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RESUMEN 
 

La hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) es un decapéptido que estimula la 

síntesis y liberación de las gonadotropinas (GtH’s) en la hipófisis. La estructura del 

propéptido de GnRH está conformada por un péptido señal (PS), la secuencia de la GnRH, 

el sitio de procesamiento (Gly-Lys-Arg) y la secuencia del péptido asociado a la GnRH 

(GAP). Chirostoma humboldtianum, es un pez teleósteo, perteneciente a la familia 

Atherinidae, que se conoce comúnmente como charal grande o pez blanco. Esta especie se 

puede encontrar en los lagos y corrientes dulceacuícolas del altiplano manifestando un 

marcado  endemismo del territorio mexicano. En otros aterínidos, se ha reportado en el 

encéfalo, la presencia de tres isorformas, pjGnRH, cGnRH-II y sGnRH, por lo que se 

asume que el Chirostoma humboltianum las posee también. El objetivo del presente trabajo 

fue aislar, secuenciar y clonar pjGnRH en el charal (Chirostoma humboldtianum). Se 

colectaron organismos de ambos sexos, de la laguna de Zacapu Michoacán. Se extrajo el 

RNA con la técnica basada en el Método de Extracción Guanidil-tiocianato-fenol-

cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 1987). Se realizó RT-PCR para la obtención de cDNA 

y posteriormente se realizó PCR (los oligonucleotidos usados, fueron basados según el 

Guilgur et al., 2007). Se obtuvieron productos de diferentes pesos moleculares (200, 300 y 

400pb), que en conjunto corresponden a la parte del decapéptido de la isoforma pjGnRH, 

sitio de corte y el péptido asociado a la GnRH (GAP), esta secuencia parcial tiene similitud 

del 87% con la isoforma pjGnRH de Odonthestes bonariensis, tanto para nucleótidos como 

para aminoácidos. Además, se ha encontrado en el cerebro, la presencia del intrón B, 

cuando es removida dicha secuencia, tiene mayor similitud con otras secuencias de GnRH. 

La retención de intrones, en especial del Intrón A, se ha reportado en el cerebro de ratones 

y en las gónadas de algunas especies de peces, como Oncorhynchus mykiss, Anguila 

japonica y Sparus aurata. Su función aun no es muy clara, pero se sugiere que puede actuar 

como regulador transcripcional. Aun falta obtener la secuencia del Péptido señal, además 

que estudios posteriores puedan confirmar la localización de dicha isoforma para así poder 

establecer su participación en la liberación de las gonadotropinas. 
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ABSTRACT 

Gonadotropin-releasing hormone (GnRH) is a decapeptide that stimulates the synthesis and 

release of gonadotropins (GtH's) in the pituitary. The structure of the GnRH peptide is 

comprised of a signal peptide (SP), the sequence of GnRH, the processing site (Gly-Lys-

Arg) and the sequence of GnRH-associated peptide (GAP). Chirostoma humboldtianum, is 

a teleost fish belonging to the family Atherinidae, which is commonly known as charal or 

white fish. This species can be found in freshwater lakes and streams of the plateau 

demonstrating a marked endemism of Mexican territory. In other atherinids, has been 

reported in the brain, the presence of three isorforms, pjGnRH, cGnRH-II and sGnRH, so it 

is assumed that the Chirostoma humboltianum also possesses. The aim of this study was to 

isolate sequence and clone pjGnRH in charal (Chirostoma humboldtianum). Organisms 

were collected from both sexes, of Lake Zacapu Michoacan. RNA was extracted using the 

technique based on the Extraction Method guanidyl-thiocyanate-phenol-chloroform 

(Chomczynski & Sacchi, 1987). RT-PCR was performed to obtain cDNA and subsequent 

PCR was performed (the oligonucleotides used were based according Guilgur et al., 2007). 

The obtained products of different molecular weights (200, 300 and 400pb), which together 

correspond to the part of decapeptide pjGnRH isoform, cleavage site and the GnRH-

associated peptide (GAP), this sequence has partial similarity of 87 % with pjGnRH 

isoform of Odonthestes bonariensis, both nucleotides to amino acids. Furthermore, it has 

been found in the brain, the presence of the intron B, when said sequence is removed, has a 

greater similarity to other sequences of GnRH. The retention of introns, especially in the 

Intron A has been reported in the brains of mice and in gonads of some fish species such as 

Oncorhynchus mykiss, Anguilla japonica and Sparus aurata. Its function is not yet clear, 

but suggests that it may act as a transcriptional regulator. Even failure to obtain the signal 

peptide sequence, in addition to further studies to confirm the localization of this isoform in 

order to establish his involvement in the release of gonadotropins. 
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1. INTRODUCCIÓN: 

Los peces óseos constituyen el grupo más abundante de los vertebrados, al menos se han 

descrito 27,977 especies de peces para todo el planeta (Nelson, 2006). Dichos organismos 

habitan principalmente en aguas dulces, salobres y marinas. Su importancia radica en que 

son considerados como una muy buena fuente de alimento (Osornio, 2001), además algunas 

especies son importantes para la pesca deportiva, de ornato, especies exóticas, nativas o 

endémicas de cada país o región. Es por eso que ante la demanda, se han tenido que 

desarrollar diversas técnicas para poder mantener en cautiverio, crecer y reproducir varias 

especies que tienen importancia comercial y de ornato, cuya finalidad es la obtención de un 

mejor tamaño, mayor producción y supervivencia tanto de las crías, como de los adultos.  

En los vertebrados, el eje reproductivo está conformado por tres niveles de organización: el 

hipotálamo, la hipófisis y las gónadas, conocido como el eje H-H-G, dentro de él, son 

activados muchos de los procesos celulares y moleculares que participan conjuntamente, 

para dar paso a los ciclos reproductivos, activando un gran número de eventos muy 

complejos (Amano et al., 2002). Este recibe una serie de informaciones dadas por diversas 

condiciones fisiológicas y ambientales teniendo diferentes respuestas dependiendo de la 

especie (Fernández-Fernández et al., 2006; Kuo et al., 2005). 

Al dar inicio los ciclos reproductivos, el hipotálamo tiene que integrar la información 

proveniente de factores ambientales, como es la temperatura, el fotoperiodo, la osmolaridad 

en el agua, el alimento, las feromonas. También las condiciones reproductivas en las que se 

encuentre el organismo por ejemplo su propio ciclo reproductivo, el sexo (gonocóricos o 

hermafroditas), disponibilidad de hembras y machos y edad del individuo entre otros 

(Dickey & Swanson, 2000; Gur et al., 2000; Melamed et al., 2000; Zohar et al., 2010). 

Estos factores actuarán en conjunto para estimular por medio de diversas señales a las 

neuronas localizadas principalmente en el hipotálamo, en donde la Hormona liberadora de 

las gonadotropinas (GnRH) es sintetizada y liberada dando paso a  una serie de rutas de 

señalización (Onuma et al., 2005). 

GnRH, es la principal señal para estimular e inducir en la hipófisis la liberación pulsátil de 

las gonadotropinas, Hormona luteinizante (LH) y la Hormona folículo estimulante (FSH). 
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En los tetrápodos, la GnRH es transportada por el sistema portahipofisiario, mientras que 

en los teleósteos la entrega es por vía directa a través de  las terminaciones axonales.  

Ambas gonadotropinas están conformadas por dos subunidades distintas, una  y β, las 

cuales están unidas entre sí de manera no covalente. La subunidad , es la más conservada 

en su secuencia, para ambas gonadotropinas y la fracción β, muestra menos homología 

(Counis et al., 2005). Estas son liberadas al torrente sanguíneo y trasportadas hacia las 

gónadas donde se unen a sus receptores específicos para la LH en las células de Leydig, en 

el testículo así como en las células de la teca en el folículo ovárico para la FSH en las 

células de Sertoli y en las células de la granulosa, respectivamente), estas conducen a 

diferentes acciones, en las hembras la LH, estimula fundamentalmente la ovogénesis, 

ovulación y formación de cuerpo lúteo, así como la síntesis de progesterona y estradiol, en 

los machos, a la espermiación y secreción de andrógenos; mientras que la FSH en hembras, 

induce el crecimiento y maduración de los folículos ováricos y en machos, la 

espermatogénesis (Enomoto et al., 2004; Kaiser et al., 1997; Millar, 2005).  

Este eje ha sido determinado en varias especies de peces, esto con la finalidad de saber su 

fisiología durante gran parte de su ciclo de vida y su relación con otros neuropéptidos para 

poder establecer diferentes estrategias que promuevan el crecimiento y la reproducción 

teniendo como consecuencia el mantenimiento y la sobrevivencia a futuro de la especie de 

interés. 
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1.1. GnRH (Hormona liberadora de las gonadotropinas) 

El primer nombre que se le dio a la GnRH, fue el de la Hormona Liberadora de la Hormona 

Luteinizante (LHRH) (Harris, 1950). Se le asignó por el efecto estimulante de dicha 

hormona, para la liberación de la LH. Tiempo después, se le designó un nombre más 

general, el de la GnRH, el cual hasta la fecha ha resultado ser el más adecuado. 

 

El primer dato sobre la GnRH, es que fue encontrada en el tejido hipotalámico de 

mamíferos placentarios placentados (cerdos y ovejas). A esta isoforma se le nombró 

mGnRH (Amoss, et al., 1971). Se ha reportado que se encuentra en el encéfalo de ratas, 

hámsters, perros y algunas especies de ranas (Gautron, 1991; Montaner, 2001b). 

Las GnRHs, es una familia de decapéptidos (excepto la isoformas para no-cordados), su 

principal función es estimular la síntesis y liberación de las gonadotropinas (GtH’s) en la 

hipófisis, además, en el encéfalo y otros tejidos puede funcionar como 

neuromodulador/neurotransmisor.  

En el ciclido Astatotilapia burtoni se ha encontrado que el incremento de esta hormona, 

influye en el comportamiento reproductivo y fenotipo de machos dominantes, dando paso 

al incremento de gonadotropinas, testosterona y gónadas, permitiendo, la reproducción 

(Burmeister et al., 2005; Hofmann, 2006, Maruska et al., 2011).  

También se ha detectado  la presencia de ARN mensajero de esta hormona, así como su 

receptor, en otros órganos como son  las gónadas (Uzbekova, et al., 2001).  

En cuanto al aspecto molecular, todos los genes que codifican para las distintas isoformas 

de la GnRH en todos los vertebrados, consisten de 4 exones separados por 3 intrones. 

El primer exón codifica para el extremo 5’ sin traducción (5-UTR). En el segundo, se 

encuentra el péptido señal (PS), la secuencia de la GnRH, el sitio de procesamiento (Gly-

Lys-Arg) y una parte de la secuencia del péptido asociado a la GnRH (GAP). El exón 3, 

contiene la parte media de la secuencia del GAP. En el cuarto exón, se encuentra la última 
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parte del GAP y la región del extremo 3’ sin traducción (3-UTR). Para cada intrón, se posee 

un sitio de corte, el cual se caracteriza por tener dos pares de bases GT (donador) y una AG 

(aceptor) (Kitahashi et al., 2004) (Figura 1). 

El gen de la GnRH, es un excelente ejemplo de la regulación que se requiere para mantener 

la función de un gen evolutivamente conservado Debido a la capacidad reproductiva es 

fundamental para la supervivencia de la especie, la homeostasis fisiológica que dicta las 

condiciones óptimas para el éxito reproductivo, y cualquier perturbación de este equilibrio 

puede afectar la expresión de GnRH, tanto el gen como su regulación, requiere de diversas 

señales, así como de neuromoduladores (Belsham & Lovejoy, 2005). 

 

 

Figura 1. Se ilustra la organización general del gen de la Hormona Liberadora de 

Gonadotropinas (GnRH) en vertebrados. Los cuadros indican los exones, los cuales están 

numerados y las líneas, los intrones, marcados con letras. (Modificado de Okubo y 

Nagahama, 2008). 
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1.2. Isoformas de la GnRH 

A través de distintas técnicas, como la obtención de la estructura complementaria del ADN 

(cDNA) y HPLC, la identificación de nuevos miembros de la familia de la GnRH se ha ido 

incrementando rápidamente. 

En los últimos años se tienen descritas 28 isoformas de GnRHs, en el cerebro o estructuras 

equivalentes (Tsai, 2006; Adams, 2002). En los vertebrados, cordados inferiores e 

invertebrados el número de isoformas puede variar, 14 están presentes en los vertebrados, 

dentro de estas 8 están en los teleósteos, 9 en tunicados y 6 en invertebrados. Dichas 

isoformas son tradicionalmente nombradas según la especie de la cual se aislaron (Stefano 

et al., 2000; Amano et al., 2002; Zmora, 2002; Guilgur et al., 2007; Lethimonier et al., 

2004).  

La secuencia de aminoácidos  para GnRH es similar entre los cDNAs obtenidos a partir de 

las diversas especies de teleósteos, teniendo regiones conservadas en  las posiciones 1, 4, 9 

y 10 principalmente (Tabla 1) (Okubo, et al, 2000; Somoza et al, 2002).  
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Tabla 1. Se muestra la estructura primaria de las secuencias de aminoácidos de las 28 isoformas de GnRH reportadas en vertebrados e 

invertebrados. 

GnRH 1   2 3 4 5 6 7 8 9 10 Referencias 

Vertebrados 

mGnRH p-Glu   His Trp Ser Tyr Gly Leu Arg Pro Gly-

NH2 

Baba, et al., 

1971. 

sbGnRH -   - - - - - - Ser - - Powell, et 

al., 1994. 

pjGnRH 

mdGnRH 

-   - - - Phe - - Ser - - Montaner, et 

al., 2001; 

Somoza, et 

al., 2002. 

sGnRH -   - - - - - Trp Leu - - Sherwood, et 

al., 1983. 

wfGnRH -   - - - - - Met Asn - - Adams, et 

al., 2002. 

cfGnRH -   - - - His - - Pro - - Bogerd, et 

al., 1994. 

hrGnRH -   - - - - - - Ser - - Carosfeld, et 

al., 2000. 

dfGnRH -   - - - - - Trp Leu - - Lovejoy, et 
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al., 1992. 

cGnRH-II   -   - - - - - - Tyr - - Miyamoto, et 

al., 1984. 

cGnRH-I   -   - - - - - - Gln - - King, et al., 

1982. 

rGnRH -   - - - - - - Trp - - Yoo, et al., 

2000. 

gpGnRH -   Tyr - - - - Val - - - Jiménez, et 

al., 1997. 

lGnRH-I -   - Tyr - Leu Glu Trp Lys - - Sower, et al., 

1993. 

lGnRH-III -   - - - His Asp - - - - Sower, et al., 

1993. 

Cordados 

tGnRH- I -   - - - Asp Tyr Phe Lys - - Powell, et 

al., 1996. 

tGnRH- II -   - - - Leu Cys His Ala - - Powell, et 

al., 1996. 

tGnRH- III -   - - - - Glu Phe Met - - Anctil, 2001. 

tGnRH- IV -   - - - Asn Gln - Thr - - Adams, et 

al., 2003. 
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tGnRH- V -   - - - - Glu Tyr Met - - Adams, et 

al., 2003. 

tGnRH- VI -   - - - Lys - - Ser - - Adams, et 

al., 2003. 

tGnRH-VII -   - - - - Ala - - - - Adams, et 

al., 2003. 

tGnRH-VIII -   - - - Leu - - - - - Adams, et 

al., 2003. 

Invertebrados 

apGnRH - Asp Tyr His Phe Ser Asp Gly Trp Tyr Ala Gly Zhang, et al., 

2000. 

olGnRH - His - - - - - - - Lis Ser - GeneBank 

Nº acceso  

FC805608 

anGnRH - Ala - - - - His - - Phe Pro - GeneBank 

Nº acceso  

EY629959 

ocGnRH - Asp - - - - Asp - - His Pro - Iwakoshi, et 

al., 2002. 

*Strongylocentrus 

purpuratus-

GnRH 

- Val His - Arg Phe Ser Gly - Arg - - Tomado de 

Roch et al., 

2011). 
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*Helobdela 

robusta-GnRH 

- Ser Iso - Phe Ser Arg Ser - Glu - - Tomado de 

Roch et al., 

2011). 

GnRH de mamífero (mGnRH), de pollo  (cGnRH- ), GnRH de rana (rGnRH), GnRH de lúbina (sbGnRH), GnRH de pez blanco 

(wfGnRH), GnRH de bagre (cfGnRH), GnRH de arenque (hrGnRH), GnRH de medaka (mdGnRH) o GnRH de pejerrey (pjGnRH), 

GnRH de pez perro (dfGnRH), GnRH de pollo  (cGnRH-), GnRH del conejillo de indias (pgGnRH), GnRH de lamprea  y    

(lGnRH), GnRH de tunicado  -V    (tGnRH), GnRH de Aplysia (apGnRH), GnRH de Lottia Gigantean (olGnRH), GnRH de 

anélido (anGnR) y GnRH de pulpo (oGnRH), *Strongylocentrus purpuratus-GnRH y Helobdela robusta-GnRH. (Modificada de 

Lethimonier, et al.,  2004; Okubo et al, 2000; Roch et al., 2011; Somoza et al., 2002; Tsai & Zhang, 2008).  

 

 

 

 

 

 



 

1.3. Procesamiento de la GnRH 

Para que se lleve a cabo el procesamiento del precursor de la GnRH, es la eliminación del 

péptido señal, a través de una peptidasa, esta parte de la molécula posee como característica 

particular que sus residuos de aminoácidos la mayoría son hidrofóbicos, tras la ruptura, el 

residuo de ácido glutámico del extremo amino terminal de esta hormona se cicla para 

producir ácido piroglutámico (P-Glu) por una glutamina ciclotransferasa, una vez 

acontecido este evento, es transportado al Aparato de Golgi. Este péptido, está acoplado al 

sitio de procesamiento y al GAP, el primero compuesto por una glicina dadora de amida y 

los residuos de Lisina y Arginina, que son escindidos mediante la acción de dos enzimas, 

una endopéptidasa y una carboxipeptidasa ε, permitiendo que se separe el GAP y 

considerándose que este decapéptido ya está maduro. 

El grupo carboxilo terminal de dicho péptido está conformado por la unión de los residuos 

Glicina-Glicina, en las posiciones 10 y 11, estos sufren una modificación gracias a la -

peptidil-glicina monooxigenasa, que amida el grupo carboxilo terminal en la posición 10 

del péptido ya activo. A continuación, la GnRH junto con el GAP son almacenados en 

gránulos de secreción y es transportado a las terminales axonales para su posterior 

liberación (Rangaraju  et al., 1991; Wetsel et al., 1991, Zohar et al., 2010) (Figura 2). 

Se considera que el GAP inhibe la secreción de la prolactina (Nikolics et al., 1985) y 

estimula la liberación de las gonadotropinas (Millar et al., 1986). También se ha 

considerado, que el GAP sólo se limita como péptido de apoyo y que proporciona la 

estructura secundaria adecuada para el procesamiento correcto de la prepro-GnRH (Millar, 

2008).  
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Figura 2. Esquema que indica el procesamiento del precursor de la GnRH, desde el núcleo 

celular, retículo endoplásmico, aparato de Golgi, hasta la secreción de vesículas. Con la 

participación de diversas enzimas: la peptidasa, glutamina ciclotransferasa,α peptidilglicina 

monooxígensa, endopeptidasa y la carboxipeptidasa ε. 
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1.4. Distribución de la GnRH 

Con base en diversos análisis bioinformáticos, utilizando el método de agrupamiento 

Neiborgh-Joining, así como algunos análisis filogenéticos, Fernald y White (1999), se ha 

propuesto una nomenclatura, en donde se puedan identificar los genes y los péptidos para la 

GnRH. 

Tanto en humanos, como en el resto de los mamíferos, el gen que codifica para la conocida 

mGnRH, se le denominará GnRH1. El segundo gen, que se encuentra presente en todos los 

vertebrados y que codifica para la isoforma más conservada, conocida comúnmente como 

la cGnRH-, se le designará como GnRH2, para los mamíferos y Gnrh2, en los no 

mamíferos. 

En el caso de que existiera un gen que codifique para una tercera isoforma, el cual se ha 

encontrado en muchas especies de teleósteos, pero aún no ha sido localizada en mamíferos, 

llamada sGnRH, se le nombrará como GnRH3. 

Se ha podido realizar un árbol filogenético mostrando la existencia de tres distintos 

agrupamientos, en los cuales, las distintas isoformas de la GnRH se expresan en tres 

diferentes áreas del cerebro. Permitiendo definir la función de cada isoforma de GnRH. 

Debido a la existencia de presencia de 3 isoformas reportada para varias especies de 

teleósteos, se ha establecido que existe relación entre la distribución y la función de esta 

neurohormona en el encéfalo, designado como GnRH1 como la forma específica de cada 

especie, que se distribuye principalmente en el área preóptica (APO) e hipotálamo, 

promoviendo la liberación de las gonadotropinas. La GnRH2 es una isoforma altamente 

conservada en los vertebrados y su secuencia es la que se denominó cGnRH-II, su 

ubicación es en el mesencéfalo y se le atribuye una función neuromoduladora. En 

teleósteos, se cuenta con reportes de una tercera variante, llamada GnRH3 y hasta la fecha 

la secuencia de aminoácidos corresponde a la de la sGnRH y está presente en el ganglio del 

nervio terminal (GNT) (Guilgur et al., 2006, 2007) (Figura 3). 

 



 

15 

 

Figura 3. Esquema de un corte sagital del cerebro del charal (Chirostoma humboldtianum), 

en donde se muestra con flechas de distinto color, la distribución de los tres sistemas de 

GnRH. Abreviaciones: BO (Bulbo olfativo), TNG (Nervio del ganglio terminal), NPP 

(Núcleo paraventricular), OC (Quiasma óptico), PIT (Hipófisis), OT (Tectum óptico), MT 

(Cerebro medio), CBL (cerebelo), MO (Medula oblongada) (Tomado y modificado de 

Chávez, 2009). 

 

Sin embargo, el trabajo de González-Martínez et al., (2001), describieron en el 

Dicentrarchus labrax, la existencia de sobreposición en la distribución de dos de sus 

isoformas anteriormente descritas, sGnRH y sbGnRH (GnRH3 y GnRH1, 

respectivamente), ambas variantes se expresan en las células del bulbo olfatorio hacia la 

región del área preóptica. Pero este no es el único caso, también existen reportes en otras 

especies de teleósteos como, el pez blanco (Coregonus cupeaformis) (Vickers et al., 2004), 

la corvina blanca (Micropogonias undulatus) (Mohamed et al., 2005), Cichlasoma dimerus 

(Pandolfi et al., 2005), y la corvina (Argyrosomus regius) Teniendo resultados similares 

(Confente et al., 2005). 
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1.5. Receptores y señales de transducción a la GnRH.  

Los eventos principales que la GnRH están mediados por los receptores específicos a la 

GnRH (GnRH-Rs), por ello, los conocimientos que se adquieran, tanto de su estructura y su 

regulación son esenciales para entender los mecanismos de la fisiología de la reproducción 

(Guilgur, et al., 2006). 

 

La clonación molecular de los receptores para la GnRH han acelerado el progreso en los 

estudios de la actividad estructural del complejo receptor-ligando (Millar, 2004; Seaflon, et 

al., 1997). 

 

A mediados de 1980, se sugirió que el receptor de la GnRH, estaba ligado con el 

mecanismo de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR). En 1992, con la clonación 

del cDNA para receptores en varias especies y la deducción de secuencias de aminoácidos, 

confirmarían que el receptor de la GnRH, posee la típica estructura característica de esta 

superfamilia  (Dobkin-Bekman et al., 2006; Khdra & Li, 2006; Ramakrishappa et al., 

2005). 

Dentro de los GPCR, los GnRH-Rs son miembros de la gran superfamilia de la rodopsina. 

Estos receptores, cuentan con tres dominios funcionales: un amino terminal extracelular 

con una cantidad de 30-40 residuos de aminoácidos y algunos de ellos pueden estar 

glicosilados; 7 dominios transmembranales (TMs) con hélices  (280-290 aminoácidos), la 

cual es característica de esta superfamilia. Sin embargo, en mamíferos, la diferencia es la 

ausencia del carboxilo  terminal del tallo citoplasmático, el cual es el encargado de la 

desensibilización o el reciclaje de los receptores e internalización de los GPCRs.  Los TMs 

estan unidos por 3 asas extracelulares (EL) y 3 asas intracelulales (IL), importantes para la 

unión del ligando y señales de transducción, respectivamente, y el Carboxilo terminal 

citoplasmático que puede estar palmitolado. Su función es mediar los efectos de unión, 

propagación de señales, la desensibilización o el reciclaje, provocada por la exposición 

prolongada a la GnRH o sus agonistas e internalización del receptor (Lehhimonier, et al., 

2004 McArdle, et al., 2002; Millar et al., 2004;  Moncaut, et al., 2005; Pawson & 

McNeilly, 2005) (Figura 4).  
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En muchos GPCRs, la región del tallo citoplasmático, se ha visto que juega un papel 

determinante en la regulación de las señales del receptor, la desensibilización y el tráfico 

intracelular (Ferguson, 2001). El asa intracelular y el tallo del carboxilo terminal, han sido 

incluidos en el acoplamiento de los GPCRs a las proteínas G. 

 

El tallo del carboxilo terminal de las GPCRs, participa en la regulación de las señales por la 

vía del receptor acoplado a las proteínas G. Muchos estudios han establecido la importancia 

de esta región en el acoplamiento, desensibilización e internalización de los receptores a la 

GnRH. 

 

 

 

Figura 4. Estructura general del Receptor a la GnRH. En donde se muestra el extremo 

amino extracelular, los 7 dominios transmembranales (TMs), conectados por 3 asas 

intra y extracelulares (IL y EL, respectivamente) y un extremo carboxilo intracelular.  

Además de los sitios de glicosilación. 
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En 1992, el cDNA que codifica para el GnRH-R, fue  descrito en el ratón (Tsutsumi, et al., 

1992; Reinhart, et al., 1992) y se le asignó el nombre de GnRH R. Con su aislamiento, 

secuencias homologas fueron identificadas en diferentes especies de vertebrados. 

 

En el pez gato africano, fue descrito el primer receptor para los peces teleósteos (Tensen, et 

al., 1997). Desde entonces, los cDNAs que codifican para el receptor de la GnRH, han sido 

descritos para varias especies. Debido a la presencia de diferentes isoformas encontradas, se 

sugiere la existencia de más de un receptor en varias especies de vertebrados. De hecho, en 

estos últimos años, se ha descrito la presencia de más de un subtipo de receptor que son 

expresados en una sola especie (Shimizu & Bédécarrats, 2006). 

Con la existencia de las isoformas de la GnRH, se creyó que cada receptor correspondía 

exclusivamente a un ligando específico. Sin embargo, en algunas especies de peces, los 

receptores responden a más de una isoforma de la GnRH (Blomenrhor, et al.,2002). 

Con los datos obtenidos a partir de la clonación de varios receptores para la GnRH, se ha 

sugerido que hubo  una evolución temprana de estos subtipos en vertebrados, lo cual se cree 

que ha sucedido en paralelo con los distintos ligandos que se han reportado hasta la fecha 

(Millar, 2005; Millar, 2004). 

 

Se han encontrado tres diferentes receptores en especies como: Oryzias latipes (Okubo, et 

al., 2003; Okubo, et al., 2001), Orechromis niloticus (Soga, et al., 2005); dos en: Danio 

rerio (Troskie, et al., 1998), Carassius auratus (Illing, 1999), Clarias gariepinus (Bogerd, 

et al., 2002), Onchorynchus mikiss (Madigou, et al., 2002), Morone saxatilis (Alok, et al., 

2000), en Astatotilapia burtoni (Robinson, et al., 2001);  y cinco en: Dicentrarchus labrax 

(Moncaut, et al., 2005), Tetrodon nigroviridis (Ikemoto & Park, 2005) y en  Oncorhynchus 

masou (Jodo, et al., 2003).  

En el pejerrey (Odonthestes bonariensis), se ha reportado la presencia de dos receptores 

para las distintas isoformas de GnRH, llamados pjGnRHR-I y II, respectivamente. Guilgur 

et al., (2008), reportaron que para las hembras de esta especie, el receptor II , se expresa en 

la hipófisis, particularmente durante el estado de desarrollo folicular, llegando a la 
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conclusión de que este receptor es responsable de la estimulación directa de la síntesis y 

liberación de las gonadotropinas. Esto también ha sido probado en otras especies de peces 

que demuestran las variaciones de expresión de los GnRHRs durante el proceso de 

maduración gonadal (Habibi & Peter 1991; Alok et al., 2000; González- Martínez et al., 

2004). 

De acuerdo a sus secuencias se ha elaborado el análisis filogenético de estas, indicando que 

los receptores pueden ser agrupados en tres clases distintas, designados como: GnRH-R1, 

GnRH-R2 y GnRH-R3 o receptores del  tipo ,  y  (Millar, 2005; Millar, 2004). El 

receptor de tipo  (GnRH-R-), se encuentra en los mamíferos, anfibios y peces; los del tipo 

 (GnRH-R-), en anfibios y humanos y por último los del tipo  (GnRH-R-), agrupan  

solo a los teleósteos, principalmente a la familia de los perciformes (Lehavi-Sivan et al., 

2006).  

Los receptores del tipo  y , muestran un agrupamiento muy extenso. El hecho de que, los 

receptores del tipo  se encuentren en todas las clases de vertebrados, indica que este 

receptor es antiguo, y se postula que pudo ser el primero, para luego poder separarse. Los 

receptores del tipo , solo incluyen a los peces, en especial, a los perciformes y algunas 

especies de anfibios, por lo que se puede sugerir que la evolución a lo largo del linaje de los 

teleósteos, ha sido completamente aislada de otras clases de vertebrados. Comparando las 

secuencias del III, están más relacionados con las del tipo , que con las del tipo , 

postulándose que la relación entre los tipos II y III de receptores surgieron de la duplicación 

de un gen antiguo en los vertebrados inferiores (Levavi-Sivan et al., 2006; Levavi-Sivan & 

Avitan, 2005; Millar, 2004) (Figura 5). 
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Figura 5. Árbol filogenético en donde se muestras los tres tipos de receptores para la 

GnRH, en el receptor de tipo I se agrupan principalmente  todos los vertebrados, en el 

receptor II se agrupan algunos anfibios, peces y mamíferos, en el receptor III solamente 

teleósteos (Tomado de Levavi-Sivan, et al., 2005). 

 

En vertebrados, los mecanismos que median las señales de traducción de la GnRH para la 

estimulación de la liberación de las gonadotropinas, se hace a través de múltiples rutas de 

mensajeros secundarios (Chang & Jobin, 1994). 

 

La GnRH, se une a sus receptores en la membrana celular de las células gonadotropas de la 

hipófisis dando una interacción que provoca un cambio conformacional en el receptor 

promoviendo la activación de los segundos mensajeros (Abe, et al., 2002; Grosse, et al., 

2000).  

 

Una vez dada la interacción ligando-receptor las proteínas G, se activa la Fosfolipasa C 

(isoforma ), y cataliza la hidrólisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a inositol 

1,4,5 trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3, moviliza el Calcio intracelular, el cual 

activa a la Proteíncinasa C (PKC), en especial a las isoformas PKC y PKC-, las cuales 

se encuentran en las gonadotropas (Kraus, et al., 2001; Junoy, et al., 2002). La fase inicial 
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del incremento del calcio intracelular aumenta el funcionamiento del receptores al IP3, en 

los almacenamientos intracelulares, mientras que en la fase de meseta, depende de la 

entrada del calcio extracelular, el cual se encuentra principalmente, vía canales de voltaje 

del tipo L, estimulando la síntesis y liberación de la LH y FSH, en donde se expresan las 

tres subunidades para estas (la subunidad , LH y FSH)  (Timpsmark et al., 2005; 

Counis et al., 2005; Burger et al., 2004; Ando et al., 2001) (Figura 6).  

 

 

Figura 6. Modelo de las señales de transducción del receptor a GnRH en las células 

gonadótropas. Raf, MEK y ERK (cascada de las MAP cinasas), PKC (proteína cinasa C), 

PLC (Fosfolipasa C), IP3 (Inositol tri-fosfato) y Egr-1 (Proteína de respuesta al crecimiento 

temprano) (Tomado de Bliss et al., 2010). 
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1.6. Regulación de la síntesis y liberación de la GnRH: Enfocado a 

miembros de la familia RFamida (GnIH y Kisspeptina) 

En vertebrados, la pubertad se define como el proceso en que un animal sexualmente 

inmaduro adquiere por primera vez, la capacidad para reproducirse (Okuzawa, 2002). En 

los peces, esta etapa inicia con el desarrollo de las gónadas, presentándose la primera 

espermatogénesis y la ovogénesis en el caso de machos y hembras, respectivamente 

(Schulz & Miura, 2002). 

Una variedad de péptidos que contienen en su secuencia el dominio RFamida han sido 

identificados en varios vertebrados. 

En vertebrados, se han clasificado cinco grupos de esta familia: 1. El grupo de péptidos 

LPXRFamida, que incluyen a la Hormona inhibidora de las gonadotropinas (GnIH) y a los 

péptidos relacionados con RFamida (RFRP); 2. El grupo de de los péptidos PQRFamida, 

que incluyen al neuropéptido FF (NPFF); 3. El grupo del péptido liberador de la prolactina 

(PrRP); 4. El grupo de las kisspeptinas/metastinas; y el grupo de péptidos RFamida 

glutamilado (QRFP) y 5. El grupo de la 26RFamida (Tsutsui, K, 2009, 2010) (Figura 7).  
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Figura 7. Se muestra un árbol filogenético de la familia de péptidos RFamida. Los datos 

obtenidos indican la presencia de 5 grupos: (1) PQRFamida, (2) Péptido Liberador de la 

Prolactina (PrRP), (3) GnIH, (4) Kisspeptinas, (5) Péptido RFamida piroglutaminado 

(QRFP) (Tomado de Tsutsui, 2009). 

 

El descubrimiento reciente de neuropéptidos que participan dentro del eje reproductivo y 

que regulan a  GnRH como es el caso de Kisspeptina y de GnIH ha cambiado la forma de 

entender el eje reproductivo en los vertebrados en los pasados 10 años. 
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1.6.1. GnIH (Hormona inhibidora de las gonadotropinas) 

En el año 2000, Tsutsui y colaboradores, aislaron en la codorniz japonesa con la técnica de 

HPLC un dodecapéptido hipotalámico cuya función es opuesta a la de GnRH, llamándola 

hormona inhibidora de las gonadotropinas (GnIH) (Tsutsui et al., 2000).  

Esta hormona se ha amplificado y localizado en varias especies de aves, además se han 

identificado genes ortólogos (copias divergentes de un mismo gen con la misma función), 

en otros vertebrados, encontrándose en algunas especies de peces y humanos. En general, la 

GnIH y sus genes ortólogos actúan de manera similar regulando el proceso de 

reproducción. 

Esta hormona ha sido mejor caracterizada en aves, en donde con la técnica de  RACE se 

sabe que el precursor consta de 173 residuos de aminoácidos que codifican para dos 

péptidos relacionados con la GnIH (GnIH-RP-1 y GnIH-RP-2). 

Con la técnica de Inmunohistoquímica, se ha localizando la distribución de la GnIH en las 

aves, ratones y peces, ubicándose en el núcleo paraventricular (PVN), el hipotálamo y 

presenta proyecciones axonales muy cercanas a las neuronas del áÁrea preóptica (APO) 

que secretan GnRH (Bentley et al., 2003; Osugi et al., 2004; Ubuka et al., 2008; Ukena et 

al., 2003). 

En peces, se han reportado diferentes efectos en la liberación de las gonadotropinas. En el 

pez dorado (Carassius auratus), se han encontrado tres isoformas de la GnIH denominadas 

LPXRFa 1, 2 y 3, respectivamente, todas ellas provocan incremento en la secreción de LH, 

FSH y hormona de crecimiento (GH). En cultivos hipofisiarios de Oncorhynchus nerka, 

además tampoco existe un efecto en la liberación de prolactina y somatolactina (Amano, et 

al., 2006). Sin embargo, en el pez dorado, cuando se inyecta intraperitonealmente con la 

GnIH derivada del pez cebra (Danio rerio), se observa la disminución en la secreción de 

LH (Zhang et al., 2010). 
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1.6.2. Kisspeptina 

Hace algunos años, se ha encontrado la existencia de una nueva vía de regulación positiva 

al eje reproductivo, el sistema de las kisspeptinas y de su receptor (GPR54) (Lovane et al., 

2004; Seminara, 2005, 2006; Tena-Sempere, 2006). La kisspeptina 10, es una hormona 

producida en el hipotálamo y es codificada por el gen KiSS-1, perteneciendo a los 

miembros de la familia de RFamida (Arg-Phe-NH2) (Lee et al., 2009).  

El sistema KiSS-1/GPR54 fue estudiado inicialmente por su capacidad para inhibir la 

progresión de ciertos tumores. Investigadores del Colegio Estatal de Medicina en 

Hershey (Pennsylvania, USA), descubrieron el gen conocido como Kiss1 (Lee et al., 

1996).  

El gen Kiss1 codifica varios péptidos llamados kisspeptinas capaces de suprimir la 

metástasis en determinados tipos de tumores mediante la activación de su receptor 

específico: el GPR54. El producto del gen Kiss1 es una proteína precursora de 145 

aminoácidos que por procesamiento proteolítico genera la metastina, de 54 aminoácidos, 

y otros péptidos de menor tamaño (14, 13 o 10) que forman la familia de las kisspeptinas 

(Ohtaki et al., 2001; Kotani et al., 2001).  

En el control de la función reproductora, las kisspeptinas actúan principalmente en el 

hipotálamo estimulando la liberación de la GnRH (Messager et al., 2005b; Castellano et 

al., 2005). Este efecto muy probablemente es directamente sobre las neuronas GnRH, ya 

que expresan el gen GPR54 (Irwig et al., 2004). La expresión de KiSS1/GPR54 está 

regulado indirectamente por la LH y la FSH. En experimentos con ratones 

gonadectomizados, existe aumento significativo en la expresión de las gonadotropinas 

(Navarro et al., 2005a). Estos resultados fueron confirmados y ampliados mediante 

hibridación in situ mostrando un incremento del mRNA para KiSS1 en el núcleo arcuato 

de ratones de ambos sexos tras la gonadectomía, revertido por el tratamiento con 

testosterona y estradiol, respectivamente (Smith et al , 2005a; Smith et al, 2005b). Estos 

resultados no descartan una posible acción complementaria de las kisspeptinas 

hipotalámicas en el control de la secreción de gonadotropinas directamente. El GPR54 se 
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expresa también en la hipófisis, pero los resultados acerca de esta posible acción 

moduladora son contradictorios, ya que se ha descrito un efecto estimulador (Navarro et 

al., 2005a.; Navarro et al., 2005b) así como la ausencia de efectos (Matsui et al., 2004; 

Thompson et al., 2004). Un importante conjunto de datos experimentales evidencian que 

la activación peripuberal del sistema KiSS1/GPR54, es un proceso altamente regulado y 

tiene funciones esenciales en el comienzo de la pubertad en vertebrados (Shahab et al., 

2005; Matsui et al., 2004; Navarro et al., 2004b). 

En el ratón, existen dos regiones blanco para la Kisspeptina, el primero, se encuentra en el 

APO, cercana a las neuronas que secretan la GnRH, y el segundo, cerca de la eminencia 

media con proyecciones axonales en la hipófisis anterior. Por medio de hibridación in situ  

e iInmunohistoquímica, también se han identificado en el núcleo periventricular 

anteroventral (AVPV) y el núcleo Arcuato. Se sabe que la distribución en estas áreas son 

similares en ambos sexos, en hembras el número de cuerpos celulares detectados en el 

AVPV es más alto para el caso de las ratas y los ratones (Mikkelsen & Simonneaux, 2008).  

El ligando para kisspeptina es un receptor acoplado a la proteína G llamado GPR54, y se ha 

visto que si este sistema presenta algún tipo de mutación, puede presentar diferentes 

fenotipos como una pubertad retrasada o adelantada. En humanos y ratones, si es inactivado 

el receptor GPR54, se presenta hipogonadismo (de Roux et al., 2003). 

Dicho receptor pertenece a los receptores acoplados a la proteína G. La característica 

esencial, es que la vía de señalización dada por este receptor, permite la secreción de la 

GnRH. (Castaño et al., 2009). En peces han demostrado que los niveles de expresión de 

GPR54, aumentan de manera significativa durante el inicio de la pubertad (Aerle et al., 

2007). 
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2. ANTECEDENTES 

El pejerrey (Odontesthes bonariensis), es un Aterínido nativo de la provincia de Buenos 

Aires, Argentina teniendo importancia comercial y en la pesca deportiva.  

En el 2003, Guilgur et al., obtuvieron por el método de RACE (Rápida amplificación de los 

extremos del cDNA), las secuencias de las 3 isoformas de la GnRH pjGnRH, cGnRH-II y 

sGnRH (GnRH-I, GnRH-II y GnRH-III, respectivamente). Los análisis de estas secuencias 

completas muestran que tienen diferentes pesos moleculares, 441, 530 y 516pb.  

En hembras maduras de pejerrey, el mRNA de la pjGnRH es significativamente más alto 

con respecto a las hembras que se encuentran en etapa recrudescente o en reposo. 

Existiendo una correlación positiva con el crecimiento gonadal, reforzando la idea que es 

importante como regulador de la actividad reproductiva en esta especie (Guilgur, 2009).  

Además con base en análisis filogenéticos se ha determinado que esta isoforma se 

encuentra en el mismo clado de las isoformas denominadas hipofisiotrópicas, denominadas 

GnRH-I estimulando directamente la síntesis y liberación de las gonadotropinas (Guilgur, 

et al.,  2007, 2009). 
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3. CONSIDERACIONES DE LA ESPECIE EN ESTUDIO: 

México es uno de los países más ricos en cuanto al número de especies animales, para el 

caso de peces, cuenta con 375 especies dulceacuícolas de las cuales el 60 % son nativas, lo 

cual ubica a nuestro país como uno de los más importantes en riqueza ictiofaunística, esto 

es debido a su gran variedad de especies (Miller, 1986). 

De los peces nativos mexicanos, destacan los charales los cuales pertenecen al género 

Chirostoma y han sido consumidos desde la época prehispánica, estos peces junto con otras 

especies conformaban la ictiofauna del centro de México (Fernández et al., 2008). 

Chirostoma humboldtianum, pertenece a la familia Atherinidae, conocido comúnmente 

como charal (nombre derivado del tarasco charae) o pez blanco del Altiplano, que es el 

nombre que se le aplica a las especies que alcanzan tallas mayores a los 20 cm, siendo una 

de las más importante dentro del grupo de los charales (Rojas 2005). 

Filogenéticamente Chirostoma humboldtianum, ha sido considerado como el posible 

ancestro que dio origen a las especies de mayores dimensiones en cuanto al género, 

conocidos coloquialmente como peces blancos, además de ser la primera especie íctica del 

género teniendo su origen y distribución en México. Por otro lado, es endémica del Valle 

de Toluca y una de las especies primitivas, según sus características en cuanto a 

pigmentación y dentición (Martínez et al., 2006). 

Dentro del género, se puede encontrar en los lagos y corrientes dulceacuícolas del altiplano 

manifestando un marcado  endemismo del territorio mexicano y su distribución está 

restringida a la Meseta Central en México (González, 2002). Actualmente se encuentra 

distribuido en la Laguna de Zacapu y Lago de Pátzcuaro en Michoacán, el río Lerma, 

Trinidad Fabela, Huapango y Tiacaque entre otras lagunas en el Estado de México, lagos de 

Santa María y San Pedro Lagunillas en Nayarit y lago Juanacatlán en Jalisco (Paulo-Maya 

et al., 2000). Además, en los años setenta, se realizaron translocaciones en cuerpos de agua 

de los estados de Chihuahua, Puebla, Tamaulipas, Hidalgo, Querétaro, Guanajuato y el 

Estado de México (Rosas, 1976) y Michoacán, por lo que su distribución se ha ampliado de 

manera artificial.  Esta especie juega un papel muy importante en la alimentación de los 
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habitantes en las localidades en donde se encuentra distribuido, ya que este es 

comercializado de diversas formas; fresco, seco, en forma de boquerón, tamal entre otros 

(Navarrete, 1981; Borrego, 2001) (Figura 8). Estos gozan de una gran aceptación en la dieta 

del pueblo mexicano, sostienen importantes pesquerías y en algunos casos es factible su 

cultivo.  

Actualmente, existen cinco especies de peces blancos, Chirostoma lucius, Ch. sphyraena, 

Ch. promelas, Ch. estor y Ch. humboldtianum. Estos peces llegan a alcanzar tallas más de 

30cm y un peso por arriba de los 300 gramos. 

 

Figura 8. Fotografía donde se muestran organismos de pez blanco (Chirostoma 

humboldtianum), colectados de la laguna de Zacapu Michoacán. 
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El crecimiento de esta especie es relativamente lento, alcanzando su primera madurez al 

primer año de vida,  cuando alcanza una talla de aproximadamente de 13 cm. Se sabe que 

no presentan dimorfismo sexual ya que no se presentan características morfológicas como 

lo es el color, tamaño, que permitan diferenciar entre machos y hembras.  La proporción 

sexual para la reproducción es de tres a cuatro machos por hembra (Blancas et al., 2003: 

Mares y Morales, 2003). Se considera multípara de tipo asincrónica, presentando varios 

desoves la mayor parte del año, que puede ir desde Diciembre hasta Septiembre (Villacaña, 

1999). 

La producción del pez blanco  ha ido disminuyendo considerablemente (Navarrete & 

Cházaro 1992), de tal manera que resulta de gran relevancia el conocimiento sobre la 

alimentación, reproducción y crecimiento del género, en particular de esta especie ya que es 

considerado el pez blanco  más grande, llegando a alcanzar hasta los 30.5 cm de longitud 

total (Barbour, 1973). Los pocos estudios hechos a esta especie, solo se han enfocado a su 

variación morfológica (De la Cruz & Moncayo, 1985), histología gonádica (Garibay et al,. 

1988) y alimentación (Téllez, 1979; Gámez, 1984; Navarrete & Cházaro, 1992). 

La situación de los miembros del género Chirostoma, es delicada, ya que, de las 23 

especies todavía validas para el género, cuatro se encuentran dentro de la NOM-059-Ecol-

1994 y el decremento de la abundancia, al menos otras cuatro  especies de Chirostoma, se 

podrían considerar como preocupantes (Barriga-Sosa, 2001). 

En México, son escasos los estudios realizados sobre la biología de la reproducción y el 

crecimiento, realizados con especies endémicas de peces. Los trabajos sobre el género 

Chirostoma han sido de taxonomía, distribución, desarrollo embrionario, hábitos 

alimenticios y pesquería (Maya et al., 2000). 

Sin embargo, recientemente se han realizado algunos estudios a nivel reproductivo, como el 

de Toribio (2010), donde se localizó la isoforma de sGnRH con la técnica de 

Inmunohistoquímica en las gónadas de Chirostoma humboldtianum, encontrando que dicho 

péptido es detectado durante las etapas de madurez del ovocito y del testículo. Sugiriendo 

que dicha hormona en este órgano puede tener funciones de tipo autócrino/Parácrino 

promoviendo la gametogénesis y la apoptosis.  
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González (2010), localizó el péptido de PACAP en gónadas de este organismo, con la 

técnica de Inmunohistoquímica. Se encontró que está vinculada con el desarrollo temprano 

y la diferenciación del linaje espermático y en el ovario pudiera estar vinculado en los 

procesos de esteroidogénesis. 

García y Lagunes (2010), aislaron parcialmente la secuencia de GPR54 con la técnica de 

PCR, en esta especie, encontrando que la expresión de este receptor se encuentra tanto en 

organismos que por primera vez ingresan al ciclo reproductivo como en hembras maduras. 

La importancia de este hallazgo es que este receptor es importante en la regulación de la 

liberación de las Kisspeptinas, otra hormona que también participa en el eje reproductivo, 

es mediadora de la síntesis y liberación de las GnRHs. 

Chávez en el 2009, localizó el péptido para sGnRH con la técnica i Inmunohistiquímica, en 

el encéfalo e hipófisis de dicho organismo, encontrando que la variante se distribuye en el 

cerebro anterior, específicamente en el núcleo preóptico periventricular y magnocelular y 

algunas fibras tenían extensión hacia la adenohipófisis, sugiriendo que esta isoforma 

participa en la liberación de las gonadotropinas al igual que en otras especies ya reportadas. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: 

Las especies de pescado blanco poseen un gran valor comercial, biológico y cultural, y son 

por tanto muy atractivas para la acuacultura, sin embargo, hasta el momento su producción 

se basas solo en pesquerías, principalmente de los Lagos de Pátzcuaro, Michoacán y 

Chapala Jalisco. Además como se mencionó anteriormente, al ser una especie endémica de 

nuestro país, en donde sus hábitats han sido afectados ya sea por sobreexplotación, 

contaminación e introducción de especies exóticas, es muy importante conocer algunas 

moléculas y vías tanto de importancia reproductiva como de crecimiento, para poder 

promover un mayor número de especies. 

Es por eso que al tener como referencia estos estudios previos en el pejerrey que pertenece 

a la misma familia que el pez blanco, (Atherinidae), se cree que  podrían compartir las 

mismas isoformas de GnRH,  y de estar presente la isoforma pjGnRH  en el pez blanco  

podría ser la que contara con el papel hipofisiotrópico.  

Por ello, como un primer paso, se plantea el siguiente objetivo.  
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5. OBJETIVOS: 

Objetivo general: 

 "Aislar, secuenciar y clonar la isoforma pejerrey-GnRH (pjGnRH) en el cerebro 

anterior del charal (Chirostoma humboldtianum)". 

 

Objetivos particulares: 

 Aislar la isoforma de pjGnRH en el encéfalo del Charal (Chirostoma 

humboldtianum). 

 Determinar la secuencia de la preproisoforma de pjGnRH en el encéfalo anterior 

para ambos sexos. 

 Clonar la secuencia de la isoforma de pjGnRH. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS: 

6.1 FASE DE CAMPO 

6.1.1. Obtención  de la muestra: 

Se obtuvieron aproximadamente 15 cerebros anteriores por separado de Chirostoma 

humboltianum de machos y hembras en su mayoría sexualmente maduros. Las colectas se 

realizaron en la laguna de Zacapu, Michoacán (19º48'58" N, 101º47'26" W; altitud, 1.900 

msnm), con la técnica de chinchorreo, durante los meses de Enero del 2008 a Agosto del 

2011. Esta fue realizada con la ayuda de pescadores de la cooperativa local de dicha 

localidad (Figura 9). 

 

Figura 9. Mapa de la ubicación del área de estudio, Zacapu Michoacán (Obtenido del 

INEGI en línea). 
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Los peces obtenidos en cada colecta fueron seleccionados tomando tallas a partir de los 

7cm hasta los 18 cm de longitud total (Figura 10). 

 

Figura 10. Organismos de Chirostoma humboldtianum que fueron considerados para ser 

procesados en este trabajo de investigación. 

 

Los ejemplares fueron anestesiados, sacrificados por decapitación, sexados y 

posteriormente el encéfalo anterior fue inmediatamente removido y puesto en un tubo 

eppendorf  (previamente tratado con DEPC); (Dietil-pirocarbonato). Estos fueron 

mantenidos en hielo seco o RNAlater® (Ambion) durante su transporte al laboratorio. 
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6.2. FASE DE LABORATORIO: 

6.2.1. Procesamiento de la muestra: 

De los encéfalos anteriores obtenidos, se realizó el aislamiento del ARN total basado en el 

Método de Extracción Guanidil-tiocianato-fenol-cloroformo (Chomczynski & Sacchi, 

1987). Una vez aislado, se verificó su integridad con un gel desnaturalizante de agarosa al 

1.5% y teñido con bromuro de etidio.  

Con el ARN obtenido se realizó RT-PCR con el Kit, Cloned AMV First-strand synthesis 

(Invitrogen®). La síntesis se realizó con oligo-dT17. 

 

6.2.2. PCR para  la obtención de la secuencia de pjGnRH, para Chirostoma 

humboldtianum: 

Para el aislamiento de la isoforma de pjGnRH, se realizaron tres diferentes PCRs que se 

describen a continuación. 

6.2.3. Primero y segundo PCR: Obtención de la secuencia para pjGnRH y GAP 

Se realizaron con la técnica de PCR dos amplificaciones de manera independiente (25l 

volumen final), usando  los oligonucleótidos nombrados pjGnRHF1 y pjGnRHR1 y 

pjGnRHF2 y pjGnRHR2, bajo las siguientes condiciones, desnaturalización inicial a 

94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C 30 segundos, Tm 57°C por un minuto, 

72°C por un minuto y una extensión final de 72°C por 10 minutos.  

Posteriormente se hizo electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, teñidos con bromuro de 

etidio, para verificar los  producto obtenido. Estos fueron purificado por columna a través  

del MinElute Gel Extraction Kit QIAGEN y el Kit Wizard SV gel and PCR Clean-up 

System Kit Promega®, siguiendo las indicaciones protocolo descrito.  
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Los productos purificados, fueron igualmente verificados en gel de agarosa teñido con 

bromuro de etidio y  fue posteriormente mandado a secuenciar. 

6.2.4. Tercer  PCR: Obtención del GAP. 

Se realizó un tercer PCR (25l volumen final), usando  los oligonucleótidos nombrados 

pjGnRHF1 y pjGnRHR2, bajo las siguientes condiciones, desnaturalización inicial a 

94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 94°C 30 segundos, Tm 58°C por un minuto, 

72°C por un minuto y una extensión final de 72°C por 10 minutos .  

Posteriormente se hizo electroforesis en gel de agarosa al 1.0%, teñido con bromuro de 

etidio, para verificar el producto obtenido. Este fue purificado a través del Kit de Wizard 

SV gel and PCR Clean-up System Kit Promega, siguiendo las indicaciones protocolo 

descrito.  

El producto purificado, fue igualmente verificado en gel de agarosa al 1% teñido con 

bromuro de etidio y  fue posteriormente mandado a secuenciar. 

Se utilizaron las siguientes secuencias de nucleótidos basadas en el artículo de Guilgur et 

al., (2007), cabe destacar que los oligonucleótidos F1 y F2, son degenerados (Figura 11): 

 pjGnRHF1: 5-CAG CAC TGG TCI TWY GGI CTG-3 

 pjGnRHR1: 5-GGC GTC CAT TTT CCC TGT CG-3 

 pjGnRHF2: 5-TGG TCI TWY GGI CTG AGY CCW GG-3 

 pjGnRHR2: 5-CAG ACT CGT CCG CAC AAC CCA-3 
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Figura 11. Esquema que muestra la secuencia y ubicación de los oligonucleótidos (Guilgur 

et al., 2007). 

 

Todos los productos obtenidos fueron mandados a secuenciar en un equipo ABI 3100 que 

se encuentra ubicado en la Unidad de Biotecnología y Prototipos (UBIPRO). 
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6.3. Clonación de los productos: 

Los productos purificados obtenidos de los diversos PCRs fueron usados para clonación. 

Se utilizó el protocolo de pGEM-T y pGEM-Easy Vector sytems ® (Promega), el cual 

básicamente consta de dos fases: 

1. La fase de ligación, a través de células con Amortiguador de ligación rápida 2X. 

2. La fase de transformación de las células competentes de alta eficiencia JM109. 

Las células transformadas fueron puestas en placas que contenían medio LB en agar 

tratadas con ampicilina, además de Xgal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-

galactopiranósido) e IPTG (Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido), y fueron puestas a crecer 

a 37°C, toda la noche. 

De las colonias obtenidas, se seleccionaron aquellas cuyo color fuera blanco, las cuales 

fueron resembradas en placas con medio LB y agar tratadas con ampicilina. Una vez 

crecidas las células, fueron inoculadas en medio LB y ampicilina (aproximadamente 2ml 

por tubo), y fueron incubados en agitación a 150 rpm a 37°C durante toda la noche. 

Después, se purificaron a través del protocolo de Wizard Plus SV Minipreps DNA 

Purification System ® (Promega) como lo indica el protocolo. 

Finalmente, se realizó un PCR con las condiciones anteriormente mencionadas y se 

verificaron en un gel de agarosa al 1%  teñido con bromuro de Etidio. 
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Figura 13. Secuencia de nucleótidos de aproximadamente 400pb obtenidos con los 

oligonucleótidos F1/R1. En el recuadro en negro, se muestra la estructura del precursor en 

la secuencia parcial de la isoforma pjGnRH en Chirostoma humboldtianum (P408B1PR1). 

Decapéptido de GnRH, Sitio de corte y péptido asociado a GnRH (GAP). 

 

Se realizó además el alineamiento de secuencias entre la isoforma pjGnRH de Odontesthes 

bonariensis, sbGnRH de Pagrus major y la secuencia obtenida para Ch. humboldtianum, 

usando el programa GeneDoc (Fig. 14). 
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Figura 14. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de pjGnRH de Ch. 

humboldtianum, con secuencias reportadas para las GnRHs en Astatotilapia burtoni, 

Odonthestes bonariensis, y Dentex dentex. Los recuadros mostrados en negro indican alta 

similitud y los mostrados en gris claro y gris oscuro muestran poca similitud. 
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Tabla 2. Se muestra el porcentaje de similitud de la secuencia parcial de nucleótidos 

obtenida que corresponde a la pjGRH de Ch. humboltianum con otras especies de peces. 

Este listado fue obtenido usando la secuencia obtenida e ingresada a la base de datos del 

Blast-n. 

Organismo % Similitud No. de Acceso al 

GenBank 

Astatotilapia burtoni GnRH gen (Gnrh1) 70% AF0776961.4 

Odonthestes bonariensis mRNA.pjGnRH  86% AY320285.1 

Odonthestes bonariensis prepro pjGnRH. 86% AY744689.1 

Dentex dentex gene GnRH 87% AB089313.1 

Sparus aurata precursor sbGnRH 86% AF046801.1 

Rhadobsargus sarba precursor sbGnRH 86% EF433770.1 

Rachycentron canadum mRNA sbGnRH 86% AY667175.1 

Mugil Cephalus precursor sbGnRH 83% AY373450.2 

Dicentrarchus labrax mRNA sbGnRH 83% AF224279.1 

Haplochromis burtoni GnRH-I 83% U31865.1 

Thunnus thynus mRNA GnRH-I 82% EU239500.1 

Oreochromis niloticus preprohormona sbGnRH 78% AF467291.1 

Verasper Moseri mRNA sbGnRH 79% AB066360.1 

Paralichthys olivaceus mRNA sbGnRH 79% DQ074693.1 

Tetraodon nigroviridis GnRH-I sbGnRH 84% AB212811.1 

Xenopus (Silurana) tropicalis GnRH-I 83% NM_001113693.1 

Salmo marmoratus GnRH-I 85% EU853447.1 

Salmo salar GnRH-I 85% NM_001123667.1 

Macaca mulatta GnRH-I 83% NM_001195436 
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7. RESULTADOS:  

Los resultados para el asilamiento de la isoforma pjGnRH, se obtuvieron a partir de 

diversas amplificaciones con la técnica de PCR, basados según  el Artículo de Guilgur et 

al., 2007. Los resultados se muestran de manera separada debido a los diversos datos 

mostraron cada uno de los productos aislados. 

7.1. PRIMER PCR  

Para el primer PCR (usando los oligos llamados R1-F1),  se obtuvo un producto de 

aproximadamente 400pb (Figura 12). 

Usando las bases de datos del Genbank, blast-n y blast-x y se encontró similitud con otras 

secuencias  reportadas de especies de peces teleósteos (Tabla 2.) 

Comparando con dichas secuencias, encontramos que para Chirostoma humboldtianum, 

corresponde a la parte del péptido de GnRH y del péptido asociado a la GnRH (GAP) de la 

isoforma de pjGnRH (Figura 13). 

M 1 2

600pb

400pb

M 1 2

600pb

400pb

 

Figura 12. Se muestra un gel de agarosa al 1%, teñido con bromuro de etidio 

presentándose un producto de aproximadamente 400 pb, obtenido del primer PCR. M 

(Marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb). 
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7.2. SEGUNDO PCR 

Para el segundo PCR, se obtuvieron tres productos de aproximadamente 100, 200 y 300pb, 

este último se mando a secuenciar y  que corresponde a una parte del péptido de la GnRH y 

un fragmento del péptido asociado a la GnRH (GAP)  (Figura 15). Se uso la base de datos 

del GenBank, blast-n y blast-x y se vio la homología con otras secuencias de otras especies 

de peces (Tabla 3.)  

Comparando con dichas secuencias, encontramos que para Ch. humboldtianum, 

corresponde a la parte del péptido de GnRH y del péptido asociado a la GnRH (GAP) de la 

isoforma de pjGnRH (Figura 16). 

600pb

300pb

M 1

600pb

300pb

600pb

300pb

M 1

 

Figura 15. Gel de agarosa al 1% teñido con bromuro de etidio, se muestran 3 productos de 

diferentes pesos moleculares, 100, 200 y 300 pb., obtenidas con los oligonucleótidos 

F2/R2). M (Marcador). 
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Figura 16. Secuencia de nucleótidos obtenidos con los oligonucleótidos F2/R2. En el 

recuadro en negro, se muestra la estructura del precursor en la secuencia parcial de la 

isoforma pjGnRH en Chirostoma humboldtianum (ENR2300RC). Decapéptido de GnRH, 

Sitio de corte y péptido asociado a GnRH (GAP). 

 

Además, se realizó el alineamiento de secuencias entre la isoforma pjGnRH de Odontesthes 

bonariensis, y la secuencia obtenida para Chirostoma humboldtianum, usando el programa 

GeneDoc (Figura 17). 
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Figura 13. La imagen muestra el alineamiento de la secuencia parcial de pjGnRH de 

Chirostoma humboldtianum y la secuencia de pjGnRH de Odonthestes bonariensis y la 

secuencia para Dentex dentex. Los recuadros mostrados en negro indican alta similitud y 

los mostrados en gris claro y gris oscuro muestran poca similitud. 

 

Tabla 3. Se muestra el porcentaje de similitud de la secuencia parcial obtenida que 

corresponde a pjGRH de Chirostoma humboltianum con otras especies de peces. 

Este listado fue obtenido usando la secuencia obtenida e ingresada a la base de datos 

del Blast-n. 

Organismo % Similitud No. de Acceso a 

Genbank 

Odonthestes bonariensis pjGnRH mRNA. 86% AY320285.1 

Odonthestes bonariensis prepro pjGnRH. 86% AY744689.1 

Acanthopragus latus GnRH gen 82% AB089313.1 

Rhabdosagrus sarba sbGnRH 82% EF433770.1 

Acanthopagrus schlegii sbGnRH 82% EU099997.1 

Dentex dentex GnRH gene  82% AB089313.1 
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7.3. TERCER PCR 

Para el tercer PCR, se obtuvo un producto de aproximadamente 200pb que corresponde un 

fragmento del péptido asociado a la GnRH (GAP) de (Figura 18). Se uso la base de datos 

del Genbank, blast-n y blast-x y se vio la homología con otras secuencias de otras especies 

de peces (Tabla 4). 

Comparando con dichas secuencias, encontramos que para Chirostoma humboldtianum, 

corresponde a la parte péptido asociado a la GnRH (GAP) de la isoforma de pjGnRH 

(Figura 19). 

600pb

200pb

600pb

200pb

 

Figura 18. Gel de agarosa al 1%, se muestran productos de aproximadamente 200 pb 

obtenido de los oligonucleótidos F1/R2. M (Marcador). 

 

Figura 19. Secuencia de nucleótidos obtenidos con los oligonucleótidos F1/R2. En el 

recuadro en negro, se muestra la estructura del precursor en la secuencia parcial de la 

isoforma pjGnRH en Chirostoma humboldtianum (EM200RCnov). Péptido asociado a 

GnRH (GAP). 
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Se realizó además, el alineamiento de secuencias entre la isoforma pjGnRH de Odontesthes 

bonariensis, y la secuencia obtenida para Chirostoma humboldtianum, usando el programa 

GeneDoc (Figura 20). 

 

Figura 20. Alineamiento de la secuencia parcial de pjGnRH de Chirostoma 

humboldtianum y la secuencia de pjGnRH de Odonthestes bonariensis. Los recuadros 

mostrados en negro indican alta similitud y los mostrados en gris claro y gris oscuro 

muestran poca similitud. 

 

Tabla 4. Se muestra el porcentaje de similitud de la secuencia parcial obtenida que 

corresponde a pjGRH de Chirostoma humboltianum con la isoforma pjGnRH de 

Odontesthes bonariensis. 

Organismo % de 

Similitud 

No de Acceso 

al Genbanj 

Odonthestes bonariensis pjGnRH mRNA. 86% AY320285.1 

Odonthestes bonariensis prepro pjGnRH. 86% AY744689.1 

 

 



 

49 

 

8. DISCUSIÓN: 

En el presente trabajo, fue aislada por primera vez la secuencia parcial de la isoforma 

pjGnRH en el encéfalo del pez blanco del altiplano, Chirostoma humboldtianum. Dicha 

secuencia fue obtenida a través de distintas combinaciones de oligonucleótidos,  contando 

con la misma organización estructural de otros miembros de la familia de las GnRHs ya 

reportadas, abarcando desde la región del péptido de la isoforma (pjGnRH), el sitio de 

procesamiento (GKS) y el péptido asociado a la GnRH (GAP). La secuencia obtenida 

consta de aproximadamente 384pb y 115 residuos de aminoácidos (Figura 21). 

Figura 21. Secuencia de nucleótidos y de aminoácidos para la isoforma de pjGnRH en el 

pez blanco del Altiplano, Chirostoma humboldtianum. Obtenida de los productos 

aislados.Se indica en donde se presenta la isoforma de pjGnRH, el sitio de corte y el 

péptido Asociado a GnRH (GAP). 

Al hacer la comparación de las diversas secuencias obtenidas con los diversos juegos de 

oligonucleótidos para Ch. humboldtianum a través de la base de datos Blasttn, se encontró 
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que el porcentaje de similitud con algunas secuencias reportadas en otras especies de peces 

teleósteos, se encuentra entre el  70 y el 86%. Con respecto a nuestras secuencias, tanto la 

isoforma sbGnRH en Astatotilapia burtoni y pjGnRH en Odonthestes bonariensis, se 

encontraron en todas las secuencias obtenidas para el pez blanco del Altiplano. Estas 

secuencias fueron alineadas con el programa Genedoc (Figura 22). 

 

Figura 22. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos obtenidos para Chirostoma 

humboldtianum (con los oligonucleótidos F1-R1 y F2-R2) y otras especies de peces 

teleósteos, Astatotilapia burtoni, y Odontesthes bonariensis. Los recuadros mostrados en 

negro indican alta similitud y los mostrados en gris claro y gris oscuro muestran poca 

similitud. 

En los teleósteos, existe la expresión de dos o tres isoformas de GnRH en el encéfalo y cada 

una de ellas contará con una distribución y función específica.  
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Se ha encontrado en el arenque del pacífico (Clupea harengus pallasi), un teleósteo 

bastante primitivo perteneciente al orden de los clupeiformes, la presencia de tres isoformas 

hgGnRH, sGnRH y cGnRH-II (Carolsfeld et al., 2000). Otro ejemplo es el pez blanco 

(Coregonus clupeaformis), perteneciente al familia Salmonidae, el cual expresa también 

tres isoformas wfGnRH, sGnRH y cGnRH-II (Adams et al., 2002), otros representantes de 

la misma como Oncorynchus mykiss y otras especies de salmónidos solo cuentan con dos 

isoformas reportadas en el encéfalo (Ando & Urano, 2005; Gray et al., 2002; O’Neill et al., 

1998). Se ha propuesto que la tercera isoforma ha surgido después de una duplicación 

genómica, pero que se perdió en algún momento temprano de la evolución de  la familia de 

los salmónidos, afectando a especies como la trucha arcoíris o el salmón, debido a 

reordenamientos cromosómicos (Adams et al., 2002). 

En varias especies del Orden de los Acantopterigios, sólo se ha encontrado la presencia de 

los tres sistemas. La expresión de estas isoformas, ha sido descrita en varias familias como 

Characiformes (Powell et al., 1997), Cupleiformes (Carosfeld et al., 2000), 

Pleuronectiformes (Andersson et al., 2001), Scorpaeniformes (Collins et al., 2001), 

Salmoniformes primitivos (Adams et al., 2002), Synbranchiformes, Atheriniformes y 

Ciprynidontiformes (Somoza et al., 2002). 

En el caso particular de la variante pjGnRH, se ha reportado en varios ordenes y familias de 

teleósteos como Atheriniformes, en Odonthestes bonariensis y Odontesthes hatchery 

(Montaner et al., 2001) Simbranquiformes en Symbranchus marmoratus (Somoza et al., 

2002), Beloniformes, en Oryzias latipes (Okubo et al 2000), y Ciprinidontiformes, en 

Xiphophorus maculatus y Fundulus heteroclitus (Somoza et al., 2002; Ohkubo et al., 

2010). 

En el pez blanco del altiplano, se presenta en el cerebro la isoforma pjGnRH, demostrando 

que se tiene la existencia de tres isoformas para esta especie. En estudios previos en esta 

especie, se ha aislado, secuenciado, y localizado a través de la técnica de 

inmunohistoquímica la isoforma sGnRH en el encéfalo, hipófisis y gónadas, (Chávez, 

2009; Chávez et al., 2011 Frontiers of Enodocrinology aceptado; Toribio, 2010). 
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Las secuencias obtenidas  con los oligos F2-R2 y F1R2 para Chirostoma humboldtianum, 

no fueron encontradas en todas las familias antes mencionadas, pero tiene una mayor 

similitud con especies de la familia de los perciformes como es el caso de Astatotilapia 

burtoni, que tiene tres isoformas incluida la sbGnRH (White et al., 1995) (Tabla 2). 

Se sabe que en peces que presentan tres isoformas en el cerebro, tienen una distribución 

neuroanatómica diferente. Las neuronas que expresan la isoforma cGnRH-II, se localizan 

en el tegmento del cerebro medio (MT), las que presentan la isoforma sGnRH, en el Nervio 

del Ganglio Terminal (TNG) y por último, las que expresan alguna isoforma que 

corresponden a especie, se encuentran principalmente en el área preóptica  (APO) (Amano 

et al., 2002).  

La isoforma que se distribuye abundantemente en el área del hipotálamo y está relacionada 

con el control de la función de la hipófisis, se le denomina GnRH1. La isoforma GnRH2, se 

encuentra distribuida en el cerebro medio (cGnRH-) y finalmente, GnRH3, a las neuronas 

que se localizan en el telencéfalo (sGnRH). Sin embargo, este tipo de nomenclatura no 

distingue entre las diferentes isoformas de la hormona encontradas en el hipotálamo de las 

distintas especies. 

El sistema GnRH1, tiene sus fibras y terminaciones axonales hacia la hipófisis y es 

responsable de regular la síntesis y liberación de las gonadotropinas a lo largo del ciclo 

reproductivo. Además, se tienen algunas investigaciones de que no sólo tiene el papel de 

liberar a estas, sino también en la regulación de otras hormonas hipofisiarias, como puede 

ser la Prolactina (PRL), Hormona de crecimiento (GH) y la Somatolactina (SL) (Kakizawa 

et al., 1999; Marchant et al., 1989; Melamed et al., 1995; Stefano et al., 1999; Weber et al., 

1997) 

Todo el sistema de GnRH, esta correlacionado positivamente con el Índice 

Gonadosomático (GSI) en algunas especies de peces teleósteos, reforzando así la idea de 

que este tipo de isoformas son importantes como reguladores de la actividad reproductiva 

en los peces (Montaner et al., 2001). 
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En Ch. humboldtianum, se encontró que la expresión de pjGnRH se presenta durante los 

meses de Enero hasta el mes de Mayo (Datos no mostrados), donde se sabe que la etapa de 

madurez gonadal para esta especie se da en los meses de Enero a Mayo (Toribio, 2010; 

González, 2010). 

En especies que poseen tres isoformas, como en los perciformes, existe un incremento 

significativo en los niveles de mRNA. En el Sparus aurata,  los niveles de sbGnRH 

aumentan en ambos sexos durante la maduración gonadal (Gothilf et al., 1997; Zohar et at., 

2010). Otros casos similares se han reportado en el Dicentrarchus labrax (González-

Martínez et al., 2002; Zmora et al., 2002), en Scophalmus maximus (Andersson et al., 

2001), Verasper Moseri (Amano, et al., 2002), Pagrus major, Spondyliosoma cantharus, 

Oplegnathus fasciatus, y Oreochromis niloticus (Senthilkumaran et al., 1999).  

A nivel estructural, en los peces teleósteos, se sabe que la secuencia del péptido señal (PS) 

consta de  aproximadamente 20 a 25 residuos de aminoácidos, contiene una región 

hidrofóbica, que es requerida por la preprohormona para que esta pueda ser  secretada. Esta 

región, ha sido identificada para todos los precursores de la GnRH encontrados hasta la 

fecha, ya que al inicio de su secuencia, presenta un aminoácido con carga positiva  que 

puede ser Lisina o Arginina. Esta secuencia, es altamente conservada en un gran número de 

especies, existiendo muy poca diferencia entre sus aminoácidos (Clarke & Pompolo, 2005). 

En el presente trabajo no se obtuvo dicha secuencia a pesar de los diversos esfuerzos 

realizados con varios oligonucleótidos (datos no presentados). 

En todos los precursores de los vertebrados, después del PS se encuentra el decapéptido de 

la GnRH y es seguido del sitio de procesamiento que son tres residuos de aminoácidos 

altamente conservados: Gly-Lys-Arg (GKR). En nuestras secuencias está presente dicho 

sitio (Figura 21). 

La diferencia fundamental en la estructura de los precursores para la GnRH, se encuentra 

en la parte del GAP. Este sirve de referencia para poder determinar la secuencia de las 

distintas isoformas. Además, esta puede variar en el número total de aminoácidos, 

dependiendo de cada isoforma presente en cada especie. Por ejemplo, el GAP del precursor 
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para la cGnRH-, en el pez dorado, bagre y mojarras, tiene  aproximadamente 49 

aminoácidos (Pandolfi et al., 2005).  

En la isoforma pjGnRH de Chirostoma humboldtianum, se tiene un GAP de 

aproximadamente 102 aminoácidos (Figura 21), el cual no corresponde con el número de 

aminoácidos reportados para las distintas isoformas, lo que nos hace pensar que pueda 

haber una retención de alguna secuencia intrónica en especial del intrón B, que haga que la 

longitud en el GAP exceda el número límite de aminoácidos reportados. Sin embargo, es 

necesario hacer otros estudios donde confirme dicha hipótesis, ya que, con la secuencia 

obtenida de aproximadamente 400pb con los oligonucleótidos F1/R1 fue comparada con 

secuencias intrónicas A y B, reportadas en la base de datos del GenBank y no arrojó ningún 

resultado que dejara en claro que se trataba de dicha secuencia, ya que la longitud 

aproximada es de 241pb, pues al comparar la secuencia de GAP en Chirostoma 

humboldtianum y de dos especies de peces que presentan  las isoformas pjGnRH y 

mdGnRH, se observa que presenta una longitud mayor con respecto a las otras (Figura 23). 

 



 

55 

 

 Figura 23. Se muestra la comparación de las secuencias del GAP obtenidas para 

Chirostoma humboldtianum, Odontesthes bonariensis (pjGnRH) y Oryzias latipes 

(mdGnRH). Se observa que dentro de nuestra secuencia se presenta una región de 91pb, 

que no alinea con las demás especies. Los recuadros mostrados en negro indican alta 

similitud y los mostrados en gris claro y gris oscuro muestran poca similitud 

 

Al detectar que existía una secuencia que no correspondía a la secuencia del GAP, in sílico, 

se recortó justo en la secuencia donde se presentaba la región donde presuntamente se 

encuentra la región intrónica y posteriormente se volvió a alinear con las mismas especies, 

tanto con la secuencia de nucleótidos (Figura 24) como de aminoácidos (Figura 25) con el 

programa GeneDoc y las bases de datos del Blastt-n y blast-x. La similitud que se tenía era 

del 76 al 87%. 
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Figura 24. Se muestra el alineamiento realizado con la secuencia recortada de nucleótidos 

obtenida para la isoforma de pjGnRH en Chirostoma humboldtianum comparada con otras 

especies de vertebrados. La isoforma de pjGnRH en Odontestes bonariensis y Monopterus 

albus, mdGnRH en Orizyas latipes, sbGnRH en Astatotilapia burtoni, Oreochromis 

niloticus y Dicentrarchus labrax y rGnRH1 en la Rana catesbeiana. 
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Figura 25. Se muestra el alineamiento realizado con la secuencia de aminoácidos obtenida 

para pjGnRH en Chirostoma humboldtianum, comparada con otras especies de vertebrados. 

La isoforma de pjGnRH en Odontestes bonariensis, sbGnRH en Astatotilapia burtoni y 

mdGnRH en Oryzias latipes con la presencia del  intrón B (imagen A) y sin intrón B 

(Imagen B). 

 

El mecanismo molecular que controla la expresión diferencial de los genes que codifican a 

las diversas formas de GnRH ha recibido enorme atención, pero la evidencia que se tiene, 

permanece aun sin resolverse (Higa et al., 1997). Son pocos los estudios que se han 

enfocado en la regulación y transcripción génica de las distintas isoformas de la GnRH. 

Para esta familia de hormonas, el control transcripcional es esencial para la regulación 

espacio-temporal de la expresión génica. El splicing, puede ser un mecanismo de 

regulación de la expresión de dichos genes. 

También, otra forma de regulación se da a nivel tejido-específico. La expresión de varias 

isoformas de GnRH, se han localizado en varios tejidos extrahipotalámicos, como la 

placenta, las glándulas mamarias, los testículos y los ovarios, por mencionar algunos. 

Sugiriendo que puede tener una función parácrina o autócrina o ambas, esto también puede 

incluir otras aéreas del encéfalo incluido el hipotálamo, que no tengan inervación directa 

hacia la hipófisis (Choe et al., 2003; Gray et al., 2002). 

De los tejidos antes mencionados, la expresión y procesamiento de los transcritos 

primarios, en una gran proporción, son significativamente diferentes en su procesamiento, 
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en la mayoría se ha encontrado que un modo de regulación es la precedencia de la retención 

del  Intrón A.  

Encontrando que el sitio de inicio de la transcripción usado en el hipotálamo también es 

utilizado en los mismos tejidos (Seeburg & Adelman 1984; Radovick et al., 1990; Gaubau 

et al., 1992; Dong et al., 1993, 1996). 

Existen una serie de posibles sitios repetidos AUG al inicio de la transcripción que están 

presentes en la región 5’UTR y en el intrón 1, que pueden favorecer la retención de dicho 

intrón. (Von Schalburg & Sherwood 1999; Uzbekoba et al., 2002).   

En los mamíferos, en especial el modelo de ratón, se ha documentado la presencia de que 

en el cerebro, se presentan dos variantes, una forma con el transcrito maduro y otro con la 

retención del Intrón A. 

La expresión del mRNA maduro y la variante que presenta la retención del intrón A, tiene 

expresión diferencial entre el sistema nervioso y posiblemente en los tejidos  periféricos.  

En el trabajo de Zheng et al., 1992, se utilizaron dos tipos celulares, Gn11 y NLT, los 

cuales son un buen modelo in vitro para el estudio y el entendimiento de la actividad 

neuronal y la regulación de GnRH. Cabe mencionar que las células NTL secretan 10 veces 

más GnRH que en las células Gn11. Con los datos obtenidos se registró evidencia de que la 

capacidad de secretar GnRH es menor en las células Gn11, esto se debe en parte, a la 

prevalencia de una variante de splicing que provoca que el transcrito maduro carezca del 

exón 2, el cual codifica para el decapéptido de la GnRH.  Además, cuando en estos 

experimentos incluyeron al cerebro anterior, determinaron que esta variante de splicing solo 

es expresada en el área olfativa  y área preóptica del hipotálamo anterior, donde se sabe que 

en estas áreas se encuentra el presente el mRNA maduro de la GnRH.  Por lo tanto, con 

estos resultados se sugiere que la existencia de un splicing alternativo en el transcrito 

primario, puede contribuir a la regulación de la expresión génica en el cerebro anterior. 

Resultados de este trabajo demuestran que  la expresión de preproGnRH es regulado de 

manera diferente en diferentes regiones del sistema nervioso central. Por ejemplo en el 
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cerebro de ratón y humano, a través de  técnicas como hibridación in situ e 

Inmunohistoquímica, se ha encontrado la existencia de tres subtipos de neuronas que 

expresan a la GnRH, que difieren en cuanto a su morfología, densidad de marcaje y 

localización y que pueden cambiar durante su ciclo reproductivo. En este trabajo demuestra 

que, incluso en las neuronas de GnRH localizadas en distintas regiones del sistema nervioso 

central, el transcrito primario es procesado de manera diferente.  

El proceso de splicing afecta directamente la capacidad de codificar al transcrito, esta 

eficiencia y precisión es obviamente crítica para las funciones normales de las neuronas de 

GnRH.    

En especies de peces, no existe tampoco información suficiente de cómo se da el 

procesamiento de los transcritos de GnRH, pero Okubo et al., (1999), encontraron en la 

anguila japonesa, a través de análisis por Southern Blot  genómico, la existencia de la 

presencia de variantes en el splicing en la prepro-mGnRH, las cuales son codificadas por el 

mismo gen, en varios tejidos. En donde se tiene que una de las secuencias obtenidas, tiene 

la presencia del intrón A.  

En estudios realizados en el cerebro y las gónadas de la trucha arocoiris (Oncorhynchus 

mykiss), se ha reportado la retención del intrón A y se sabe que usan un promotor 

alternativo río arriba (Gray et al., 2002). 

Nabbissi et al., (2000), encontraron en el ovario del Sparus aurata, la presencia de 

secuencias que presentaban retención de algún tipo de intrón, en la isoforma sbGnRH y que 

esta condición puede estar presente en cualquier estado reproductivo. Sugiriendo que la 

principal función se da en los elementos intrón/exón en el control diferencial del splicing, 

más que en una mayor abundancia de los factores específicos que regulan el splicing 

alternativo. 

En nuestros resultados se tiene una expresión diferencial entre el encéfalo anterior y las 

gónadas (Datos no mostrados). En las muestras para ambos casos, en los meses de Enero, 

Febrero y Marzo del 2008 al 2011 principalmente, se presenta la variante con la retención 
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del intón B, corroborando la existencia de una regulación diferencial entre las gónadas y el 

cerebro anterior.  

En esta especie, un estudio previo a nuestro trabajo, ha localizado a través de la técnica de 

Inmunohistoquímica, el péptido de la isoforma sGnRH en las gónadas que se encontraban 

en etapa de madurez sexual, sugiriendo que dicho péptido puede tener repercusiones en la 

gametogénesis durante el ciclo reproductivo. Posteriormente se tendrá que investigar cual 

es la función de esta isoforma en las gónadas y si esta varia a través de los meses.  

En los mamíferos, en el cerebro de ratas se sabe que el primer intrón que es escindido es el 

intrón B, seguido del intrón C y A (Jakubowsky & Roberts, 1994). 

En estudios in vitro,  se ha demostrado que los intrones B y C se remueven más 

rápidamente que el intrón A (Seong et al., 1999) 

En Chirostoma humboldtianum, no se sabe cuál es la función del intrón B, además, la 

presencia del transcrito con la retención del Intrón B, no sólo se presenta en la isoforma 

pjGnRH, sino también en la isoforma sGnRH (Chávez  et al., 2011, Frontiers of 

Endocrinology, aceptado). Sin embargo, con los estudios antes descritos, se puede proponer 

que es un mecanismo de regulación en la transcripción de dichas isoformas. 

En cuanto a las posibles funciones del GAP, han sido estudiadas, por tal motivo hasta la 

fecha no se ha definido alguna función en concreto. 

En estudios in vitro, utilizando como modelo las células GH3, se registró que el GAP  

inhibe la secreción de prolactina GH3 (Nikolics et al, 1985; Van Choui et al., 1993). En 

tilapia se han obteniendo resultados similares (Planas et al., 1990). 

Se sabe que la secuencia del GAP de las diferentes isoformas reportadas para la GnRH, es 

la más divergente, y se ha ido cambiando con la evolución de los precursores (Suzuki et al., 

2000).  Esta diferencia tan marcada ha sido de gran importancia ya que se ha usado para la 

elaboración de ribosondas y anticuerpos más específicos usados en técnicas como 

Inmunohistoquímica e Hibridación in situ, que han servido para una mejor identificación de 

la distribución de las diferentes isoformas presentes en el encéfalo. 
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De manera general, después del procesamiento de  la GnRH, la conservación en la 

estructura primaria de los residuos de aminoácidos en la secuencia de las GnRHs, como es 

el amino-terminal (pGlu), la serina 4, la glicina en la posición 6, para el caso de los 

vertebrados, la prolina y el carboxilo terminal, sugiere que estas regiones son importantes 

para la bioactividad y conformación del péptido, particularmente, con la unión y activación 

efectiva con el receptor, la resistencia a la degradación enzimática y los eventos que son 

necesarios para la liberación de las gonadotropinas. Los aminoácidos que se encuentran en 

posición 8, es la más variada, seguida de la posición 6, 5 y 7. En el caso de la posición 8, 

sugiere que cualquier residuo es aceptado en esta región. (Millar, 2004, 2005). (Figura 21 y 

26) Sin embargo, para el caso del receptor Tipo I en la hipófisis del ratón, parece que 

requiere de una Arginina en esta posición, lo que sugiere que esta posición tiene un papel 

importante en la selectividad del ligando de los diferentes tipos de receptores para GnRH 

(Sealfon, 1997). 

 

Figura 26. Se muestra el esquema representativo de GnRH en conformación plegada, el 

cual sirve para la unión del receptor en la hipófisis. Esta molécula se dobla alrededor de la 

glicina en la posición 6. En color rojo se muestra el extremo amino terminal y en verde el 

carboxilo terminal (Modificado de Millar, 2005).  
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9. CONCLUSIONES: 

Se ha aislado por primera vez la isoforma de pjGnRH en el charal (Chirostoma 

humboldtianum), se obtuvieron productos de 400, 300 y 100pb, a través de la técnica de 

PCR. Dicha secuencia abarca, el decapéptido de GnRH, el sitio de procesamiento y el 

péptido asociado a GnRH (GAP), que es conservada en los vertebrados. 

Además, dentro de la secuencia obtenida, se presenta evidencia de la retención del intrón B, 

que ha sido reportada en varios vertebrados incluidos ratones y algunos peces. 

Esta hormona se presenta durante los meses de Enero a Mayo, que corresponde a la etapa 

de madurez sexual del charal, reforzando la idea de que GnRH ayuda a la síntesis y 

liberación de las gonadotropinas. 
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10. PERSPECTIVAS: 

A partir de la obtención de la secuencia parcial de la isoforma pjGnRH, se sugieren 

diferentes experimentos que podrían a futuro entender la fisiología, mecanismos de acción 

y función de esta neurohormona. 

 En el área de estudio: 

Tratar de separar los organismos obtenidos en cada colecta por talla, sexo y etapa 

reproductiva. Para si entender mejor la fisiología de cada uno de los individuos y etapas, 

para su posterior aplicación de los conocimientos adquiridos.  

Hacer un rastreo de los organismos, la mayor parte de los meses de colecta  

 En el laboratorio: 

Uno de los experimentos que se requieren es obtener la secuencia total con la técnica de 

RACE y obtener la secuencia sin la secuencia intrónica reportada en este trabajo. 

Saber si existen diferencias ambos sexos en cuanto a la concentración y distribución en los 

distintos meses del año. 

Correlacionarlas con los otros dos sistemas de la GnRH presentes en el encéfalo de esta 

especie (sGnRH y cGnRH-II), con técnicas como la Inmunohistoquímica e hibridación in 

situ. 

Establecer la relación con otras hormonas y sus receptores como: GnRH-R, Kisspeptina, 

GPR54, LH, FSH, PACAP, GH, receptores a estradiol, por mencionar algunos, que estén 

participando de manera directa o indirecta regulando la síntesis y liberación de la pjGnRH. 

Tratar de obtener organismos en el laboratorio, para así poder implementar otra serie de 

experimentos más controlados. 
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