de la LH en los controles.
Algunos efectos de retroalimentacién negativa se han encontrado en hombres y monos
machos orquidectomizados asi como en machos con hipogonadotropismo (Hotchkiss y
Knobil, 1994), en los que la administracién de E, puede iniciar elevaciones de la LH.
Pero los mecanismos de retroalimentacién positiva no parecen jugar un papel fisiologico
importante en el control de la reproduccién de los machos sanos de los mamiferos, al
contrario de lo que sucede en las hembras. Este caso ilustra la complejidad de los
mecanismos de retroalimentacion durante la reproduccion, ya que aunque no parece que
exista una retroalimentacion positiva en los machos, si que hay elementos positivos en el
eje reproductor. Un ejemplo mas es la retroalimentacion positiva de la T, pero no del E,,
sobre la expresién del RNA mensajero de la subunidad FSHP en cultivo de células de
pituitaria provenientes de ratas macho (Shupnik, 1996b).

Los esteroides sexuales provocan retroalimentacion positiva sobre la LH en los
salmones machos sexualmente inmaduros. Tras la implantacién con T en el encéfalo o la
hipéfisis de salmones juveniles los niveles de GTH (presumiblemente LH) se
incrementan (Crim y Peter, 1978; Crim y Evans, 1979). Los niveles plasmaticos e
hipofisiarios d¢ GTH no se alteran significativamente en truchas arcoiris juveniles
machos y hembras solamente castradas (Crim et al., 1982). Ahora bien, si inyectamos
GTH se produce un fuerte incremento de en el contenido hipofisiario de GTH en los
controles operados, pero no en las truchas macho castradas (Crim et al., 1982). Lo que
demuestra que bajo la estimulacién de la GTH, el testiculo de los juveniles induce la
acumulacién de GTH en la pituitaria. Crim y colaboradores (1981) encontraron que la T,

y en menor medida la A4, 11KT y 11p-hidroxitestosterona, aumentan el contenido de
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GTH en la hipdfisis de las truchas arcoiris inmaduras. Tras el tratamiento con T (Crim y )
Evans, 1983) los niveles plasméticos de GTH en la trucha arcoiris aumentan y se induce
la espermatogénesis.

El Ej, 1a T y la 11KT tienen un efecto positivo en los niveles hipofisiarios de la LH,
pero no en los de la FSH de los salmones juveniles (Swanson y Dickoff, 1988). El E,
incrementa el nivel de trascripcién de la LHB de los salmones inmaduros, pero no altera
los niveles de trascripcion de la FSH y la subunidad a (Dickey y Swanson, 1995). Tal y
como se ha descubierto en mamiferos, la accion positiva de los esteroides se ejerce
directamente en la pituitaria, actuando sobre los genes de las gonadotropinas. El estradiol
estimula especificamente la trascripcion del gen de la subunidad LHB en ratas, el
mecanismo de accién consiste en una interaccion directa del complejo del receptor de
estrégenos con un elemento regulador de estrogenos (ERE) dentro del gen de la
subunidad LHB (Shupnik y Rosezweig, 1991). Se han encontrado secuencias del ERE en
el gen de la LHB del salmén, lo que sugiere un mecanismo de acci6n similar en los peces
(Xiong et al., 1994b). También se ha encontrado un posible ERE en el gen de la
subunidad FSHB de la tilapia (Melamed er al., 1998). '

La retroalimentacién positiva de la T sobre la LH depende de la actividad aromatasa,
al menos en salménidos (Breton et al., 1997; Crim et al., 1981; Swanson y Dickhoff,
1988; Xiong et al., 1994a,b,c). El efecto estimulante de la T sobre la acumulacién de LH,
en la pituitaria de la trucha arcoiris juvenil, disminuye con el tratamiento del inhibidor de
la aromatasa ATD (Crim et al., 1981). Cuando se administra el andrégeno no
aromatizable 11KT también se produce una estimulacion de la LH, pero mas débil que
con la T (Crim et al., 1981; Swanson y Dickhoff, 1988).

También se han encontrado mecanismos de retroalimentacién positiva en otras
especies. La metiltestosterona (MT) tiene efectos positivos sobre los organulos de sintesis
proteica de las células gonadotropas del espinoso, G. aculeatus, durante el invierno en
condiciones de fotoperiodo corto (Borg et al., 1986). El aparato de Golgi y el reticulo
endoplasmético rugoso (RER) aumentan su tamafio y el de sus cisternas. La

ultraestructura de las células gonadotropas de los peces tratados con MT es similar a la de

47



Introduccién General

los ejemplares no tratados durante la época de freza (Borg et al., 1985). Durante la época
de freza de otras especies se han descrito ultraestructuras similares (ver revisién de Va-n.
Oordt y Peute, 1983). Las células de Leydig y las gonadotropas aumentan su actividad
con la MT. Ademés los espinosos castrados y estimulados con fotoperiodos largos
durante el invierno dilatan menos el RER que los peces no operados y estimulados (Borg
et al, 1989). Estos resultados sugieren la existencia de un mecanismo de
retroalimentacién positiva en los espinosos machos. El sistema de secrecion de las GTHs
de.las hembras de la carpa dorada, C. auratus, presenta mecanismos de retroalimentacion
positivos y negativos (Kobayashi et al., 1989; Kobayashi y Stacey, 1990). La oleada de
GTH que se produce durante la ovulacion en las hembras de carpa dorada viene precedida
de niveles altos de T que provocan una retroalimentacion positiva. Si se administra E; no
se inhibe la oleada de GTH ni la ovulacion (Kobayashi et al., 1987a; Pankhurst y Stacey,
1985). El E; induce una retroalimentacién positiva en las células gonadotropaé de>la
anguila, 4. anguilla, tanto en agua dulce como salada (Olivereau y Chambolle, 1978).
Dufour y colaboradores (1983) observaron que las células gonadotropas de las anguilas
de ambos sexos proliferan tras la inyeccién intraperitoneal de E, y que el efecto es
dependiente de la dosis. El contenido hipofisiario de LH en la anguila aumenta tras la
administracién de extracto hipofisiario, la gonadectomia suprime este efecto (Dufour et
al., 1989). En el caso de la T en las anguilas, estimula el contenido hipofisiario de LH de
los machos pero no de las hembras. Y se ha demostrado un mecanismo de
retroalimentacién positiva por la T, pero no por el E,, sobre la LH de células hipofisiarias
cultivadas in vitro (Huang et al., 1997). Los andrégenos no aromatizables, androstenediol
y DHT, también inducen este mecanismo de retroalimentacién positiva (Huang er al.,
1997).

REGULACION HIPOTALAMICA DE LAS GONADOTROPINAS

El GnRH, tanto por si mismo como mediante complejas interrelaciones entre el

GnRH y los esteroides gonadales, desempeiia un papel fundamental en la regulacion de la
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sintesis y secrecién de las GTHs de los vertebrados (ver Shupnik 1996a). El receptor del
GnRH pertenece a la familia de los receptores de superficie celular acoplados a la
proteina G de tipo rodopsina. La estructura bésica de los receptores de GnRH es similar a
la de los receptores de gonadotropinas que se han descrito anteriormente. La diferencia
mas aparente es que el receptor de GnRHs tiene un dominio extracelular mas pequefio
que el de GTHs (Sealfon et al., 1997). La unién del GnRH con su receptor desencadena
una compleja cadena de segundos mensajeros y de interrelaciones entre ellos que dan
como resultado la regulacién de la secrecion y la sintesis de las gonadotropinas. La accion
del GnRH sobre los segundos mensajeros incluye la movilizacién de calcio y la
activacion de las fosfolipasas C y A2 y las proteinkinasas C y activadora de mitégenos
(para revision ver Naor e? al., 1998; Shacham et al., 2001).

Los GnRHs en los teleésteos, al igual que en otros vertebrados, se segregan en la
pituitaria y se unen a receptores especificos de las células gonadotropas que estimulan la
sintesis y secrecion de las GTHs (Habibi y Peter, 1991). La distribucién cerebral de los
GnRHs varia en los teledsteos, tal y como demuestran las técnicas inmunocitoquimicas
con anticuerpos especificos o la hibridacién in situ. Este hecho cuestiona el significado
funcional de las diversas formas de GnRHs (Montero y Dufour, 1996). Como ejemplo,
los niveles del mGnRH son més altos que los del cGnRH 1I en la pituitaria y muchas
areas cerebrales de las hembras de la anguila plateada, ademas sélamente los niveles del
mGnRH aumentan durante la maduracién sexual (Dufour et al., 1993), estos datos
indican que e mGnRH es fisiolégicamente més importante que el cGnRH II durante el
proceso reproductor de la anguila. Los salmones tienen dos formas cerebrales de GnRH,
el sGnRH y el cGnRH II, pero sélo se ha encontrado sGnRH en la pituitaria en distintos
momentos del ciclo reproductivo (Amano et al., 1992, 1993; Okuzawa et al., 1990). Por
otra parte, tanto el cfGnRH y el cGnRH II inducen la secrecién in vivo de la LH en el pez
gato (Schulz et al., 1993). Zohar y colaboradores (1995) encontraron que en el encéfalo
de doradas hembras tres tipos de GnRHs, sGnRH, cGnRH y sbGnRH, estimulan la
secrecién de la LH; la sbGnRH es la forma més abundante en la pituitaria pero la menos

potente para inducir la secrecion.
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Se pueden emplear inyecciones de anélogos sintéticos de los GnRHs para elevar los
niveles plasmaticos de la LH y de los esteroides sexuales en los peces, lo que promueve la
ovulacion y la espermiacion (Donaldson y Hunter, 1983). Esta propiedad de los analogos
de los GnRHs se ha utilizado en el cultivo industrial de varias especies de peces para
controlar artificialmente el momento de la puesta (Zohar, 1996). En la lubina se ha
estudiado la potencia de varias formas de GnRHs para liberar la LH e inducir la puesta
(Forniés et al., 2004). Ademds, en la lubina se han utilizado otros métodos de
administracion como las microesferas biodegradables y los implantes no biodegradables,
que liberan los GnRHs sintéticos de forma lenta y continuada, lo que da como resultado
la induccion de multiples puestas (Forniés et al., 2001).

La dopamina (DA), al contrario que el GnRH, inhibe la secrecién de las GTHs
(Chang JP et al., 1990; Peter et al., 1991). La estimulacién de la ovulacion es mas potente
cuando se administra de forma conjunta andlogos del GnRH con antagonistas de la DA,
que cuando se administra el GnRH solo en el Paramisgurnus dabryanus (Lin et al.,
1991), este hecho se ha repetido en otras especies de ciprinidos y salménidos. Sin
embargo, la DA no inhibe la secrecion de la LH en el corvindn brasilefio, Micropogonias
undulatus (Copeland y Thomas, 1989) y otras especies de perciformes, lo que sefiala que
hay diferencias especificas de cada especie entre los mecanismos de regulacién de las
GTHs.

El GABA es un aminoacido que actia como neurotransmisor y también se ha
encontrado que estimula la secrecién de la LH en las carpas doradas al comienzo de la
maduracion, pero no en la maduracién y en el periodo de inactividad sexual tras el
retroceso gonadal (Kah et al., 1992). El efecto positivo del GABA sobre la secrecion de
la LH parece originarse a varios niveles, el GABA estimula la liberacién del GnRH y
disminuye la actividad de las neuronas inhibidoras dopaminérgicas, ademds tiene un
efecto directo sobre las células gonadotropas (Trudeau y Peter, 1995).

La distribucion cerebral de la serotonina (5-HT) en los peces y los mamiferos es
similar, Kah y Chambolle (1983) describieron que hay células y fibras nerviosas

inmunoreactivas a la 5-HT en la pars distalis de la pituitaria de la carpa dorada. La 5-HT
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influye en el control de la secreciéon de lé prolactina (PRL) en los mamiferos, estd '
directamente relacionada con la patofisiologia del sindrome premenstrual de los humanos
(Yen y Yaffe, f991). Entre los efectos de la 5-HT-en los teledsteos se pueden citar los
siguientes, estimula la secrecién de la LH en la carpa dorada (Somoza y Peter, 1991) y el
corvindn brasilefio (Khan y Thomas, 1992) actuando directamente a nivel hipofisiario.
Por el contrario, los niveles hipofisiarios de la 5-HT no se correlacionan con el estado
reproductivo del sistema hipofisiario de la trucha arcoiris (Hernandez-Rauda et al., 1996).

Las neuronas inmunoreactivas al neuropéptido Y (NPY) se encuentran a lo largo del
encéfalo de la trucha arcoiris, alcanzando las mayores densidades en el telencéfalo y el
hipotalamo, asi como en la pituitaria (Danger et al., 1991). EI NPY esta involucrado en la
secrecion de la GTH, a través de acciones directas sobre las células gonadotropas e
indirectas por medio de la secrecion del GnRH (ver revisiones de Peter ef al., 1991; Kah
et al., 1993). Esta situacion es similar en los mamiferos, donde el NPY es un
neuromodulador excitador de la secrecion del GnRH y la GTH (Yen y Yaffe, 1991). A lo
largo del ciclo reproductor de las hembras de la carpa dorada el efecto del NPY sobre la
secrecion de LH varia, los peces maduros con los niveles altos de esteroides son los que
alcanzan una mayor secrecion de la LH bajo el efecto de la estimulacién del NPY (Peng
et al., 1993). Los trabajo de Cerda-Reverter y colaboradores (2000 a y b) han demostrado
la presencia del NPY y de los péptidos relacionados, el péptido YY (PYY) y el péptido
pancredtico Y (PY), en éreas neurosecretoras implicadas en el control hipofisiario y
concretamente de la funcién gonadotropa de la lubina. El NPY es capaz de inducir la
secrecion de la LH en la lubina, pero esta capacidad depende del estado energético de los
animales, con lo que el sistema NPY actuaria como un modulador de la reproduccion en

funcién de la ingesta y el balance energético (Cerda-Reverter et al., 1999).
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OBJETIVOS Y JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Los trabajos preliminares a esta tesis, obtenidos en nuestro laboratorio bajo el proyecto
del CICYT, AGF 93-0127, en el que se estudiaban algunos de los factores ambientales y
cerebrales que afectan a la aparicién de la pubertad en la lubina (D. labrax L.),
evidenciaron la existencia de un mecanismo de retroalimentacion positiva inducido por
los esteroides sexuales sobre el GnRH y los testiculos en lubinas macho prepuberes. Estos
trabajos dieron lugar a una publicacién en la que J. Mateos aparece como coautor (Zanuy
et al., 1999) y que se incluye en el compendio de articulos de esta tesis. La continuacién
del estudio de los mecanismos de retroalimentacion del eje reproductor y la de otros
proyectos de investigacion de nuestro grupo precisaban de una herramienta fundamental,
el analisis de las fluctuaciones de las gonadotropinas en diferentes condiciones naturales
y de experimentacién. Bajo esta necesidad surgi6 el proyecto de esta tesis, que en un
principio se adscribié al proyecto de investigacién del CICYT, MAR95-1888-C03-01,
cuyo objetivo era el estudio de las interacciones neuroendocrinas entre los procesos
metabdlicos y reproductores en la lubina. Aunque la pronta finalizacién de este proyecto
llevé a que la financiacién de esta tesis viniera de los proyectos de investigacion de la
Unién Europea, FAIR97-3785, y del CICYT, MAR 1998-1542-CE. Ambos proyectos
tenian como objetivo dilucidar las bases moleculares y fisiol6gicas para la induccién de la
puesta mediante el factor regulador de las gonadotropinas (GnRH) en la lubina y la
dorada, asi como dilucidar sus bases fisioldgicas y moleculares. Ademas esta tesis
también se ha financiado del proyecto de la OTAN, CRG940889, que tenia como objeto

desarrollar inmunoensayos para las gonadotropinas de la lubina europea y americana.
De esta manera los objetivos han sido:

1. La obtencién de gonadotropinas naturales purificadas de pituitarias de lubina y su

caracterizacion bioquimica. Y con ellas desarrollar un método inmunoenzimatico
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(ELISA) para cuantificar las GTHs en el plaSma, asi como su almacenamiento, en

la pituitaria de la lubina y otras especies afines.

. La clonacién y caracterizacién molecular de los genes de las subunidades de las

GTHs. Y obtener métodos de cuantificacién de los niveles de expresion génica de
la GTHs basados en la técnica del Dot-blot. o

. Realizar experiencias fundamentales sobre las bases fisiolégicas de la

reproduccién de la lubina. Las experiencias que se plantean son el estudio y la
descripcion de los ciclos de expresion, sintesis y secrecién de las GTHs de las

lubinas macho en-cautividad; el mecanismo de actuaciéon de los analogos del

“GnRH sobre las GTHs cuando se inoculan en lubinas hembras maduras para

inducir la puesta; asi como la descripcion de los mecanismos de
retroalimentacion e interaccién del GnRH y los esteroides sexuales sobre las

GTHs en lubinas inmaduras.
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Abstract

Reproduction is controlled by two pituitary gonadotropin hormones, follicle-
stimulating hormone (FSH) and luteinizing hormone (LH). This study reports the cloning,
sequence analysis, and gene expression of gonadotropin (GTH) subunits from the
European sea bass (Dicentrarchus labrax). The GTH subunits were cloned from a sea
bass brain—pituitary cDNA library. The nucleotide sequences of the common a, the
FSHP, and the LHP subunit cDNAs were 625, 521, and 591 base pair (bp) long,
respectively, encoding for mature peptides of 94, 105, and 115 amino acids (aa),
respectively. Sequence analysis showed that sea bass FSHP is more similar to higher
vertebrate FSHB"s (35-37%) than to LHB’s (26-30%), whereas sea bass LHp is more
similar to LHB's (40-53%) than to FSHP's (26—41%). Phylogenetic analysis of fish GTH
sequences grouped the P subunits into two groups, FSH and LH, distributed into four
classes, corresppnding to the accepted divisions of Elopomorphs, Ostariophysis,
Salmonids, and Percomorphs. A dot-blot technique was developed to analyze GTH
pituitary mRNA levels during the reproductive cycle of male sea bass. From October
(initiation of gametogenesis) to February (spermiation), the expression of all three
subunits in the pituitary increased in parallel, concomitantly with the gonadosomatic
index (GSI) and the accumulation of LH protein in the pituitary, all values declining
sharply at post-spermiation. This study demonstrates that the pituitary of sea bass
contains two gonadotropin hormones and that both gonadotropins are probably involved
in the control of gametogenesis, gamete maturation, and spermiation. © 2003 Published
_ by Elsevier Science (USA).

Keywords: Gonadotropins; FSH; LH; Cloning; Gene expression; Reproduction; Sea
bass; Fish
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Introduction .

The gonadotropins (GTHs), follicle-stimulating hormone (FSH), and luteinizing
hormone (LH), secreted by the pituitary gland, are the key hormones in the control ofl
reproduction in vertebrates. The FSH and LH, together with a placental gonadotropin in
primates (chorionic gonadotropin, CG) and the pituitary thyroid stimulating hormone
(TSH), constitute a family of structurally related proteins, the glycoprotein hormones.
They are heterodimers, constituted by a common o subunit and a hormone specific
subunit, each encoded by a single gene (Pierce and Parsons, 1981). The subunits are long
peptide chains (around 100 amino acids) highly complex in structure, which is
determined by the presence of different O- and N-linked oligosaccharide chains and the
formation of cross-linked disulphide bonds between cysfeine residues, localized at highly
conserved positions in the subunit sequence (Hearn and Gomme, 2000). The non-covalent
associatiox; of two subunits (alpha and beta) determines the formation and release of the
bioactive dimeric hormone (Combarnous, 1992; Lapthorn e? al., 1994).

It was long believed that the pituitary of fish synthesized a single gonadotropin,
called maturational gonadotropin (GTH), which regulated all processes of reproduction.
The existence of two gonadotropins was first established in a salmonid species, with the
discovery of a new gonadotropin, called GtH-I (FSH-like), chemically different from the
previously known maturational gonadotropin, or GtH-II (LH-like) (Kawauchi et al.,
1989; Suzuki et al., 1988). Their nucleotide and amino acid sequences were determined
(Sekine et al., 1989) and further sequence analysis demonstrated that fish GtH-I and GtH-
II were homologous to tetrapod FSH and LH, respectively (Quérat, 1994, 1995; Quérat et
al., 2000; Schulz et al., 1995). This homology was supported by physiological studies,
which showed that GtH-1 (FSH-like) gene expression, as well as synthesis and release of
the protein, was higher at the beginning of the reproductive cycle, whereas that of GtH-II
(LH-like) increase later in the cycle (Bon et al., 1999; Breton et al., 1998; Gémez et al.,
1999; Prat et al., 1996; Slater et al.,.' 1994; Weil et al., 1995). These studies indicate that

FSH is involved in the control of puberty and gametogenesis, whereas LH mainly
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regulates final gonadal maturation and spawning (Schulz et al., 2001a,b; Swanson, 1991),
similarly as described for FSH and LH, respectively, in the case of higher vertebrates.
The different temporal expression patterns of fish FSH and LH suggest different
functions and different regulatory mechanisms for each gonadotropin. There is some
information on the biological functions and regulation of LH secretion in fish (Trudeau,
1997), but very little is known about the FSH hormone and is mostly restricted to
salmonid species. Cloning of FSH and LH subunits have been performed in several
fishes, including salmonids (Gen et al., 1993; Kato et al.,,1993; Sekine et al., 1989),
cyprinids (Chang YS et al., 1990; Huang et al., 1992; Kobayashi et al., 1997; Yoshiura et
al., 1997), perciforms (Elizur et al., 1996; Gen et al., 2000; Hassin et al., 1995; Jackson et
al., 1999), acipenseriforms (Quérat et al., 2000), and elasmobranchs (Quérat et al., 2001).
These works have allowed obtaining some information on the regulatory mechanisms
underlying gene expression of both hormones in different fish species. In the perciform
fish striped bass, Morone saxatilis, both FSHP and LHP are expressed in the pituitary of
juvenile fish (Hassin et al., 1995) and in adult fish during the period of early
spermatogenesis (Hassin ez al., 1998), with the expression of LHP higher than that of
FSHB. In the gilthead sea bream, Sparus aurata, both transcripts are expressed similarly
throughout the reproductive cycle (Elizur et al., 1995). First studies on sea bass have
shown that, in adult fish, all three GTH subunits are expressed during the period of sexual
resting, with similar levels of pituitary FSHB and LHB mRNAs (Mateos et al., 2002).
Expression patterns of the GTH subunits in salmonid fish have shown that FSHP
expression is much higher than that of LHp at pre-gametogenesis and early gametogenic
stages, whereas LHP expression increases highly at the end of the reproductive cycle
(Gémez et al., 1999; Weil et al., 1995), correlating the fluctuations of plasma FSH and
LH levels in these species.

The Mediterranean sea bass is a percifdrm fish, highly appreciated in aquaculture.
Puberty is attained at 2 years of age in males and at 3 years in females and then
reproduction is repeated once a year during winter. The females present a group-

synchronous type of ovarian development, producing 3—4 consecutive spawns during the
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1-2 months spawning period (Asturiano ‘et.al., 2000; Carrillo e al., 1995). Gonadal
development (Zohar et al., 1984), patterns of vitellogenin secretion (Maiiands et al.,
1997), and hormonal profiles (Asturiano et al., 2000; Mafianés et al., 1997; Navas et al.,.
1998; Prat et al., 1990), have been described for this species throughout the reproductive
cycle. Recently, the purification and development of specific immunoassays for sea bass
LH, have provided some information on the release of LH during the reproductive cycle
and its regulatory mechanisms (Maiiands et al., 2002; Mateos et al., 2002; Navas et al.,
1998). The aim of the present study was first, to demonstrate the existence of two
gonadotropins (FSH and LH) in the pituitary of sea bass by means of molecular
techniques and second, develop quantitative methods for the measurement of mRNA
levels, to obtain information on GTH subunit gene expression during the reproductive

cycle of the sea bass.

Materials-and methods
RNA extraction and cDNA synthesis

For RNA extraction, pituitaries were obtained from adult male and female sea bass,
reared at the facilities of the Instituto de Acuicultura de Torre la Sal (East coast of Spain,
40°N 0°E), under natural conditions of photoperiod and temperature. Fish were
anesthetized by immersion on 0.02% 2-phenoxyethanol (Sigma) and sacrificed by
decapitation. Pituitaries were removed, immediately frozen on liquid nitrogeh and stored
at -80 °C before extraction. Total RNA was extracted from five pooled pituitaries using
the TRI Reagent (Molecular Research Center, OH), following manufacturer _s
instructions. The RNA pellet was dissolved in DEPC-treated water and quantified by its
absorbance at 260/280 nm. The quality of the RNA preparation was analyzed by
electrophoresis on 0.8% agarose gels. The RNA (1 pg) was reverse transcribed for 90 min
at 48 °C, using 10U of Superscript reverse transcriptase, in the pfeﬁgnce of 0.2mM dNTP,
2 pM T, adapter, SU RNAsin, and 0.01M DTT, in a final volume of 20 p.l; All enzymes
and reagents were from GibcoBRL (Grand Island, NY), unless specified.
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Polymerase chain reaction and cloning strategy

The polymerase chain reaction (PCR) primers used for amplification of the a
subunit cDNA were based on the sequence of M. saxatilis a« cDNA (Hassin et al., 1995).
Amplification of the B subunit cDNAs was performed using degenerate primers, based on
the nucleotide sequences of several fish species. The sequences of the oligonucleotides
are listed below, where Y: Cor T; R:AorG; W: AorT; M: AorC;K:GorT; S: Gor
C;D:G,AorT;andN: A, T, gor C.

o (sense): 5"-CCAGCATGGACTTATCAAAC-3’
o (antisense): 5'-CGGGATAGTCATCGTCTTC-3’
FSHP (sense): 5°-TGCRSYTSGTYSTYATGG-3"
FSHB (antisense): 5'-GTGWYKTYNGWSTTRCAY-3’

- LHP (sense): 5-TGYSAGCYMVTYAAYSARAC-3’
LHB (antisense): 5’-ATGCARARRTYDGGCYKMAG-3"

PCR amplification was performed in a final volume of 50 pl, containing the cDNA
template (one-tenth of the RT product), 0.2mM dNTPs, 100 (primers a) or 200 (primers
B) pmol of oligonucleotides, and 5U of Vent DNA polymerase (New England Biolabs).
The PCR procedure consisted on a first denaturation step at 95 °C for 5 min, followed by
2 min at 72 °C and 35 amplification cycles (1 min at 95 °C, 1 min at 47 °C, and 1 min at
72 °C), with a final elongation step of 5 min at 72 °C. The enzyme was added to the PCR
mixture after the first denaturation step. The PCR products of the expected size were run
on 1.5% agarose gels, transferred to Hybond-N" nylon membranes (Amersham, South
Clearbrook, IL), and hybridized with [a-*2P] dCTP-labeled probes (3000 Ci/mmol,
Amersham), using the RadPrime DNA Labeling System from GibcoBRL, at a specific
activity of around 100 cpm/pg. After hybridization, membranes were washed with 0.1x
SSPE/0.1% SDS at 65 °C (3x30 min) and then exposed to X-ray films (Hyperfilm-MP,
Amersham) at -80 °C. The probes were specific for M. saxatilis o, FSHB, and LHB
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cDNAs (Hassin et al., 1995) and were kindly provided by Dr. Y. Zohar, from the Center _
of Marine Biotechnology, University of Maryland, Baltimore, MD. The specificity of the
M. saxatilis a, FSHB, and LHP probes for their respective M. saxatilis transcripts was:
previously tested at Dr. Y. Zohar’s laboratory. The specific reactivity of these probes with
the sea bass a, FSHP, and LHp transcripts, as well as the absence of cross-reactivity
between them, was tested further in our laboratory by Southern-blot of sea bass genomic
DNA, in which hybridization with each of the probes gave single bands of different sizes,
under highly stringent conditions.

Total PCR products were ligated into PCR-Script Amp (Amersham Cloning Kit)
and the plasmids used to transform Escherichia coli XL1-Blue MRFO0 Kan
supercompetent cells. Single colonies from transformed cells grown of LB plates were -
transferred to nylon membranes and identified, after hybridization with M. saxatilis [a-
32p]dCTP-labeled GTH probes. Plasmidic DNA from positive colonies was extracted.
The size of the inserts was checked by electrophoresis, after digestion with SstI and Pstl
restriction enzymes and their sequences determined on fluorescence DNA sequencer (PE

Applied Biosystems), using the dideoxy-nucleotide chain termination procedure.

Screening a cDNA library

A cDNA library was prepared in our laboratory (Instituto de Acuicultura de Torre la
Sal, Spain), from brains and pituitaries collected from mature male and female sea bass.
From the pituitaries, total RNA was extracted using the TRI Reagent (Molecular
Research Center, OH) and used to purify mRNA with the Polyatract mRNA isolation kit
from Promega. The processes of cDNA synthesis, cloning, and packing were made using
the Uni-Zap XR library construction kit #200450 from Stratagene, following
manufacturer’s instructions, in which the cDNA cloning is directional in Xhol and EcoRI
from: the pBSSK vector.

The AZAP phages were used for infection of E. coli XL1-Blue MRF’ cultures,
grovn on LB medium supplemented with 0.2% maltose and 10mM MgSO4. Serial
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dilutions of AZAP phages growth were extended on Top Agar over NZY agar plates and
were incubated for 6 h at 37 °C. Single plaques from transformed cells growth were
transferred to Hybond-N' nylon membranes. For hybridization, probes were labeled
(RadPrime DNA Labeling System, GibcoBRL) with 3000 Ci/mmol [o-*P] dCTP
(Amersham), at a specific activity of around 100 cpm/ pg. Membranes were hybridized
overnight at 42 °C with the radiolabeled probes (5 ng/ml), in a solution containing 6x
SSPE, 50% formamide, 5x Denhart’s solution, 0.5% SDS, and 0.1 mg/ml yeast RNA.
Membranes were then washed with 0.1x SSPE/0.1% SDS (3x30 min at 65 °C) and
exposed to X-ray films (Hyper film-MP, Amersham), for 24 h at -80 °C. The AZAP
phages of identified positive plaques were extracted in SM buffer with 2% CHCI; and
used for a second screening step, using similar protocol conditions. Finally, cDNAs were
purified from potential positive phages, subcloned into pBlueScript SK phagemid and
sequenced.

The sequences of the isolated cDNAs were contrasted with sequences obtained from
the NCBI database. Sequence analysis was performed using the Peptide Structure
program, which predicted putative N-linked glycosylation sites. Alignment and identity
analysis of the sea bass GTH cDNAs with the sequences from other vertebrates was
performed with the DNAMAN 4.03 program (Lynnon BioSoft).

Phylogenetic analysis

Phylogenetic analysis was performed using PAUP version 4.0b [Swofford DL,
2000, PAUP, Phylogenetic Analysis Using Parsimony (and other methods); Sinauer
Associates, Sunderland, MA]. Both maximum parsimony (full heuristic search) and
distance matrix (Neighbor-joining) methods were used with default settings. The data set
consisted of most of available (on EMBL data bank or from the literature) fish
gonadotropin P subunits, with Acipenser baeri TSHP subunit as the outgroup. Only the
nucleotide sequences were used, between the first and the last codon of the Longest

mature FSHP subunits (363 characters corresponding to 121 amino acids). For the
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parsimony analysis, the gaps were treated as missing data and additional characters
(insertion/deletion) were used to code for each codon or multiple consecutive codon
deletions. The robustness of the inferred nodes was evaluated by using bootstrapping
procedure over 1000 replicates. The relative evolution rate of FSH versus LHp subunit
lineages was calculated from the computed consensus (majority rule) tree: LH branch
lengths (cumulative assigned internode lengths from the basal lineage node to the
terminal node using ACCTRAN character state optimization) were plotted against FSH
branch lengths for each available couple (species for which both LH and FSH sequences

were used in the data set), and the regression curve calculated using INSTAT software.

Southern blot analysis of genomic DNA

Genomic DNA was isolated from erythrocytes of mature male sea bass, using the
protocol described by Martinez et al. (1998). A genomic DNA sample (1.7 pg) was
digested v;'ith the restriction enzymes Pstl, BamHI or HindIIl and electrophoresed on
0.8% agarose gels. The gels were processed as described by Sambrook et al. (1989),
washed with 0.25N HCI, and treated with a denaturing solution (0.5M NaOH and 1.5M
NaCl) and a neutralizing solution (0.5M Tris—HCIl, 1.5M NaCl, and 1mM EDTA, pH
7.2). After transfer to Hybond- N* nylon membranes, DNA was fixed for 2 h at 80 °C.
The membranes were hybridized (50% formamide, 0.5% SDS, 10% dextran sulphate, 5x
SSPE, and 5x Denhart’s solution) overnight at 42 °C with [a-**P]dCTP (3000 Ci/mmol),
with randomly labeled cDNA probes for sea bass a, FSHB, and LHB. Membranes were
subjected to a four-step stringent washing cycle: 2x5 min with 1x SSC/0.1% SDS at room
temperature, 30 min with 1x SSC/0.1% SDS at 65 °C, 3x30 min with 0.1x SSC/0.1%
SDS at 65 °C, and 5 min with 1x SSC/0.1% SDS at room temperature, and exposed to X-
ray films (Hyperfilm- MP, Amersham) at -80 °C.
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Northern blot analysis

Pituitary and liver samples were collected from six mature male sea bass (body
weight of around 2 kg) and total RNA extracted using the TRI Reagent. Prior to
electrophoresis, pituitary and liver RNAs (13 pg) were denatured for 15 min at 65 °C, in
50% formamide and 6.5% formaldehyde. Electrophoresis was performed on 1.5%
agarose gels in 0.02M MOPS buffer, pH 7.0, containing 6.5% formaldehyde, 8mM
sodium acetate, and ImM EDTA. Samples were transferred to Hybond- N* membranes
and fixed for 2 h at 80 °C. Specific cDNA probes for sea bass o, FSHB, and LHP subunits
were randomly labeled with [a-’P]dCTP at a 3000 Ci/mmol. Membranes were
hybridized overnight at 42 °C with the corresponding radiolabeled probe, in a solution
containing 50% formamide, 0.5% SDS, 10% dextran sulphate, 5x SSC, and 5x Denhart’s
solution. After hybridization, membranes were washed, as described in the Southern-blot
section, and exposed to X-ray films (Hyperfilm-MP, Amersham) at -80 °C.

Northern-biot analysis was also used to test the specificity of the cDNA probes (data
not shown). Three identical electrophoresis were prepared in parallel and loaded with, a
sample of pituitary total RNA (lane 1) and the cloned full-length cDNAs of the sea bass a
(lane 2), FSHP (lane 3), and LHP (lane 4) subunits. After electrophoresis, samples were
transferred to nylon membranes and then each membrane was hybridized with one of the
three probes, the a (membrane 1), the FSHP (membrane 2) or the LHB (membrane 3)
probe. As expected, hybridization of membrane 1 with the a probe produced a positive
hybridization band on lane 2 (a ¢cDNA), but not on lanes 3 (FSHP cDNA) and 4 (LHB
cDNA). Also, one positive band was detected by the a probe on lane 1 (pituitary RNA).
Similarly, hybridization of membranes 2 and 3 with the FSHB and LHp probes,
respectively, produced hybridization signals only on the lane corresponding to their
respective cDNAs, but not with the other two subunit cDNAs. Also, the FSHf and LHB |
probes recognized single bands in the pituitary RNA sample but of different sizes, as
corresponded to the different sizes of the a, FSHp, and LHB mRNA transcriptS of the
pituitary (see Northern-blot analysis in the Section 3).
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Dot-blot analysis of GTH mRNA levels during the reproductive cycle

For this study, 3 years old male sea bass (BW, 635x30 g), maintained at the facilities
of the Instituto de Acuicultura de Torre la Sal, under natural conditions of photoperiodA
and temperature and fed a commercial diet (EWOS), were sacrificed at five critical
periods of the reproductive period: early spermatogenesis (October 13th, n = 7), full-
spermatogenesis (November 12th, n = 7), beginning of spermiation (December 28th, n =
7), full-spermiation (February 5th, n = 7), and postspermiation (April 18th, n = 7).
Pituitaries were removed, immediately frozen in liquid nitrogen, and stored at -80 °C until
analysis. ,

A dot-blot technique was set up for the measurement of a, FSHp, and LHf subunit
mRNA levels. The dotblot assay was performed using the Bio-Dot apparatus from
BioRad. Standard curves were prepared for the a, FSHB, and LHP subunit transcripts. A
standard was also prepared to quantify 28s ribosomal RNA, to be used as internal control
in the assz;y. The 28s rRNA probe is specific for sea bass rand was previously obtained
accidentally in our laboratory, by sequencing a PCR—ampliﬁed fragment isolated during
the cloning process of sea bass NPY-related peptides (Cerda- Reverter et al., 2000).

From individual pituitaries, total RNA was extracted using the TRI Reagent. RNA
pellets were dissolved in DEPC-treated water, quantified by its absorbance at 260/280
nm, and frozen at -80 °C before analysis. Before loading, RNA samples were denatured
for 15 min at 65 °C, in 50% formamide and 6% formaldehyde. Samples (2, 5, and 5 pg of
pituitary RNA per well, for analysis of a, FSHP, and LH, respectively) and standard
curves (range from 50 to 0.78 pg/well) were dissolved on 10_ SSC and loaded onto
Hybond-N" nylon membranes. Nucleic acids were fixed at 80 °C for 2 h and membranes
stored at room temperature for further hybridization with the radiolabeled probes.
Specific cDNA probes for sea bass a, FSHB, LHB, and 28s rRNA were labeled with [a-
*2P]dCTP (3000 Ci/mmol). Membranes were pre-hybridized for 4 h at 42 °C and then
hybridized overnight at 42 °C, in the same solution (50% formamide, 0.5% SDS, 10%
dextran sulphate, 5x SSC, and 5x Denhart’s solution), containing the corresponding

67



Articulo 1

probe. Membranes were washed, as described in the Southern-blot section, and exposed
to X-ray films (Hyperfilm-MP, Amersham) at -80 °C. The autoradiograms were scanned
on a densitometer (model GS-670 from BioRad) and analyzed using the Molecular
Analyst Image Analysis software from BioRad.

In the set-up of the technique, the specificity of the probes, previously tested by
Northern-blot analysis (see Section 2.6), was tested by dot-blot (data not shown). Three
identical dot-blot assays were run in parallel, which were loaded with, serial dilutions of
pituitary total RNA (columns #1) and serial dilutions of the cloned full-length cDNAs of
the sea bass a (columns #2), FSHp (columns #3), and LHP (columns #4) subunits. Each
one of the three membranes was then hybridized with the GTH subunit probes, the a
(membrane 1), the FSHP (membrane 2) or the LHB (membrane 3) probe. As expected,
hybridization of membrane 1 with the a probe produced hybridization signal in the wells
containing serial dilutions of pituitary RNA (column 1), as well as in the wells containing
serial dilutions of the a transcript (column 2, standard curve a, but not in any of the wells
containing serial dilutions of the FSH transcript (column 3, standard curve FSHp or the
LHP transcript (column 4, standard curve LHP. Similarly, hybridization of membranes 2
and 3 with the FSHP and LHP probes, respectively, produced hybridization signal in the
wells containing serial dilutions of pituitary RNA (columns #1), as well as in the wells
containing serial dilutions of the respective FSHP and LHp transcripts, but not in any of

the wells containing serial dilutions of the other subunit transcripts.

Histology

Testicular samples were obtained from the fish described in the previous section, on
each of the five sampling points. Samples were immersed, immediately after collection,
on fixative solution (1% gluteraldehyde), embedded in glycol methacrylate plastic
(Technovit 7100, Kulzer), sectioned at 3 pm and stained with the Cleveland—Wolff
technique (Herlant, 1960) for histological analysis. Identification and characterization of

the different germ cell types was done according to Rodriguez et al. (2001).
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Statistical analysis

All data are expressed as meanststandard error of the mean (SEM). Differences
between means were tested by multifactor analysis of variance (ANOVA), followed by'
the Tukey honestly significant differences (HSD) test. Previously, normality and
homogeneity of variances were verified by the Kolmogorov—Smirnov test and Bartlett’s

test, respectively. In all cases, significance was accepted at p < 0:05.

Results
Molecular cloning of sea bass gonadotropin a subunit

Using sea bass pituitary cDNA as a template, one fragment of about 155 bp was
PCR-amplified with primers based on the sequence of the gonadotropin a subunit from
striped bass (Hassin et al., 1995). This band hybridized with a full-length striped bass
gonadotropin a subunit cDNA probe, which was kindly provided by Dr. Y. Zohar (Center
of Marine Biotechnology, University of Maryland, Baltimore, MD). The specificity of the
probe for the sea bass gonadotropin o« subunit transcript, was further tested in our
laboratory by Southern-blot analysis of sea bass genomic DNA (data not shown).
Sequencing of the isolated 155 bp PCR-amplified fragment, showed highest homology
with fish and mammalian GTH and TSHa subunits and also lower homology with
vertebrate glycoprotein hormone § subunits, suggesting that it corresponded to the sea
bass glycoprotein a subunit.

The purified cDNA fragment was used as a probe to screen a sea bass brain/pituitary
cDNA library. One positive clone was identified, isolated, and séquenced. This clone was
hybridized with the gonadotropin a probe and contained a cDNA insert of 625 bp. This
cDNA had an open reading frame of 351 bp, starting with the first ATG codon at pdsition
34 and ending with a stop TAG codon at position 385 bp (Fig. i). The cleavage site for
the signal sequence was inferred By comparison with data obtained from N-terminal

sequencing of purified sea bass gonadotropin a subunit protein (unpublished data).A When
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a signal sequence of 23 amino acids was located, the proposed mature a subunit peptide
of sea bass started with a tyrosine and consisted of 94 amino acids. Putative N-linked
glycosylation sites were located at residues Asn55 and Asn80, from N-terminus of the
predicted mature peptide.

As shown in Table 1, the sequence of the sea bass a subunit showed highest
similarity (100%) with the closely related species striped bass (M. saxatilis), whereas
similarity with other fishes ranged from 79 to 81% (Pleuronectiphorms) to 49%
(Elasmobranches). Sequence similarities with the a subunit of higher vertebrates were
52-61% (Table 2). Sequence alignments indicated that the position of the 10 half
cysteines and the two putative N-linked glycosylation sites were well conserved among

all vertebrate a subunit sequences (Fig. 4).

Molecular cloning of sea bass gonadotropin f subunits

One fragme;nt of 313 bp was PCR-amplified from sea bass pituitary cDNA, using
degenerate primers based on alignments of fish FSHB cDNAs. This amplified fragment
hybridized with a striped bass FSHB cDNA probe (kindly provided by Dr. Y. Zohar,
Center of Marine Biotechnology, University of Maryland, Baltimore, MD). The
specificity of the probe for the sea bass FSHP subunit transcript was further tested in our
laboratory by Southern-blot analysis of sea bass genomic DNA (data not shown). The
deduced amino acid sequence of this fragment showed homology to teleost FSHf
sequences and thus, it was used as a FSHp probe to screen a sea bass brain/pituitary
cDNA library. One clone was identified, isolated, and sequenced and showed to contain a
cDNA insert of 521 bp . This cDNA had an open reading frame of 360 bp, starting with
the first ATG codon at position 82 and ending with a stop TAA codon at position 442 bp
(Fig. 2). The cleavage site for the signal sequence was inferred by comparison with the
data (N-terminal tyrosine) obtained from N-terminal sequencing of the FSHP purified

from other teleost species. When a signal sequence of 15 amino acids was located, the
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proposed mature FSHP subunit peptide of sea bass started with a glycine and consisted of '
105 amino acids, with a putative N-linked glycosylation site at residue Asnl12.

Using degenerate primers based on alignments of fish LHP cDNAs, one fragment of
308 bp was amplified from sea bass pituitary cDNA. This amplified fragment hybridized
with a striped bass LHP cDNA probe (kindly provided by Dr. Y. Zohar, Center of Marine
Biotechnology, University of Maryland, Baltimore, MD). The specificity of the probe for
the sea bass LHP subunit transcript was further tested in our laboratory by Southern-blot
analysis of sea bass genomic DNA (data not shown). The deduced amino acid sequence
of this fragment showed homology to fish LHP sequences. Screening a sea bass
brain/pituitary cDNA library with this fragment as a probe, gave one positive clone that
showed to contain a cDNA insert of 591. This cDNA had an open reading frame of 441 -
bp , starting with the first ATG codon at position 13 and ending with a stop TAG codon
at position 454 bp (Fig. 3). The cleavage site for the signal sequence was inferred by
comparison with the data (N-terminal tyrosine) obtained from N-terminal sequencing of
the LHP subunit protein, purified from sea bass pituitaries (unpublished data). When a
signal sequence of 32 amino acids was located, the proposed mature LHP subunit peptide
of sea bass started with a Phe residue and consisted of 115 amino acids, with a putative
N-linked glycosylation site at residue Asn10.

The amino acid and nucleic acid sequences of the sea bass B subunifs showed
highest similarities with closely related perciformes (Table 1). The number and position
of half cysteine residues were conserved among all vertebrate FSHP and LHP sequences
(except the first half cysteine of FSHP in the Japanese eel and Rana ridibunda), as well as
the N-linked glycosylation sites (Fig. 4). The sea bass FSHP amino acid sequence was
closer to vertebrate FSHP sequences than to LHp sequences (i.e., 35% to Rattus FSHpP
and 26% to Rattus LHP and similarly, the sea bass LHP sequence was more similar to
vertebrate LHB's (i.e., 40% to Rartus LHP and 26% to Rattus FSHP (Table 2).
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Phylogenetic analysis

The inferred topologies obtained using distance matrix (ME-score=3.31) and
parsimony methods (length=1421, consistency index: 0.48, homoplasy index: 0.52,
retention index: 0.74) were very close (Fig. 5), only the relative positions of FSH within
the Percomorphs varied from one method to another. The GTH B subunit sequences were
divided into two groups, LH and FSH, supported by high bootstrap values, with
Chondrostean Acipenser sequences at the basis of each lineage. The teleostean LH and
FSHP subunits were distributed into four groups in agreement with the accepted
phylogenetic relationships between the corresponding species and groups: Elopomorphs
(Anguilla sp.), Ostariophysis (Cyprinids and Siluridaes), Salmonids (including
Coregonus), and Percomorphs. As awaited from their close phylogenetic relationships,
the sea bass sequences were clustered with the striped bass (M. saxatilis) sequences.

Relative evolution rate was estimated by plotting assigned branch lengths of LH
versus those of FSH for the 14 species for which both sequences were in the data set (data
not shown). It fitted a linear regression (FSH=1.295+0.021 LH; correlation index: 0.976)
indicating that the FSH lineage evolves approximately 1.3 faster than the LH lineage for

the considered species.

Southern blot and Northern blot analysis

Southern blot analysis of sea bass genomic DNA, for the a, FSHB, and LHB
subunits, was performed over three parallel DNA samples, digested with the restriction
enzymes Pstl, BamHI, and HindIIl. Hybridizations with the full-length a, FSHB, and LHf
cDNA probes showed, for the products of each restriction enzyme, only one band in all
cases (Fig. 6A).

Northern blot analysis of total RNA, extracted from sea bass pituitary, revealed
single mRNA transcripts when hybridized with the a, FSHB or LHB ¢cDNA probes, with
sizes of about 730, 690, and 720 bases, respectively (Fig. 6B). No hybridization signals
were detected over total RNA extracted from liver.
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Changes in pituitary gonadoﬁopin mRNA levels during the reproductive cycle

Adult male sea bass were sampled at five critical periods of the reproductive period.
Fig. 7 shows histological sections of the four most representative stages of testicular
development. In October, testicles initiated spermatogenesis and only spermatogonia A, a
few cysts including other types of spermatogonia and a very small number of cysts
containing primary spermatocytes were observed during this period (Fig. 7A). In
November, the testicles were staged as in full-spermatogenesis and contained cysts with
primary and secondary spermatocytes and spermatids (Fig. 7B). Full-spermiation was
attained in February and at this stage spermatozoa were predominant. Nevertheless, other
gamete stages, principally primary and secondary spermatocytes and spermatids, were
also observed (Fig. 7C). Regressed testicles at post-spermiation were characterized by the
presence of necrotic tissue with picnotic nucleus and residual sperm in the lobule lumen
(Fig. 7D). In addition, a few spermatogonia A could also be observed.

The éhanges of steady-state mRNA pituitary levels of a, FSHB, and LHP subunits,
together with changes in gonadal growth (gonadosomatic index, GSI) and LH protein
concentration in the pituitary, were followed during the reproductive period. Gonadal
growth increased from early spermatogenesis (GSI=0.162+0.02%) to full-spermiation
(GSI=5.06+0.21%) (Fig. 8). In the pituitary, the concentration of the LH protein in-
creased in parallel with the GSI, froni 12x2 pg of protein per gland -at early
spermatogenesis to a maximum of 50_5 pg at full-spermiation, declining sharply at
postspermiation (17_2 pg/pit) (Fig. 8). |

The changes of gonadotropin gene expression in the pituitary were analyzed by dot-
blot during the reproductive cycle (Fig. 9). Determination of 28s rRNA in these analysis
was used as internal control. We observed no changes in the levels of 28s rRNA from the
samples of different sampling points, which indicates the appropriateness of using' this
transcript as internal control.

Analysis of a, FSHB, and LHp mRNA levels, showed that all gonadotropin subunit

transcripts increased in parallel during reproduction and followed the profile of the GSI
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and the accumulation of LH protein in the pitvitary, increasing from early
spermatogenesis to the full-spermiation period. At the end of the reproductive period
(post-spermiation, GSI=0.42+0.1%), all subunit mRNA levels declined sharply and only
expression of the o subunit was detectable, but not the FSHB and LHp subunits.

Discussion

This study describes the molecular cloning and sequence analysis of three
gonadotropin subunits, a, FSHB, and LHp, in the European sea bass. Molecular
characterization of the gonadotropin cDNAs allowed the development of a quantitative
dot-blot technique and the investigation of changes in pituitary gonadotropin mRNA
levels during the reproductive cycle of male sea bass.

The sequence of the sea bass o subunit, when compared with other vertebrates,
showed that the position of all 10 cysteine residues and the two putative N-glycosylation
sites are well conserved among species. It also appears that the region from amino acids
33 to 66 is highly conserved and consists of two paired adjacent cysteines and the first
putative N-linked glycosylation site. This region is suggested to be involved, both in
higher vertebrates (Xia et al., 1994) and in fish (Gen et al., 2000), in the processes of
subunit assembly and/or receptor binding. Comparisdn of the deduced amino acid
sequence of the sea bass a subunit with other fishes, showed high correlation between
percentages of identity and phylogenetic relationships. Highest similarity (100%) was
obtained with the closely related species striped bass (M. saxatilis). Similarities with
other fish orders ranged from the highest 84-96% for Perciphorms, 79-80% for
Pleuronectiphorms, around 70% for Cyprinids and Cyprinodontiphorms, and around 60%
for other teleosts, with elasmobranches sharing only 49% sequence identity.

Analysis of the sea bass FSHB and LHB amino acid sequences showed that the
position of all 12 cysteines, which is related to the folding tendency of the protein and the
rigid conformation of the GTH protein family, is well conserved. The position of putative

N-linked glycosylation sites is also conserved among vertebrate B subunit sequences,
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which corresponds to the important role of the sugar chains on the bioactivity of the
GTHs, specifically on the stimulation of post-receptor binding functions upstream from
G-protein activation and second messenger stimulation (Beitins and Padmanabhan, 1991)..
Glycosylation of the GTHs plays also important roles on the mechanisms of receptor
coupling to adenylate cyclase (Arey et al., 1997).

Comparison of the amino acid sequences of the sea bass GTHp subunits with those
of other fish, showed higher similarities between LHP sequences than between FSHP
sequences. Both sea bass FSHP and LHP were most similar to the respective M. saxatilis
sequences (98%). Sequence identities for the FSHP sequences, ranged from around 70%
for Perciphorms and Pleuronectiphorms, to around 40% for other teleosts, with 32%
identity with Elasmobranches. For the LHP} sequences, identities ranged from around
90% for Perciphorms, around 80% for Pleuronectiphorms, 60—70% for other teleosts, and
46% for Elasmobranches. Phylogenetic studies of vertebrate GTH sequences have
indicated -that the a subunit is most conserved during the molecular evolution of
vertebrates, whereas the GTH B subunits have diverged more rapidly. As suggested by
Quérat and co-workers (Quérat, 1994; Quérat et al., 2000), the fish’s FSHp subunité have
diverged more rapidly than LHP subunits during teleost evolution and are thus the most
species specific.

When compared with higher vertebrates, the sea bass FSHB sequence was more
similar to vertebrate FSHP than to LHP sequences (i.e., 35% to Rattus FSHP versus 26%
to Rartus LHP and similarly, the sea bass LHP sequence was more similar to vertebrate
LHB’s (i.e., 40% to Rartus LHP and 26% to Rartus FSHp. Previous phylogenetic studies
have demonstrated that vertebrate GTHP subunits are separated in two monophyletic
lineages, one grouping together fish and vertebrate FSHs and another lineage for fish LH
together with other vertebrate LHs (Quérat et al., 2000). These studies 'support the
similarity between fish FSH with tetrapod FSH and fish LH with tetrapod LH.

Analysis of sea bass genomic DNA indicated that the sea bass genome contained a
single copy for the a, FSHP, and LHP subunits. Digestion of genomic DNA samples with
restriction enzymes and further hybridization with «, FSHB, and LHB ¢cDNA probes,
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showed only one restriction fragment for each subunit. The indication that the sea bass
gonadotropin subunits are encoded by single genes is also supported by Northern blot
analysis, which showed the existence of single mRNA transcripts for a, FSHB, and LHB
in the pituitary. In each case, the calculated transcript size of each subunit by Northern
blot was longer than the size calculated from the respective cloned cDNA sequences,
which could be attributed to the length of the poly(A)" tail (Gen et al., 2000). Altogether,
these results indicate that the pituitary of sea bass express single copies of the a, FSH,
and LHP subunits, which are encoded by single genes. This is in agreement with other
works on teleost fish (Gen et al., 2000; Hassin et al., 1995) and higher vertebrates (Fiddes
and Goodman, 1981), which reported single genes for each GTH subunit. On another
hand, it has been reported in several tetraploid fish species, such as some Chondostreans,
Salmonids, and Cyprinids, that gonadotropin subunits might be encoded by two genes, in
these species (Gen et al., 1993; Huang et al., 1992; Quérat et al., 2000; Sekine et al.,
1989; Yoshiura et al., 1997).

The analysis of gonadotropin gene expression in the pituitary of male sea bass
during the reproductive cycle showed that all three gonadotropin subunits increased in
parallel during spermatogenesis, following the profile of the GSI increase. This suggests
that all three subunits are required for the regulation of the processes of gametogenesis
and gonadal maturation. The expression profile of the FSHP subunit showed its poor
expression at the initiation of spermatogenesis, but mRNA levels increased continuously
with the progression of gonadal growth and reached maximum levels at the initiation of
the spermiation period. This profile of FSHP expression is similar to that described for
other teleost fish, such as the Perciform Pagrus major (Gen et al., 2000) or the
Pleuronectiform Paralichthys olivaceus (Kajimura et al., 2001), in which FSHf mRNA
levels in the pituitary increase in correlation with the increment of the GSI, attaining
maximum expression at the end of spermatogenesis. Available information in fish has
suggested that the secretion of FSH from the pituitary would be a main regulator of the
initiation and maintenance of spermatogenesis, mainly through stimulation of steroid

synthesis in the testes (Borg, 1994; Melamed ef al., 1998). Previous works in male sea
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bass, have shown that plasma profiles of the main androgens, testosterone and 11- |
ketotestosterone, correlates with gonadal growth, with low plasma concentratioﬁé at the
beginning of spermatogenesis that increase during gametogenesis, to reach their peak
levels with the initiation of the spawning period and declining thereafter (Prat et al.,
1990). These steroid secretion patterns would correlate with the observed profile of
pituitary FSHP gene expression. It remains unknown if, in sea bass, the pattern of
pituitary FSHP expression is correlated with secretion of FSH from the pituitary, because
of the unavailability of FSH immunoassays for sea bass or other Perciphorm fish.
Nevertheless, it has been shown in salmonid species, that increment of pituitary FSHP
mRNA during spermatogenesis is correlated with secretion and elevation of plasma levels
of FSH (Dickey and Swanson, 2000).

The peak levels of FSHB mRNA were attained at the beginning of spermiation, but
they remained high during all the period of spermiation, declining to undetectable levels
only after.spermiation. Active transcription of the FSHp subunit during spermiation has
been described in other perciform fishes, such as the red seabream (Gen et al., 2000) and
the goldfish (Yoshiura et al., 1997). These results suggest that, at least in these species,
the FSH hormone would also be important in the regulation of gamete final maturation
and spermiation. Slightly different would be the situation in other fishes, i.e., Salmonids,
in which pituitary FSHP expression is clearly predominant at spermatogenesis, during the
early stages of gonadal development, declining during the period of spawning (Gémez et
al., 1999). 1t is also possible that active transcription of FSHP during the spermiation
period might indicate the parallel maintenance of spermatogenesis in several batches of
gametes present in the testes. In fact, the sea bass is a group-synchronous spawner and
presents a rather long spawning season, in which females produce 2—4 individual spawns
during the 1-2 months spawning period and males are actively spermiating during 3-5
months, with successive batches of spermatogenic growth and spermiation (Carrillo et al.,
1995). In the testes of male sea bass, groups of immature spermatozoa remain together
with maturing or mature gametes and spermatogenesis occurs in the spawning season

simultaneously with spermiation (Fig. 7C).
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The expression levels of the LHB subunit follow a similar profile than those of the
FSHP subunit, suggesting that, at least in sea bass, both the FSH and LH hormones are
actively involved in the regulation of all processes of the reproductive cycle. The
availability of LH immunoassays (Maiianés et al., 2002) allowed to follow changes in LH
protein levels and showed that accumulation of LH in the pituitary increase in parallel
with the GSI and pituitary gene expression of the a and LHp subunits. Both LH. protein
and LHP mRNA levels increase gradually along spermatogenesis and show maximum
levels during the period of full-spermiation. Similar results on LH gene expression and
protein synthesis have been reported for other fish, such as rainbow trout (Gémez et al.,
1999), goldfish (Sohn ez al., 1999), tilapia (Melamed et al., 2000), and striped bass
(Hassin et al., 1998), which reported that LH synthesis and release increase during
gametogenesis and is maximum during late gametogenesis and spawning. All these works
support the known role of LH as a main regulator of final gonadal maturation and
ovulation/ spermiation (Swanson, 1991).

The gene expression of the a subunit follows similar changes than those of the FSHB
and LH] subunits, increasing during gametogenesis to peak levels at full spermiation.

Although the expression of the o subunit gene could also correspond to the
expression of the thyrotrophin hormone (TSH), which shares the common a subunit with
the GTHs, it is likely that these reproductive fluctuations corresponded to the parallel
expression of the GTHP subunits. Previous studies, using in situ hybridization techniques,
have shown that during the reproductive cycle of rainbow trout, increments of a subunit
mRNA levels are correlated with active transcription of the a subunit gene in the
gonadotropic cells of the pituitary (Naito et al., 1991). Nevertheless, we cannot rule out
the possibility that thyrotrophs contribute to the observed increases in subunit mRNA
levels. In fact, significant levels of o subunit mRNA were detected before
spermatogenesis and after spawning, at a time when no GTHp expression was detectable.

In conclusion, this study demonstrated the existence in sea bass of two
gonadotropins, FSH and LH, through the molecular cloning and sequence analysis of
their three subunits, a, FSHp, and LHB. Studying changes in gene expression of the
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gonadotropin subunits, we observed active transcription of all three subunits during the

entire reproductive period of male sea bass and similar profiles for both p éﬁbunits,
increasing during gametogenesis to maximal expression during the long period of active
spermiation. Sequence analysis and phylogenetic studies of the sea bass GTH subunits,
together with preliminary physiological data, supports the homology between fish and
higher vertebrate gonadotropins.
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Sequence identity between sea bass gonadotropin subunits and other fish subunits, at the nucleic acd and amino acid level

0 Piniformes
M. saxatilis
P. majar
Acmtltopagrux latus
S. airala
Trkhogasier trichopicrus

Ortochromis massanéleus

0. Pkuroneciiformes
Hijpogbssus hippoglossus

P. Aivaceus

0. Ctprinodmlifornes
Ftuihtlus heteroclilus

0. Crprinformes
Carassius auratus
Ctatopharyngodon itkiius
Cytrimts carpio

Mfopharyngodon pi ceas

0. Sistriformes
Iculunts punctalus

Cluios gariepuius

0. Citpeifonnes

Clwea Itarengas

0. Sdnumiformes
Coiegonus autumnalis
On orhynchus keta
Omorhyndnis masou
Oicor/iynditis mykiss
Onvrhynduis tsclian vischa

Saino salar

0. Aignillformes
An'.uilla anguilla
Anptilla japonica
Coiger myriaster

0. Adpenserformes

A. meri

C. Eltsmobranches

Scfiorhinus canicula

D. ahrax i
D. abrax FSHp

N'(BI database accession number of the sequences is given on the right columns.

Nucleotide
i FSHP LHP
96 95 97
91 80 83
88 — 85
88 81 84
80 82
81 72 -
82 81 7!
83 79 76
78 64 75
67/6? 58 65
55 — 61
62/52 55 52
- 57 57
52 57 59
50 - 53
- - 58
— 56 63
66 54 58
66/67 56 67
56 57 60
54 , 60
- 56 76
52 - 62
— 49 56
- 54 56
47 41 50
51 38 51
40 32
42

Amino acid

i
100
96
91
90

84

81
79

73

64/66
66
66/66

62
65

62
59/62
62
62

59

60

49

FSHP LHP
98 98
70 90
— 90
76 90
7 89
53 .
66 85
75 82
>6 /)
) 68
- 67
43 66
40 66
46 63
. 63
. 64
40 64
40 66
40 65
40 65
— 63
39 69
— 60
) 60
44 58
35 51
k7) 46
16 15
27

NCBI Accesion No

i
MOZGONAA
AB028211
AANGONA
AF300425

AF303087

AHA417770
AF268692

FHii 12923

D86551/D86552
C1GONADA
CYIGTHALI'-AII

AFI12190
CGGPHA

E01776
$69273/-274
AB050834
S77059

AAGHA

ABA310342

SCA 310343

FSHP

MOZGONAIB
AB028212

Elizur et al., 1996

AFI 57630
AF289174

AHA417768
AF268693

FUNGTHI

D88023

AB003583
AF319961

AFI 12191

CGOGTRPNI
ONHGTHI1B
S69275
AB050835

AFI46152

ABO16169
\B045157

AST251658

SCA310344

LHp

MOZGONAIIB
AB028213
A.ANGBS
Qizuret al.. 1996
AF157631

AHA417769
AF268694

FUNGTHII

D88024
CTGONADB
X59889
AF319960

AFT 12192
CGGTHBETA

CT1GTHIIB

CGOGTPNI1I
ONHGTHI1B
$69276
AB050836
OTGTHBR

AF 146151

AAGOIIB
AY082379
AB045158

AST251656

SCA310345
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Table 2
Amino acid idemity between sea bass gonadotropin subunits and those
of representatives from higher vertebrates

Sea bass

a FSHp LHp
a
Mammals 61 12 16
Birds 58 1 14
Reptiles 58 13 14
Amphibians 52 16 18
FSHp
Mammals 12 35 26
Birds 16 37 37
Reptiles 19 35 37
Amphibians 16 36 41
LHP
Mammals 13 26 40
Birds 13 30 46
Reptiles 20 30 53
Amphibians 19 30 51

NCBI acccssion number of the sequences are: mammals (Rairui
norvegicus) a RATPGHA, FSHp RATFSHBS, LHp NM _012858:
hirds (Coturnix: japénica) a S70833, FSHP AB086952, LHp S70834:
reptiles (Chinemys reevesii) a AB085199. FSHp ABO08520I, LH
AB085202; amphibians (Xenapus taevi) a XELTSHA, FSHP (Biiffo
j'apanina) AB085668. LHP (Bnffo japonicas) AB085666.
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Fig. 1.

Nucleotide and deduced amino acid sequences ofthe sea bass gonadotropin a subunit. The first
amino acid of the putative mature peptide is underlined and numbered as -1 and amino acids
of'the signal peptide are given negative numbers. Putative N-linked glycosylation sites, atAsn
residues 55 and 80, are shown in bold. Ten highly conserved Cys residues arelocalized at
positions 11-14-31-34-35-62-63-84-86-89. A putative polyadenylation signal ATTAAA was
recognized 29 bp upstream from the poly(A) tail. This sequence has been deposited in the
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ctttctctcaaca: :ggtaacsgctgcaaccacg

GCT
Ais

GAT
Asp

TGC
Cys

TAT
Tyr

CTC
LCu

CAC
Glu

GCC
Ala

TGC
Cys

GTA
Val

VCT
Ser

ACA
Thr

CAG
Gln

AAG
Lys
ke

Al*

GGC
Gly

CAP
Tyr

ero
Leu

TAC
Tyr

CTG
Leu

TGC
cys

CCC
Ala

ACA
I'nz

ATA
lie

TTT
2he

TCT
Ser

CCC
Pro

AGA
Arg

ATG
Met

ATC
McL

TCC
Cys

ARG
Lys

CAT
His

GTT
val

AGC
Ser

ARG
Lys

GGC
Gly

AAG
LyS

TGT
Cys

GTG
Val

AAG
Lys

Crr
Leu

ATO
Ket

AAC
Asn

TCC
cys

ACC
Thr

GTC
Val

CGA
Arg

ATA
lie

CTO CTG TCC
Iev: Leu Se”

GAC
Asp

AGT
Ser

TGC
Cys

ATG
Met

CCA
Ala

AAC
Aan

T1iA CCA

Leu

GTT
val

CTC
Phe

ACG
Thr

AAG
Lys

CAC
His

Ser

TTC
Phe

TCC
Ser

ATC
lio
CAC
His

ACA
Thr

ATG
Met

TTT
Phe

AAC
Asn

TCC
Ser

ACA
Arg

CCG
Pro

AGC
Ser

GAC
Asp

GGC
Cly

AIT
tle

ATO

AGG
Aro

GCC
Ala

AAC
Lys

TAC
Tyr

TGC
Cys

TCA
Ser

Crr
Leu

GGC
Gly

GAT
ASP

TAC
Tyr

AAC
Asn

GAG
Glu

CAC
His

GTIG
Val

TAC
Tyr

TGT
Cys

CGT
Arg

CCA
Pro

ATC
lio

ACA

TGC
Cys

AAA TCA
Lys Ser

GTA GTT
val Val

GAG GAG
Glu Glu

CCG GTC
Pro val

AC? CCT
Thr Pro

ACC TCC
Thr Ser

CAC GTC
Glu Val

AGC ACC
Ser Thr

CGA cagatgggaaetggagaccattctgcagccc
stop

51
-18

96
-3

141
13

186
28

221
43

276
58

221
73

266
88

418
95

tcagcttagcain.caaattgtgcttcttttaciwatgcatgagctcttctettr.taaaatg477
taecctcttgtgt.tgccagataatattctt.gtagcaattctgtgtczgtgatgtgtaat 522
tagectacattctggcattgatagagatgtgrgattaattgtagarrgaaaagcaatta 595
aaacgtgcacccagatgttgcactttcatg (polyA)

GenBank nucleotide database, under Accession No. AF260157.
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1 gt.tc.agagal.tgacagaagaagcaaggr.t:caaugcaacagcagagat.cgatagtacgt. 58
59 gtctgtgctgcacccagcagagg ATG CAG CTA GTT GTC ATG GTA GCA GTG 108
-15 Met Gln Leu Val Vval Val Ala val -7

109 CTG GCA CTG GCG CGG GCG GGG CAG GGC TGC AGC TTC GGC TGT CAT 153
-S Leu Ala Leu Ala Arg Ala Gly Gln Gly Cys Gly Cys Ser Phe His 9

154 cecc ACC AAC ATC AGC ATC CAA GTG GAG AGT TGT GGC C'IC ACC GAG 198
10 Pro Thr Asm He Ser He Gln Val Glu Ser Cys Gly Leu Thr Glu 24

199 G"C A7C TAC ACC ACC ATA TGT GAA X-A CAG TGC TAC CAC GAG GAT 243
25 val lie Tyr Thr Thr He Cys GlU Gly Gln Cys Tyr [lis Glu Asp 39

244 C~G GTC TAC ere AGC CAC TAT GAG AGC CCT GAA CAG AGA ATC TGT 288
40 L«U val Tyr Leu Ser HIS Tyr Glu Arg Pro Glu Gln Arg lie CYs 54

289 AAC CGA GAC TGG TCC TAT GAG GTG AAA CAC ATT AAA GGT TGT CCA 333
55 Asn Gly ACP Trp Ser Tyr Glu val Lys HiS lie Lys Gly Cys Pro 69

234 GTG GGC GTC ACC TAC CCT GTG GCC AGA AAC TGC GAG TGT ACC ACT 378
70 Val Gly val Thr Tyr ?ro Val Ala Arg Asn Cys GL'U cys Thr Thr 84

379 TCT AAC ACA CAA AAC ACA CAC TCC CCC CCC TCT CCT CCA GAC ATA 422
85 Cys Asn Thr Glu Asn Thr Asp Cys C-ly Arg Phe Pro Gly Asp lie 99

424 CCC AGC TGT CTG TCC ™P TAA agaaaec [gtcalctatcctacaltagi.lal 475
100 Pro Sur Cys Leu Ser Phe sLop 106

476 tatgctgtigtcacitgacttggiactaasataaacaggzatcactt (polyA) 521

Fig. 2.

Nucleotide and deduced amino acid sequences of the sea bass FSHp subunit. The first amino
acid of the putative mature peptide is underlined and numbered as +:, while amino acids ofthe
signal peptide are given negative numbers. A putative N-linked glycosylation site, at Asn
residue 12, is shown in bold. Twelve highly conserved Cys residues are localized at positions
4-6-20-31-35-54-68-80-82-85-92-102. A putative polyadenylation signal AATAAA was
recognized 13 bp upstream ffom the poly(A) tail. This sequence has been deposited in the
GenBank nucleotide database, under Accession No. AF543314.
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1 ccagagaggatg ATG CCT GTG CAC GCC AGC AGA CTG ATG TIC cCcCC 45
-32 Met Ala Val Gln Ala Ser Arg Val Met Phe Pro -22

46 TTG GTG TTG AGT %" TtT CTG GGA GCcC ACA TCT TCC ATT EIGS CCC 90
-21 Leu Val Leu Ser Leu Phe Leu Gly Ala Thr Ser Ser lie Trp Pro -7

91 CTG GCC ACT GCA GAG GCC TTC CAG CIG CCG CCC TGC CAG CTC ATC 135
-6 Leu Ala Thr Ala Glu Ala Gln Leu Pro Pro Cys Gln Leu lie 9

136 AAC C.AG ACA GTG TCT CTA GAA AAG GAG GGT TGT CCC AAG TGT CAC 180
10 Asn Gln Thr val Ser Leu Glu Lys Glu Gly Cys Pro Lys Cys His 24

181 CCA CTG GAA ACA ACA ATC TGT ACT GGT CAC TGC ATC ACT AAG GAC 225
25 Pro Val Glu Thr Thr He Cys Ser Gly HiS Cys lie Thr Lys Asp 39

226 CCT CTC ATT AAC ATA CCA TTC ACC AAT GTT TAT CAG CAT GTG TGC 270
40 Pro Val lie Lys lie Pro Phe Ser Asn Val Tyr Gln His Val Cys 54

271 ACG TAC CGG AAC TCA CAC TAC AAG ACA TIT GaG CTT CCT GAC TGT 315
55 Thr Tyr Arg Asn Ser His Tyr Lys Thr Phe Glu Leu Pro Asp Cys 69

315 CCA CCT GGT GTG GAC CCA ACC GTC ACC TAC CCC GTG GCT CAG AGC 360
70 Pro Pro Gly Val ASP Pro Thr Val Thr Tyr Pro Val Ala Gln Ser 84

361 TGC CAC TGC GGC CGC TGT CCC ATG GAC ACG TCT GAC TGT ACC TTC 405
85 Cys His ¢ys Gly Arg cys Ala Met. Asp Thr Ser Asp Cys Thr Phe 99

405 CAC ACC CTC CAC CCC AAC TTC TCC ATC AAT CAC ATA CCT TTC TAC 450
100 Glu Ser Leu Gln Pro Asn Phe Cys Met Asn Asp lie Pro Phe Tyr 114

451 TAC TAC tctcaatagcagcacgaagcacatgctaaactgtgcttaccttcagecatca 507
115 Tyr stop 116

SOS actgttgtaaggattgtcacatttaccactgcaaaaaaatctcttttgtttctattrct S6S
567 ctgtgcaaataaaatacccacattgtpolyA} 591

Fig. 3.

Nucleotide and deduced amino acid sequences of the sea bass LH(3 subunit. The first amino
acid of'the putative mature peptide is underlined and numbered as +:, while amino acids ofthe
signal peptide are given negative numbers. A putative N-linked glycosylation, at Asn residue
10, is shown in bold. Twelve highly conserved Cys residues are localized at positions 6-20-23-
31-35-54-69-85-87-90-97-107. A putative polyadenylation signal AATAAA was recognized
13 bp upstream from the poly(A) tail. This sequence has been deposited in the GenBank
nucleotide database, under Accession No. AF543315.
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Fig. 5.

Phylogenetic trees (50% majority rule cladograms) of fish gonadotropin [3 subunit nucleotide
sequences, inferred from Neighbour-joining (distance) or full heuristic search (parsimony)
methods. The thyrotropin P subunit sequence from Acipenser baeri was used as the outgroup.
Bootstrap valtes (in %) from 1000 replicates are indicated for each node.



Articulo 1

a FSHB LH8

23.13

Fig. 6 .

(A) Southern blot analysis of sea bass genomic DNA, prepared from blood of male fish.
Parallel DNA samples (1.7 pg each) were digested with the restriction enzymes Pstl (a),
BamHI (b) or HindIIl (¢) and electrophoresed on 0.8% agarose gels. Position of DNA
molecular markers is given on the left in kbp. (B) Northern blot analysis of sea bass total RNA,
prepared from pituitary (p) or liver (1). The RNA samples (13 pg per well) were fractionated
on denaturing 1.5% agarose gels. After electrophoresis, nucleic acids were transferred to nylon
membranes and hybridized with [a-j2P]dCTP-labeled a, FSHP, and LHP cDNA probes.
Position of RNA molecular markers is given on the left in kb.

94



Articulo 1

Fig. 7.

Testicular sections corresponding to the four representative periods of gonadal development
during the reproductive cycle of male sea bass. (A) Early spermatogenesis, lobules contain
spermatogonia A (sgA), cysts with other types of spermatogonia (arrows), few cysts with
primary spermatocytes (sel), and mitotic figures (stars); (B) full-spermatogenesis, lobules
contain cysts with primary (sel) and secondary (sc2) spermatocytes, and spermatids (sm); (C)
full-spermiation, lobules contain all stages of spermatogenesis, but spermatozoa (sz) are
predominant; (D) post-spermiation stage or regressed testes, showing abundant necrotic tissue
with picnotic nucleus (arrows) and residual sperm (rsz). Bars, 20 jim.
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Fig. 8.

Changes in the gonadosomatic index (GSI) and the concentraron of LH in the pituitary, during
the reproductive period of male sea bass. Samples were taken at five critical developmental
stages: early spermatogenesis (October 13th), full-spermatogenesis (November 12th),
beginning of spermiation (December 28th), full-spermiation (February 5th), and post-
spermiation (April 18th). Data are means=SEM (n=l).
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Fig. 9.

Changes in a, FSHp, and LHP mRNA levels in the pituitary, during the reproductive period of
male sea bass. Samples were taken at five critical developmental stages: early spermatogenesis
(October 13th), full-spermatogenesis (November 12th), beginning of spermiation (December
28th), ftill-spermiation (February 5th), and post-spermiation (April 18th). Data are
meanstSEM («=7). Photographs correspond to the dot-blotted X-ray films, containing the
standard curve for each subunit (s; ranging fforn 0.78 to 12.5 pg per well, except for FSHp
which goes up to 6.25), the negative Controls (c; loaded with 5 pg per well of brain and liver
RNA), and the individual RNA samples (1-Oct, 2-Nov, 3-Dec, 4-Feb, and 5-Apr).
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Abstract

This study describes the purification of luteinizing hormone (LH) from pituitaries of
sea bass (Dicentrarchus labrax), by ethanol extraction and a three-step chromatographic
protocol, including gel filtration on Superdex-G100, ion-exchange on DEAE-Sepharose
and gel filtration on Superdex-75. The LH subunits, o and {3, were further isolated by
rpHPLC. On SDS-PAGE, the estimated molecular weight for LH was 31 kD and for the
LH-o and LH-B subunits were 12 and 22 kD, respectively. A competitive enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) was developed, using specific antibodies for sea bass LH-
f3 subunit. The ELISA had a sensitivity of around 0.65 ng/ml (Bi/Bo 80%) and intra- and
inter-assay coefficients of variation of 11.7% (n=8) and 11% (n=10), respectively. In the
ELISA, the LH standard displaced parallel to sea bass plasma and pituitary samples, as
well as to pituitary extracts of other perciform fishes. Treatment of mature female sea
bass with GnRHa ([D-Ala6, Pro9-Net]-LHRH) increased plasma LH levels from
undetectable values to around 30 ng/ml at 1.5 hr after injection, depending on the GnRHa
dose and was maintained high for 24 hr. In conclusion, the developed ELISA is a
sensitive and accurate immunoassay, suitable for LH measurements in biological samples

of sea bass and related fish species.

Keywords: Reproduction, luteinizing hormone, purification, immunoassay, ELISA,
GnRHa, sea bass, fish.
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Purificacién de la hormona luteinizante (LH) de la lubina (Dicentrarchus labrax) y

desarrolle de un inmunoensayo especifico (ELISA)
Resumen

En este trabajo se describe la purificacion de la hormona luteinizante (LH) a partir
de pitvitarias de lubina (Dicentrarchus labrax), mediante extraccién con etanol,
cromatografia de exclusion molecular en Superdex-G100, cromatografia de intercambio
iénico en DEAE-Sepharose y cromatografia de exclusién molecular en Superdex-75. Las
subunidades de la LH, a y B, se aislaron mediante rpHPLC. Por SDS-PAGE, se estimé

"que el peso molecular de la LH era de 31 kD, y que el de las subunidades LH-a y LH-3
era de 12 y 22 kD, respectivamente. Se desarrollé un inmunoensayo de tipo ELISA,
usando anticuerpos especificos contra la subunidad LH-$ de la lubina. El ELISA obtuvo
una sensibilidad de alrededor de 0.65 ng/ml (Bi/Bo 80%) y unos coeficientes de variacion
de intra e interensayo del 11.7% (n=8) y 11% (n=10), respectivamente. En el ELISA, se
obtuvieron curvas de desplazamiento paralelas entre la LH y muestras de plasma y
pituitaria de lubina, asi como con extractos hipofisiarios de otras especies de perciformes.
El tratamiento de lubinas hembras maduras con varias dosis de GnRHa ([D-Alaé, Pro9-
Net]-LHRH) increment6 los niveles plasmaticos de la LH desde niveles indetectables
hasta alrededor de 30 ng/ml 1.5 hr después de la inyeccidn, estos niveles se mantuvieron
altos durante 24 hr. En conclusion, el ELISA es un inmunoensayo sensible y preciso,
apropiado para cuantificar la LH en muestras bioldgicas de la lubina y de otras especies

de peces relacionadas.
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Introduction

The European sea bass is one of the most important aquaculture species in Europe
and also an important research model for studies on fish endocrinology. Reproduction of
sea bass occurs once a year at the wintertime. Females present a group-synchronous type
of ovary and they are multiple batch spawners, with 3-4 successive depositions of eggs
during the 2-3 months spawning period. In captivity, sea bass reproduces spontaneously,
but its reproduction still presents serious problems, such as unpredictability of spawns,
desynchronization of the broodstock and diminished quantity and quality of the eggs
(Carrillo et al., 1995). These problems are general in most farmed fish. The development
of adequate hormonal techniques for the control of reproduction is critical to reduce these
reproductive dysfunctions, but they require a comprehensive knowledge of the
reproductive biology of the species. In the sea bass, a good deal of information have been
obtained in the last years on its reproductive endocrinology, which has been possible
because of the development of specific immunoassays for critical proteins and hormones,
such as vitellogenin (Maifiands et al., 1994), sexual steroids (Prat et al., 1990), thyroid
hormones (Cerda-Reverter et al., 1996) and GnRHs (Rodriguez ez al., 2000).

The gonadotropins (GTHs), luteinizing hormone (LH) and follicle-stimulating
hormone (FSH), are the key hormones in the control of reproduction in vertebrates. The
GTHs, synthesized in the pituitary, are heterodimeric glycoproteins, constituted by a
common o subunit non-covalently bound to a hormone specific B subunit (Pierce and
Parsons, 1981; Lapthorn et al. 1994). The bioactive dimmer is synthesized and secreted
by the pituitary and regulate all processes of reproduction, with the FSH controlling first
stages of gametogenesis and LH regulating final gonadal maturation and
ovulation/spermiation (G6émez, 1999). The release of GTHs, mainly that of LH, is |
regulated from the brain by the neuropeptide gonadotropin-releasing hormone (GnRH).
At final stages of the reproductive cycle, the GnRH acts into the pituitary to stimulate the
synthesis and secretion of LH and thus, the cascade of hormonal events that promotes

final gonadal maturation, ovulation/spermiation and spawning (Breton et al., 1993).
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Native GnRHs or synthetic analogues (GnRHa) have been widely used in all vertebrates
for the treatment of several reproductive dysfunctions and in fertility trials.'I'n fish
aquaculture, GnRHa treatment is used to induce spawning, with variable success
depending on the species (Zohar and Myionas, 2001). The development of efficient
GnRHa-based spawning induction therapies depends on our ability to measure the LH
releasing potency of these treatments. The availability of an LH immunoassay is also an
important tool to follow hormonal profiles during the reproductive cycle of a given
species, which give us information on the reproductive performance of the broodstock
and on the critical periods sensitive for exogenous hormonal treatments.

The species specificity of the GTHs requires the development of specific antibodies
for each species under study, or for closely related species. In the last decades,
radioimmunoassays (RIAs) or enzyme-linked immunosorbent assays (ELISAs) for LH
have been developed for several fish species. Both types of immunoassays have similar
characteristics of sensitivity and accuracy, but ELISAs have the advantage of using
enzyme-labeled tracers instead of radioactive tracers, thus avoiding the use of
radioactivity on the assay (Engvall, 1980). ,

The objective of the present study was to purify the LH in the sea bass, produce
specific antibodies and develop an ELISA for measuring LH levels in sea bass and related
species. The immunoassay was tested to analyze the LH releasing potency of a GnRHa

used for spawning induction trials in sea bass.
Material and methods

Purification of LH

Four hundred pituitaries (2.6 g wet weight) were collected from sexually mature
male and female sea bass, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C until
use. Pituitaries were homogenized in 10% ammonium acetate, pH 7.2, 1| mM PMSF, on

ice, using a mechanically driven glass Teflon homogenizer. The homogenate was stirred
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for 1 h at 4°C and centrifuged (5,000g for 45 min at 4°C) to eliminate debris. The
supernatant was adjusted to 40% ethanol, 1 mM PMSF, by slow addition of ice-cold
ethanol and stirred overnight at 4°C to solubilize glycoproteins. After centrifugation
(15,000g for 20 min at 4°C), the supernatant was adjusted to 85% ethanol, 1 mM PMSF,
by slow addition of ice-cold ethanol and kept at 4°C overnight without stirring, for
precipitation of glycoproteins. The precipitate was centrifuged (20,000g for 30 min at
4°C), supernatant discarded and the pellet air-dried to eliminate excess of ethanol. Prior to
gel filtration, the moist pellet was dissolved in 50 mM ammonium bicarbonate, pH 7.8.

The ethanol extract was fractionated by gel filtration chromatography, on a 2.5 x
100 cm column of Superdex G100 Superfine (Pharmacia-LKB Biotechnology, NJ).
Sample was eluted with 50 mM ammonium bicarbonate, pH 7.8, at a flow rate of 0.5
ml/min. Fractions of 1 ml were collected every 2 min and the absorbance monitored at
280 nm. Fractions comprising each peak were pooled and lyophilized. Presence of
gonadotropins (GTHs) or their subunits was monitored by characteristic elution on SDS-
PAGE and reversed-phase high performance liquid chromatography (rpHPLC). The
presence of GTHs in the fractions of the subsequent chromatography steps was tested
using similar techniques.

The lyophilized fractions containing putative LH were dissolved in 50 mM
ammonium bicarbonate, pH 7.8 and subjected to ion-exchange chromatography (IEC) on
a 1x5 cm column of DEAE-Sepharose CL-6B (Pharmacia-LKB). Unabsorbed proteins
were eluted with the same buffer. Adsorbed proteins were eluted with a stepwise gradient
of 100, 200, 500 and 1000 mM ammonium bicarbonate, pH 7.8, at a flow rate of 20 ml/h.
Fractions of 3 ml were collected every 9 min. Fractions comprising each peak were
pooled, lyophilized and tested for the presence of GTHs and their subunits.

The peak containing putative LH was subjected to gel filtration chromatography, on
a 1.6 x 60 cm column of Superdex 75 Hiload (Pharmacia-LKB), at a flow rate of 12

ml/hr. The sample was dissolved and eluted with 150 mM ammonium bicarbonate, pH

7.8. Fractions of 4 ml were collected every 20 min and the absorbance monitored at 280

nm. Fractions comprising protein peaks were pooled and lyophilized. The presence and
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identity of LH and its subunits was determined by rpHPLC, SDS-PAGE and N-terminal

amino acid sequencing.
Isolation and analysis of LH subunits

The LH subunits were isolated by rpHPLC, on a C18 TSK gel ODS-120T column
(0.46 x 25 cm; 5 um particle size. Tosoh, Japan) using a binary pump HPLC system
(Konik Inc., FL). Samples were eluted with a linear gradient of 20-50% acetonitrile, 0.1%
trifluoroacetic acid (TFA), for 60 min at a column temperature of 40°C and a flow rate of
1 ml/min. Protein peaks from the rpHPLC were analyzed by SDS-PAGE, MALDI-TOF
mass spectrometry and N-terminal amino acid sequencing. '

MALDI-TOF mass spectrometry was performed at the National Center of
Biotechnology (C.S.I.C., Madrid, Spain). For analysis, lyophilized samples of purified
subunits were dissolved in 10 pl of 50% aqueous acetonitrile, 0.1% TFA, at a
concentration of 10 pmol/ul and mixed to an equal volume of saturated trans-3,5-
dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid in 30% aqueous acetonitrile and 0.1% TFA. The
sample (0.5 pl of the mixture) was deposited on a stainless steel probe tip, allowed to dry
at room temperature for 5 min and measured on a Bruker Reflex Il MALDI-TOF mass
spectrometer (Bremen, Germany).

N-terminal amino acid sequence analysis of the LH subunits was performed at the
National Center of Biotechnology (C.S.I.C., Madrid, Spain), using a Precise Protein
Sequencing System Sequenator (model 494, Applied Biosystems, CA). The obtained
sequences were compared to similar sequences on the BLAST-2 service protein database,
at the web site http://www.bork.embl-heidelberg.de /Blast2.

Electrophoresis was performed on 5% stacking and 15% separating SDS-
polyacrylamide slab gels (80x50x0.75 mm), under non-reducing conditions and proteins
visualized after silver staining. Molecular weights were calculated from the SDS-PAGE

gels using low molecular weight standards (BioRad, CA).
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Preparation of LHP subunit antibodies (AbLHp)

Purified LHB subunit was used for immunization of two rabbits. Lyophilized LHB
was resuspended in 0.9% NaCl at a concentration of 0.1ug/ml and stored aliquoted at —
80°C. For the first injection, each rabbit received 1 ml of an emulsion prepared with equal
volumes of LHP solution (50 pug of LHB in 0.9% NaCl) and Complete Freund's
Adjuvant, given at several points under the dorsal skin. Five subsequent injections, each
of 50 ug of LHP dissolved in Incomplete Freund’s Adyuvant, were given intranodally
every 4 weeks, until no increase in the antibody titer was detected. The titer of the
antibody was tested by ELISA, on 96-well plates (high-binding, Costar Corporation,
MA), by incubating LH coated wells with serial dilutions of immune serum and further
development with HRP-labeled goat-anti-rabbit antibodies. At the end of the
immunization procedure, rabbits were bled, serum separated by centrifugation (2,000g,
20 min, 4°C) and stored at —20°C.

Development and validation of the LH ELISA

A competitive ELISA was developed, based on the protocol described for sea bass
vitellogenin ELISA (Maifianos et al., 1994) and striped bass LH ELISA (Mafianés et al.,
- 1997). The ELISA procedure is as follows:

1. Coating the wells of the microplates (overnight at 4°C) with 100 pl/well of a 10
ng/ml sea bass LHP solution, prepared in 50 mM carbonate buffer, pH 9.6. Three wells
per plate were coated with the same concentration of bovine serum albumin (BSA), to
determine non-specific binding (NSB). After coating, wells were washed (3x1 min) with
PBST buffer (10 mM phosphate buffer, pH 7.2, containing 0.9% NaCl and 0.05% Tween-
20).

2. Saturation the wells (30 min at 37°C) with 200 pl/well of assay buffer (PBST
buffer, containing 2% normal goat serum). Washing (3x1 min) with PBST buffer.
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3. Incubation with specific antibodies (AbLHP) and samples. Before distribution i
into the wells, standard and unknown samples were first preincubated with the AbLHP3
(final dilution 1/80,000) in tubes (overnight at 4°C). The standard curve ranged from 0.2.
to 26 ng/ml. All samples were diluted in assay buffer. After preincubation, samples and
standards were dispensed in duplicates (100 pl/well) into the coated wells and incubated
for 90 min at 37°C. The NSB wells and five LHP coated wells (maximum binding, Bo)
received only AbLH solution. After incubation, wells were washed (3x1 min) with
PBST buffer.

4. Incubation with secondary antibodies. Bound antigen-antibody complexes were
detected by incubation (100 pl/well, 30 min at 37°C) with HRP-labeled goat anti-rabbit
IgG (GAR-HRP, affinity purified ETA grade, Biorad), diluted at 1/3,000 in assay buffer.
After incubation, wells were washed (3x1 min) with PBST buffer.

5. Color development was performed by addition of 100 pl/well of TMB peroxidase
substrate solution (BioRad). The reaction (complete darkness at rooxh temperature) was
stopped after 20 min by addition of 100 pl/well of 1 N H,SO,. Absorbances were read
after 5 min at 450 nm, using an automatic microplate reader (BioRad).

For validation of the assay, plasma and pituitary samples of sea bass were used.
Plasma was obtained by centrifugation (2,500g for 20 min at 4°C), from blood collected
on heparinized tubes. Pituitaries were collected from anesthetized fish (300 ppm of 2-
phenoxiethanol), homogenized in 0.5 ml of 10 mM phosphate buffer, pH 7.2, 0.9% NaCl,
on ice and centrifuged (2,500g for 30 min at 4°C) to eliminate debris. Displacement
curves for plasma and pituitary samples were obtained by serial dilutions of the sample in
ELISA assay buffer and compared to the ELISA standard curve. Physiological validation
of the assay was performed, by measuring plasma LH levels in GnRHa-treated fish
(mature female sea bass, 4 years old, mean weight 0.8+0.25 Kg). Before treatment,
ovarian biopsies were taken from anaesthetized fish and twenty-four females containing
postvitellogenic follicles (~450 um diameter) were selected and divided into three

homogenous groups (n=6). Fish were injected intraperitoneally with 5, 25 or 50 pg/kg
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BW of GnRHa ([D-Ala6, Pro9 NEt]-mGnRH, Sigma) dissolved in 0.9% NaCl, whereas y
controls were injected with 0.9% NaCl. Plasma samples were obtained at 1.5, 3, 6, 12 and

24 h after treatment.
Statistics

All data are expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Differences
between means were tested by the analysis of variance (ANOVA) followed by the LSD
(Least Significant Differences) range test. Previously, the Kolmogorov-Smirnov test and
Bartlett’s test verified normality and homogeneity of variances, respectively. In all cases,
significance was accepted at p<0.05. For data calculations in the ELISA, sigmoid curves
were linearized using the logit transformation, where logit(B/Bo)=In(B-N/Bo-B), B
representing the binding of each point, Bo the maximum binding and N the non-specific
binding. Parallelism between displacement curves was tested by the analysis of

covariance. Linear regressions were tested by the method of least squares.
Results
Purification of sea bass LH and subunits

The LH was purified from pituitaries of mature male and female sea bass. Pituitary
glycoproteins were extracted with ethanol and LH purified by several chromatographic
steps (Fig. 1).

First, the pituitary ethanol extract was subjected to gel filtration chromatography on
Superdex G100, resulting on the elution of six major peaks (Fig. la). Fractions
comprising each peak were pooled and analyzed on SDS-PAGE and rpHPLC and showed
the presence of an LH-like protein on peak G4. Elution of peak G4 on SDS-PAGE, under
non-reducing conditions showed, together with other proteins, a major protein band of 31

kD, which dissociated in two minor bands of 12 and 22 kD under reducing conditions. On
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rpHPLC, peak G4 was resolved in several peaks, which corresponded to single proteins
as showed by SDS-PAGE analysis. The 12 kD and 22 kD proteins were detected on
peaks eluted at 40 min and 45 min. N-terminal sequencing of these two peaks indicated
that they corresponded to putative sea bass LH-o and LH-B, respectively. Free LH-o. and
LH-( subunits were also detected on fractions G5 and G6, which eluted close to peak G4,
while fractions G1, G2 and G3 contained other proteins.

Second, peak G4 was subjected to an ion-exchange chromatography (IEC), on a
DEAE-Sepharose column. Elution with a stepwise gradient of ammonium bicarbonate
buffer, pH 7.8, resolved the sample in five different peaks (Fig. 1b). By SDS-PAGE and
rpHPLC, putative LH was detected on fractions eluted with 500 mM ammonium
bicarbonate (peak IEC4), while free subunits were eluted at 200 mM ammonium
bicarbonate. Final purification of putative LH was achieved by gel filtration
chromatography on Superdex 75, from the IEC4 fraction containing putative LH (Fig.
Ic).

Isolation of LH a and P subunits was performed by rpHPLC (Fig. 2). Subunits were
mostly obtained from the IEC peak eluted at 200 mM ammonium bicarbonate, although
some amounts of free subunits were also obtained from other IEC peaks or after
dissociation of intact LH.

Identity and purity of the isolated sea bass LH and its subunits was tested by SDS-
PAGE, rpHPLC, MALDI-TOF mass spectrometry and N-terminal amino acid
sequencing. On SDS-PAGE, the intact LH preparation was resolved as a single protein
band (Fig. 2), with the expected molecular weight of an LH-like protein (around 30 kD).
On rpHPLC, under acidic conditions, the intact LH preparation was separated in two
peaks (Fig. 2) and each peak was resolved on SDS-PAGE as single protein bands, at
positions corresponding to the expected molecular weight of putative LH o and f
subunits, around 12 and 22 kD, respectively (Fig. 2). The N-terminal amino acid
sequencing of the rpHPLC peaks revealed single N-terminal residues for each peak,
indicating the purity of the preparation. The N-terminal sequence of the putative LH-a
preparation was Y-P-S-M-D-L-S-N-M-G and that of the putative LH- was F-Q-L-P-P-
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C-Q-L-I-C, which corresponded to the known amino acid sequences of sea bass LH
subunits deduced from their respective cDNAs (Mateos et al., 2003). Analysis of the LH
subunits by MALDI-TOF mass spectrometry, gave molecular weights of 12.395 kD for
LH-a and 15.134 kD for LHB, and potential formation of dimers, trimers and tetramers in

both cases.
Development and validation of the sea bass LH ELISA

A competitive ELISA was developed for LH measurements in pituitary and plasma
samples, using purified intact LH as standard, the LHP subunit for coating the 96-well
microplates and specific LHB subunit antibodies for detection. For the set-up of the
ELISA, dilution tests were carried out to determine appropriate dilutions of the antigen
(coating step) and the specific antibody (competition step), to get Bo absorbance values
around 1.0. Testing different conditions for the competition step, best results of sensitivity
and reproducibility were obtained for incubation times between 75 and 120 min at 37°C
(in the microplates), preceded by an overnight preincubation at 4°C. In the incubation
with the secondary antibodies (GAR-HRP), saturation of Bo absorbance was reached at
20 min and at concentrations not higher than 1:3,000. Time-course tests for step 5 showed
no increase in color development after 20 min. In the optimized conditions, the detection
limit of the standard curve was around 25 pg/well (Bi/Bo 85%) and half-maximum
displacement occurred at 80 pg/well (Bi/Bo 50%). A typical standard curve of the ELISA
is shown in figure 3, together with parallel displacements of pituitary and plasma dilution
curves. The precision of the assay was estimated by calculating the intra- and inter-assay
coefficients of variation (CV). The intra-assay CV, calculated by measuring replicates of }
the same sample within an assay, was estimated as 13.5 % (n=8) and 11.7 % (n=8), for
two pituitary samples containing high (Bi/Bo 35 + 1.6%) and low (Bi/Bo 55 £ 2.3%)
concentrations of LH, respectively. The inter-assay CV, calculated by measuring
replicates of the same sample in different assays (n=10), was estimated as 8.6%, 11.0% or
6.5%, when calculated at 28 + 0.8%, 51 £ 1.8% or 73 = 1.5% of binding (Bi/Bo), ‘«
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respectively. Linearization of the sigmoid dilution curve of sea bass pituitary extract,
showed parallel displacement with pituitary extracts from other fish species (Fig. 3b),
which allowed the use of the ELISA for LH measurements in these perciform fishes.
Physiological validation of the ELISA was done by measuring LH plasma levels in
mature female sea bass, treated with several doses of a GnRHa ([D-Ala6, Pro9NEt]-
LHRH). A single injection of 5, 25 or 50 ng/kg of GnRHa stimulated LH release at 1.5 h
post-injection, from undetectable levels to around 30 ng/m! (Fig. 4). In controls, LH
plasma levels were undetectable throughout the experiment. All doses of GnRHa
maintained elevated LH plasma levels during 24 h. High (50 pg/kg) and medium (25
pg/’kg) doses of GnRHa were equally potent in inducing LH release and were
significantly higher than plasma levels stimulated by the low GnRHa dose (5 pg/kg),
from 6 to 12 h post-injection. '

Discusion’

In this study, chromatographic procedures similar to those described for the isolation
of salmonid GTHs (Kawauchi ef al., 1989; Swanson et al., 1991) and striped bass LH
(Mafianés et al., 1997), have been used for the purification of LH in the sea bass.
Chemical methods demonstrated that this purification procedure yielded highly purified
preparations of intact LH and its o and B subunits. Molecular weight of the LH intact
hormone was determined by SDS-PAGE as 31 kD, similar to that of other teleost LHs,
which ranged from 27 to 39 kD, depending on the species (Swanson et al., 1991; Van Der
Kraak et al., 1992; Koide et al., 1993; Okada et al., 1994; Maiianoés et al., 1997; Weltzien
et al., 2003). The isolated LH a and B subunits were resolved by SDS-PAGE as single
bands, at positions corresponding to molecular weights of 12 kD and 22 kD, for the a. and
B subunits, respectively. These values are close to those reported m other fish species,
which ranged from 15 to 22 kD for LH-a and from 18 to 24 kD for LH$3 (Swa.néon etal.,
1991; Suzuki et al., 1988a; Van Der Kraak et al., 1992; Tanaka et al., 1993; Okada etal.,
1994, Mafiands et al., 1997; Weltzien et al., 2003). The molecular weight of the isolated
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sea bass LH subunits was accurately calculated by MALDI-TOF spectrophotometry,
which gave molecular weights of 12.4 kD for LH-a and 15.1 kD for LH-B. The
overestimated values obtained by SDS-PAGE were probably caused by interference of
carbohydrate residues in the mobility of the proteins on the SDS-PAGE gels.

The purified sea bass LH was fractionated by rpHPLC in two peaks, under acidic
conditions, suggesting a single molecule composed of two subunits. The jagged-shape of
the rpHPLC peaks for the a and B subunits, probably reflects the presence of different
glycosilated isoforms of the subunits. The existence of LH a and B subunit isoforms has
been demonstrated in fish and other vertebrates. It has been suggested that the presence of
several LH isoforms is important in conferring different levels of biological activity to the
hormone (Chopineau et al., 1997; Chabot et al., 2000; Santos et al., 2001). In our
purification protocol, no traces of FSH or FSH- subunit were found, when several
rpHPLC peaks were analyzed by N-terminal amino acid sequencing. It might be possible
that the content of FSH in the pituitaries used for the purification protocol was low. The
pituitaries were obtained from fish undergoing final stages of gonadal maturation. Studies
in salmonids have shown that, at this particular reproductive stage, the pituitary content of
LH is highest, whereas that of FSH is low, indicating the predominant role of LH in
regulating gonadal maturation and FSH regulating initial phases of gametogenesis
(Swanson, 1991; Slater et al., 1994).

The developed sea bass LH ELISA has a sensitivity of around 0.65 ng/ml, although
concentrations as low as 0.15 ng/ml produced significant displacement of the binding.
Previous RIAs developed for fish LHs have sensitivities ranging from 300 pg/ml to 7
ng/ml (Tanaka et al., 1993; Kobayashi et al., 1985; Kobayashi et al., 1987; Zohar et al.,
1990; Hernandez et al., 2002). The sensitivities of LH ELISAs described for fish ranged
from 70 to 156 pg/ml (Kah et al., 1989; Salbert et al., 1990; Maifianés et al., 1997). Also,
the intra and inter-assay coefficients of variation of the sea bass LH ELISA was similar to
those of other fish LH immunoassays (Kobayashi et al., 1985; Kobayashi ez al., 1987;
Suzuki et al., 1988b; Tanaka et al., 1993; Hernandez et al., 2002; Salbert et al., 1990;
Maiianos et al., 1997).
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The ELISA was validated for LH measurements in plasma and pituitary extracts of
sea bass and other perciform species. Displacement curves obtained with serial (niiAlutions
of pituitary extracts from sea bass and other sparidae fish were parallel to the standard
curve, which allowed the use of the assay for LH measurements in these species. This
apparent low degree of species specificity of our ELISA is probably due to the use of
antibodies against the LHP subunit. Phylogenetic studies have demonstrated that there is
a high degree of homology between the LHP sequences from closely related fish species
(Quérat et al., 2000). |

Treatment of mature female sea bass with GnRHa induced the expected elevation of
plasma LH levels. The GnRHa is a potent inducer of LH release from the pituitary (Zohar
and Mylonas, 2001) and is widely used for hormonal induction of spawning in sea bass
and other fish species (Mylonas and Zohar, 2001). The doses tested in the present study
(5, 25 and 50 GnRHa ug/kg), are within the range of the doses normally used for
spawning -induction of fish. Treatment of sea bass with a single injection of 15 ug/kg
GnRHa induce spawning in 100% of the females at 48-72 h after injection (Fomnies et al.,
2001). The induction of egg release by GnRHa is a consequence of the stimulation of
gonadal maturation, through a cascade of hormonal events which first step is the GnRHa-
induced LH release from the pituitary. Our present work showed that GnRHa treatment
induced a first elevation of plasma LH at 1.5 hr after injection and LH levels were
maintained high above controls for 24 hr. Although the first LH surge is similarly induced
by all three doses, plasma LH levels from 6 to 12 hr were significantly higher for fish
treated with high GnRHa doses than for fish treated with the low dose. It is possible that
the first LH surge detected at 1.5 hr after injection reflects the GnRHa-induced release of
the LH stores of the pituitary, which could be similar for all three GnRHa doses. The
second elevation of plasma LH levels, observed after 6 hr of injection, could be a
consequence of the GnRHa-induced release of newly synthesized LH, which could be
differently affected by the different doses of GnRHa (Mafianés et al., 2002). The
stimulatory effect of GnRHa on LH synthesis has been demonstrated in several fish

species. Treatment with exogenous GnRHa induced elevation of mRNA levels of LH-a
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and LH-B subunits, in immature sea bass (Mateos et al., 2003) and sexually mature
goldfish (Khakoo et al., 1994), suggesting a GnRHa stimulatory action on LH synthesis
in the pituitary. It is unknown if different degrees of stimulated LH synthesis, induced by
different doses of GnRHa, can cause different physiological effects in promoting final
gonadal maturation and ovulation processes. And thus future studies will be necessary to
determine the physiological consequences that different GnRHa-induced plasma LH
levels can have in regulating differently final gonadal maturation and ovulation and in the
quality of spawning.

In conclusion, highly purified preparations of LH and its o and B subunits have been
obtained from pituitaries of sea bass and allowed the development of an ELISA for LH
measurements in sea bass and related fish species. The ELISA showed good
characteristics of sensitivity, precision and accuracy. The availability of an LH ELISA
will enable further research on the reproductive endocrinology of sea bass and related
species and will be a useful tool for the optimization of spawning induction therapies in

these species.
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Fig. 1.

Three-step chromatographic procedure for the purification of sea bass LH. (a) Gel filtration of
the pituitary ethanol extract on Superdex G100. LH-like protein was detected on peak G4. The
position of protein weight markers is given on the top in kD. (b) Ion-exchange of peak G4 on
DEAE-Sepharose CL-¢ B. Sample was eluted with a stepwise gradient of ammonium
bicarbonate buffer, pH 7.8 (50-100-200-500-1000 mM, given on fractions 0-24-40-68-87,
respectively). LH-like protein was detected on peak IEC4. (c) Gel filtration of peak IEC4 on
Superdex 75.
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Fig. 2.

Isolation of LH-a and LH-p subunits by rpHPLC. The sample, intact LH, was dissolved in
0.1% TFA and eluted with a linear gradient of 20-50 % acetonitrile, 0.1 % TFA, on a ODS-
120T TSK-GEL column. Fractions of 1 mi were collected every minute. The gel shows the
elution on SDS-PAGE, under non-reducing conditions, of intact LH (sample before treatment
for rpHPLC) and the rpHPLC isolated a and (3 subunits. The position of weight markers on the
gel is given on the right.
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(a) Sigmoid representaron of a typical standard curve of the sea bass LH ELISA (white
circles). Dilution curves of sea bass plasma (black rhombus) and pituitary extract (black
squares) were parallel to the standard, (b) Logit transformation of dilution curves of pituitary
extracts, showing parallelism between samples from sea bass (white circles) and other
perciform fishes, such as Sparus aurata (black triangles), Dentex dentex (black squares) and
Pagrus bogaraveo (white rhombus).
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Fig. 4.

Plasma LH levels in mature female sea bass, after a single injection of different doses of [D-
Ala6, Pro9-Net]-LHRHa.
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Abstract

This study investigated the effects of testosterone (T) on the levels of
immunoassayable salmon GnRH (sGnRH) in the brain and the pituitary in relation to
blood plasma steroid levels and gonadal activity in juvenile male sea bass (Dicentrarchus
labrax L, < 1-year of age). Gonad-intact male fishes were intraperitoneally implanted for
76 days with silastic pellets containing no steroid (control) or testosterone (T; 100 wg
body weight), The serum T response, the sGnRH content in whole brain and pituitary and
the testicular development at 0, 15, 30 and 76 days following T implantation were
assessed. Treatment with T did not significantly affect somatic growth or weight of
gonads. However, gonad maturation was histologically more advanced in T-treated fishes
compared to control fish. Histological examination showed that 15 days after
implantation, 100% of steroid-treated fishes exhibited differentiated gonads, compared to
only 50% of the controls. In addition, discrete spermiation was observed in 10% of the
steroid-treated fishes 45 days after implantation while spermiation did not occur in the
controls. Steroid treatment did not affect plasma oestradiol (E;) levels and all animals
exhibited similar basal levels (< 0.6 ng Ey/ml). Fifteen days after T-implantation, the
sGnRH content of brain and pituitary and the plasma levels of T were elevated. Over the
following weeks a progressive decrease in all these parameters was observed. A second
implant of T provoked a new and significant (p < 0.05) rise of both plasma T and whole
brain sGnRH content, indicating that the GnRH system was still responsive to the
additional steroid administration. These results provide evidence of a positive feedback of
steroids at the brain and/or pituitary level, indicating a possible participation of sex
steroids in the acceleration of gonadal differentiation and stimulation of spermatogenesis

in pre-pubertal sea bass. © 1999 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Testicular development; Sex steroids; sGnRH; Puberty; European sea bass;

Teleost
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Introduction .

Gonadal steroids have been considered important feedback regulators of
gonadotropin (GTH) release and many actions of aromatizable androgens are mediated by‘
their localized conversion to oestradiol within the brain and pituitary by aromatase
enzymes (Callard, 1983; Borg, 1994). Steroids, especially oestrogens, have both positive
and negative feedback effects on the brain-pituitary-axis in fish (Peter, 1982, 1983). A
positive feedback of steroids on GTH-II levels in the pituitary has been demonstrated in
immature salmonids (Crim and Evans, 1983; Goos et al., 1986), African catfish
(Zandbergen, 1996) and in European eels (Dufour et al., 1983) or by stimulation of GTH-
IT {3-subunit gene expression in eels (Quérat ez al., 1991) suggesting that sex steroids
could participate in the initiation of gonadal recrudescence or onset of puberty. However,
in salmonids, GTH-I appears to be more important in the early stages of the reproductive
cycle (Swanson, 1991). It has also been demonstrated that in sexually regressed goldfish,
testosteror;e (T) through aromatization to oestrogen, is involved in a positive feedback
regulation of GTH-II by potentiating the response to GnRH (Trudeau et al., 1991a). This
action could be mediated through the modulation of dopamine turnover in the goldfish
(Trudeau et al., 1991b), although in vitro studies in rainbow trout (Weil and Marcuzzi,
1990a,b) and goldfish (Trudeau er al., 1993) have shown a direct effect of steroids on the
pituitary responsiveness to GnRH. Xiong et al. (1994) provided a model of transcriptional
regulation of GTH-II production suggesting how the sex steroids could enhance GnRH-
stimulated GTH-II release. It has been shown that long-term T treatment has an effect on
the development of hypothalamic GnRH activity in sexually-immature rainbow trout,
platyfish and eel (Goos et al., 1986; Schreibman er al., 1986; Dufour et al., 1989).
Recently, Breton and Sambroni (1996) working in triploid rainbow trout showed that
both T and E; induced a significant increase in GnRH content in pituitary and brain
tissues. However, only T induced long-term increases in plasma GTH-II content. These
studies suggest that both steroids may act on the synthesis and release of GnRH, with T

having a greater influence on the control of GTH secretion, particularly at the end of the
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reproductive cycle. Testosterone can stimulate GTH secretion in vivo, as well as
increasing sGnRH brain and pituitary content, and pituitary GTH-II concentration. These
studies suggest a predominant positive role for T in the control of GTH-II and possibly in
GnRH synthesis and release.

The sea bass (Dicentrarchus labrax L), is a commercially important species and
aspects of its reproductive physiology are well known (Carrillo et al., 1995a,b). It is a
gonochoristic species which attains puberty at 2 and 3 years of age in males and females,
respectively. This reproductive strategy results in females, at the same age being
generally larger than males. In addition, the sex ratio is skewed toward males (between 70

~and 90%) under culture conditions (Carrillo et al., 1995a). All of these aspects and
particularly the recent results on sex control of this species (Zanuy et al., 1994; Blazquez
et al., 1995; Colombo et al., 1995; Felip et al., 1997) suggest that controlling sex ratios,
gonadal development or onset of puberty could lead to solutions for some of the
problems in the aquaculture of this species. Despite the great interest in altering the time
of puberty of many marine cultured species, including sea bass, the endocrine mechanism
which regulates this process is largely unknown. Hence the aim of the present study was
to provide information on the effects of T implants on the levels of brain and pituitary
GnRH and correlate them with plasma levels of steroids and gonadal activity in pre-

pubertal male sea bass.

Materials and methods
Animals

European sea bass weighing 2-3 g were purchased from a commercial supplier
(Tinamenor) and reared at the Torre de la Sal facilities (40° latitude North) until 40 g in
weight. Prior to experimentation, 108 fishes were evenly distributed in two tanks of 500 |
Icapacity and maintained under natural photoperiod and temperature. All animals were
fed once a day at 1000 h with sea bass pellets (EWOS). Only males were considered in
this study which were pre-pubertal and undifferentiated at this age (<1 year, Blazquez et
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al., 1998). The experiment was initiated in November and ended in January. During this
period, there was a marked reduction of somatic growth as result of decreasing ééawater ‘
temperatures which attain minimum values of around 12°C at the end of the year (Zanuy
and Carrillo, 1985).

Steroid treatment

Solid silastic pellets containing 0 (controls) or 100 mg/g of T were manufactured as
previously described (Trudeau et al., 1991a). Fishes received a T dose of 100 pg/g body
weight. Under 3-aminobenzoic acid ethyl ester (MS-222, Sigma) anaesthesia (100 ppm),
pellets were implanted i.p. through a 2-3 mm incision in the body wall. Dental cement
mixed with antibiotic (chloramphenicol was used after incision and baths of 100 ppm

furazolidone 1 h daily for a week were used to prevent infections.
Experimental protocols

After 56 days of treatment, half of the animals from the control or T implanted
groups, received second implants without and with T, respectively. At various times of
experimentation (0, 15, 30 and 76 days after first implantation), body weight (bw) and
length (L) were recorded from anaesthetized fish and blood samples taken by caudal
puncture between 1100 h-1200 h. bw, L, condition factor (CF) expressed as: bw (g)/L
(cm)’ x 100 and gonadosomatic index (°GSI) expressed as: gonad weight (g)/bw (g) x 100
values, were determined for steroid implanted and control sea bass. Serum was collected
and frozen (-20°C) until hormone analysis. Fifteen fishes from each of the control and
implanted groups were sacrificed after blood sampling. The whole brains and pituitaries
were rapidly dissected, weighed, and fast frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C
until further determination of the sGnRH content. Gonads were also removed and fixed in
Bouin-Hollande, blocked in paraffin and 7 pm sections stained with the Cleveland-Wolf
(C-W) technique (Herland, 1960) for histological analysis.
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EIA and RIA

GnRH was extracted with heated acetic acid (80°C) followed by sonication and
centrifugation as previously described (Kah et al., 1994). Whole brain and pituitary
sGnRH concentrations were determined by a sensitive competitive enzyme-immunoassay
(EIA) for sGnRH developed and validated by Kah et al. (1994). To determine any
possible cross-reactivity with the recently discovered sea bream GnRH form (sbGnRH)
(Powell et al., 1994), sbGnRH and sGnRH standard curves were also performed.
sbGnRH was obtained from the Laboratoire de Cristallographie et des Physique
Cristalline (Univ. Bordeaux I URA 144 CNRS, France) and purity tested in a C-18 HPLC
column (Waters). sGnRH was purchased from Sigma (St. Louis, MO). Fig. 1A illustrates
the displacement curves obtained from standards of sGnRH and sbGnRH, while the
linearization of the displacement curves is shown in Fig. IB. The non-parallelism of the
standard curves of sGnRH and sbGnRH demonstrate that sbGnRH form was not
recognized by sGnRH antibodies in the same way as the sGnRH form sharing only a
0.02% cross reactivity at the 50% Bi/Bo level. In turn, antibodies against sGnRH and
displacement curves generated by dilutions of brain and pituitary extracts were the same
as those described by Kah et al. (1994). This confirms that serial dilutions of sea bass
brain/pituitary extracts behave in a parallel fashion in the sGnRH assay. It is therefore
reasonable to assume that the GnRH measured in sea bass mainly corresponds to sGnRH.
The sensitivity of the assay was 2 pg/well (B/Bo 80%).

T and 17B-oestradiol (E;) were determined by RIA after a cyclohexane:ethylacetate
* mixture (1:1, v/v) extraction according to Prat et al. (1990). Assay sensitivity for T, and
E, ranged from 20 to 40 pg/tube, and 5 to 10 pg/tube, respectively.

Testicular histology

The testicular structure of sea bass is considered lobular (for review, see Billard et

al., 1982), in which, connective tissue extends from the testicular capsule to form lobules
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lined with a Sertoli cell epithelium including germ cells. Five stages of testicular

development were recognized.

Stage 1 (undifferentiated gonads)

The gonads were composed of somatic elements such as epithelial cells, fibroblasts,
collagen fibers and blood vessels, with isolated germ cells irregularly dispersed,
particularly throughout the periphery of the gland (Fig. 2A).

Stage II (early differentiated testes)

Early signs of anatomical and cytological testicular differentiation were detectable,
including initial formation of seminiferous lobules and differentiation of spermatogonia
from parent germ cells (Fig. 2B). 2.5.3.

Stage III (immature differentiated testes)

A clear lobular pattern of the testis was recognized. Cysts containing spermatogonia
are distributed close to the lobe periphery and an empty and wide lobular lumen is found
(Fig. 2C).

Stage IV (early maturing testis)

Lobular size increased considerably in this stage. Cysts containing primary
spermatocyte indicated that germ cells have entered the first meiotic division (Fig. 2D).
Stage V (maturing testis)

Cysts contained all stages of development of germinal cells including secondary
spermatocytes, spermatids and some spermatozoa indicating that discrete spermiation was
initiated (Fig. 2E).

Statistics

The results are expressed as mean + standard error and data were analyzed using the
One-way Analysis of Variance (ANOVA). Normality was ensured after logarithmic
transformation of the data, as required, and Bartlett’s test was used to \?erify hoinogeneity
of variances (Sokal and Rolf, 1981). Tukey's HSD test was used forj multiple

comparisons. When logarithmic transformation of data did not ensure normality of
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variances, the non-parametric Kruskal-Wallis test was used to determine differences |

between groups. Frequency distribution of testicular classes was analyzed using Chi
square analysis of contingency tables. In all cases, differences were acceptable at p <
0.05.

Results
Growth

There was no significant growth during the entire period of experimentation in either
control or T treated fish. At the beginning of treatment, bw, L and CF were 42.60 + 1.92
g 14.17 £ 0.150 cm and 1.482 + 0.0353, respectively. However, after 77 days of
treatment there were no significant changes respectively in bw, L or CF of either control
(41.50 £ 1.59 g; 14.62 £ 0.17 cm and 1.33 £ 0.020 or implanted fishes (41.48 + 1.51 g;
14.78 £ 0.18 cm and 1.28 + 0.02). 3.2.

Gonadal development

Control fishes exhibited undeveloped, thread-like gonads throughout the entire
experimental period; GSIs for control fishes at the beginning and at the end of treatment
were 0.016 + 0.004% and 0.02 + 0.01% respectively. Treatment with T did not affect GSI
irrespective of the time of experimentation; GSIs of T implanted fish at the end of the
treatment were 0.03 = 0.01%.

In sham-implanted fishes, stages I and I dominated although a higher frequency of
Stage 11 was observed in fishes sacrificed at a later time during the experiment.
However, more developed gonadal stages were not observed in this group of animals

(Fig. 3). T-implanted fishes exhibited significantly more advanced stages of testicular

development than the control group including stages II, III, IV and V (Fig. 3). In general, !
fishes which have been implanted for longer periods of time showed more mature testes

than those observed at earlier stages of treatment. Animals receiving two implants
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showed similar stages of gonadal development to those receiving one implant at the same
time, however, a tendency to reduce the proportions of stage Il in favour of stage IV of

gonadal development was observed in those animals (Fig. 3, bottom).

Plasma hormone levels

The effects of steroid implantation on plasma E; and T are shown in Fig. 4. In T-
implanted fish, plasma levels of E, were not significantly elevated compared to controls.
Basal levels (below 0.6 ng/ml) of E, were observed in all groups (Fig. 4A). Low levels of
plasma T (2.6-5.9 ng/ml) were detected in control fishes. No significant change in plasma
T was found in control fishes during the first 15 days of treatment. However, after 30
days, a discrete but significant (p < 0.05) elevation of plasma T occurred which was
maintained until 76 days corresponding to the end of experimentation (Fig. 4B).
Treatment with T provoked a dramatic increase of plasma T levels 15 days after
implantati;)n (43.9 = 3.87 ng/ml), i.e., around 17 times greater than contols. On the
following samplings (30 and 75 days after implantation), a steady and significant
decrease (p < 0.05) of plasma T levels was observed. Despite ibis decrease, all values
were significantly higher (p < 0.05) than the corresponding control groups. In fishes
receiving a second T implant, a new and significant (p < 0.05) rise of plasma T was
observed achieving peak values of 31.1 £+ 3.67 ng/ml (Fig. 4B).

Pituitary and brain sGnRH content

Pituitary sGnRH content remained constant (0.61-0.69 ng/mg) in control fishes
sacrificed 0, 15, 30 or 76 days after implantation (Fig. 5A). However, in T-implanted._ﬁsh,
sGnRH content in the pituitary was significantly ﬁigher (p < 0.05) than in the respective
control group 15 days after implantation, reaching levels of 1.08 + 0.125 ng/mg (Fig. 5A).
Over the following days, a steady decrease in sGnRH pituitary content was observed in
T-implanted fish; these levels were significantly lower (p <0.05) than those of the control

group. They were also the lowest values recorded over the entire experirhent (0.296 =
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0.0411 ng/mg). The effects of the second T implantation did not result in an increase of
the sGnRH content in the pituitary gland with respect to the single T implantation group |
(Fig. 5A). Brain sGnRH content remained constant in controls, except in those animals
sacrificed at IS days after implantation where levels were significantly lower (p < 0.05)
(Fig. 5B). At this time, the sGnRH content in the brain of T-treated males was
significantly higher (p < 0.05) than in the corresponding controls. Following
implantation, a steady and significant decrease of sGnRH content in the brain was
observed (p < 0.05). Minimum values occurred at 76 days after T implantation which
were significantly lower than the corresponding control group. Administration of a
second implant induced a new significant rise of sGnRH content in the brain of sea bass

as compared to fish receiving a single T implant.

Discussion

The results of this study demonstrate that implantation of T, a naturally occurring
aromatizable androgen, can accelerate gonadal differentiation and stimulate
spermatogenesis in pre-pubertal sea bass.

The experiment was performed from November to January, a period of time in
which growth of sea bass under natural photoperiod and temperature is very low (Zanuy
and Carrillo, 1985). Fish length at the beginning of the experiment ranged between 13
and 16 cm and had undifferentiated or early differentiated male gonads. This is consistent
with previous data of Blizquez et al. (1998) showing that male sex differentiation in
juvenile sea bass takes place at body lengths ranging from 12.8 to 14.2 cm. Seasonal
changes of plasma gonadal steroids and dietary influences on these have been described
in adult male sea bass (2-3 years cid, 0.3-1 kg bw), showing a surge of plasma T levels
during November, and peaks in December and January, which correspond to the
maturation period of males (Prat et al., 1990; Kah et al., 1994; Cerda et al., 1997).
Results obtained in this experiment with juvenile male sea bass, demonstrated similar

values of plasma T in control fish sampled during this period Despite the high levels of
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plasma T observed in these fish, they had undifferentiated or early differentiated testes, |
containing only isolated spermatogonia (stage 11)and no advanced stages of testicular
development. The present results show a dramatic reduction in number of
undifferentiated fish in the second half of this period correlated with a significant rise of
plasma T that is maintained until the end of the experiment. Taken together these results

suggest that differentiation of the gonad is necessary before advancement to other stages

of development. It has been postulated that steroids may be the natural inducers of
gonadal sex differentiation in fish (Yamamoto, 1969) and that the ability of the gonads to

synthesize androgens and oestrogens from precursors does not occur until after gonadal

differentiation taking place (Van den Hurk, 1982). Thus, it is reasonable to assume that

the significant rise of plasma T observed in control animals between days 15 and 30 could

be associated with the completion of sex differentiation in the male sea bass.

After 15 days of T implantation in fish, T plasma levels increased approximately 10-
fold relative to those in control animals. These levels remained significantly elevated for
2.5 months, despite a steady decrease of plasma T levels in the days following the initial
peak. These results demonstrate the effectiveness of implants in the maintenance of
elevated plasma levels of T at least for 76 days. In these animals advanced stages of
gonadal development were observed, suggesting that T, when provided at high doses, not
only could accelerate gonadal differentiation but also could induce spermatogenesis.
These effects may be the consequence of a direct effect of T on the gonad as has been
observed in other teleost species (Miura et al., 1991; Fitzpatrick ef al., 1993). However,
there is also the possibility that induction of maturation is mediated through the action of
T and or its metabolites at the brain-pituitary level. The present results support this
contention for a significant increase of sGnRH levels in both pituitary and brain was
observed in T implanted fishes after 15 days of treatment. These results suggest a positive
feedback of gonadal steroids at the brain and/or pituitary level of immature sea bass.
Amano et al. (1993) found that hypothalamic sGnRH and plasma levels of T and 1IKT
were significantly higher in precocious males than in immature males, providing further

evidence of a positive feedback of steroid hormones in accordance with the present
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results. In addition, a progressive decrease of sGnRH content was observed following T
implantation with significantly lower sGnRH contents at the end of treatment. This 'i:
significant reduction in sGnRH content paralleled the gonadal maturation of sea bass.
Unfortunately, at the time when this experiment was performed, a specific assay for sea
bass GTH was not available. However, Sorbera et al. (1997), working with pituitary
primary cell cultures of sea bass, observed a positive influence of long-term T exposure
on sGnRH-stimulated GTH-II release. Yu et al. (1991) showed that male goldfish, had a
reduced brain sGnRH levels in association with increases in serum GTH, suggesting that
sGnRH release could induce the gonadotropic surge. Kah et al. (1994) demonstrated a
significant decrease of brain and pituitary sGnRH during the spawning period of male sea
bass and return to normal values during the post-spawning period Taking into account
these results, it is likely that a possible release of GTH from the pituitary gland could be
produced during this time to induce precocious gonadal maturation of sea bass. These
data suggest that T participates in the mechanism which triggers puberty, possibly at a
central level, by affecting GnRH synthesis and release as has been suggested in other
teleosts (Crim and Evans, 1983; Dufour ez al., 1983, 1989; Goos et al., 1986; Schreibman
et al., 1986; Quérat et al., 1991; Trudeau et al., 1991a). The mechanism of action of T in
the sea bass is unknown and although no significant changes were observed in plasma E,
levels of T treated animals, its action mediated through aromatization to oestrogen cannot
be ignored. Sex steroid treatment, has been shown to increase brain GnRH levels in
Jjuvenile trout (Goos et al., 1986), platyfish (Schreibman et al., 1986), European silver eel
(Dufour et al., 1985) and in addition, sex steroids increase GnRH mRNA expression in
the brain of masu salmon (Amano et al., 1994). Since estrogens receptors (ER) have not
been visualized on GnRH neurons, these enhancing effects of sex steroids in GnRH
production could be indirect, via other neuronal systems, such us dopamine, aminobutyric
acid and neuropeptide Y synthesizing neurons (Trudeau, 1997). Moreover the fact that no
ER could be seen in GnRH neurons of rainbow trout (Navas et al., 1995), does not
exclude the possibility that androgen receptors may be present in those cells, which is |

unknown at this stage.
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Although sbGnRH is the predominant form in mature male and female gilthead
seabream, sGnRH is also present in the hypophysis (Powell et al., 1994). Taking into .‘
account, that the potency of sGnRH is higher than that of sbGnRH in the release of GTH-
II (Sorbera et al., 1997), there is still the possibility for the low levels of sGnRH assayed
to be physiologically significant. Furthermore, it is known that high levels of sbGnRH
and low levels of sGnRH are present in the pituitary of mature perciforms (Powell et al.,
1994) but nothing is known about the ontogeny or ratios of these GnRH forms in
immature animals. Thus, differences may exist between immature and mature animals.

In summary, the present findings demonstrate that sustained administration of
testosterone to pre-pubertal male sea bass, stimulated increases in sGnRH content at the
level of both the pituitary and the brain. The observed changes in sGnRH were correlated
with an acceleration of sexual differentiation in males since a higher frequency of
advanced stages of gonadal development was observed. This suggests that T may be
involved in the onset of puberty of sea bass probably acting via a positive feedback in
GnRH.
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Fig. 1.

Parallelism of the curves for both sGnRH and sbGnRH. (A) Cross reactivity between sGnRH
standard (O) and sbGnRH standard (m). Binding curves were obtained using 1 UE/ml of
tracer and 1:75,000 antibody dilution in both cases. (B) Logit transformations of binding
curves shown in (A).
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Fig. 2.

Testicular morphology and stages of testicular development observed in Controls and T
implanted less than 1-year-old male sea bass. (A) Stage [, undifferentiated gonads. (B) Stage II,
early differentiated testis. (C) Stage III, immature differentiated testis. (D) Stage IV, early
maturing testis. (E) Stage V, maturing testis. (F) Testis of a control male 76 days post-
treatment. L1 = Lobular lumen, ge = Germinal cells. sg = Spermatogonium. se = Spermatocyte.
st = Spermatid. sz = Spermatozoa. Horizontal bar = 25 pm. Cleveland- Wolf.
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Fig. 3.

Stages of testicular development in Controls (sham implanted) and T implanted less than 1-
year-old male sea bass, after 0, 15, 30 and 76 days of treatment. Data are represented as the
mean percentage of each stage of testicular development observed in 7-15 animals. Numbers
in the insert indicate days after implantation. s = one implant, d = two implants. Asterisks
indicate significant differences (p < 0.05; Chi-square analysis of contingence tables) between
control and treated fish at different sampling times.
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Fig. 4.

Observed plasma levels of E2 (A) and T (B) in male sea bass, at 0, 15, 30 and 76 days after
implant administration. Data represent mean + SEM. Different letter(s) above the bars indicate
significant differences (p < 0.05, ANOVA; Tukey's HSD) between treatments and sampling
times. Numbers in brackets indicate number of animals. s = one implant, d = two implants.
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Fig. 5.

Observed pituitary (ng/mg pituitary) (A) and brain (ng/g brain) (B) sGnRH levels in male sea
bass, at 0, 15, 30 and 76 days after implant administraron. Data represent mean + SEM.
Different letter(s) above the bars indicate significant differences (p < 0.05, ANOVA; Tukey's
HSD) between treatments and sampling times. Numbers in brackets indicate number of
animals. s = one implant. d = two implants.

145






Articulo 4

Regulation of follicle-stimulating hormone (FSH) and luteinizing
hormone (LH) gene expression by gonadotropin-releasing hormone

(GnRH) and sexual steroids in the Mediterranean Sea bass

Jorge Mateos, Evaristo Mafian6s, Manuel Carrillo, Silvia Zanuy

Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (C.S.1.C.), Ribera de Cabanes s/n,

12595 Torre la Sal, Castellon, Spain

Comparative Biochemistry and Physiology Part B 2002; 132: 75-86

147



Articulo 4

Abstract

The secretion of gonadotropins, the key reproductive hormones in vertebrates, is f
controlled from the brain by the gonadotropin-releasing hormone (GnRH), but also by
complex steroid feedback mechanisms. In this study, after the recent cloning of the three §
gonadotropin subunits of sea bass (Dicentrarchus labrax), we aimed at investigating the
effects of GnRH and sexual steroids on pituitary gonadotropin mRNA levels, in this
valuable aquaculture fish species. Implantation of sea bass, in the period of sexual resting,
for 12 days with estradiol (E,), testosterone (T) or the non aromatizable androgen
dihydrotestosterone (DHT), almost suppressed basal expression of FSHp (four to 15-fold
inhibition from control levels), while slightly increasing that of a (1.5-fold) and LHp
(approx. twofold) subunits. Further injection with a GnRH analogue (15 mg/kg BW; [D-
Ala®, Pro’-Net]-mGnRH), had no effect on FSHP mRNA levels, but stimulated (twofold)
pituitary @ and LHP mRNA levels in sham- and T-implanted fish, and slightly in E>- and
DHT-implanted fish (approx. 1.5-fold). The GnRHa injection, as expected, elevated
plasma LH levels with a parallel decrease on LH pituitary content, with no differences
between implanted fish. In conclusion, high circulating steroid levels seems to exert
different action on gonadotropin secretion, inhibiting FSH while stimulating LH
synthesis. In these experimental conditions, the GnRHa stimulate LH synthesis and
release, but have no effect on FSH synthesis. © 2002 Elsevier Science Inc. All rights

reserved.

Keywords: Gonadotropin; Follicle-stimulating hormone; Luteinizing hormone;
Gonadotropin-releasing hormone; Steroids; Gene expression; mRNA levels; Sea bass;
Fish
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Introduction

The pituitary gonadotropins (GTHs), follicle stimulating hormone (FSH) and
luteinizing hormone (LH), are the key hormones in the control of reproduction in
vertebrates, regulating gonadal gametogenesis and steroidogenesis. The FSH is involved
in the initiation of gametogenesis and regulation of gonadal growth, whereas LH mainly
regulates gonadal maturation and spermiation/ovulation. They are complex heterodimeric
glycoproteins, consisting of a common o subunit and a hormone-specific § subunit,
encoded by different genes. Both subunits bind non-covalently into the gonadotropic cell,
to form the biologically active dimeric hormone (Pierce, 1988). For many years, it was
believed that the pituitary of fish contained a single gonadotropin, called maturational
gonadotropin, which regulated all processes of reproduction (Burzawa-Gerard, 1982). In
the late 1980s, works on salmonid species established the duality of fish GTHs, with the
discovery of a new gonadotropin, called GTH-1, chemically different from the previously
known maturational gonadotropin, now called GTH-2 (Kawauchi et al., 1989). Based on
nucleic acid and amino acid sequence analysis, fish GTH-1 and GTH-2 were homologous
to tetrapod FSH and LH, respectively (Quérat, 1994). Further biological evidence has
reinforced this homology. In salmonid fish, plasma GTH-1 (FSH-like) levels are high
during the early stages of gametogenesis, decreasing during vitellogenesis and maturation
and rising again at the preovulatory period, whereas those of GTH-2 (LH-like) are
undetectable during gametogenesis, increasing just before spermiation/ovulation
(Swanson, 1991; Slater et al., 1994; Prat et al., 1996; Breton et al., 1998; Bon et al.,
1999; Gémez et al., 1999; Vacher et al., 2000). Annual profiles of gene expression
reflected those of plasma levels (Weil et al., 1995; Gémez et al., 1999) and further
implicate GTH-1 (FSH-like) in the control of initiation and maintenance of gonadal
growth, whereas GTH-2 (LH-like) would regulate final gonadal maturation and
spermiation/ovulation, at least in salmonids. These different temporal expression patterns
suggest different functions for each hormone, but also different mechanisms regulating

their synthesis and release. For several years, a good deal of knowledge has been
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accumulated on the regulation of LH secretion in fish (Trudeau, 1997), but very little is
known about FSH in fish, and is normally restricted to salmonid species.

The secretion of gonadotropins from the pituitary is controlled from the brain by the
neuropeptide gonadotropin-releasing hormone (GnRH). The stimulatory action of GnRH
on LH release has been investigated in many fish species (Breton e al., 1993), while only

some reports suggest that FSH release may also be stimulated by GnRH (Breton et al.,

1998; Maiianos et al., 1999; Dickey and Swanson, 2000). Recent studies have shown that

GnRH may also stimulate LH and FSH gene expression (Khakoo et al., 1994; Melamed
et al., 1998; Dickey and Swanson, 2000), although the effects are dependent on the
species and the reproductive stage of the fish. In addition to the neuronal inputs from the
brain, gonadotropin secretion is controlled by steroidal feedback mechanisms. Steroid
action is exerted through binding to specific intra-cellular receptors that act as ligand-
dependent transcription factors, to regulate the transcription rate of target genes (Beato et
al., 1995). The presence of estrogen receptors (ER) has been demonstrated in
gonadotropic cells of the pituitary and, in the brain, in neuronal systems known to
influence the GnRH/GTH function, such as dopamine, NPY and GABA (Kah et al.,
1997).

Positive steroid feedback in fish have been evidenced by several studies, showing
that long term steroid treatment of immature fish increases LH pituitary content and
stimulates basal and GnRH-induced LH release (Crim and Evans, 1979, 1980; Dufour et
al., 1983; Breton et al., 1997), as well as pituitary a and LHp mRNA levels (Counis e?
al., 1987; Dickey and Swanson, 1998). Studies in mammals indicate that the positive
action of steroids is mainly exerted directly to the pituitary, by acting on the gonadotropin
genes. In rats, it was demonstrated that estradiol specifically stimulates LHf gene
transcription, by direct interaction of the estrogen-receptor (ER) complex with an
estrogen regulatory element (ERE) on the LHP gene (Shupnik and Rosenzweig, 1991).
The existence of ERE sequences on the LHB gene has been demonstrated in a salmonid

fish species, suggesting similar mechanisms of steroid action in fish (Xiong et al., 1994).
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A recent study indicates the possible existence of several EREs on the FSHp gene of the -
tilapia, Orechromis niloticus (Melamed et al., 1998).

Negative steroid feedback on gonadotropin release, mainly for LH, has been
established in fish. Several studies have shown that gonadectomy leads to increased FSH
and/or LH plasma levels, while further treatment with estradiol or testosterone restores
basal pre-gonadectomy plasma levels, indicating an inhibitory action of steroids on FSH
and LH release (Bommelaer et al., 1981; Kobayashi and Stacey, 1990; Larsen and
Swanson, 1997; Saligaut et al., 1998; Antonopoulou et al., 1999). Steroids inhibit
gonadotropin mRNA transcription in mammals (Gharib et al., 1986). This inhibitory
effect is relatively slow, requiring hours rather than the 20~30 min needed for the steroid
to bind to its nuclear receptor and to initiate direct transcriptional effects (Maurer, 1982),
suggesting that steroid action is not exerted directly on the gonadotrophic cells. This is
supported by the failure of investigators to demonstrate steroid inhibition of gonadotropin
subunit mRNA expression or gene transcription in vitro, in cultured pituitary cells.
Saligaut and co-workers have demonstrated, in rainbow trout, that estrogens inhibit FSH
and LH release and that, at least LH release, is under the influence of an estradiol-
activated dopamine inhibitory tone (Linard et al., 1995; Saligaut et al., 1998). The most
likely site of negative steroid feedback is thus the hypothalamus, directly to the GnRH
neurons or by acting on other neuronal systems known to affect the GnRH system.

The Mediterranean Sea bass is a perciphorm fish, highly appreciated in the
European market and with increasing importance in the development of the
Mediterranean aquaculture. Under optimal conditions, the sea bass reproduce
spontaneously in captivity. The females attain sexual maturity at approximately 3 years of
age and then, reproduction is repeated once a year at the winter time; they present a
group-synchronous type of ovarian development and may show up to four consecutive
spawns during the 1-2 months spawning period. The males attain sexual maturity
approximately 1 year earlier than females and then, they present a long spermiating
period overlapping the winter reproductive cycle of the females (Carrillo ez al., 1995;

Asturiano et al., 2000). In culture conditions, a good number of premature males (puberty
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at 1 year of age) and most important, a high proportion of males in sea bass farmed
populations (up to 90% of the total population) are observed. Several investigations have
established that sexual differentiation, puberty and the development of each reproductive
cycle are processes highly determined by the internal steroid environment of the fish,
through gonadotropin independent/dependent processes (Zanuy et al., 1999; Rodriguez et
al., 2000). Investigation of gonadotropin function in fish will increase our knowledge on
the hormonal regulation of these processes and may lead to technologies for the control of
reproduction of captive fish.

The recent cloning of the three gonadotropin subunits of sea bass (Mateos et al.,
1999a) and the development of specific molecular tools, allow for the first time to
investigate, at the molecular level, the regulation of gonadotropin secretion in sea bass.
The aim of the present study was to investigate the potential effects of GnRH and sexual
steroids on pituitary a, FSHB and LHB mRNA levels. This information, together with the
effects of GnRH-and steroids on LH pituitary accumulation and release, should provide
valuable information on the regulation of gonadotropin secretion in perciphorm fish,

mainly regarding that of the FSH.

Material and methods
Fish

Experimental fish were bred and grown at the Instituto de Acuicultura de Torre la
Sal (east coast of Spain, 40°N 0°E), under natural conditions of photoperiod and
temperature. Fish were fed a commercial diet (EWOS Technology Center, UK) at a ratio
of 1.5% in summer, 1% in spring— autumn and 0.5% in winter. In our latitudes, the
reproductive cycle of sea bass in natural conditions takes place from October, with the
initiation of gonadal growth, to April, followed by a resting period. Females spawn in "‘
February-March and males are normally spermiating from December to April. The |
present experiment was performed in August (water temperature approx. 25 °C), during

the period of sexual resting, using 3-year-old fish (BW=500+40 g) of mixed sexes. The
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sex of the fish was unknown before experimentation, as these fish did not go yet through -
their first reproductive cycle and no external signs of sexual dimorphism are present in 4
this species. Nevertheless, sex was determined after killing by histological analysis of the
gonad, and gave a sex ratio of approximately 1:1 in all groups. Before experimentation,
fish were individually tagged and distributed in 3-m’ circular tanks with well-aerated

flow-through seawater.

Treatments

Fish were divided in four experimental groups (n=16), placed on separate tanks, and
received intra-peritoneal silastic implants (Sx15 mm) containing estradiol (E; group),
testosterone (T group) and dihydrotestosterone (DHT group) at a dose of 20 mg/kg BW
(see Linard et al., 1995, for implants). Controls received an implant with no steroid. After
12 days,-each group was divided in two equal populations (#=8), and injected
intraperitoneally with saline (controls) or GnRHa (15 pg/kg BW of [D-Ala’, Pro’ Net]-
mGnRH). Eighteen hours after injection, fish were decapitated and pituitaries removed
and immediately frozen in liquid nitrogen, then stored at —80 °C until analysis. Blood
samples were taken on anesthetized fish (0.2% phenoxyethanol, Sigma, St. Louis, USA)
from the caudal vasculature, using heparinized syringes, just before implantation (day 0),
before injection (day 12) and at 3 and 18 h after injection. Plasma was obtained by
centrifugation (3000xg for 25 min, 4 °C) and stored at —20 °C until analysis. Steroids
were purchased from Steraloids (USA) and the GnRHa from Sigma. Animals were
treated according to the Animal Care regulations of the European Union concerning the

use of experimental animals.

Steroid analysis

Plasma E, levels were determined by RIA, previously validated for sea bass samples

(Prat et al., 1990). The sensitivity of the assay was approximately 0.5 ng/ml and the inter-
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assay coefficient of variation (CV) approximately 18%. Plasma T levels were determined |
by an EIA validated for sea bass samples (Rodriguez et al., 2001). The sensitivity of the

assay was approximately 0.02 ng/ml and the inter-assay CV approximately 20%.

LH analysis

Levels of LH in plasma and pituitary were determined by homologous ELISA
(Mateos et al., 1999b), based on the method described for striped bass, Morone saxatilis,
LH (Mafian6s et al., 1997a). The sea bass LH ELISA use specific polyclonal antibodies
against the sea bass LHB subunit and sea bass LH for the standard curve. Plasma samples
were diluted at least 10 times for analysis. Pituitary content of LH was determined from
the protein extract obtained during the process of RNA isolation, according to the
manufacturer’s protocol, and diluted according to the concentration of the sample. The
sensitivity of the assay was approximately 0.6 ng/ml and the interassay coefficient of

variation approximately 13%.

Determination of pituitary gonadotropin RNA levels

Total RNA was prepared from individual pituitaries using the TRIzol reagent
(Gibco-BRL, Gaithesburg, MD, USA), according to the manufacturer’s protocol. The
RNA pellets were resuspended in 0.05 ml DEPC-treated sterile water and stored at —80 °C
until analysis. Concentration and purity of the RNA was determined by OD absorbance at
260 and 280 nm.

Sea bass a, FSHP and LHB cDNAs (Mateos et al., 1999a), together with a 110 base
pair fragment of the sea bass 28s ribosomic RNA subunit obtained in our laboratory, were
radiolabeled with [a-">P]dCTP (3000 Ci/mM; Amersham), using 32 the Random Prime
DNA Labeling System kit (GibcoBRL). Before loading onto nylon membranes (Hybond
N*, Amersham), using the Bio-Dot apparatus from BioRad, individual total RNA samples
and cDNA standards were treated for 15 min (65 °C) with 50% formamide, 6%
formaldehyde. Preliminary trials determined the range of the standard curve (from 0.4 to
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50 pg cDNA/well) and the appropriéte dilution of the samples (2, 4, 2 and 0.2 pg of -
loaded cDNA for hybridization with o, FSHB, LHB and 28s probes, respectively).
Membranes were baked for 2 h (80 °C), prehybridized (6 h) and hybridized (overnight) at’
42 °C, gently shacking, in 50% formamide, 0.5% SDS, 10% dextran sulfate, 5x SSPE and
5x Denhardt’s solution. Membranes were then subjected to the following washes: 2x5
min in 1x SSC, 0.1% SDS at room temperature, 30 min in 1x SSC, 0.1% SDS at 65 °C,
3x30 min in 0.1xSSC, 0.1% SDS at 65 °C and 5 min in 1x SSC, 0.1% SDS at room
temperature. The membranes were exposed to X-ray films (Hyperﬁlrh-MP, Amersham) at
—-80 °C and the radioactive signals analyzed by densitometry (densitometer GS-670,
BioRad) and quantified using a Molecular Analyst image analysis software (BioRad).

2.6. Statistics

All data are expressed as mean+standard error of the mean (S.E.M.). Differences
between means were tested by multifactor analysis of variance (ANOVA) followed by
the Tukey Honestly Significant Differences (HSD) test. Previously, the Kolmogorov—
Smirnov test and Bartlett’s test verified normality and homogeneity of variances,

respectively. In all cases, significance was accepted at P-0.05.

Results
Stage of the animals and plasma levels of steroids

Sea bass in the resting period were implanted intraperitoneally with silastic implants,
containing 20 mg/kg BW of the corresponding steroid, estradiol (E, group), testosterone
(T group) or the non-aromatizable androgen dihydrotestosterone (DHT group), whereas
controls received an implant with no steroid (sham group). Twelve days after
implantation, plasma samples from all fish were analyzed for E, and T levels (Fig. 1).
Plasma E;, levels were only increased in E,- implanted fish (10.6+1.5 ng/ml), as compared

to the other experimental groups (approx. 5 ng/ml). Similarly, plasma T levels increased
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in T-implanted fish (14.6+2.2 ng/ml) as compared to E,- and sham-implanted fish
(approx. 2 ng/ml); a slight non-significant elevation on plasma T levels was detected in
the DHT-implanted group (3.9+0.3 ng/ml). Steroid analysis confirmed the physiological

plasma elevations of the expected steroid following implantation.

Regulation of LH pituitary content and release

Twelve days after implantation, fish from each group were half-spliced and injected
with GnRHa (15 pg/kg BW) or saline (controls). Plasma samples were analyzed for LH
levels at 3 h after injection, whereas pituitary content of LH was analyzed at 18 h after
injection (Fig. 2). The effects of 12 days steroid implantation, can be observed in the
saline-injected group of fish (black bars of the graphs). None of the steroids affected
plasma LH levels, but they all increased similarly pituitary LH content, as compared with
the control group. The GnRHa injection, highly elevated plasma LH levels 3 h p.i., as
compared with saline injected fish, and this effect was similar in sham or steroid-
implanted fish (Fig. 2, top). As expected, we observed a depletion of pituitary LH content
18 h p.i. (Fig. 2, bottom), also similar between implanted groups.

Effect of steroid implantation on gonadotropin gene expression

The levels of pituitary mRNAs for the three gonadotropin subunits, in sham- and
steroid implanted fish, are shown in Fig. 3. All three subunit mRNAs were determined in
aliquots of the same sample. Although the amount of loaded RNA in the dot-blot was
previously adjusted to be homogenous for all wells, parallel aliquots were used for
hybridization with the 28s cDNA probe. Analysis of 28s hybridized dots showed that all
wells contained closely similar amounts of loaded RNA (data not shown). In any case, all
values of subunit hybridizations were referred to the corresponding hybridization signal
for 28s. Transcript levels of the o subunit were slightly stimulated (1.5-fold; non-
significant P<0.05) by E; and T, but not by DHT implantation, as compared to sham-
implanted fish. Levels of LHB mRNA were also slightly increased by E, (1.5-fold; non-
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significant P<0.05) and T (twofold; significant P<0.05), as well as by DHT (1.5-fold; -
non-significant P<0.05) implantation. However, transcript levels of FSHB were strongly
inhibited by steroid implantation (significant P<0.05), mainly by E; (15- fold inhibition)
but also by T (sevenfold) and DHT (fourfold) implantation.

Effect of GnRHa injection on gonadotropin gene expression

The effect of GnRHa injection on transcript levels of the three gonadotropin
subunits, in sham and steroid-implanted fish, is shown in Fig. 4. Looking at the effects on
sham-implanted fish, injection of GnRHa induced a twofold increase (significant P<0.05)
on both o and LHP, while having no effect on FSHB mRNA levels. A similar increase
(significant P<0.05) on o and LHB RNA levels was observed in T-implanted fish. The
GnRHa also stimulated slightly (approx. 1.5-fold; non-significant P<0.05) a and LHB
mRNA levels in E;- and DHT-implanted fish, as compared to sham-implanted fish, but
this effect was of lower magnitude than in T-implanted fish. The GnRHa injection had no
effect on FSHP mRNA levels in any steroid implanted group.

Discussion

The regulation of gonadotropin secretion is a coinplex process, involving neuronal
inputs from the brain, mainly the GnRH system, and steroid feedback mechanisms. In
teleost fish, very little is known about a possible differential regulation of FSH and LH
secretion during the reproductive cycle. In this study we aimed at investigating the
potential role of GnRH and sexual steroids on gonadotropin secretion, in an economically
important fish species, the Mediterranean sea bass. After the molecular cloning of the
three gonadotropin subunits of sea bass (Mateos et al., 1999a), this is the first report on
pituitary gonadotropin subunit mRNA levels in this species. We show that steroid
implantation have differential effects on gonadotropin transcript levels, stimulating LH

while inhibiting FSH, by mainly acting on the mRNA levels of the corresponding f
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subunits. Knowing the high aromatase activity in fish and in an attempt to investigate
differential actions of estrogens (E, implantation) and androgens (T implantation), we
also used the non-aromatizable androgen DHT, which may give us indications on the T
effects that are not due to its aromatization to E,. Two other indications came out from
this study, the similar actions of estrogens and androgens on the levels of the three
gonadotropin transcripts and the stimulatory effect of GnRHa on LH, but not on FSH,
synthesis.

For this investigation, we used sea bass in the resting period, when there is no
gonadal growth and basal levels of circulating steroids and LH. The sex of the fish was
unknown before experimentation, as there are no external signs of sexual dimorphism in
sea bass and this fish population did not go yet through their first reproductive cycle.
Nevertheless, histological analysis of the gonads after sacrifice allowed us to sex each
individual and followed back their data for the corresponding analysis. Groups were
studied as they were, without separation of fish by sexes, as the sex ratio for all groups
was approximately 1:1 and we did not find any significant difference in the responses
between sexes. Basal levels of plasma steroids, as well as LH, were similar between all
fish, with no difference between sexes, as well as their response to steroid implantation.

Implantation of fish with E; or T for 12 days, resulted in an elevation of plasma
levels, of the corresponding steroid, to values similar to highest physiological levels,
mimicking the stage of final gonadal maturation in sea bass. At this period, we have
found in previous works that, in control populations of sea bass reared in captivity,
plasma levels of E; and T are approximately 7-14ng y ml, depending on the populations
(Prat et al., 1990; Carrillo et al., 1995; Maiiands et al., 1997b), which is in the range of
the circulating levels attained in the present experiment, after 12 days of implantation. All
steroids (E,, T, DHT) produced an increment in the pituitary content of LH, indicating a
positive feedback on LH synthesis at this stage, as previously described in other fish
species (Dufour et al., 1983; Saligaut ef al., 1992; Breton and Sambroni, 1996; Breton et
al., 1997; Holland et al., 1998; Saligaut et al., 1998; Dickey and Swanson, 1998;
Antonopoulou et al., 1999). In contrast, steroids did not modify plasma LH levels,
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suggesting that LH synthesis and release are two differently regulated processes. Similar -
observations were made in juvenile striped bass, in which T treatment elevated LH
pituitary content but did not affect LH release (Holland et al., 1998). In our study, we’
implanted the fish for 12 days (20 mg/kg BW of steroid) and we cannot discard the
possibility that longer term treatments or higher doses of steroids could further induce
release of LH, as previously demonstrated in rainbow trout, Oncorhynchus mykiss
(Breton and Sambroni, 1996; Breton et al., 1997). The fact that the non-aromat'izable
androgen DHT highly increased pituitary LH content, suggest that LH synthesis is under
both androgen and estrogen positive actions. Thus, T effects could be the result of its
action as androgen and also by partial aromatization to E,. Future experiments, using a
range of lower and higher doses of steroids, will probably add more information and help
to clarify androgenic and/or estrogenic positive effects over LH synthesis.

The injection of GnRHa in sham-implanted fish induced a strong elevation of
plasma LH levels, indicating that sea bass at the resting period are sensitive to the GnRHa
stimulus. The GnRHa induced LH release is not influenced by previous steroid priming,
known to have augmented the LH stores of the pituitary. This might indicate that the
GnRHa injection has induced maximal releasing capacity of the pituitary and, even if the
LH stores were highly augmented by previous steroid treatment, no increase on LH
release could be attained. In the present study, as we only perforrhed blood samplings at 3
and 18 h post-injection, we cannot discard the possibility that differences on plasma LH
levels have occurred, between different steroid implanted groups, at other times post-
injection. This second possibility would be supported by the fact that the reduction of
pituitary LH stores, observed at 18 h after GnRHa injection, was higher in steroid-
implanted than in sham-implanted fish, which was particularly evident in the T-implanted
fish. A facilitatory action of T on GnRH-stimulated LH release has been demonstrated in
other fish species (Trudeau et al., 1993). This possibility will be investigated in the future
but, in the present study, mainly devoted to observe differences on pituitary mRNA
levels, we did not want to stress the fish with multiple samplings between the GnRHa

injection and the 18 h p.i. sacrifice. It can also be considered that injection with other
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doses of GnRHa could produce different responses between the different steroid-
implanted groups. In previous works on sea bass, testing the LH releasing potency of
different doses of GnRHa, we have observed an increase of LH release with GnRHa
doses from 1 to 15 mg/kg, but no further increment was detected with doses up to 50
mg/kg, indicating a saturation of the pituitary response (unpublished results).

This is the first report on pituitary gonadotropin mRNA levels in sea bass and we
show that all three GTH mRNAs are transcribed during the period of sexual resting. At
this time, the highest expression is that of the o subunit, while FSHB and LHp mRNAs
are similarly expressed. At present is not known what are the expression levels of the
gonadotropin subunits at other reproductive stages of the sea bass. In the closely related
species striped bass, both LHP and FSHP are expressed in the pituitary of juvenile
(Hassin et al., 1995) and early-spermatogenic adult (Hassin ez al., 1998) fish, being LHB
expression higher than that of FSHP. Both transcripts are also expressed throughout the
reproductive cycle of the gilthead sea bream, Sparus aurata (Elizur et al., 1996). In
contrast, expression of FSHP is much higher than that of LHP in pre-gametogenic
salmonid fish (Weil et al., 1995; Gémez et al., 1999), correlating to the fluctuations of
plasma FSH and LH levels. Unfortunately, we have no data on plasma FSH levels in non-
salmonid fishes, but the different patterns of gonadotropin gene expression indicate, as
previously suggested (Elizur et al., 1996), differences in FSH and LH secretion patterns
between perciphorms and salmonids.

A positive steroid feedback was evident on LH synthesis. The levels of LHB mRNA

were increased by T implantation (2.4-fold), but not by E, or DHT, while those of the a
* subunit were not significantly modified by any steroid treatment. The possibility that
estrogens and androgens can have a positive effect on LH synthesis may not be ruled out,
as both E; and the non-aromatizable androgen DHT caused a slight non-significant
elevation (1.7-fold) of LHP transcripts. To further investigate this hypothesis, future
studies using several doses of steroids, mainly a range of lower doses, will probably help
to discriminate the differential stimulatory actions of androgens and estrogens over LHf

and a mRNA synthesis in sea bass. A stronger stimulatory effect of T than E,, on LH
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pituitary content, has been reported in other fishes, such as the rainbow trout (Breton er -
al., 1997). Works on the Atlantic sahnon, Salmo salar, have demonstrated a double
androgenic/estrogenic action of T in stimulating LH synthesis, in which T treatment alone’
increase LH pituitary content to a greater extend than a combined treatment of T and the
aromatase inhibitor ATD (Antonopoulou ef al., 1999). Stimulatory actions of E; and/or T
on LHB mRNA levels have been described in immature trout (Trinh et al., 1986),
European eel (Anguilla anguilla: Quérat et al., 1991), chinook salmon (Oncorhynchus
tschawytscha: Xiong et al., 1994), coho salmon (Dickey and Swanson, 1998), goldfish
(Carassius auratus: Huggard et al., 1996) and cultured pituitary cells from eel (Huang et
al., 1997). In these studies, and ours, differences arise in the degree of steroid stimulation
and in the relative actions of E; and T, which may reflect inter-specific differences and/or
variations due to different physiological stages of the fish. Studies in salmonids showed
that the stimulatory effects of T and E, on LHB mRNA varied throughout the year, being
significant in immature, slight in mature and absent in spawning fish (Xiong et al., 1994).
These authors reported a direct steroid action on the pituitary, on the EREs of the LHf
gene, and described different activities of the LHP promoter depending on the
maturational stage of the fish.

From the present study, we cannot say if the stimulatory effect of steroids on a and
LHP transcripts is at the level of the pituitary, the hypothalamus or both. Estrogens are
known to act directly on the gonadotroph cell by activating EREs on the LHP gene
promoter and thus stimulating its transcription (Le Dréan et al., 1996). On the
gonadotroph cell, steroids can also stimulate the transcription of other genes known to
influence gonadotroph sensitivity to stimulatory factors, such as the GnRH receptors
(Habibi et al., 1989). However, steroids can act at the brain level, by direct or indirect
stimulation of the GnRH system (Montero et al., 1996) or other neurons known to have
gonadotropic activity, such as dopamine, NPY or GABA'(Kah et al., 1997). For the
moment, no information on this regard is available on sea bass although, as in other fish
species, a combination of several mechanisms of action would probably be the key for the

complex steroid feedback regulation of the gonadotropic function.
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In contrast to the stimulatory action on a and LHP transcripts, all steroids inhibited
the mRNA levels of the FSHP subunit. The E, showed the strongest inhibitory action on
FSHB transcripts (10-fold from sham), although an androgenic inhibition is evident by the
action of DHT (threefold from sham). These results agree with the few previous reports
studying the regulation of FSH secretion in fish. In Atlantic salmon, T treatment exerts a
negative feedback on pituitary and plasma FSH levels (Antonopoulou et al., 1999).
Negative feedback of steroids on FSH release has also been demonstrated in coho
salmon, Salmo salar (Larsen and Swanson, 1997; Dickey and Swanson, 1998) and
rainbow trout (Saligaut et al., 1998). These results have been further used to explain that,
durihg the reproductive cycle of rainbow trout, raising E, plasma levels are coincident
with the decline of plasma FSH levels; similarly, pituitary FSH mRNA levels also
declined at periods corresponding to high plasma steroid levels (Gémez et al., 1999). An
inhibitory action of estrogens on FSHP mRNA levels has been reported in recrudescent
goldfish (Sohn et al., 1998) and adult coho salmon (Dickey and Swanson, 1998). In coho
salmon, E; treatment had no effect on plasma FSH or FSHB mRNA levels in immature
fish (Dickey and Swanson, 1995) and early recrudescent females (Swanson and Dickey,
1996), but inhibits FSHB mRNA levels in early recrudescent males and reduced plasma
FSH in vitellogenic females (Swanson and Dickey, 1996). Nevertheless, positive
feedback effects of steroids on pituitary and/or plasma FSH levels have been described in
rainbow trout (Breton et al., 1997) and Atlantic salmon (Borg et al., 1998). Thus, it
appears that steroids exert a predominant negative feedback on FSH secretion in fish,
although their effects are complex and may vary between species and different
physiological stages, as has been previously suggested in salmonid fish (Antonopoulou et
al., 1999). Also, different results between studies might arise from different experimental
conditions, such as the tested doses of steroids and the mode of administration.

The GnRHa injection stimulated a and LHP transcripts, but had no effects on FSHB
mRNA levels (sham-implanted fish). These effects were independent of steroidal
priming, although it is worthy to note that it was the T-implanted fish who attained the
highest levels of mRNAs for both a and LH, after GnRHa injection. The stimulatory
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effects of GnRHa on LH, further strength the indication that the sea bass pituitary is -
sensitive to the GnRH stimulus at periods of reproductive resting. Similarly to our data,
studies performed on the striped bass have described a differential regulation of LH and "
FSH transcription by GnRHa. Injection of juvenile striped bass with GnRHa (20 mg/kg)
highly stimulated o and LHP expression, but only slightly that of FSHp, 9 h after
injection (Hassin et al., 1995). Using early spermatogenic adult striped bass, these authors
observed a high increase of a and LHP transcripts after 6 h of GnRHa injection (100
mg/kg), while FSHP transcripts increased slightly only after 24 h of injection (Hassin et
al., 1998). In our study, although we did not see any effect of GnRHa over FSHB mRNA
at 18 h p.i., we cannot discard possible effects at shorter or longer times p.i. or even at
different reproductive stages. The action of GnRH on gonadotropin gene expression has
been studied in other fishes, although the results are different depending on the species
and the physiological stage of the fish. In the gilthead sea bream, treatment of adult fish
with different GnRHs did not modify FSHP or LHp gene expression at 8 and 24h p.i.
(Elizur et al., 1995). In recrudescent male coho salmon, GnRHa injection elevated FSHf
but not LHP transcripts (Swanson and Dickey, 1996). In sexually mature goldfish,
exogenous GnRHa stimulated @ and LHB mRNA levels (Khakoo et al., 1994), as
observed in the present work. Stimulatory effects of GnRH on LHB mRNA have also
been reported in vitro, in cultured pituitary cells of tilapia (Melamed et al., 1998). It
seems clear, from our and previous studies, that FSH and LH transcription is differently
regulated by GnRHa, but these effects are variable depending on the species and the
reproductive stage of the fish. Differences in the stimulatory action of GnRH on both
FSH and LH release, depending on the reproductive stage of the fish, have been
demonstrated in the rainbow trout (Breton et al., 1998). As suggested in mammals, the
density of GnRH receptors and/or activation of different signal transduction pathways,
may account for differential regulation of FSH and LH gene expression by GnRH in the
gonadotrophic cells (Kaiser et al., 1995). - ‘ o

In conclusion, high circulating steroid levels, similar to those observed at stages of

final gonadal maturation of the sea bass (annual peak), exert a positive feedback action on
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LH, by increasing pituitary LH content and pituitary LHB mRNA levels. However, a
strong negative feedback on FSHB mRNA is evident in this situation. The GnRHa
stimulates LH release (plasma levels) and pituitary LHB mRNA levels, but have no effect :
on FSHP mRNA levels. It is clear that, at these levels, all steroids‘ have similar actions on
both FSH and LH synthesis and release and that the effects of GnRHa are not highly
influenced by previous steroidal priming. Our data suggest that, physiologically, raising
levels of circulating steroids would act on the pituitary facilitating LH synthesis and
release, over that of the FSH. Although no information is still available on the secretion
of FSH in non-salmonid species, such as the sea bass and other perciphorms, our data
would strength previous biological evidences that relates fish GTH-1 and GTH-2 with
tetrapod FSH and LH, respectively.

Acknowledgments

The authors wish to thank Dr Thierry Baillache, from the University of Rennes
(France), for his valuable help in the preparation of the silastic implants and his advice on
the implantation methodology. Thanks are extended to Dr Olivier Kah (University of
Rennes, France), for his support and scientific discussions. J. Mateos received a
fellowship from the Spanish Ministry of Education and Science. E. Mafian6és was a
recipient of a European Marie-Curie post-doctoral grant (FAIR GT95-6462). This work
was financially supported by the European Community (FAIR CT97-3785) and the
CICYT (MARI1998-1542-CE).

References

Antonopoulou, E., Swanson, P., Mayer, I, Borg, B., 1999. Feedback control of
gonadotropins in Atlantic salmon, Salmo salar, male parr. II. Aromatase inhibitor and

androgen effects. Gen. Comp. Endocrinol. 114, 142-150.

164




Articulo 4

Asturiano, J.F., Sorbera, L.A., Ramos, J., Kime, D.E., Carrillo, M‘., Zanuy, S.,-2000.
Hormonal regulation of the_'European sea bass reproductive cycle: and individualized
female approach. J. Fish Biol. 56, 1155-1172.

Beato, M., Herrlich, P., Schulz, G., 1995. Steroid hormone “ receptors: many actors in
search of a plot. Cell 83, 851-857.

Bommelaer, M.C., Billard, R., Breton, B., 1981. Changes in plasma gonadotropin after
ovariectomy and estradiol supplementation at different stages at the end of the
reproductive cycle in the rainbow trout (Salmo gairdneri R.). Reprod. Nutr. Develop.
21, 989-997. .

Bon, E., Breton, B., Govoroun, M.S., Le Menn, F., 1999. Effects of accelerated
photoperiod regimes on the reproductive cycle of the female rainbow trout: II
Seasonal variations of plasma gonadotropins (GTH I and GTH II) levels correlated
with ovarian follicle growth and egg size. Fish Physiol. Biochem. 20, 143-154.

Borg, B, Antonopoulou, E., Mayer, 1., Andersson, E., Berglund, 1., Swanson, P., 1998.
Effects of gonadectomy and androgen treatments on pituitary and plasma levels of
gonadotropins in Atlantic salmon, Salmo salar, mature male parr — Physiological
positive feedback control of both gonadotropins. Biol. Reprod. 58, 814-820.

Breton, B., Sambroni, E., 1996. Steroid activation of the brain—pituitary complex
gonadotropic function in the triploid rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Gen.
Comp. Endocrinol. 101, 155-164.

Breton, B., Mikolajczyk, T., Popek, W., 1993. The neuroendocrine control of the
gonadotropin (GtH2) secretion in teleost fish. In: Lalhou, B., Vitello, P. (Eds.),
Aquaculture: Fundamental and Applied Research. American Geophysical Union, pp.
199-215.

Breton, B., Sambroni, E., Govoroun, M., Weil, C., 1997. Eﬁ‘ects of steroids on GTH I and
GTH 1I secretion and pituitary concentration in the immature rambow trout
Oncorhynchus mykiss. C R Acad. Sci. Paris Life Sci. 320, 783—789

165



Articulo 4

Breton, B., Govoroun, M., Mikolajczyk, T., 1998. GTH I and GTH II secretion profiles i
during the reproductive cycle in female rainbow trout: relationship with pituitary
responsiveness to GnRHa stimulation. Gen. Comp. Endocrinol. 111, 38-50.

Burzawa-Gerard, E., 1982. Chemical data on the pituitary gonadotropins and their
implication to evolution. Can. J. Fish. Aquat. Sci. 39, 80-91.

Carrillo, M., Zanuy, S., Prat, F., et al., 1995. Sea bass. In: Bromage, N.R., Roberts, J.
(Eds.), Broodstock Management and Egg and Larval Quality. Blackwell Science,
London, pp. 138-168.

Counis, R., Dufour, S., Ribot, G., Quérat, B., Fontaine, Y.-A., Jutisz, M., 1987. Estradiol
has inverse effects on pituitary glycoprotein a-subunit messenger ribonucleic acid in
the immature European eel and the gonadectomized rat. Endocrinology 121, 1178—
1184.

Crim, L.W., Evans, D.M., 1979. Stimulation of pituitary gonadotropin by testosterone in
juvenile rainbow trout (Salmo gairdneri). Gen. Comp. Endocrinol. 37, 192-196.

Crim, L.W., Evans, D.M., 1980. LH-RH-stimulated gonadotropin release from the
rainbow trout pituitary gland: an in vivo assay for detection of gonadotropin releasing
factor(s). Gen. Comp. Endocrinol. 40, 283-290.

Dickey, J.T., Swanson, P., 1995. Development of RNAse protection assays for
quantification of gonadotropin (GTH I and GTH II) subunit transcript levels in coho
salmon (Oncorhynchus kisutch). In: Goetz, F.W., Thomas, P. (Eds.), Reproductive
Physiology of Fish, Fish Symposium 95, Austin, Texas. pp. 28

Dickey, J.T., Swanson, P., 1998. Effects of sex steroids on gonadotropin (FSH and LH)
regulation in coho salmon (Oncorhynchus kitsutch). J. Mol. Endocrinol. 21, 291-306.

Dickey, J.T., Swanson, P., 2000. Effects of salmon gonadotropin- releasing hormone on
follicle stimulating hormone secretion and subunit gene expression in coho salmon
(Oncorhynchus kisutch). Gen. Comp. Endocrinol. 118, 436-449.

Dufour, S., Delerue-Le Belle, N., Fontaine, Y.-A., 1983. Effects of steroid hormones on ;
pituitary immunoreactive gonadotropin in European freshwater eel, Anguilla anguilla "é
L. Gen. Comp. Endocrinol. 52, 190-197. ’

166




- Articulo 4

Elizur, A., Meiri, L, Rosenfeld, H., Zmora, N., Knibb, W.R., Zohar, Y., 1995. Seabream
gonadotrbpins: sexual difnofpﬁism in gene éxpfeésion. In: Goetz, F.W., Thomas, P.
(Eds.), Reproductive Physiology of Fish, Fish Symposium 95, Austin, Texas. pp. 13—
15.

Elizur, A., Zmora, N., Rosenfeld, H., Meiri, I., Haﬁsin, S., Gordin, H., Zohar, Y., 1996.
Gonadotropins beta-GtHI and beta-GtHII from the gilthead seabream, Sparus aurata.
Gen. Comp. Endocrinol. 102, 39-46.

Gharib, S.D., Bowers, S.M.,, Need, L.R., Chin, W.W., 1986. Regulation of rat luteinizing
hormone subunit mRNAs by gonadal steroid hormones. J. Clin. Invest. 77, 582-589.

Goémez, J.M., Weil, C., Ollitrault, M., Le Bail, P.-Y., Breton, B., Le Gac, F., 1999.
Growth hormone (GH) and gonadotropin subunit gene expression and pituitary and
plasma changes during spermatogenesis and oogenesis in rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). Gen. Comp. Endocrinol. 113, 413—428.

Habibi, HR, De Leeuw, R., Nahorniak, C.S., Goos, H.J.T.h, Peter, R.E., 1989. Pituitary
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) receptor activity in goldfish and catfish:
seasonal and gonadal effects. Fish Physiol. Biochem. 7, 109-118.

Hassin, S., Elizur, A., Zohar, Y., 1995. Molecular cloning and sequence analysis of
striped bass (Morone saxatilis) gonadotrophin- I and -II subunits. J. Mol. Endocrinol.
15, 23-35.

Hassin, S., Gothilf, Y., Blaise, O., Zohar, Y., 1998. Gonadotrophin- I and -II subunit gene
expression of male striped bass (Morone saxatilis) after gonadotropin-releasing
hormone analogue injection: quantitation using an optimized ribonuclease protection
assay. Biol. Reprod. 58, 1233-1240.

Holland, M.C.H., Hassin, S., Zohar, Y., 1998. Effects of longterm testosterone,
gonadotropin-releasing hormone agonist, and pimozide treatments on gonadotropin II
levels and ovarian development in juvenile female stripéd bass (Morone saxatilis).
Biol. Reprod. 59, 1153-1162. S |

167



Articulo 4

Huang, Y.S., Schmitz, M., Le Belle, N., Chang, C.F., Quérat, B., Dufour, S., 1997.
Androgens stimulate gonadotropin-II  subunit in eel pituitary cells in vitro. Mol.
Cell. Endocrinol. 131, 157-166.

Huggard, D., Khakoo, Z., Kassam, G., Mahmoud, S.S., Habibi, H.R., 1996. Effect of
testosterone on maturational gonadotropin subunit messenger ribonucleic acid levels
in the goldfish pituitary. Biol. Reprod. 54, 1184-1191.

Kah, O., Anglade, 1., Linard, B., Pakdel, F., Salbert, G., Bailhache, T., Ducouret, B.,
Saligaut, C., LeGoff, P., Valotaire, Y., Jego, P., 1997. Estrogen receptors in the
brainpituitary complex and the neuroendocrine regulation of gonadotropin release in
rainbow trout. Fish Physiol. Biochem. 17, 53-62.

Kaiser, U.B., Sabbagh, E., Katzenellenbogen, R.A., Conn, P.M., Chin, W.W,, 1995. A
mechanism for the differential regulation of gonadotropin subunit gene expression by
gonadotropin-releasing hormone. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 12280-12284.

Kawauchi, H., Suzuki, K., Itoh, H., Swanson, P., Naito, N., Nagahama, Y., Nozaki, M.,
Nakai, Y., Itoh, S., 1989. The duality of teleost gonadotropins. Fish Physiol.
Biochem. 7, 29-38.

Khakoo, Z., Bhatia, A., Gedamu, L., Habibi, H.R., 1994. Functional specificity for
salmon gonadotropin-releasing hormone (GnRH) and chicken GnRH-II coupled to
the gonadotropin release and subunit messenger ribonucleic acid level in the goldfish
pituitary. Endocrinology 134, 838-847.

Kobayashi, M., Stacey, E.N., 1990. Effects of ovariectomy and steroid hormone
implantation on serum gonadotropin levels in female goldfish. Zool. Sci. 7, 715-721.

Larsen, D.L., Swanson, P., 1997. Effects of gonadectomy on plasma gonadotropins I and
II in coho salmon, Oncorhynchus kisutch. Gen. Comp. Endocrinol. 108, 152-160.

Le Dréan, Y., Liu, D., Wong, A.O.L., Xiong, F., Hew, C.L., 1996. Steroidogenic factor 1
and estradiol receptor act in synergism to regulate the expression of the salmon

gonadotropin IIf subunit gene. Mol. Endocrinol. 10, 217-229.

168



Articulo 4

Linard, B., Bennani, S., Saligaut, C., 1995. Involvement of estradiol in a catecholamine -
inhibitory tone of gonadotropin release in the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss).
Gen. Comp. Endocrinol. 99, 192-196.

Maifian6és, E.L., Swanson, P., Stubblefield, J., Zohar, Y., 1997a. Purification of
gonadotropin II from a teleost fish, the hybrid striped bass, and development of a
specific enzymelinked immunosorbent assay. Gen. Comp. Endocrinol. 108, 209-222.

Maiianés, E.L., Zanuy, S., Carrillo, M., 1997b. Photoperiodic manipulation of the
reproductive cycle of sea bass (Dicentrarchus labrax) and their effects on gonadal
development, and plasma 17B-estradiol and vitellogenin levels. Fish Physiol.
Biochem. 16, 211-222.

Mafianés, E.L., Anglade, I, Chyb, J.,, Saligaut, C., Breton, B., Kah, O., 1999.
Involvement of y-aminobutyric acid in the control of GTH-1 and GTH-2 secretion in
male and female rainbow trout. Neuroendocrinology 69, 269-280.

Mateos, J., Martinez, G., Maiianés, E., Carrillo, M., Zanuy, S., 1999a. Clonacién de las
secuencias completas de las subunuidades a, BFSH y BLH de las gonadotropinas de la
lubina (Dicentrarchus labrax L.). Proceedings of the Seventh National Conference of
Aquaculture, Las Palmas de Gran Canaria, Spain, P 167 (Abstract). |

Mateos, J., Mafiands, E., Govoroun, M., Breton, B., Carrillo, M., Zanuy, S., 1999b.
Purificacién de las gonadotropinas, FSH y LH de la lubina (Dicentrarchus labrax L.)
y disefio de un ELISA para la LH. Proceedings of the Seventh National Conference of
Aquaculture, Las Palmas de Gran Canaria, Spain, P 166 (abstract).

Maurer, K.E., 1982. Estrogen regulates the transcription of the prolactin gene. J. Biol.
Chem. 257, 2133-2136. ‘

Melamed, P., Rosenfeld, H., Elizur, A., Yaron, Z., 1998. Endocrine regulation of
gonadotropin and growth hormone gene transcription in fish. Comp. Biochem.
Physiol. 119C, 325-338.

Montero, M., Le Belle, N., King, J.A., Millar, R.P., Dufour, S., 1996. Differential

regulation of the two forms of gonadotropin- releasing hormone (mGnRH and

169



Articulo 4

cGnRH-II) by sex steroids in the European silver eel (4dnguilla anguilla).
Endocrinology 134, 838-847.

Pierce, J.G., 1988. Gonadotropins: chemistry and biosynthesis. In: Knobil, E., Neill, J.
(Eds.), The Physiology of Reproduction. Raven Press, New York, pp. 1335—1348.
Prat, F., Zanuy, S., Carrillo, M., de Mones, A., Fostier, A., 1990. Seasonal changes in
plasma levels of gonadal steroids of sea bass, Dicentrarchus labrax L. Gen. Comp.

Endocrinol. 78, 361-373.

Prat, F., Sumpter, J.P., Tyler, C.R., 1996. Validation of radioimmunoassays for two
salmon gonadotropins (GTH I and GTH II) and their plasma concentrations
throughout the reproductive cycle in male and female rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). Biol. Reprod. 54, 1375-1382.

Quérat, B., 1994. Molecular evolution of the glycoprotein hormones in vertebrates. In:
Davey, K.G., Peter, R.E., Tobe, S.S. (Eds.), Perspectives in Comparative
Endocrinology. National Research Council of Canada, Ottawa, pp. 27-35.

Quérat, B., Hardy, A., Fontaine, Y.A., 1991. Regulation of the type-II gonadotrophin a
and P subunit mRNAs by oestradiol and testosterone in the European eel. J. Mol.
Endocrinol. 7, 81-86.

Rodriguez, L., Carrillo, M., Sorbera, L.A., Soubrier, M.A., Mafianés, E.L., Holland,
M.C.H., Zohar, Y., Zanuy, S., 2000. Pituitary levels of three forms of GnRH in the
male European sea bass (Dicentrarchus labrax, L.) during sex differentiation and first
spawning season. Gen. Comp. Endocrinol. 120, 67-74.

Rodriguez, L., Begtashi, 1., Zanuy, S., Carrillo, M., 2001. Development and validation of
an enzyme immunoassay for testosterone: effects of photoperiod on plasma
testosterone levels and gonadal development in male sea bass (Dicentrarchus labrax,
L.) at puberty. Fish Physiol. Biochem. 23, 141-150.

Saligaut, C., Garnier, D.H., Bennani, S., Salbert, G., Bailhache, T., Jego, P., 1992. Effects
of estradiol on brain aminergic turnover of the female rainbow trout (Oncorhynchus

mykiss) at the beginning of the vitellogenesis. Gen. Comp. Endocrinol. 88, 209-216.

170



Articulo 4

Saligaut, C., Linard, B., Mafiands, E.L., Kah, O., Breton, B., Govoroun, M., 1998. .
Release of pituitary gonadotrophins GtH I and GtH II in the rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss): modulation by estradiol and catecholamines. Gen. Comp.-
Endocrinol. 109, 302-309.

Shupnik, M.A., Rosenzweig, B.A., 1991. Identification of an estrogen-responsive element
in the rat LH B gene. J. Biol. Chem. 266, 17084—17091.

Slater, C.H., Schreck, C.B., Swanson, P., 1994. Plasma profiles of the sex steroids and
gonadotropins in maturing female spring chinook salmon (Oncorhynchus
tshawytscha). Comp. Biochem. Physiol. 109A, 167-175.

Sohn, Y.C., Yoshiura, Y., Kobayashi, M., Aida, K., 1998. Effect of sex steroids on the
mRNA levels of gonadotropin I and II subunits in the goldfish Carassius auratus.
Fish. Sci. 64, 715-721.

Swanson, P., 1991. Salmon gonadotropins: reconciling old and new ideas. In: Scott, A.P.,
Sumpter, J.P., Kime, D.M,, Rolfe, M.S. (Eds.), Reproductive Physiology of Fish, Fish
Symposium, University of East Anglia, Norwich, UK. pp. 2-7.

Swanson, P., Dickey, J.T., 1996. Regulation of gonadotropin I by sex steroids and
gonadotropin-releasing hormone in coho salmon. Proceedings of the Third
International Symposium on Fish Endocrinology. Hakodate, Japan, pp. 65 (abstract).

Trinh, K.-Y., Wang, N.C., Hew, C., Crim, L.W., 1986. Molecular cloning and sequencing
of salmon gonadotropin § subunit. Eur. J. Biochem. 159, 619-624.

Trudeau, V.L., 1997. Neuroendocrine regulation of gonadotrophin II release and gonadal
growth in the goldfish, Carassius auratus. Rev. Reprod. 2, 55-68.

Trudeau, V.L., Murthy, C.K., Habibi, H.R., Sloley, B.D., Peter, R.E., 1993. Effects of sex
steroid treatments on gonadotropin- releasing hormone-stimulated gonadotropin
secretion from the goldfish pituitary. Biol. Reprod. 48, 300-307.

Vacher, C., Mafian6s, E.L., Marmignon, M.H., Saligaut, C., 2000. Modulation of
pituitary dopamine D-1 or D-2 receptors and secretion of follicle stimulating hormone
and luteinizing hormone during the annual reproductive cycle of female rainbow
trout. J. Neuroendocrinol. 12, 1219-1226.

171



Articulo 4

Weil, C., Bougoussa-Houadec, M., Gallais, C., Itoh, S., Sekine, S., Valotaire, Y., 1995.
Preliminary evidence suggesting variations of GtH 1 and GtH 2 mRNA levels at
different stages of gonadal development in rainbow trout, Oncorhynchus mykiss. Gen.
Comp. Endocrinol. 100, 327-333.

Xiong, F., Liu, D.,, Le Dréan, Y., Elsholtz, H.P., Hew, C.L.,, 1994. Differential
recruitment of steroid hormone response elements may dictate the expression of the
pituitary gonadotropin IIf subunit gene during salmon maturation. Mol. Endocrinol.
8, 782-793.

Zanuy, S., Carrillo, M., Mateos, J., Trudeau, V., Kah, O., 1999. Effects of sustained
administration of testosterone in prepubertal sea bass (Dicentrarchus labrax L).

Aquaculture 177, 21-35.

172




Articulo 4

estradiol sham DHT T E2

testosterone (po DHT E2 T

20

sham E2 T DHT

Fig. 1.

Plasma levels of estradiol (black bars) and testosterone (gray bars), in all experimental groups,
after 12 days of implantation with 20 mg/kg BW of estradiol (E2), testosterone (T) or
dihydrotestosterone (DHT). Sham-implanted fish received an implant with no steroid. Data are
mean+S.E.M. (n=s). Steroid levels sharing the same underscore, for a given analysis, are not
statistically different (P<0.05).
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Fig. 2.

Plasma levels (top graph) and pituitary content (bottom graph) of LH, in sham-, E2-, T- and
DHT-implanted fish, after injection with saline (black bars) or with 15 mg/kg BW of GnRHa
(gray bars). Plasma levels were determined at 3 h p.i, whereas pituitary content was
determined at 18 h p.i. Data are mean+S.E.M. («=s). LH levels sharing the same underscore,
for a given injection, are not statistically different (f*<0.05); asterisks indicate, for a given
implant, statistical differences between saline and GnRHa injection (P<0.05).
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Fig. 3.

Pituitary mRNA levels for a, LHO and FSHP subunits, in sham-, E2-, T- and DHT-implanted
fish, after 12 days of implantation. Data are mean+S.E.M. (n=s) and are expressed as pg ofthe
corresponding subunit related to pg of 28s mRNA, determined in the same sample. Subunit
mRNA levels sharing the same underscore are not statistically different (P<0.05).

175



Articulo 4

0,26
saline
GnRHa
Q DHT sham E2 T
m DHT sham E2 T
0,00
sham E2 DHT
0,16
o DHT sham E2 T
DHT sham E2 T
sham E2 DHT
[¢Y
CJ
2004
'%q o sham E2 T DHT
< m sham E2 T DHT
Z 002
5
en
u. 0,00
sham E2 DHT

Fig. 4.

Pituitary mRNA levels for a, LHP and FSHp subunits in the four experimental groups, 18 h
after injection with saline or 15 mg/kg BW of GnRHa. Fish were previously implanted for 12
days with estradiol (E2), testosterone (T), dihydrotestosterone (DHT) or non-steroid (sham).
Data are mean+S.E.M. (n=s) and are expressed as pg of the corresponding subunit related to
pg of 28s mRNA, determined in the same sample. Subunit mRNA levels sharing the same
underscore, for a given injection, are not statistically different (/>0.05); asterisks indicate, for
a given implant, statistical differences between saline and GnRHa injection (P<0.05).
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Clonacién y anilisis de las secuencias de las subunidades o, BLH y BFSH de la

lubina

En este trabajo se incluye la clonacion de los tres cDNA completos de las tres
subunidades de las gonadotropinas (o, FSHB y LHP), a partir de una libreria de genes de
glandula pituitaria y encéfalo de lubina. La secuencia nucleotidica del cDNA  de la
subunidad a de las glicoproteinas tiene 625 pares de bases (pb) de longitud, codifica un
péptido maduro de 94 aminoécidos (aa), la subuﬁidad FSHp tiene 521 pb, codifica un
péptido maduro de 105 aa 'y la LHP tiene 591 pb, para un péptido maduro de 115 aa.

La comparacién de la secuencia de la subunidad o de las gonadotropinas de la
lubina con las de otros vertebrados ha demostrado que las posiciones de los 10 residuos
de cisteina estin muy conservadas. Estas cisteinas dan lugar a la formacién de 5 puentes
disulfuro que pliegan a la subunidad a (Lapthorn, 1994). También estd muy conservada
la region de los aminoécidos 33 a 66 que incluye dos parejas de cisteinas adyacentes y de
las 2 probables asparaginas glicosiladas. Varios autores han sugerido que esta region
pueda estar implicada en los procesos de ensamblaje de las subunidades y de unién al
receptor, tanto en tetrapodos (Xia ez al., 1994) como en teledsteos (Gen et al., 2000).

El anilisis de las secuencias de aminoécidos de las subunidades BFSH y SLH de la
lubina indica que la posicion de las 12 cisteinas esta bien conservada. Al igual que en la
subunidad a, las cisteinas dan lugar a la formacién de puentes disulfuro, 6 en el caso de la
subunidades P. Estos enlaces covalentes entre cisteinas doblan a la proteina y dan lugar a
la conformacién rigida de la familia proteica de las GTHs, mediante la formacién de una
especie de cinturén de seguridad. El brazo formado por el extremo carboxilo de las
subunidades P se pliega con tres puentes disulfuros abrazando a la subunidad a, dando
lugar a una unién fuerte entre las dos subunidades aunque no se forman enlaces
covalentes entre ellas (Lapthorn, 1994). La posicion de las asparaginas glicosiladas de las
subunidades f también esti conservada entre las secuencias conocidas de los vertebrados.
A estas cadenas de polisacaridos se les implica el papel de la bioactividad de las GTHs,

especificamente el estimulo de las funciones posteriores a la unién con el receptor, es
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decir la activaciéon de la proteina G y de los segundos mensajeros (Beitins y
Padmanabhan, 1991). La glicosidacién de las GTHs también desempeiia un importante
papel en los mecanismos de unién del receptor a la adenilato ciclasa (Arey et al., 1997).

El andlisis del DNA gendmico de la lubina revela que el genoma de la lubina
contiene una sola copia de los genes de las subunidades o, BFSH y BLH. La digestién del
DNA genémico con enzimas de restriccion y la hibridacion con sondas de cDNA de a,
BFSH y BLH, dio lugar a la formacién de un solo fragmento de restriccién para cada
subunidad. El hecho de que cada una de las subunidades de las GTHs de la lubina estén
codificadas por un sélo gen también se apoya en los resultados del analisis mediante
Northern blot, que evidenciaron una tinica transcripcion del mRNA de o, BFSH y BLH en
la pituitaria. El tamafio de los transcriptos de las subunidades analizados por Northern
blot es mayor que el calculado para las secuencias de cDNA  clonadas, lo que se podria
atribuir a la longitud de la cola de poliadenina (Gen et al., 2000). En conjunto, estos
resultados indican que la pituitaria de la lubina contiene y expresa copias tnicas de los
genes de las subunidades de o, BFSH y BLH. Esto estd de acuerdo con otros trabajos en
teledsteos (Gen et al., 2000; Hassin et al., 1995) y vertebrados superiores (Fiddes y
Goodman, 1981), en los que se encontraron copias Unicas de cada gen de las subunidades
de las GTHs. Por otra parte, se ha publicado en varias especies de peces tetraploides,
pertenecientes a los grupos de conddstreos, salménidos y ciprinidos, que las subunidades
de las GTHs se pueden codificar por dos genes (Gen et al., 1993; Huang et al., 1992;
Quérat et al., 2000; Sekine et al., 1989; Yoshiura et al., 1997).

Origen y evolucion de las gonadotropinas

La alineacidn de la secuencia de la subunidad a con las de otros peces ha mostrado
que hay una alta correlacion entre los porcentajes de identidad y las relaciones
filogenéticas. La similaridad mas alta (100%) se dio con la lubina americana (M.
saxatilis), una especie estrechamente relacionada. Las similaridades con otros 6rdenes de

peces se extendieron del 84-96% para perciformes, del 79-80% para pleuronectiformes,
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de alrededor del 70% para Cipriniformes y Ciprinodontiformes y de un 60%
aproximadamente para otros teledsteos a un 49% con los elasmobranquios (Fig 1)4. | "

La comparacién de las secuencias de aminoacidos de las subunidades B de las GTHs,
de la lubina con las de otros peces, ha demostrado que hay mayores semejanzas entre las
secuencias de BLH que entre las de BFSH. Las secuencias de la pFSH y la BLH de la
lubina americana (M. saxatilis) son las mas similares a las secuencias respectivas de la
lubina (98%). La identidad de las secuencias de la BFSH de la lubina, es de alrededor del
70% con los perciformes y los pleuronectiformes, del 40% con otros teledsteos y del 32%
con los elasmobranquios. La identidad de la secuencia de la BpLH es de aifé&edor del 90%
con perciformes, del 80% con pleuronectiformes, del 60 al 70% con otros teledsteos y del
46% con elasmobranquios (Fig 1).

Los estudios filogenéticos de la evolucién molecular de las secuencias de las GTHs
de vertebrados indican que la subunidad o estd mas conservada, mientras que las
subunidades B de las GTHs han divergido mas répidamente. Segin han sugerido Quérat y
sus colaboradores (Quérat, 1994; Quérat et al., 2000), las subunidades BFSH han
divergido mas rapidamente durante la evolucién de los teledsteos y son més especificas
que las subunidades BLH.

La secuencia de la BFSH de la lubina es més similar a la BFSH que a la BLH de
tetrapodos (el 35% con BFSH de Rattus contra el 26% con BLH de Rattus) y de la misma
manera, la secuencia de la BLH de la lubina es mas similar a las secuencias de la BLH (el
40% con la BLH de Rattus y el 26% con la PFSH de Rattus). En estudios filogenéticos
anteriores se ha demostrado que las subunidades P de las GTHs de vertebrados se separan
en dos linajes monofiléticos, uno que agrupa a las FSHs de peces y vertebrados y otro
linaje para la LH de los peces junto con las de otros vertebrados (Quérat et al., 2000).
Estos estudios apoyan la homologia entre la FSH de los peces y la FSH de los tetrapodos
y la LH de los peces con la LH de los tetrapodos.

183



Resumen de Resultados y Discusion

Sintesis de las gonadotropinas en la lubina macho

Para analizar los niveles de expresion del RNA mensajero de las GTHs en la
pituitaria se desarrollé6 un método basado en la técnica del Dot-blot, y se empled para
cuantificar los niveles a largo del ciclo reproductor de las lubinas macho.

Se observé que la expresién de las subunidades o, BFSH y BLH permanece activa
desde el principio hasta el final del ciclo reproductor de la lubina macho, y que el perfil
de las subunidades BFSH y BLH es muy similar, aumentando durante la gametogénesis y
alcanzando los maximos niveles durante la época de espermiacién. Las tres subunidades
de las GTHs aumentan durante la espermatogénesis, paralelamente entre ellas y al
aumento del GSI. Esto sugiere que se requieren las tres subunidades para la regulacion de
los procesos de la gametogénesis y de la maduraci6én gonadal.

La subunidad BFSH se expresa poco al inicio de la espermatogénesis, pero sus
niveles de mRNA aumentan continuamente con la progresion del crecimiento gonadal y
alcanzan los niveles maximos al comienzo de la espermiacion. Este perfil de expresion de
la BFSH es similar al descrito en otros peces teledsteos, tales como el Perciforme Pagrus
major (Gen et al., 2000) o el pleuronectiforme Paralichthys olivaceus (Kajimura et al.,
2001), en los cuales el mRNA de la BFSH aumenta correlativamente al incremento del
GS], alcanzando la maxima expresion al final de la espermatogénesis. La informacién de
la que se dispone en peces sobre la secrecion de la FSH desde la pituitaria indica que ésta
seria el principal regulador de la iniciacion y el mantenimiento de la espermatogénesis,
principalmente mediante el estimulo de la sintesis de esteroides en los testiculos (Borg,
1994; Melamed et al., 1998). Trabajos previos en la lubina macho, han demostrado que
los perfiles plasmaticos de los andrégenos principales, T y 11KT son correlativos con el
crecimiento gonadal, es decir concentraciones bajas al principio de la espermatogénesis
que aumentan durante la gametogénesis y alcanzan el pico maximo con la iniciacién del
periodo de freza y declinan tras éste (Prat ef al,, 1990). Estos patrones de la secrecion de
esteroides se correlacionarian con el perfil observado en la expresion del gen de la BFSH.

Se desconoce si, en la lubina, el patrén de la expresién hipofisiaria de la FSH se
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correlaciona con la secrecién de la FSH, debido ala indisponibilidad de un inmunoensayo
de FSH para la lubina u otros peces perciformes. Sin embargo, se ha demostrado en -
salmonidos, que ese incremento del mRNA hipofisiario de la BFSH durante la
espermatogénesis se correlaciona con la secrecién y el aumento de los niveles
plasmaticos de FSH (Dickey y Swanson, 2000).

Los niveles maximos del mRNA de la BFSH en la lubina macho se alcanzan al
principio de la espermiacién, pero permanecen altos durante todo este periodo, y sélo
declinan a su finalizacion. La transcripcién activa de la subunidad BFSH durante la
espermiacién se ha descrito en otros perciformes, tales como el pargo, P. major (Gen et
al., 2000) y ciprinidos, C. auratus (Yoshiura et al., 1997). Estos resultados sugieren que,
al menos en estas especies, la hormona FSH también es importante en la regulacién de la
maduracion y la espermiacién final del gameto. En otros peces, como los salménidos, la
situacion es diferente ya que la expresién hipofisiaria de la BFSH es claramente
predomindnte en la espermatogénesis, durante el comienzo del desarrollo gonadal, y

-declina durante la freza (Goémez et al., 1999). También es posible que la transcripcion
activa de la PFSH durante la espermiacion sea necesaria para mantener la
espermatogénesis en los grupos de gametos con diversos estados de maduracién presentes
en los testiculos de la lubina. De hecho, las hembras de esta especie tienen ovarios
sincrénicos por grupos y presentan un periodo de freza largo, en el que frezan de 2 a 4
veces durante 1 0 2 meses y los machos espermian activaménte durante de 3 a 5 meses,
con grupos de gametos que sucesivamente entran en espermatogénesis y espermiacion
(Carrillo et al., 1995a). En los testiculos de la lubina macho durante el tiempo que dura la
freza, permanecen juntos grupos de espermatozoides inmaduros junto a grupos maduros y
se produce la espermatogénesis simultaineamente a la espermiacion. v »

Los niveles de expresion de la subunidad BLH siguen un perfil similar a los de la
subunidad BFSH, lo que sugiere que en la lubina, las hormonas FSH y LH estin
implicadas activamente en la regulacion de los procesos reproductivos durante todo el
ciclo. La disponibilidad del inmunoensayo de la LH ha permitido observar los

movimientos de los niveles de la LH y demostrar que se acumula en la pituitaria
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paralelamente al GSI y la expresion de las subunidades o y BLH. La LH y el mRNA de la
BLH aumentan gradualmente a lo largo de espermatogénesis y alcanzan el nivel méximo
en la espermiacion. Se han divulgado resultados similares sobre la expresidn génica de la
LH y la sintesis de la proteina en otros peces, tales como la trucha arcoiris (Gémez et al.,
1999), la carpa dorada (Sohn et al., 1999), la tilapia (Melamed et al., 2000), y la lubina
americana (Hassin et al., 1998). En estas especies la sintesis y la secrecién de la LH
aumentan durante la gametogénesis y son maximas durante la gametogénesis y la freza.
Todos estos trabajos apoyan el papel de la LH como regulador principal del final de la
maduracion gonadal y de la ovulacién o la espermiacién (Swanson, 1991).

La expresion del gen de la subunidad a es similar a la de las subunidades BFSH y BLH,
aumenta durante la gametogénesis hasta el nivel méximo en la espermiacién. Aunque un
porcentaje desconocido de la expresion del gen de la subunidad o podria corresponder a
la sintesis de la hormona tirotropa (TSH), que comparte la subunidad o comin con las
GTHs. Es probaf)le que la fluctuacién de la expresion de la subunidad o que se observa
en nuestro trabajo corresponda a la sintesis paralela de las tres subunidades de las GTHs
para conseguir el ensamblaje del dimero de las hormonas maduras de LH y FSH. Estudios
anteriores, usando técnicas de hibridacién in situ, han demostrado que durante el ciclo
reproductivo de la trucha arcoiris, los niveles del mRNA de la subunidad o en la pituitaria
se incrementan correlativamente con la transcripcion activa del gen de la subunidad o en
las células gonadotropas (Naito ef al, 1991). Sin embargo, no podemos eliminar la
posibilidad que los tirotropos contribuyan al aumento de los niveles del mRNA de la
subunidad a. De hecho, se detectan niveles significativos del mRNA de la subunidad o
antes de la espermatogénesis y después de la freza, momentos en que la expresion de las

subunidades 3 es muy baja.
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Caracterizacion bioquimica de las gonadotropinas de la lubina

Articulo II: Mateos J, Maiiands E, Carrillo M, Zanuy S. Purification of luteinizing
Hormone (LH) and development of a specific Enzyme Like Immunosorbent Assay

(ELISA), in the Mediterranean sea bass. Scientia Marina (en revision)
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Purificacion de la LH de la lubina

Paralelamente a la caracterizacion molecular de las GTHs, se procedi6 a purificarlas
en forma de hormona natural pura. En éste trabajo, se han empleado procedimientos
cromatograficos, para la purificacion de la LH de la lubina, similares a los descritos para
el aislamiento de las GTHs de los salménidos (Kawauchi et al., 1989; Swanson et al.,
1991) y de la LH de la lubina americana (Maiiands et al., 1997a). Los métodos de anilisis
bioquimicos han demostrardo que con esta técnica se obtienen preparaciones de alta
pureza de la LH y de las subunidades o y BLH de la lubina.

El peso molecular de la LH nativa es de 31 Kd y se encuentra dentro del rango de
pesos moleculares descritos en otros teledsteos, que van de 27 a 39 Kd (Koide ez dl.,
1993; Maiianos et al., 1997a; Okada et al., 1994; Swanson et al., 1991; Van Der Kraak et
al., 1992). La LH de la lubina se fracciona en dos picos mediante rpHPLC en medio
4cido, lo que sugiere una sola molécula integrada por dos subunidades. La posicion de
elucién dé estos picos es similar a la que se observa para las subunidades a y § de la LH
de algunos percifprmes (Koide et al., 1993; Maiianés et al., 1997a; Okada et al., 1994), y
se acerca a la posicion de elucién de las subunidades a y B de la LH de salménidos
(Kawauchi et al.,, 1989; Swanson et al., 1991). La aparicién de picos miiltiples en los
cromatogramas de rpHPLC de las subunidades a y 3 de la LH refleja una probable
variabilidad de la composicién de las cadenas glicosiladas. Santos et el al. (2001)
hipotetizaron que estas variaciones pueden tener un significado funcional en las GTHs de
la trucha arcoiris, tal y como sucede en los mamiferos, donde los diversos niveles de
glicosidacién dan lugar a diferentes niveles en la actividad de las GTHs nativas (Chabot
et al., 2000; Chopineau et al., 1997). En SDS-PAGE, los picos del rpHPLC aparecen
como bandas unicas. La posicion de estas bandas corresponde a los pesos moleculares de
12 Kd para la subunidad o y 22 Kd para la subunidad BLH. Estos valores se aproximan a
los encontrados en otras especies de peces para las subunidades a y B de la LH, que

fluctian entre los 15 y 22 Kd de la primera y entre 18 y 24 Kd los de la segunda
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(Maiiands et al., 1997a; Okada et al., 1994; Suzuki et al., 1988a; Swanson et al., 1991;
Tanaka et al., 1993; Van Der Kraak et al., 1992). :

Mediante anélisis espectrométrico con la técnica de MALDI-TOF, las subunidades
o y B de la LH tienen los pesos moleculares respectivos de 12.4 Kd y 15.1 Kd. Las
diferencia de unos 7 Kd que se observa en el peso molecular de la subunidad BLH de la
lubina, entre los anélisis por SDS-PAGE y MALDI-TOFF, podria deberse a que la
movilidad en funcién de la masa de las proteinas en SDS-PAGE puede verse alterada por
variaciones en la composicion de aminoéacidos y carbohidratos, lo que daria lugar a una
variacion entre el peso molecular real y el estimado. Estas variaciones no afectan a los
pesos moleculares que se obtienen con la técnica de MALDI-TOFF, que tiene pocos
daltons de error (< 0.1%; Karas y Hillenkamp, 1988).

La identidad de las subunidades a y BLH de la lubina purificadas se confirmé
comparando las secuencias de los diez ;'n'imeros aminoécidos del extremo N-terminal con
las secuencias dé aminoacidos deducidas a partir de la secuencia de nucleétidos de las
mismas subunidades clonadas. La secuencia del extremo N-terminal muestra la presencia
de un unico residuo del aminodcido tirosina en la subunidad o y fenilalanina en la
subunidad BLH, sin detectarse contaminacion por otros aminoacidos durante los ciclos de
secuenciacion, lo que implica que se trata de péptidos aislados con un alto grado de
pureza.

Durante la purificacién no se encontré la FSH de la lubina. Las pituitarias que se
emplearon en este trabajo provenian de peces que se encontraban en etapas avanzadas de
la gametogénesis y es probable que la concentracion de la FSH en el extracto hipofisiario
fuese baja. Este hecho concuerda con estudios anteriores de los niveles de la FSHy laLH
durante las etapas del ciclo reproductor de varias especies de peces. La FSH es la
hormona predominante durante la vitelogénesis y la espermatogénesis en salménidos,
mientras que los niveles de la LH son bajos hasta la ovulacién y la espermiacién,
momentos en que los niveles de la FSH decrecen (Kawauchi ez al., 1989; Slater et al.,

1994; Suzuki et al., 1988b; Swanson, 1991). Si en la lubina se produce una situacién
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similar, la concentraciéon de FSH en las pifuitarias que se han empleado podria ser muy

baja, con respecto a la LH, lo que ha impedido su deteccion y posible purificacion.

Desarrollo de un ELISA para la LH de la lubina

El ELISA para la cuantificacién de la LH de la lubina en plasma y extractos
hipofisiarios es sensible, especifico, rapido y de facil manipulacién. La sensibilidad es de
80 pg/ml, aunque la concentracién minima que desplaza al anticuerpo es ;le 25 pg/ml. La
sensibilidad del ELISA de la LH de la lubina comparada con las de otros inmunoensayos
de la LH de peces estd dentro de sus rangos y es de las mads altas. Las sensibilidades de
varios RIAs homélogos de la LH de ciprinidos, salménidos y perciformes van de 300
pg/ml a 7 ng/ml (Hernandez et al., 2002; Kobayashi et al., 1985; Kobayashi et al., 1987b;
Tanaka et al., 1993; Zohar et al., 1990). Las sensibilidades de los ELISAs de LH de peces
van de 70 a 156 pg/ml (Kah et al., 1989; Maiiands et al., 1997a; Salbert et al., 1990). El
coeﬁcxente de variacién (CV) en el mismo analisis (1ntra-anallsls) fluctua entre el12yel
14%, y entre andlisis distintos (interanalisis) ei del 21%. Estas variaciones son
comparables a las que se han divulgado previamente de los RIAs y ELISAs de LH de
otras especies de peces, cuyos CV del intra y del interanélisis respectivamente fluctian
del 3 al 8 % y del 6 al 15 % (Hernandez et al., 2002; Kobayashi et el al., 1985; Kobayashi
et al., 1987b; Maiiands et al., 1997a; Salbert et al., 1990; Suzuki et al., 1988b; Tanaka et
al., 1993).

El ELISA de LH de la lubina se ha validado para medir la LH en plasma y extractos
hipofisiarios de la lubina. Las curvas de desplazamiento de diluciones seriadas de
extractos hipofisiarios de la lubina son paralelas a la curva estindar. Lo mismo sucede
con los plasmas de animales inyectados con GnRHa, en los que los niveles de 1a LH son
altos. Ahora bien, en machos y hembras inmaduras se pierde el paralelismo,
probablemente debido a que los niveles de la LH son bajos y se encuentran més alla del

limite de deteccién del analisis.
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También se probé el ELISA de LH de la lubina para cuantificar LH en varias
especies de la familia de los Esparidos, y se observd paralelismo con las muestras de
extractos de pituitaria y de plasma, lo que permite el uso del anélisis en estas especies. El
bajo grado de especificidad del ELISA de LH de la lubina probablemente se deba al uso
de anticuerpos contra la subunidad BLH. Las subunidades BLH de varias especies de
perciformes, entre los que se encuentra la lubina y los Espéridos, son similares (Quérat,
1994), lo que puede explicar porqué los sueros anti-BLHs se pueden utilizar para una

amplia gama de especies (Breton et al., 1984).

Efecto del GnRHa sobre la secrecion de la LH en lubinas hembras maduras

Tras la purificacion de la LH y la puesta a punto del ELISA para detectarla en
plasma y pituitaria, realizamos una experiencia para ver como distintas dosis de [D-Ala6,
Pro9-Net]-LHRHa (GnRHa), un poderoso analogo sintético de la hormona liberadora de
las gonadotropinas (GnRH) que se utiliza para inducir la puesta en las hembras de lubina
maduras, influyen sobre la secrecién de la LH hipofisiaria al plasma.

La inyeccion de varias dosis de GnRHa en lubinas hembras maduras produce la
elevacion de los niveles plasmaticos de la LH. Se observa que las dosis de 25 y 50 pg son
las més potentes para elevar la LH plasmética en todos los puntos de muestreo,
probablemente a partir de la dosis de 25 pg se alcance la maxima capacidad de secrecion
de la pituitaria de la lubina y dosis mayores produzcan saturacién y no sean
recomendables con fines practicos. Se observa que a corto plazo (1.5 h) la dosis de 5 ug
tiene el mismo efecto que dosis Ihayores, mientras que en muestreos posteriores (3,6 y 12
h) su capacidad para elevar la LH plasmatica es menor. Se puede elucubrar que una dosis
baja, al igual que las dosis mayores, podria inducir la movilizacién inmediata de las
reservas de LH de la pituitaria, pero sdlo a partir de ciertos niveles (25 ug) podria
mantenerse suficiente GnRHa para inducir también la sintesis de la LH a mas largo plazo.
En el siguiente apartado vemos que el GnRHa estimula la sintesis de la subunidad BLH

en las lubinas inmaduras. La accién de GnRH sobre la expresion de los genes de la LH se

192



)

Resumen de Resultados y Discusién

ha estudiado en otros peces, aunque los resultados son diferentes dependiendo de lé '
especie y de la etapa fisiolgica en que se encuentran. En la carpa dofada madlira

sexualmente, la inyecciéh de GnRHa exégeno estimula los niveles a y LHB (Khakoo et
al., 1994). Los efectos estimulantes del GnRH sobre el mRNA de LHf3 también se han
comprobado in vitro, en cultivos de células hipofisiarias de tilapia (Melamed et al., 1998).
Nuevas experiencias con mas puntos de muestreo y dosis de GnRHa, asi como el andlisis
de la expresion del mRNA y del almacenamiento de la LH en la pituitaria, serian

imprescindibles para discernir entre el efecto del GnRHa sobre la sintesis y la secrecién
de laLH.
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Estudio de los mecanismos de retroalimentacion de los esteroides

sexuales sobre el sistema gonadotropo de la lubina

Articulo III: Zanuy S, Carrillo M, Mateos J, Trudeau V, Kah O. (1999) Effects of

sustained administration of testosterone in pre-pubertal sea bass (Dicentrarchus labrax
L.). Aquaculture 177: 21-35.

Articulo IV: Mateos J, Mafianés E, Carrillo M, Zanuy S. (2002) Regulation of Follicle-
Stimulating Hormone (FSH) and Luteinizing Hormone (LH) Gene Expression, by
Gonadotropin-Releasing Hormone (GnRH) and Sexual Steroids, in the Mediterranean sea
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Efecto de la administracion sostenida de testosterona en la lubina prepiibere

Los trabajos preliminares de esta tesis consistieron en el estudio del efecto de la T
sobre el GnRH (sGnRH) en la pituitaria y el encéfalo de machos juveniles de lubina, asi-
como su relacién con los niveles plasmaticos de esteroides plasmaticos y la actividad
gonadal. |

Este experimento se llevd a cabo entre noviembre y enero, con machos de lubina de
un tamafio comprendido entre 13 y 16 cm, con las génadas indiferenciadas o que
comenzaban a diferenciarse. Un trabajo previo de Blazquez et al. (1998b) demostr6 que
los machos juveniles de la lubina cuya longitud corporal es de entre 12.8 y 14.2 cm.
comienzan la diferenciacion sexual en esta época del afio. Los animales se implantaron
intraperitonealmente con cépsulas sildsticas que contenian placebo o T (100 pg/g de peso
corporal) durante 76 dias. Los dias 0, 15, 30 y 76 tras la implantacién se cuantificaron el
E; y la T plasmatica, el contenido en sGnRH del encéfalo completo y la pituitaria y el
desarrollo testicular.

Los niveles de T en los machos adultos de la lubina se incrementan a partir de
noviembre, y alcanzan los niveles maximos en diciembre y enero durante el periodo de
maduracién (Cerda et al., 1997; Kah et al., 1994; Prat et al., 1990). Los niveles de T que
se observan en los machos juveniles contrdles de este experimento y los machos adultos,
son similares. En la primera mitad del experimento y a pesar de que los niveles de la T
plasmaética son altos, los testiculos de los juveniles permanecen indiferenciados o en los
primeros estadios de la diferenciacion, y contienen solamente espermatogonias aisladas.
En la segunda mitad del experimento, se reduce el niimero de peces indiferenciados y la T
plasmatica aumenta significativamente. Tomandolos juntos, estos resultados sugieren que
la diferenciacién gonadal es necesaria previamente al desarrollo de estadios gonadales
mas avanzados. Se ha postulado que los esteroides pueden ser los inductores naturales de
la diferenciacién sexual de las génadas de los peces (Yamamoto, 1969) y que la
capacidad de las gonadas para sintetizar andrégenos y estrégenos desde sus precursores

no se desarrolla hasta el comienzo de la diferenciacién gonadal (Van den Hurk, 1982).
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Asi se podria asociar el aumento significativo de la T plasmatica entre los dias 15y 30 a
la culminacion de la diferenciacion sexual de la lubina macho.

Los niveles de T aumentan 10 veces respecto al control en los animales implantados
con este andrégeno y se mantienen altos hasta el final del experimento, a pesar de sufrir
una disminucién paulatina. La dosis elevada de T consigue avanzar las etapas del
desarrollo gonadal, sugiriendo que la T en dosis altas podria acelerar la diferenciacion
gonadal e incluso podria inducir la espermatogénesis. Estos efectos podrian ser la
consecuencia de una accion directa de la T sobre la génada, tal y como se ha observado
en otras especies de teledsteos (Fitzpatrick et al., 1993; Miura et al., 1991). Sin embargo,
existe también la posibilidad de que esta induccion de la maduracién esté mediada a
través de la accion indirecta de la T o de sus metabolitos sobre la pituitaria o el cerebro.
Los resultados de este experimento apoyan esta conexion, ya que hay un aumento
significativo de los niveles del sGnRH en la pituitaria y el cerebro de los peces
implantados con T tras 15 dias de tratamiento. Estos resultados sugieren la accién de un
mecanismo de retroalimentacion positivo de los esteroides gonadales sobre el cerebro y, o
la pituitaria de los machos inmaduros de la lubina. Amano et al. (1993) obtuvo unos
resultados acordes con este mecanismo, encontrd que en los machos precoces los niveles
del sGnRH hipotaldmico y los niveles plasméticos de IIKT y T eran mas altos que en que
en los machos inmaduros.

Ademis, el contenido de sGnRH disminuye progresivamente tras la implantacién
con T. Hay una reduccion significativa del contenido de sGnRH paralela a la maduracion
gonadal de las lubinas macho. Desgraciadamente, cuando este experimento se realizé no
estaba disponible un ensayo especifico para la LH. Sorbera et al. (1997), trabajando en
cultivos primarios de células hipofisiarias de lubina, observé una influencia positiva a
largo plazo de la T sobre la secrecién de LH a través de su estimulacion por el sGnRH.
Yu et al. (1991) vio que los machos de la carpa dorada tienen niveles bajos de sGnRH en
el cerebro asociados con aumentos de la LH en el suero, lo que sugiere que la liberaci6n
del sGnRH puede inducir la secrecion de la LH. Kah et al. (1994) demostré que el

! .y - . -
sGnRH cerebral hipofisiario de la lubina macho sufre una disminucién significativa
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durante el periodo de freza y regresa a valores normales posteriormente, lo que
probablemente libera la LH al torrente circulatorio para inducir la maduracién génadal.
Los resultados experimentales sugieren que la T influye a nivel central sobre el
mecanismo que controla la pubertad, afectando a la sintesis y liberacion del GnRH, tal y
como se ha sugerido en otros tele6steos (Crim y Evans, 1983; Dufour et al., 1983, 1989;
Goos et al., 1986; Quérat ez al., 1991; Schreibman et al., 1986; Trudeau et al., 1991).

No se conoce el mecanismo de accién de la T en la lubina y aunque no se observan
cambios significativos en los niveles plasmaticos de E, de los animales tratados con T, no
podemos ignorar una posible actuaciéon mediante la aromatizacion de la T a estrégeno.
Tras el tratamiento con esteroides sexuales ha aumentado la GnRH cerebral en truchas
juveniles (Goos et al., 1986). Xiphophorus maculatus (Schreibman et al., 1986), anguila
europea (Dufour et al., 1983), y también la expresion del mRNA de la GnRH en el
cerebro del salmén (Amano et al., 1994). Los receptores de estrégenos no se han
localizado en neuronas de GnRH, por lo que el efectb de los esteroides sexuales sobre el
GnRH podria ser indirecto a través de otros sistemas neuronales como los de la
dopamina, el GABA o el neuropéptido Y (Kah er al., 1997; Trudeau, 1997). Ahora bien,
el hecho de que los receptores de E; no se puedan ver en las neuronas de GnRH de la
trucha arcoiris (Navas e al. 1995) no excluye la posibilidad de que en estas células
puedan estar presentes receptores de T.

El GnRH predominante en las doradas maduras, tanto machos como hembras, es el
sbGnRH, pero el sGnRH también esta presente en la hipdfisis (Powell et al., 1994b). Y
teniendo en cuenta que el sGnRH es mas potente que el sbGnRH para inducir la secrecién
de la LH (Sorbera et al., 1997), es posible que los niveles bajos de sGnRH que se han
detectado puedan ser fisiologicamente significativos. Ademas se sabe que en las
pituitarias de los perciformes el sbGnRH suele tener niveles altos y el sGnRH los niveles
bajos (Powell et al., 1994b) pero no se sabe nada sobre la ontogenia de estos ratios entre
formas de GnRH en animales inmaduros. Asi que, pueden existir diferencias entre los

animales inmaduros y maduros.
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Estos resultados evidencian un mecanismo de retroalimentacién positivo a nivel
hipofisiario y encefalico en la lubina macho prepiibere. La T acelera la diferenciacion

gonadal y estimula la espermatogénesis en los machos prepiiberes de la lubina a través
del sistema GnRH.

Regulacion de la expresion génica de la FSH y la LH de la lubina por el GnRH y los

esteroides sexuales

Una vez se tuvieron a punto el ELISA para cuantificar la LH en el plasma y la
pituitaria y el Dot-blot para analizar la expresion hipofisiaria del RNA mensajero de las
subunidades o, FSHP y LH, se investigo el efecto de los esteroides sexuales y el GnRH
sobre la sintesis, acumulacion y secrecion de las GTHs en la lubina.

En este trabajo demostramos que el mRNA de las GTHs se transcribe durante el
periodo del reposo sexual. En esta época, la subunidad que mas se expresa es la a,
mientras que los mRNAs de la BFSH y de la BLH se expresan similarmente. La BLH y la
BFSH de la lubina americana se expresan en la pituitaria de los peces juveniles y en la de
los machos adultos al comienzo de la espermatogénesis (Hassin et al., 1998), siendo mas
alta la expresion de la BLH que la de la BFSH. En contraste, la expresién de la BFSH es
mayor que la de la BLH en salmonidos pregametogénicos (Gémez et al., 1999; Weil et
al., 1995), lo que se correlaciona con las fluctuaciones plasmaéticas de la FSH y de la LH.
Desafortunadamente, no tenemos ningtin dato sobre los niveles plasmaticos de la FSH en
peces que no sean salménidos, pero los diversos patrones de la expresion de los genes de
las GTHs indican, como han sugerido previamente Elizur et al. (1996), diferencias en los
patrones de la secrecion de la FSH v de la LH entre los perciformes y los salménidos.

Para investigar los distintos modos de accion de los estrégenos y de los andrégenos
sobre la sintesis y secrecion de las GTHs, se implantaron lubinas inmaduras con T, E; y
también DHT, un andrégeno no aromatizable, que puede dar indicaciones de los efectos
de la T que no son debido a su aromatizacién a E,, ya que se sabe que los peces tienen

una actividad aromatasa alta. En este estudio se vio que los estrogenos y los andrégenos
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tienen efectos similares sobre las GTHs, ambos estimulan la transcripcién del mRNA de )
la LH e inhiben la de la FSH y que el GnRHa estimula la sintesis y secrecién de la LH, |
pero no de la FSH.

Se utilizaron lubinas jévenes inmaduras que se encontraban en el periodo de reposo
sexual previo a su primer ciclo sexual. En estas condiciones no hay crecimiento gonadal y
los niveles de esteroides y LH circulante son bajos. El sexo de los peces empleados no se
conocia previamente a la experimentacion, pues la lubina no presenta caracteres externos
de dimorfismo sexual y estos animales no habian pasado todavia su primer ciclo
reproductivo. Asi que se procedi6 a determinar el sexo con posterioridad a la
experimentacion, mediante el analisis histologico de las génadas de cada uno de los
individuos. Los grupos experimentales se analizaron sin separar los animales por sexos,
ya que el cociente entre machos y hembras en todos los grupos era aproximadamente 1:1
y no encontramos ninguna diferencia significativa en las respuestas a los tratamientos
entre los sexos. Los niveles basales de los esteroides y la LH del plasma eran similares en
todos los peces, sin diferencias entre los sexos, asi como su respuesta a la implantacién
con esteroides.

Tras 12 dias de tratamiento con implantes de E; o T los niveles plasmaticos del
esteroide correspondiente se incrementaron, alcanzando valores similares a los que hay
durante la fase de la maduracion gonadal final en lubina en un ciclo fisiolégico natural.
Los niveles en plasma de E; y T durante la maduracién de las lubinas mantenidas en
cautividad son aproximadamente 7-14 ng/ml, dependiendo de las poblaciones (Carrillo et
al., 1995b; Mafiands et al., 1997b; Prat et al., 1990), que estan en el rango de los niveles
de los animales implantados con esteroides durante 12 dias en este experimento. Todos
los esteroides (E;, T, DHT) produjeron un incremento de la LH hipofisiaria, indicando
una retroalimentacién positiva de la sintesis de la LH durante la época de inactividad
sexual, tal y como se ha descrito previamente en otras especies de peces (Antonopoulou
et al., 1999; Breton y Sambroni, 1996; Breton et al., 1997; Dickey y Swanson, 1998;
Dufour et al., 1983; Holland et al., 1998; Saligaut et al., 1992; Saligaut et al., 1998). Por

el contrario, tras el tratamiento con esteroides no se alteraron los niveles de la LH en el
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plasma, sugiriendo que la sintesis de la LH y su secrecién son dos procesos con diferente
regulacion. Se han obtenido observaciones similares en lubinas americanas juveniles, en
las cuales el tratamiento de T elevé el contenido de la LH en la pituitaria pero no afect a
la secrecion de 1a LH (Holland et al., 1998). En nuestro estudio, implantamos a los peces
durante 12 dias (20 mg/kg BW) y no podemos descartar la posibilidad de que
tratamientos mas largos o dosis mas altas de esteroides podrian inducir la secrecién de la
LH a maés largo plazo, tal y como sucede en la trucha arcoiris, O. mykiss (Breton y
Sambroni, 1996; Breton ef al., 1997). El hecho de que el andrégeno no aromatizable DHT
aumentase las reservas de la LH en la pituitaria, sugiere que la sintesis de la LH esté bajo
la accién positiva de andrégenos y estrégenos. De tal manera, el efecto de la T podia ser
el resultado de su accién como andrégeno y también por la aromatizacion parcial a E,.

La inyeccion de GnRHa en los peces implantados con placebo elevo los niveles de
la LH del plasma, indicando que la lubina durante el periodo de reposo es sensible al
estimulo del GnRHa. La inducci6én de la secrecién de la LH por el GnRHa no se ve
influenciada por el tratamiento previo con esteroides, aunque hubieran provocado un
aumento de las reservas de LH en la pituitaria. Lo que indicaria que la inyeccién de
GnRHa ha inducido la méaxima capacidad de secrecién de la LH por la pituitaria. En este
estudio, y por no sobremanipular a los animales, solo se recogieron muestras de sangre a
las 3 y 18 h tras la inyeccién de GnRHa, asi que no podemos descartar la posibilidad de
que las diferencias en los niveles de la LH plasmatica entre los grupos implantados con
distintos esteroides hayan ocurrido en otros momentos que no hayamos tenido en cuenta.
Esta segunda posibilidad se da por el hecho de que la reduccién de la LH almacenada en
la pituitaria 18 h después de la inyeccion de GnRHa, es mayor en los grupos implantados
con esteroides que en el implantado con placebo, lo que era particularmente evidente en
los peces implantados con T. En otras especies de peces se ha descrito una accién
facilitadora de la T sobre la estimulacion de la secrecion de la LH por el GnRH (Trudeau
et al., 1993). Esta posibilidad se podra investigar en el futuro pero, en el estudio actual
enfocado basicamente para observar diferencias en los niveles hipofisiarios del mRNA de

las GTHs, no deseabamos estresar a los peces con tomas miltiples de muestras entre la
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inyeccion de GnRHa y el sacrificio a las 18h p.i. Por otro parte, se empled una dosis de
15 ng/kg de GnRHa, ya que, en el experimento del efecto del GnRHa sobre la secrecién
de la LH en lubinas hembras maduras, se estimulaba de la secrecién de la LH con una.
dosis de 5 pg/kg y a partir de 25 pg/kg se saturaba la respuesta de la pituitaria. Asi que se
opt6 por emplear una dosis intermedia.

Es evidente que los esteroides ejercen una retroalimentacion positiva sobre la
sintesis de la BLH. Los niveles del mRNA de la BLH aumentan con los implantes de T
(2.4 veces), también aumentan con el E, y la DHT aunque ese aumento es ligero (1.7
veces) y no llega a ser significativo. Mientras, los de la subunidad a no se modifican
perceptiblemente por ningun tratamiento de esteroides. En otros peces, tales como la
trucha arcoiris (Breton et al., 1997), la T estimula mas la sintesis de la BLH que el E,.
Antonopoulou y colaboradores (1999) han demostrado en los salmones atlanticos, Salmo
salar, una accién doble, androgénica y estrogénica, de la T sobre la estimulacion de la
sintesis de la fLH. El contenido de lé LH en la hip6fisis aumenta més con el tratamiento
de T que en el tratamiento combinado de T y del inhibidor de la aromatasa ATD. El1 E, y,
o la T aumentan los niveles del mRNA de la BLH en la trucha inmadura (Trinh et al.,
1986), la anguila europea (4. anguilla: Quérat et al., 1991), el salmén (O. tschawytscha:
Xiong et al., 1994b; O. kisutch: Dickey y Swanson, 1998), la carpa dorada (C. auratus:
Huggard et al., 1996) y en cultivos celulares de pituitaria de anguila (Huang e al., 1997).
En todos estos estudios, y en el nuestro, las diferencias que se presentan en el grado de
estimulo de los esteroides y en las distintas acciones del E; y la T, pueden ser reflejo de
diferencias interespecificas y, o variaciones debidas al estado fisiolégico de los peces.
Los estudios en salménidos han demostrado que los efectos estimulantes de la T y el E;
sobre el mRNA de la BLH varian a lo largo del afio, siendo significativos en inmaduros,
leves en maduro y nulos durante la freza (Xiong et al., 1994b). Estos autores han descrito
una accién directa de los esteroides en la pituitafia, sobre el ERE del Gen de la BLH,y la

influencia que tiene sobre el promotor de la BLH durante el estado de maduracién.
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Con este estudio, no podemos decir si el efecto estimulante de los esteroides sobre la
transcripcion de la BLH es a nivel de la pituitaria, el hipotadlamo o ambos. Se sabe que los
estrogenos actiian directamente sobre la célula gonadotropa a través de EREs que activan
el promotor' del gen de la BLH y por tanto su transcripcion (Le Dréan et al., 1996). En la
célula gonadotropa, los esteroides también pueden estimular la transcripcién de otros
genes que se sabe que influyen sobre la sensibilidad de los gonadotropos a otros factores
estimulantes, tales como los receptores de GnRH (Habibi e al., 1989). Ademas, los
esteroides pueden actuar en el cerebrd, mediante el estimulo directo o indirecto del
sistema de GnRH (Montero et al, 1996) o de otras neuronas que tienen actividad
gonadotropa, tales como la dopamina, el NPY o el GABA (Kah et al., 1997). Por el
momento en la lubina, no hay mas informacion disponible a este respeto, aunque lo mas
probable es que se produzca una combinacién de varios mecanismos de accion, lo que da
lugar a un complejo mecanismo de regulacidn por los esteroides de la funcién
gonadotropa.

En contraste todos los esteroides inhibieron los niveles del mRNA de la subunidad
BFSH. El E; demostr$ la accién inhibitoria mas potente sobre las transcripciones de la
BFSH (10 veces), aunque es evidente una inhibicién androgénica por la accién de la DHT
(3 veces). Estos resultados son unos de los primeros sobre la regulacion de la sintesis de
la FSH en peces no salménidos. En salmoénidos, el tratamiento de la T ejerce una
retroalimentacién negativa sobre los niveles hipofisiarios y plasmaticos de la BFSH
(Antonopoulou ef al., 1999; Dickey y Swanson, 1998; Larsen y Swanson, 1997; Saligaut
et al, 1998). Estos resultados se han utilizado para explicar que durante el ciclo
reproductivo de la trucha arcoiris, la elevacion de los niveles de plasmaticos del E,
coinciden con la declinacién de los niveles plasméticos de la FSH; del mismo modo, el
mRNA de la BFSH también disminuye en los periodos en que los niveles de esteroides en
el plasma permanecen altos (Gomez et el al., 1999). El tratamiento con E; no tiene ningiin
efecto sobre los niveles plasmaticos de FSH y el mRNA de BFSH en individuos
inmaduros de O. kisutch (Dickey y Swanson, 1995) y hembras en recrudescencia

temprana (Swanson y Dickey, 1996), pero inhibe el mRNA de BFSH de los machos en la
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recrudescencia temprana y disminuye la FSH plasmética de las hembras vitelogénicas
(Swanson y Dickey, 1996). Por contra, los esteroides ejercen una accién positi;/é sobre
los niveles hipofisiarios y, o plasméticos de la FSH en la trucha arcoiris inmadura (Breton
et al., 1997) y el Salmén atlantico (Borg et al., 1998). Una accién inhibitoria de los
estrogenos sobre los niveles de mRNA de BFSH se ha descrito en la carpa dorada (Sohn
et al., 1998b). Asi, parece que los esteroides ejercen una retroalimentacién vnegativa
predominantemente sobre la secrecién de la FSH en los peces, aunque su accion es
compleja y puede variar entre especies y estados fisioldgicos, como se ha sugerido
previamente en salménidos (Antonopoulou et al., 1999). También, los diversos resultados
entre los estudios pueden deberse a variaciones en las condiciones experimentales, tales
como las dosis de esteroides utilizadas y el modo de administracion.

La inyeccion de GnRHa en las lubinas implantadas con placebo estimula la
transcripcion de las subunidades a y BLH, pero no tiene ninguna consecuencia en los
niveles del mRNA de la BFSH. Estos efectos son independientes del tratamiento
esteroideo, aunque es digno de mencién que los peces implantados con T e inyectados
con GnRHa alcanzaron los mayores niveles de transcripcion de mRNA de las subunidaes
o y BLH. Este estudio demuestra que el GnRHa tiene una accién estimulante sobre la
sintesis de la LH durante el periodo de inactividad sexual de la lubina. Semejante a
nuestros datos, los estudios realizados en M. saxatilis han mostrado que la regulacién de
la transcripcion de la LH y de FSH por el GnRHa es diferente. La inyecciéon de GnRHa
(20 g/kg) en juveniles de M. saxatilis estimula, 9 h después de la inyeccién, la expresién
de las subunidades a y BLH, y levemente la de BFSH (Hassin et al., 1995). Estos mismos
autores observaron un aumento de la transcripcién del mRNA o y BLH en machos
espermatogénicos de M. saxatilis a las 6 h posteriores de la inyeccién de GnRHa (100
g/kg), mientras que la transcripcién de BFSH aument6 sélo de forma leve y a las 24 h p.i.
(Hassin et el al., 1998). En nuestro estudio, aunque no vimos ningin efecto del GnRHa
sobre el mRNA de BFSH a las 18 h p.i.,, no podemos descartar algin efecto a tiempos
anteriores o posteriores, 0 en otros momentos del ciclo reproductivo. La accién del GnRH

sobre la expresion de los genes de las GTHs se ha estudiado en otros peces, aunque los
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resultados son diferentes dependiendo de la eépecie y del estado fisiolégico. El
tratamiento de doradas adultas con diversos GnRHs no modificé la expresion de los genes
de la BFSH y de la BLH a las 8 y 24 h.p.i. (Elizur et al., 1995). La inyeccién de GnRHa
en salmones machos recrudescentes elevé el mRNA de BFSH pero no la transcripcién de
la BLH (Swanson y Dickey, 1996). En carpas doradas maduras, el GnRHa estimulé las
niveles del mRNA de a y BLH (Khakoo et al., 1994), igual que en nuestros animales. El
efecto estimulante del GnRH sobre el mRNA de la BLH también se ha publicado en
trabajos in vitro con células de pituitaria de tilapia (Melamed et al., 1998). Parece claro,
por el nuestro y otros estudios anteriores, que la transcripcion de los genes de FSH y LH
tiene diferente regulacién por el GnRHa, pero que varia dependiendo de la especie y del
momento del ciclo sexual. Las diferencias en la accidn estimulante del GnRH sobre la
secrecion de la FSH y la LH, dependiendo de la etapa reproductiva de los peces, se han
demostrado en la trucha arcoiris (Breton et al., 1998). Teniendo en cuenta lo que ha sido
sugerido en mamiferos, la diferente regulacién de la expresién de los genes de la FSH y
de l1a LH por el GnRH en las células gonadotropas se pueden explicar por variaciones en
la densidad de los receptores del GnRH y, o la activacién de diversos mecanismos de

transduccion de sefial (Kaiser et al., 1995).
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CONCLUSIONES

1. La lubina posee dos gonadotropinas, la FSH y la LH, compuestas por dos
subunidades. La subunidad a, que es comiin en la FSH y la LH, y la subunidad B, que
es especifica de cada gonadotropina y por tanto son dos, la BFSH y la BLH.

2. Los estudios de la evolucion molecular de las secuencias de las GTHs de vertebrados,
que incluyen las secuencias de la lubina, indican que la subunidad a estd mas
conservada que las subunidades P de las GTHs. La subunidad BFSH ha divergido
mas rapidamente durante la evolucién de los teledsteos y es mas especificas que la
subunidad LH

3. Los estudios filogenéticos, en los que se han incluido las secuencias de las GTHs de
la lubina, indican que las subunidades B de las GTHs de vertebrados se separan en
dos linajes. monofiléticos, uno que agrupa a las FSHs de peces y vertebrados y otro
linaje para las LHs de los peces junto con las de otros vertebrados. Lo que apoya la
homologia entre la FSH de los peces y la FSH de los tetrdpodos y la LH de los peces
con la LH de los tetrdpodos.

4. En los machos de lubina, la expresién de las subunidades a, BFSH y BLH aumenta
durante la espermatogénesis paralelamente al aumento del GSI. Las subunidades

BFSH y BLH alcanzan los maximos niveles durante la época de espermiacion.

5. Se han obtenido preparaciones de la LH de la lubina con un alto grado de pureza
mediante extraccion con etanol, cromatografia de exclusién molecular en Superdex-
G100, cromatografia de intercambio iénico en DEAE-Sepharose y cromatografia de
exclusién molecular en Superdex-75. Las subunidades de la LH, a y B, se aislaron

mediante rpHPLC.
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10.

Se ha desarrollado un ELISA especifico para la medida de la LH en la lubina, con
una sensibilidad de alrededor de 0.65 ng/ml y unos coeficientes de variacién de intra
e interensayo del 11.7% y 11%, respectivamente. Este ELISA se ha validado para el

analisis de la LH en varias especies de Esparidos.

Se ha logrado estimular de manera significativa la secrecién de la LH al plasma en
lubinas hembras maduras mediante administracién de GnRHa. Produciéndose

saturacion en la respuesta de la pituitaria a partir de la dosis de 25 pg/Kg.

La implantaciéon de T acelera la diferenciacion gonadal y estimula la
espermatogénesis en la lubina macho prepubere. Al mismo tiempo y de manera
correlacionada aumenta el contenido del sGnRH en el cerebro y la pituitaria. Esto
sugiere que la T puede estar implicada en el inicio de la pubertad, actuando

probablemente a través de una retroalimentacién positiva sobre el GnRH

La implantacién de esteroides (T, E, y DHT) en lubinas inmaduras elevan los niveles
de estos esteroides a cifras similares a las que se observan en las etapas finales de la

maduracién gonadal de la lubina (pico anual maximo).

La implantacién de esteroides (T, E; y DHT) en lubinas inmaduras ejerce una accién
positiva de retroalimentacion sobre la LH, aumentando el contenido hipofisiario de la
LHy ios niveles hipofisiarios del mRNA de la LH y una fuerte retroalimentacién
negativa sobre el mRNA hipofisiario de la FSH.

11. El GnRHa estimula los niveles hipofisiarios del mRNA de la LH y la secrecién de la

LH al plasma en lubinas inmaduras, en cambio no tiene ningiin efecto sobre los
niveles del mRNA hipofisiario de la FSH.
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12. Estos datos en conjunto sugieren la homologia filogenética y fisiolégica entre la FSH

y la LH de la lubina con la FSH y la LH de tetrapodos.
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