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Resumen

El gen del receptor para la hormona luteinizante (LHR-LHCGR) es un gen altamente conservado y su mRNA origina diferentes
variantes por corte y empalme alternativo (splicing alternativo). En bovinos se han reportado variantes que traducen en pro-
teina pero ésta no atraviesa la membrana celular; en humanos ante una delecién del exén 10 no hay respuesta a la accion de
la LH, por lo tanto, es razonable asumir que las diferencias en la respuesta a la LH estén relacionadas con la expresion de los
LHR. El objetivo de este trabajo fue comparar entre la raza criolla Colombiana Romosinuano y la raza Brahman los posibles
polimorfismos del ARNm del gen como potenciales indicadores de fertilidad. Se tomaron 5 vacas ciclando de cada raza
se extirpo el ovario que contenia un foliculo preovulatorio, se retir6 la pared folicular, se extrajo el RNA total y se sintetizo,
amplifico, secuencié y comparé el ADNc contra secuencias ya reportadas, presentando una alta similitud. Se concluye que
en estas razas la ausencia de variantes en la expresion del gen, estaria asociada a buen desempeno reproductivo.

Palabras clave: bovinos criollo reproduccién; LHR-LHCGR
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Abstract

The luteinizing hormone (LH) choriogonadotropin receptor (LHCGR) gene is highly conserved and its mRNA causes variants
by alternative splicing. Variants have been reported in cattle that translate into protein; however, this does not cross the cell
membrane. Exon 10 deletion in humans does not trigger a response to the action of LH; it is therefore reasonable to assume
that differences regarding response to LH are related to LHR expression. This work was aimed at comparing the Colombian
creole Romosinuano breed to the Brahman breed regarding possible HCGR gene mRNA polymorphisms as potential fertility
indicators. Five cycling cows were taken from each breed and the ovaries containing pre-ovulatory follicles were excised,
the follicular wall was removed and total RNA extracted. The cDNA was synthesised, amplified, sequenced and compared
to already reported sequences, great similarity being observed. It was concluded that the lack of variants regarding gene
expression in these breeds would be associated with good reproductive performance.

Key words: bovine creole reproduction; LHR-LHCGR; fertility indicator.

Resumo

O gene do receptor para o hormonio luteinizante (LHR-LHCGR) é altamente conservado e seu mRNA origina diferentes
variantes por splicing alternativo. Em bovinos, foram registradas variantes que se traduzem em proteina, mas esta ndo
atravessa a membrana celular; em humanos quando ha uma delecdo do exon 10 ndo ha nenhuma resposta a agcao do LH,
portanto, é possivel que as diferencas na resposta ao LH estao relacionados a expressdo do LHR. O objetivo deste estudo
foi comparar os polimorfismos do mRNA do gene entre a raca crioula colombiana Romosinuano e a raca Brahman, como
potenciais indicadores de fertilidade. Foram avaliadas cinco fémeas de cada raca, retirou-se o ovario que continha um foli-
culo pré-ovulatério, retirou-se a parede folicular, o RNA total foi extraido. Se sintetizou, amplificou, sequenciou e comparou
o cDNA com sequencias ja descritas, a qual presentou alta semelhanca.

Palavras chave: reproducao de bovinos crioulos; LHR-LHCGR

Introduccién

El eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal controla todos
los estados de la reproduccién. El hipotdlamo produce
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), la cual
se moviliza a la hipdfisis anterior y estimula la secrecion
de hormona foliculo estimulante (Senger, 2012) y de
hormona luteinizante (LH) (Casarini et al., 2011).

La LH es una hormona Glucoproteica heterodimérica
cuya vida media es de unos 20 minutos (Gay et al., 1970).
Esta estructuralmente conformada por dos cadenas, una
a, la cual comparte con otras hormonas como la FSH
(McArdle y Roberson, 2015) y una B que le confiere la
especificidad biologica (Cadagan y Towlson, 2017).

En bovinos y ovinos, los estados finales del desarrollo foli-
cular requieren de pulsos de LH (Rawan et al., 2015); si la
secrecion de progesterona permanece alta, los pulsos de
LH no se daran mas rapidamente y el foliculo se atresiara,
induciendo una nueva onda folicular (Ginther, 2000).

La habilidad de las gonadotropinas para modular el
crecimiento folicular depende no sélo de los niveles
circulantes de estas hormonas, sino también de la ex-
presion de receptores especificos que se encuentran
embebidos en la membrana de las células de la granu-
losa y de la teca interna del foliculo ovérico Richards y
Hedin, (1988); Rawan et al., (2015).

El gen del LHR es un gen altamente conservado en
vertebrados, se encuentra en peces (Clelland y Peng,

2009; Liu et al., 2011), aves (Johnson et al., 1996) y ma-
miferos y en el bovino estd ubicado en el cromosoma
11, identificado con cédigo GenelD: 281900. (Gen-
bank 2020). Este gen se expresa en las génadas junto
con el receptor de la FSH (FSHR), mientras que recep-
tor el de la GnRH lo hace en la hip&fisis anterior, esta
sujeto a corte y empalme alternativo (splicing alterna-
tivo), dando origen a diferentes variantes del mRNA
del gen (Ma et al., 2012); en bovinos se han reportado
variantes que carecen del exén 10, delecion parcial
del exon 11 (Robert et al., 2003; Nogueira et al., 2007)
y del ex6n 3 (Nogueira et al., 2007).

Aunque las propiedades de unién y funcionales de
esas variantes no han sido completamente dilucidadas,
se ha observado que la variante con delecién parcial
del exon 11 traduce en proteina pero ésta no atraviesa
la membrana celular (Kawate, 2004), por lo tanto, es
razonable asumir que las diferencias en la respuesta a
la LH estén relacionada con la expresion de los LHR
(Mamluk et al., 1998) ya que en humanos por ejem-
plo, la funcién de los LHR se pierde cuando se pre-
sentan mutaciones en los exones 8y 10 e igualmente,
ante una delecion del exén 10, no hay respuesta a la
accion de la LH aunque si a la hCG (Dickinson et al.,
20009).

Este trabajo tuvo como objetivo comparar entre la raza
criolla colombiana Romosinuano y la raza Brahman los
posibles polimorfismos del ARNm del gen que codifica
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para el receptor de la hormona luteinizante, como po-
tenciales indicadores del potencial ovulatorio.

Materiales y métodos

El trabajo contd con la aprobacién del comité de bioé-
tica de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zoo-
tecnia de la Universidad Nacional de Colombia y se
desarroll6 en el Centro Universitario Regional del Nor-
te (CURDN) de la Universidad del Tolima, ubicado en
el kilémetro 80 de la carretera que de Ibagué conduce
al municipio de Armero-Guayabal, con temperatura
media de 28.2 °C, precipitacion anual media de 1.791
mm, humedad relativa de 71 % y Altitud entre 275 -
550 m.s.n.m., clasificado como zona de vida: Bosque
seco tropical (bs-T) (Holdridge, 1967). Los procedi-
mientos moleculares se realizaron en las instalaciones
del laboratorio de biologia molecular de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
del Tolima.

Se tomaron 5 vacas de la raza Romosinuano (RS) y 5
Brahman (Br) con edad entre tres y cinco anos, que
habian registrado por lo menos un parto, clinicamen-
te sanas y ciclicas, las cuales permanecieron en po-
treros establecidos en pasto Angleton (Dichanthium
aristatum) y contaron con sal mineralizada y agua a
voluntad.

Para verificar ciclicidad ovérica, a las 10 hembras se les
realizé diariamente seguimiento ecografico durante tres
ciclos estrales, usando la técnica descrita por Pierson
y Ginther (1988), mediante la utilizacion de un equipo
Aquila, con sonda dual de 6.0 y 8.0 MHz. (Pie Medi-
cal. http://www.piemedicalimaging.com/), registrando
las imagenes en una computadora portatil mediante el
uso de una tarjeta exportadora importadora de video
Pinacle®. La deteccién de estros se realizé por observa-
cion directa con la ayuda de un macho con desviacion
lateral del prepucio, entre las 05:30 y las 06:00 horas,
las 09:30 y las 10:00, las 13:30 y las 14:00, las 17:30 y
las 18:00 y entre las 21:30 y las 22:00.

A partir de la aparicién de cada uno de los celos, se
realizé ecografia cada 4 horas para precisar el lapso
transcurrido entre el inicio de los signos de celo y la
ovulacion; el tiempo de ovulacion se definio como el
tiempo promedio de no observacién del foliculo a la
ecografia, menos dos horas (Larsson, 1987).

Durante el tercer estro, se verifico por ultrasonografia
la presencia del foliculo preovulatorio y se extirpé el
ovario que contenia dicho foliculo, mediante abordaje
lateral derecho, siguiendo la técnica descrita por Peird
et al.,(2009).

Para el procedimiento quirdrgico las vacas se sedaron
con xilacina aplicada por via intravenosa (IV) a una
posologia de 0,05 a 0,1 mg/kg, ketamina (IV) a una
posologia de 0.5 mg/kg y se practicaron bloqueos pa-
ravertebral y locales con lidocaina al 2%.

Una vez obtenidos los ovarios, se realizé un corte so-
bre el estigma del foliculo preovulatorio para seccio-
narlo en dos partes iguales:

A una de las partes se le retir6 delicadamente la pared
folicular mediante el uso de una pinza de diseccion sin
garra, ésta se transport6 al laboratorio en RNA Later®
a 4 °Cy se conservo a-20 °C hasta su procesamiento.

Del tejido folicular se extrajo el RNA total usando kit co-
mercial AMBION PureLink™ RNA Mini Kit® siguiendo
las instrucciones del fabricante. Una vez obtenido el
RNA, se realiz6 la determinacion de su concentracion
mediante el uso de espectrofotémetro NanoDrop™
2000 Thermo Scientific. La pureza del RNA se estable-
ci6 haciendo uso de la relacion 260 : 280.

A partir de 2 pg del RNA total, se sintetiz6 un &acido
desoxirribonucleico complementario (ADNc) utilizan-
do el Kit de sintesis de ADNc con transcriptasa reversa
SuperScript™ 1I, ThermoFisher Scientific (Invitrogen-
USA). El ADNc obtenido se usé como plantilla para
identificar la expresion génica. Inicialmente, se evaluo
la calidad de sintesis del ADNc mediante la amplifica-
cion del gen de la B-actina como gen housekeeping
de control interno. El PCR de punto final se realizé
mediante los siguientes pasos: pre-desnaturalizacion a
95°C por 3 minutos (min), desnaturalizaciéon a 95°C
por 30 segundos (seg), anillamiento a 55°C por 30 seg,
extension a 72°C por 30 seg, en 35 ciclos y un paso
de extension final a 72°C por 5 min, en el termocicla-
dor T100 de Bio-Rad. Posterior a la amplificacion, el
producto de la reaccion se visualizé mediante electro-
foresis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio
como intercalante, corrido a 100 voltios por 50 min
en el equipo electroforético Power-Pac HC (Bio-Rad
-USA), siguiendo los protocolos estandarizados del la-
boratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de la
Universidad del Tolima.

Para detectar la expresion de los segmentos de in-
terés LHR-A y LHR-B del gen para el receptor de LH
en las células foliculares, se establecio la presencia del
mRNA mediante ejecucion de reaccion en cadena de
la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) usan-
do SuperScript™ Il ThermoFisher Scientific y amplifi-
caciéon mediante PCR de punto final.

Para la realizacion de la RT-PCR se siguieron los proce-
dimientos descritos por Nogueira (2007), se utilizé un
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cebador directo para un fragmento de gran parte de
dominio extracelular (LHR-A) en el exon 2 (5 -TCAA-
AGTAATCCCATCTCAAGC-3") y uno inverso en el exén
9 (5 -CTCGTTTGTTGGCAAGTTTCT-3"); y los cebado-
res directo (5 -AAACTTGCCAACAAACGA-3") e inverso
(5" -ATAGCAAGTCTTGTCCAGGA-3") en los exones 9y 11
respectivamente, para el dominio de toda la region de
transmembrana (LHR-B), del gen del receptor. Figura 1.

Para la PCR de punto final para los fragmentos LHR-A
y LHR-B de la region codificante del LHR se siguieron
los siguientes pasos: pre-desnaturalizacion a 95°C por
10 minutos (min), desnaturalizacién a 95°C por 1 min,
anillamiento a 64°C por 1 min, extensién a 72°C por 1
min, en 35 ciclos y un paso de extension final a 72°C
por 7 min. Posterior a la amplificacion, el producto de
la reaccion se revelé mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% con bromuro de Etidio como intercalan-
te, con un corrido a 100 voltios por 60 minutos.

Los productos amplificados por PCR de punto final
fueron visualizados mediante el uso de geles de agaro-
sa al 1%, aplicando 100v durante 60 minutos.

Las bandas observadas en los geles fueron cortadas,
purificadas y enviadas a MACROGEN (Corea) para es-
tablecer mediante secuenciacion del cADN del gen
que codifica para el receptor, los polimorfismos de los
LHR-mRNA presentes en las muestras.

Las secuencias recibidas se analizaron haciendo uso
del software Geneious R8 y se uso6 el BLAST (Basic Lo-
cal Alignment Search Tool) para compararlas con otras
secuencias que han sido previamente reportadas en el
National Center for Biotechnology Information (NCBI),
BTU20504 y XM_019969469 para Bos taurus y Bos in-
dicus respectivamente. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov

Blast.cgi

Resultados

La visualizacién mediante geles de agarosa de los pro-
ductos de amplificacion de los cDNA para los frag-
mentos LHR-A y LHR-B se presentan en la figura 2.

LHR-A LHR-B
— _—. A—
[4HSH6H7 M8} 9] u___ |
_ EC o™ i@

Figura 1. Representacién de la ubicacién de los cebadores
(flechas) para la PCR de los fragmentos LHR-A y LHR-B. Los
recuadros numerados representan los exones. Se muestran los
dominios de la proteina (EC, extracelular TM regién de trans-
membrana e IC, dominio intracelular. Nogueira etal., (2007).

Las bandas sugirieron la presencia de un solo polimor-
fismo para los fragmentos LHR-A y LHR-B, obtenidas a
partir de tejido de foliculos preovulatorios tanto en la
raza RS como en la raza Br. Esta situacion fue corro-
borada por las secuencias obtenidas, ya que para el
caso de las hembras de la raza RS el tamano de los
fragmentos codificantes LHR-A y LHR-B del receptor de
la hormona luteinizante presentaron una longitud de
630 y de 792 pares de bases respectivamente y para
las hembras de la raza Brahman una longitud de 511 y
751 respectivamente.

En la figura 3 se representa la region codificante del gen
para el receptor de la hormona luteinizante y la alinea-
cion de la secuencias consensus extraidas a partir de los
resultados de secuenciacién de los fragmentos LHR-A y
LHR-B de la raza Romosinuano, contra la secuencias de
LHR del GenBank de BTU20504 de Bos taurus.

Como se puede observar, la secuencia codificante
de los fragmentos LHR-A y LHR-B de hembras de la
raza RS de 630 y de 792 pares de bases al ser com-
parados en el Blast contra la secuencia de referen-
cia LHR en el Genbank de Bos Taurus BTU20504,
presentaron una completa similitud (100%) entre
secuencias. Tabla 1.

Parametro obtenido mediante software Geneious R8.

La comparacion entre las secuencias obtenidas para
los fragmentos LHR-A y LHR-B de la region codifican-
te del gen del receptor para LH de la raza RS con la
secuencia de referencia del Genbank U20504, se pre-
sentan en las figuras 4y 5.

ph
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Figura 2. Electroforesis de los fragmentos LHR-Ay LHR-B, de
vacas de las razas Romosinuano (RS) y Brahman (Br). Carri-
les 1y3: RS, 2y4: Br.
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En la figura 6 se observa la representacion de la se-
cuencia codificante de los fragmentos LHR-A y LHR-B
obtenidos para el receptor de la hormona luteinizante
a partir de tejido de foliculos preovulatorios de hem-
bras de la raza Br, éstos presentaron respectivamente
una longitud de 511 y 751 pares de bases, se estable-
ci6 mediante Blast que los fragmentos del LHR Ay B
presentaron alta similitud con la secuencia del gen de
LHR XM_019969469 de Bos indicus en el Genbank
(98 y 99%).

Las comparaciones entre las secuencias obtenidas
para los fragmentos LHR-A y LHR-B de la region codifi-
cante del gen del receptor para LH de la raza Brahman
contra la secuencia de referencia del XM_019969469
del Genbank, se presentan en las figuras 7 y 8.

Como se puede observar, la secuencia codificante
obtenida en presente trabajo de los fragmentos LHR-
A y LHR-B de hembras de la raza Brahman de 511 y
de 751 pares de bases al ser comparados en el Blast
contra la secuencia de referencia LHR en el Genbank
XM_019969469, presentaron una alta similitud (98-
99% respectivamente) entre secuencias.

Discusién

El analisis comparativo de la secuencia codificante
para los fragmentos LHR-A y LHR-B obtenidos el recep-
tor de la hormona luteinizante a partir de tejido de
foliculos preovulatorios de hembras de la raza Romo-
sinuano y Brahman, contra las secuencia de referencia
del Genbank B20504 y XM_019969469 de Bos indi-
cus, se realizé para identificar posibles variantes que
confieran diferencias en el potencial ovulatorio y por

Tabla 1. Porcentaje de similitud entre la secuencia para los
fragmentos LHR-A'y LHR-B para la raza RSy la secuencia de
referencia U20504

Extraccion U20504
consenso
Extracciéon consenso LHR-A ROMO 100
U20504" 100

*Genbank

ende diferencias en su desempeno reproductivo, ob-
servables en la tasas de fertilidad de las dos razas.

En ambas razas las secuencias obtenidas para los frag-
mentos LHR-A y LHR-B corresponden a segmentos de
las secuencias de longitud completa reportadas en las
bases de datos.

Para la raza RS el fragmento LHR-A presentd una lon-
gitud de 630 bp, se observd que existe una identidad
desde el nucleétido 18 de la secuencia consensus con
el 232 de la BTU 20504, hasta el nucleétido 647 con
el 861 de las secuencias consensus y BTU 20504 res-
pectivamente, es decir en los 630 nucleétidos pertene-
ciente a una region del dominio extracelular del gen,
lo que corresponde con lo reportado por Robert et
al., (2003), como clon Ay por Nogueira et al., (2007),
como LHR-AT para la secuencia de la fraccion codifi-
cante completa de la region extracelular, es decir sin
adiciones ni deleciones, condiciéon que permitiria un
desempeno reproductivo normal, sustentado por la
regularidad de los ciclos en cuanto a la presentacion
de los estros y la ovulacion de los animales estudia-
dos de la raza Romosinuano, ya que en la observacion
ultrasonografica de los ovarios durante los tres ciclos
previos a la obtencién de los tejidos no se presentaron
estros anovulatorios ni ovulaciones sin exhibicion de
signos de estro.

El fragmento LHR-B obtenido en este trabajo presen-
té una longitud de 792 bp y corresponde a parte del
de los dominios de transmembrana e intracelular del
receptor. Se observé que existe identidad desde el nu-
cledtido 72 de la secuencia consensus con el 1226 de
la BTU 20504, hasta el nucleétido 864 con el 2018 de
las secuencias consensus y BTU 20504 respectivamen-
te, lo que concuerda con lo reportado por Robert et
al., (2003), como clon A y por Nogueira et al., (2007),
como LHR-B3, para la secuencias de las fracciones co-
dificantes completa de la regién de transmembrana y
parte intracelular.

De igual manera en lo referente a la raza Brahman, el
fragmento LHR-A presentd una longitud de 511 bp, se
observo que existe una identidad del 98% desde el nu-

Figura 3. Representacién gréfica de los fragmentos LHR-A y LHR-B secuenciados para la raza RS, sobre la regién codificante

U20504 (Genbank). Software Geneious R8.
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Conser-nsus LHR-AT ROMO 18 GAGGTCATAAAAATTGAAATCTCTCAGAGTGATTCCCTGGAAAAGATAGAAGCTAATGCC 77
extraction GAGGTCATAAAAATTGAAATCTCTCAGAGTGATTCCCTGGAAAAGATAGAAGCTAATGCC

U20504 232 GAGGTCATAAAAATTGAAATCTCTCAGAGTGATTCCCTGGAAAAGATAGAAGCTAATGCC 291
Conser-nsus LHRA ROMO 78 TTTGACAACCTCCTCAATTTGTCTGAAATACTGATCCAGAACACTAAAAACCTGGTGCAC 137
extraction TTTGACAACCTCCTCAATTTGTCTGAAATACTGATCCAGAACACTAAAAACCTGGTGCAC

U20504 292 TTTGACAACCTCCTCAATTTGTCTGAAATACTGATCCAGAACACTAAAAACCTGGTGCAC 351
Conser}sus LHR-AT ROMO 138 ATTGAGGCTGGAGCGTTTACAAATCTCCCTCGGTTAAAATACCTAAGCATCTGTAATACA 197
extraction ATTGAGGCTGGAGCGTTTACAAATCTCCCTCGGTTAAAATACCTAAGCATCTGTAATACA

U20504 352 ATTGAGGCTGGAGCGTTTACAAATCTCCCTCGGTTAAAATACCTAAGCATCTGTAATACA 411
Conser}sus LHR-AT ROMO 198 GGCATCCACAAGCTTCCAGATGTTACGAAGATCTTCTCCTCTGAATTTAATTTCATTCTG 257
extraction GGCATCCACAAGCTTCCAGATGTTACGAAGATCTTCTCCTCTGAATTTAATTTCATTCTG

U20504 412 GGCATCCACAAGCTTCCAGATGTTACGAAGATCTTCTCCTCTGAATTTAATTTCATTCTG 471
Conser}sus LHR-AT ROMO 258 GAAATTTGTGATAACTTACACATAACCACCATACCAAGAAATGCTTTTCAAGGGATGAAT 317
extraction GAAATTTGTGATAACTTACACATAACCACCATACCAAGAAATGCTTTITCAAGGGATGAAT

U20504 472 GAAATTTGTGATAACTTACACATAACCACCATACCAAGAAATGCTTTTCAAGGGATGAAT 531
Conser}sus LHRAT ROMO 318 AACGAATCCATAACGCTAAAACTATATGGAAATGGATTTGAAGAAATACAAAGTCATGCA 377
extraction AACGAATCCATAACGCTAAAACTATATGGAAATGGATTTGAAGAAATACAAAGTCATGCA

U20504 532 AACGAATCCATAACGCTAAAACTATATGGAAATGGATTTGAAGAAATACAAAGTCATGCA 591
Conser}sus LHRAT ROMO 378 TTCAATGGGACAACGCTGATTTCCCTGGAGCTGAAGGAAAATGCACGCCTGGAGAAGATG 437
extraction TTCAATGGGACAACGCTGATTTCCCTGGAGCTGAAGGAAAATGCACGCCTGGAGAAGATG
U20504 592 TTCAATGGGACAACGCTGATTTCCCTGGAGCTGAAGGAAAATGCACGCCTGGAGAAGATG 651
Conser.usus LHRA ROMO 438 CACAACGACGCCTTCCGGGGGGCCACGGGGCCTAGCATTTTGGATATITCTTCCACTAAA 497
extraction CACAACGACGCCTTCCGGGGGGCCACGGGGCCTAGCATTTTGGATATTTCTTCCACTAAA

U20504 652 CACAACGACGCCTTCCGGGGGGCCACGGGGCCTAGCATTTTGGATATTTCTTCCACTAAA 711
Conser.usus LHRA ROMO 498 CTGCAGGCCCTGCCTACCTACGGGCTAGAGTCCATTCAGACACTAATTGCCACATCATCC 557
extraction CTGCAGGCCCTGCCTACCTACGGGCTAGAGTCCATTCAGACACTAATTGCCACATCATCC

U20504 712 CTGCAGGCCCTGCCTACCTACGGGCTAGAGTCCATTCAGACACTAATTGCCACATCATCC 771
Conser.usus LHRA ROMO 558 TATTCTCTGAAAAAACTGCCATCGAGAGAAAAATTTACCAACCTCCTGGATGCCACACTG 617
extraction TATTCTCTGAAAAAACTGCCATCGAGAGAAAAATTTACCAACCTCCTGGATGCCACACTG

U20504 772 TATTCTCTGAAAAAACTGCCATCGAGAGAAAAATTTACCAACCTCCTGGATGCCACACTG 831
Conser.usus LHRA ROMO 618 ACTTACCCCAGCCACTGCTGTGCTTTTAGA 647

extraction ACTTACCCCAGCCACTGCTGTGCTTTTAGA

U20504 832 ACTTACCCCAGCCACTGCTGTGCTTTTAGA 861

Figura 4. Comparacion entre la secuencia de la regién codificante del fragmento LHR-A RS y la secuencia de referencia Bos tau-
rus U20540 del Genebank. Identities = 630/630 (100%), Gaps = 0/630 (0%).Software Genious R8.

cleétido 577 de la secuencia consensus con el 508 de
la XM_019969469, hasta el nucle6tido 64 con el 1023
de las secuencias consensus y XM_019969469 respec-
tivamente, es decir en 507/516 nucledtidos pertene-
ciente a una region del dominio extracelular del gen, lo
que corresponde de igual manera con la secuencia de
longitud completa reportada por Robert et al., (2003),
como clon A 'y por Nogueira et al., (2007), como LHR-
A1 para la secuencia de la fraccion codificante comple-
ta de la region extracelular.

El fragmento LHR-B obtenido en este trabajo presen-
t6 una longitud de 751 bp y corresponde a parte del
de los dominios de transmembrana e intracelular del
receptor. Se observé que existe identidad desde el nu-
cledtido 64 de la secuencia consensus con el 1445
de la XM_019969469, hasta el nucle6tido 819 con el

2200 de las secuencias consensus y XM_019969469
respectivamente, lo que concuerda con lo reportado
por Robert et al., (2003) como clon A y por Nogueira
et al.,, (2007) como LHR-B3, para la secuencias de las
fracciones codificantes completa de la region de trans-
membrana y parte intracelular.

Al parecer en las secuencias estudiadas para los dos
fragmentos en razas RS y Br no se presentaron inser-
ciones ni deleciones que comprometieran la accién
del ligando. Tampoco se presentaron polimorfismos
de nucledtido simple como los reportados por Vas-
quez et al., (2014) o Hastings et al., (2006) asociados a
la fertilidad en ganado lechero.

En conclusiéon se puede expresar que aunque el gen
objeto de este trabajo es apenas uno de los muchos
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U20504 (BTU20504)

1226 ACUUCUGCAUGGGGCUCUACCUGCUGCUCAUUGCCUCAGUCGAUGCCCAGACCAAAGGCC 1285
ACTTCTGCATGGGGCTCTACCTGCTGCTCATTGCCTCAGTCGATGCCCAGACCAAAGGCC

LHR-B extraction ROMO

72 ACTTCTGCATGGGGCTCTACCTGCTGCTCATTGCCTCAGTCGATGCCCAGACCAAAGGCC 131

U20504 (BTU20504)

1286 AGUAUUACAACCAUGCCAUAGACUGGCAGACAGGGAGUGGGUGCAGCGCGGCUGGCUUUU 1345
AGTATTACAACCATGCCATAGACTGGCAGACAGGGAGTGGGTGCAGCGCGGCTGGCTTTT

LHR-B extraction ROMO

132 AGTATTACAACCATGCCATAGACTGGCAGACAGGGAGTGGGTGCAGCGCGGCTGGC 191

U20504 (BTU20504)

1346 UCACUGUGUUUGCAAGUGAACUCUCUGUCUACACCCUCACAGUCAUCACACUAGAAAGAU 1405
TCACTGTGTTTGCAAGTGAACTCTCTGTCTACACCCTCACAGTCATCACACTAGAAAGAT

LHR-B extraction ROMO

192 TCACTGTGTTTGCAAGTGAACTCTCTGTCTACACCCTCACAGTCATCACACTAGAAAGAT 251

U20504 (BTU20504)

1406 GGCACACCAUCACCUAUGCUAUUCAACUGGACCAAAAGCUGCGACUGAAACAUGCCAUUC 1465
GGCACACCATCACCTATGCTATTCAACTGGACCAAAAGCTGCGACTGAAACATGCCATTC

LHR-B extraction ROMO

252 GGCACACCATCACCTATGCTATTCAACTGGACCAAAAGCTGCGACTGAAACATGCCATTC 311

U20504 (BTU20504)

1466 CAGUCAUGCUCGGAGGAUGGCUCUUUUCUACUCUCAUUGCCGUGUUGCCUCUUGUGGGUG 1525
CAGTCATGCTCGGAGGATGGCTC CTACTCTCATTGCCGTGTTGCCTCTTGTGGGTG

LHR-B extraction ROMO

312CAGTCATGCTCGGAGGATGGCTC CTACTCTCATTGCCGTGTTGCCTCTTGTGGGTG 371

U20504 (BTU20504)

1526 UCAGCAAUUACAUGAAGGUCAGCAUUUGCCUCCCCAUGGAUGUGGAAAGCACUCUCUCAC 1585
TCAGCAATTACATGAAGGTCAGCATTTGCCTCCCCATGGATGTGGAAAGCACTCTCTCAC

LHR-B extraction ROMO

372 TCAGCAATTACATGAAGGTCAGCATTTGCCTCCCCATGGATGTGGAAAGCACTCTCTCAC 431

U20504 (BTU20504)

1586 AGGUCUACAUCUUAACCAUCCUGAUUCUCAACGUGAUGGCCUUCAUCAUCAUUUGUGCUU 1645
AGGTCTACATCTTAACCATCCTGATTCTCAACGTGATGGCCTTCATCATCATTTGTGCTT

LHR-B extraction ROMO

432 AGGTCTACATCTTAACCATCCTGATTCTCAACGTGATGGCCTTCATCATCATTTGTGCTT 491

U20504 (BTU20504)

1646 GCUACAUUAAAAUUUAUUUUGCAGUUCAAAAUCCAGAGCUGAUGGCUACCAACAAAGAUA 1705
GCTACATTAAAATTTA GCAGTTCAAAATCCAGAGCTGATGGCTACCAACAAAGATA

LHR-B extraction ROMO

492 GCTACATTAAAATTTA GCAGTTCAAAATCCAGAGCTGATGGCTACCAACAAAGATA 551

U20504 (BTU20504)

1706 CAAAGAUUGCUAAGAAAAUGGCAGUCCUCAUCUUCACCGAUUUCACCUGCAUGGCACCAAT765
CAAAGATTGCTAAGAAAATGGCAGTCCTCATCTTCACCGATTTCACCTGCATGGCACCAA

LHR-B extraction ROMO

552 CAAAGATTGCTAAGAAAATGGCAGTCCTCATCTTCACCGATTTCACCTGCATGGCACCAA 611

U20504 (BTU20504)

1766 UCUCUUUCUUUGCCAUCUCAGCUGCCUUCAAAGUGCCCCUCAUUACAGUAACCAACUCAA 1825
TCTCTTTCTTTGCCATCTCAGCTGCCTTCAAAGTGCCCCTCATTACAGTAACCAACTCAA

LHR-B extraction ROMO

612 TCTCTTTCTTTGCCATCTCAGCTGCCTTCAAAGTGCCCCTCATTACAGTAACCAACTCAA 671

U20504 (BTU20504)

1826 AGGUUCUACUGGUUCUCUUUUAUCCUGUCAAUUCAUGCGCCAAUCCGUUUCUGUACGCAA 1885
AGGTTCTACTGGTTCTC ATCCTGTCAATTCATGCGCCAATCCGTTTCTGTACGCAA

LHR-B extraction ROMO

672 AGGTTCTACTGGTTCTC ATCCTGTCAATTCATGCGCCAATCCGTTTCTGTACGCAA 731

U20504 (BTU20504)

1886 UUUUCACAAAGGCAUUCCAAAGGGAUUUCUUUCUGUUGCUGAGCAAAUUUGGCUGCUGUA 1945
TTTTCACAAAGGCATTCCAAAGGGATTTCTTTCTGTTGCTGAGCAAATTTGGCTGCTGTA

LHR-B extraction ROMO

732 CACAAAGGCATTCCAAAGGGATITCTTTCTGTTGCTGAGCAAATTTGGCTGCTGTA 791

U20504(BTU20504)

1946 AAUAUCGAGCUGAACUUUAUAGGAGGAAGGAUUUUUCAGCUUAUAUCUCCAACUGCAAAA 2005
AATATCGAGCTGAACTTTATAGGAGGAAGGA CAGCTTATATCTCCAACTGCAAAA

LHR-B extraction ROMO

792 AATATCGAGCTGAACTTTATAGGAGGAAGGA TCAGCTTATATCTCCAACTGCAAAA 851

U20504 (BTU20504)

2006 AUGGCUUCACUGG 2018
ATGGCTTCACTG

LHR-B extraction ROMO

852 ATGGCTTCACTGT 864.

Figura 5. Comparacién entre la secuencia de la regién codificante del fragmento LHR-B RS y la secuencia de referencia Bos tau-
rus U20540 del Genebank. Identities = 792/2413 (32%), Gaps = 1620/2413 (67%).
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que probablemente afecten la fertilidad de las hem-
bras bovinas, los fragmentos obtenidos para la regién
codificante de los dominios extracelular y transmem-
brana del receptor para la hormona luteinizante en
tejido folicular de las razas Romosinuano y Brahman
permiten suponer que ante la presencia de las secuen-

cias completas del mismo vy sin adiciones, los animales

podrian presentar un desempeno reproductivo dentro
de los parametros fisiol6gicos normales.

Convendria realizar trabajos encaminados a la cuanti-
ficacion de la expresion del gen y la determinacion de
los componentes celulares que lo expresan comparan-
do animales de buen historial reproductivo con anima-
les que presenten alteraciones en su normal ciclicidad
ovarica o con problemas de fertilidad.

R

Figura 6. Representacién grafica de los fragmentos LHR-A y LHR-B secuenciados para la raza Br, sobre la regién codificante

XM_019969469 (Genbank). Software Geneious R8.

Consensus ks pr  |277 GCCTTTGACAACCTCCTCAATITGTCTGAAATACTGATCCAGAACACTAAMMACCTGGTG 518
extraction GCCTTTGACAACCTCCTCAATTTGTCTGAAATACTGATCCAGAACACTAAAAACCTGGTG
XM_019969469 508 GCCTTTGACAACCTCCTCAATTTGTCTGAAATACTGATCCAGAACACTAAAAACCTGGTG 567
Consensus ks pr  |217 CACATTGAGGCAGGAGCGTITACAAATCTCCCTCGGTTAAAATACCTGAGCATCTGTAAT 458
extraction CACATTGAGGC GGAGCGTTTACAAATCTCCCTCGGTTAAAATACCT AGCATCTGTAAT
XM_019969469 568 CACATTGAGGCTGGAGCGTTTACAAATCTCCCTCGGTTAAAATACCTAAGCATCTGTAAT 627
Consensus ks pr  |157 ACAGGCATCCACAAGCTTCCAGATGTTACGAAGATCTTCTCCTCTGAATITAATITCATT 398
extraction ACAGGCATCC+CAAGCTTCCAGATGTTACGAAGATCTTCTCCTCTGAATTTAATTTCATT
XM_019969469 628 ACAGGCATCCRCAAGCTTCCAGATGTTACGAAGATCTTCTCCTCTGAATTTAATTTCATT 687
Consensus ks pr | 297 CTGGAAMTITGTGATAACTTAGACATAACCACCATACCAAGAAATGCTTTTICAAGGGATG 338
extraction CTGGAAATTTGTGATAACTTA ACATAACCACC+TACCAAGAAATGCTTTTCAAGGGATG
XM_019969469 688 CTGGAAATTTGTGATAACTTACACATAACCACCRTACCAAGAAATGCTTTTCAAGGGATG 747
Consensus LHR-A2 BR | 337 AATAACGAATCCATAACGCTAAAACTATATGGAAATGGATTTGAAGAAATACAAAGTCAT 278
extraction Copy AATAACGAATCCATAACGCTAAAACTATATGGAAATGGATTTGAAGAAATACAAAGTCAT
XM_019969469 748 AATAACGAATCCATAACGCTAAAACTATATGGAAATGGATTTGAAGAAATACAAAGTCAT 807
Consensus LHR-A2 BR | 277 GCATTCAATGGGACAACGCTGATTTCCCTGGAGCTGAAGGAAAATGCACGCCTGGAGAAG 218
extraction Copy GCATTCAATGGGACAACGCTGATTTCCCTGGAGCTGAAGGAAAATGCACGCCTGGAGAAG
XM_019969469 808 GCATTCAATGGGACAACGCTGATTTCCCTGGAGCTGAAGGAAAATGCACGCCTGGAGAAG 867
Consensus LHR-A2 BR | 217 ATGCACAACGACGCCTTCCGGGGGGCCACGGGGCCTAGCATTTTGGATATTTCTTCCACT 158
extraction Copy ATGCACAACGACGCCTTCCGGGGGGCCACGGGGCCTAGCATTTTGGATATTTCTTCCACT
XM_019969469 868 ATGCACAACGACGCCTTCCGGGGGGCCACGGGGCCTAGCATTTTGGATATTTCTTCCACT 927
Consensus LHR-A2 BR | 157 AAACTGCAGGCCCTGCC-CCTACGGGCTAGAGTCCATTCAGACACTAATTGCCACATCA 100
extraction Copy +AACTGCAGGCCCTGCC CCTA+GGGCTAGAGTCCATTCAGACACTAATTGCCACATCA
XM_019969469 928 MAACTGCAGGCCCTGCCTACCTAYGGGCTAGAGTCCATTCAGACACTAATTGCCACATCA 987
Consensus ks pr |22 TCCTATTCTCTGAAAAACTGCCATCGAGAGAAAAA 64

extraction TCCTATTCTCTGAAAAAACTGCCATCGAGAGAAAAA

XM_019969469 988 TCCTATTCTCTGAAAAAACTGCCATCGAGAGAAAAA 1023

Figura 7. Comparacién entre la secuencia de la regién codificante del fragmento LHR-A Bry la secuencia de referencia Bos indi-
cus >XM_019969469 del Genebank. Identities = 507/516 (98%), Gaps = 2/516 (0%).
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LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
extraction

64 ACTTCTGCATGGGGCTCTACCTGCTGCTCATTGCCTCAGTCGATGCCCAGACCAAAGGCC 123

ACTTCTGCATGGGGCTCTACCTGCTGCTCATTGCCTCAGTCGATGCCCAGACCAAAGGCC

XM_019969469

1445 ACTTCTGCATGGGGCTCTACCTGCTGCTCATTGCCTCAGTCGATGCCCAGACCAAAGGCC 1504

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

124 AGTATTACAACCATGCCATAGACTGGCAGACAGGGAGTGGGTGCAGCGCGGCTGGCTTTT 183

AGTATTACAACCATGCCATAGACTGGCAGACAGGGAGTGGGTGCAGCG+GGCTGGCTT

XM_019969469

1505 AGTATTACAACCATGCCATAGACTGGCAGACAGGGAGTGGGTGCAGCGYGGCTGGCT 1564

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

184 TCACTGTGTTTGCAAGTGAACTCTCTGTCTACACCCTCACAGTCATCACACTAGAAAGAT 243

TCACTGTGTTTGCAAGTGAACTCTCTGTCTACACCCTCACAGTCATCACACTAGAAAGAT

XM_019969469

1565 TCACTGTGTTTGCAAGTGAACTCTCTGTCTACACCCTCACAGTCATCACACTAGAAAGAT 1624

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

244 GTCACACCATCACCTATGCTATTCAACTGGACCAAAAGCTGCGACTGAAACATGCCATTC 303

G CACACCATCACCTATGCTATTCAACTGGACCAAAAGCTGCGACTGAAACATGCCATTC

XM_019969469

1625 GGCACACCATCACCTATGCTATTCAACTGGACCAAAAGCTGCGACTGAAACATGCCATTC 1684

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

304 CAGTCATGCTCGGAGGATGGCTC CTACTCTCATTGCCGTGTTGCCTCTTGTGGGTG 363

CAGTCATGCTCGGAGGATGGCTCTTTTCTACTCTCATTGCC+TGTTGCCTCTTGTGGGTG

XM_019969469

1685 CAGTCATGCTCGGAGGATGGCTCTTTTCTACTCTCATTGCCRTGTTGCCTCTTGTGGGTG 1744

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

364 TCAGCAATTACATGAAGGTCAGCATTTGCCTCCCCATGGATGTGGAAAGCACTCTCTCAC 423

TCAGCA+TTACATGAAGGTCAGCATTTGCCTCCCCATGGATGTGGAAAGCACTCTCTCAC

XM_019969469

1745 TCAGCARTTACATGAAGGTCAGCATTTGCCTCCCCATGGATGTGGAAAGCACTCTCTCAC 1804

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

424 AGGTCTACATCTTAACCATCCTGATTCTCAACGTGATGGCCTTCATCATCATTTGTGCTT 483

AGGTCTACATCTTAACCATCCTGATTCTCAACGTGATGGCCTTCATCATCATTTGTGCTT

XM_019969469

1805 AGGTCTACATCTTAACCATCCTGATTCTCAACGTGATGGCCTTCATCATCATTITGTGCTT 1864

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

484 GCTACATTAAAATTTATTTTGCAGTTCAAAATCCAGAGCTGATGGCTACCAACAAAGATA 543

GCTACATTAAAATTTA GCAGTTCAAAATCCAGAGCTGATGGCTACCAACAAAGATA

XM_019969469

1865 GCTACATTAAAATTTA GCAGTTCAAAATCCAGAGCTGATGGCTACCAACAAAGATA 1924

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

544 CCAAGATTGCTAAGAAAATGGCAGTCCTCATCTTCACCGATTTCACCTGCATGGCACCAA 603

C AAGATTGCTAAGAAAATGGCAGTCCTCATCTTCACCGATTTCACCTGCATGGCACCAA

XM_019969469

1925 CAAAGATTGCTAAGAAAATGGCAGTCCTCATCTTCACCGATTTCACCTGCATGGCACCAA 1984

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

604 TCTCTTTCTTTGCCATCTCAGCTGCCTTCAAAGTGCCCCTCATTACAGTAACCAACTCAA 663

TCTCTTTCTTTGCCATCTCAGCTGCCTTCAAAGTGCCCCTCATTACAGTAACCAACTCAA

XM_019969469

1985 TCTCTTTCTTTGCCATCTCAGCTGCCTTCAAAGTGCCCCTCATTACAGTAACCAACTCAA 2044

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

664 AGGTTCTACTGGTTCTCTTTTATCCTGTCAATTCATGCGCCAATCCGTTTCTGTACGCAA 723

AGGTTCTACTGGTTCTC ATCCTGTCAATTCATGCGCCAATCCGTTTCTGTACGCAA

XM_019969469

2045 AGGTTCTACTGGTTCTC ATCCTGTCAATTCATGCGCCAATCCGTTTCTGTACGCAA 2104

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

724 TTTTCACAAAGGCATTCCAAAGGGATTTCTTTCTGTTGCTGAGCAAATTTGGCTGCTGTA 783

CACAAAGGCATTCCAAAGGGATTTCTTTCTGTTGCTGAGCAAATTTGGCTGCTGTA

XM_019969469

2105 CACAAAGGCATTCCAAAGGGATTTCTTTCTGTTGCTGAGCAAATTTGGCTGCTGTA 2164

LHR-B2_LHR-B_Primer_R.ab1
SELECCIONADA extraction

784 AATATCGAGCTGAACTTTATAGGAGGAAGGA 819

AATATCCGAGCTGAACTTTATAGGAGGAAGGA I

XM_019969469

2165 AATATCGAGCTGAACTTTATAGGAGGAAGGA 2200

Figura 8. Comparacién entre la secuencia de la regién codificante del fragmento LHR-B Bry la secuencia de referencia Bos indicus

>XM_019969469 del Genebank. Identities = 751/756 (99%), Gaps = 0/756 (0%).
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