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Prólogo 

La acuicultura se define como la cría o cultivo de 
organismos acuáticos con técnicas encaminadas a aumentar, por 
encima de las capacidades naturales del medio, la producción de 
los organismos en cuestión; estos serán, a lo largo de toda la fase 
de cría o de cultivo y hasta el momento de su recogida, 
propiedad de una persona física o jurídica (Reglamento (CE) nº 
2792/1999 del Consejo de 17 de diciembre de 1999). 

La actividad extractiva derivada de la acuicultura y la 
pesca fue del orden de 140 millones de Tm en el 2004; de las 
cuales 106 millones se destinaron al consumo humano, el más 
alto registrado hasta la fecha (figura 1.1). El 43 % de esta partida 
procedió de la acuicultura. De hecho, gracias a la misma el 
consumo per cápita de pescado ha crecido moderadamente en los 
últimos años, a pesar del estancamiento de las pesquerías y del 
crecimiento de la población. 

3 

Las pesquerías se han mantenido relativamente estables 
en el último decenio, con la excepción de las fluctuaciones en las 
capturas de anchoveta peruana debidas al fenómeno austral de El 
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Figura 1.1. Producción mundial de pesca y acuicultura (Datos FAO, 2006). 
 * estimación preliminar. 
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Niño. No obstante, las fluctuaciones registradas en otras especies 
y regiones tienden a compensarse entre si, por lo que el total de 
las capturas no ha variado sensiblemente. En su conjunto, más 
del 75 % de las poblaciones ícticas evaluadas están ya 
plenamente explotadas, sobreexplotadas, agotadas o en 
recuperación. Estos datos sugieren que tanto la pesca oceánica 
como la continental han alcanzado su techo. En contrapartida, la 
acuicultura crece más rápidamente que cualquier otro sector de 
producción animal. A nivel mundial, su tasa de crecimiento 
anual es del 8,8 % desde 1970, mientras que las pesquerías han 
crecido a razón del 1,2 % y los sistemas terrestres de producción 
de carne al 2,8 %. 

Según datos del 2004, el 75 % de la producción global de 
pescado se destinó a consumo humano. Gran parte de esta 
producción forma parte de una economía de subsistencia. El 
máximo exponente de ello es el sureste asiático, en todo caso 
China es el mayor productor mundial en acuicultura (figura 
1.2A). Su producción está basada en especies de peces 
dulceacuícolas (ciprínidos y tilapias), mientras que en países 
desarrollados la producción piscícola está supeditada a especies 
marinas carnívoras con un alto valor añadido en el mercado 
(figura 1.2B). 

Según las previsiones de la FAO, tanto la producción 
como la demanda de pescado seguirán en aumento a lo largo de 
los tres próximos decenios. Sin embargo, estos incrementos irán 
decreciendo dado el estancamiento de las pesquerías y la 
presumible ralentización de los incrementos de la producción en 
acuicultura (figura 1.3). Así pues, el informe de la FAO 2006 
pone de manifiesto que las previsiones para el periodo 2000-
2030 se han cumplido en lo que llevamos de década, aunque la 
pesca de captura continental y el pescado destinado a fines no 
alimentarios se sitúan por encima de las previsiones. 
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Figura 1.2. Producción acuícola por regiones (A) y grupos de especies (B) (FAO, 
2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1.3. Producción y consumo de pescado (FAO, 2002). 
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La acuicultura mediterránea está basada 
fundamentalmente en el cultivo de la dorada con una producción 
de 150.000 Tm en el 2007, un 21 % superior a la registrada en el 
año 2006. Los datos apuntan a unas 160.000 Tm en el 2008 con 
Grecia (52,9 %), Turquía (15,9 %), España (14,8 %) e Italia (5,9 
%) como países de mayor producción, aunque también se han 
registrado producciones de cierta cuantía en Egipto, Israel, 
Chipre, Portugal, Croacia, Malta, Túnez y Marruecos. Además, 
se está empezando a producir dorada en países como Albania, 
República dominicana, Emiratos Árabes Unidos, Bosnia, Libia y 
Kuwait. El conjunto de esta producción acuícola representa el 95 
% del total (acuicultura y pesca extractiva) (figura 1.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.4. Producción mundial de dorada en el periodo 1980 – 2006 (datos de la 
FAO). 

A nivel nacional, la situación es similar y la pesca 
extractiva de dorada está estancada en unas 1.000 Tm anuales, 
mientras que la producción en acuicultura fue de unas 18.000 Tm 
en el 2006. Las previsiones para 2008 – 2009 son de unas 24.000 
Tm, por lo que la dorada ocupa el primer lugar en el ranking de 
peces marinos cultivados en España, seguida de lejos por el atún, 
la lubina y el rodaballo (figura 1.5). Es más, el cultivo del atún 
está basado en el engorde de juveniles y adultos capturados en el 
medio salvaje. Además, la práctica totalidad de la producción 
española se encuentra localizada en Murcia y ha sufrido 
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considerables reducciones en los últimos cinco años, debido a la 
imposición de reducciones en las capturas para recuperar los 
caladeros naturales. 

Por ultimo, reseñar que la producción española de dorada 
está localizada en la costa mediterránea y las islas Canarias 
(figura 1.6). La Comunidad Valenciana se sitúa a la cabeza de la 
producción con un 34 % del total en el año 2007, seguida de 
cerca por las islas Canarias (figura 1.7) 
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Figura 1.5. Distribución de la producción española por especies en el 2004 (datos de 
las Consejerías de Agricultura y Pesca de las Comunidades Autónomas). 

Figura 1.6. Mapa de las zonas productoras de dorada en España. 
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Figura 1.7. Distribución de la producción de dorada por Comunidades Autónomas en 
el 2007. 

La acuicultura es una de las actividades industriales que 
presenta actualmente una mayor demanda de harinas y aceites de 
pescado (Mundheim y cols., 2004). De hecho, la partida de 
harinas de pescado destinada a la acuicultura pasó de un 10 % en 
1988 a un 17 % en 1994 (Naylor y cols., 2000). Este paulatino 
aumento alcanzó el 35 % en el año 2003, y se prevé que rebase el 
48 % en el 2010.  

El pescado es la fuente más importante de ácidos grasos 
poli-insaturados omega-3 de cadena larga [ácido 
eicosapentanoico (20:5n-3, EPA); ácido docosahexanoico 
(22:6n-3, DHA)] en la dieta humana (Sargent y Tacon, 1999; 
Sidhu, 2003). Estos ácidos grasos también son esenciales para 
los peces de origen marino, ya que no pueden sintetizarlos por 
ellos mismos y necesitan ingerirlos en la dieta (Bell y cols., 
1996; Parpoura y Alexis, 2001; Sargent y cols., 2002). Por esta 
razón, la sustitución total de aceites de pescado como ingrediente 
o componente de las harinas de pescado no es totalmente factible 
en piensos de engorde de especies peces de origen marino.  

No obstante, dado el estancamiento de las pesquerías a 
nivel mundial es ineludible maximizar la substitución de harinas 
y aceites de pescado por fuentes alternativas de materias primas. 
Ello por si mismo es beneficioso, ya que los productos de origen 
marino son fuentes potenciales de residuos químicos (Dioxinas, 
PCB y furanos) y metales pesados (mercurio y metilmercurio) 
(Hansen y cols., 1976; Hendricks, 2002). Su eliminación a escala 
industrial es harto difícil, por lo que se impone la práctica de 
estrictos criterios de selección y control. Este hecho es 
especialmente importante cuando se tienen en consideración los 
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grupos más vulnerables de consumidores: niños, mujeres 
embarazadas y ancianos (Jacobson y Jacobson, 1996; Sidhu, 
2003). 

Estos aspectos de sostenibilidad y seguridad alimentaria 
han sido considerados en el V y VI Programa Marco de la UE. 
Así, el V Programa Marco financió una serie de proyectos de 
investigación centrados en el desarrollo y explotación de fuentes 
alternativas de materias primas: 

 RAFOA: Researching alternatives to fish oil for aquaculture. 

 PEPPA: Perspectives of plant protein usage in aquaculture. 

 GUTINTEGRITY: Gastrointestinal functions and feed intake 
regulation in Salmonids: impact of dietary vegetable lipids. 

 PUFAFEED: Feed for aquatic animals that contains 
cultivated marine microorganisms as alternatives for fish oil. 

 FPPARS: Cloning and functional analysis of fish peroxisome 
proliferator-activated receptors: the transcriptional control of 
lipid metabolism in farmed fish species. 

Estos proyectos se integraron en la red temática FORM 
(Fish Oil and Meal Replacement), lo que ha sido el embrión del 
proyecto AQUAMAX “Sustainable aquafeeds to maximise the 
health benefits of farmed fish for consumers”. 

El grupo de Nutrición y Endocrinología del Crecimiento 
de Peces del IATS ha participado activamente en el desarrollo de 
los proyectos PEPPA (2001 – 2004)  y AQUAMAX (2006 – 
2010). Para ello, ha sido de vital importancia el uso de diferentes 
componentes del eje somatotrópico (GH, IGF-I, IGFBP, GHR) 
como marcadores del potencial de crecimiento y del estado 
nutricional. Además, los resultados de estos proyectos han puesto 
de manifiesto la importancia del análisis del metabolismo 
lipídico en el adecuado diseño de las dietas y las estrategias de 
alimentación.  
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Durante su estancia predoctoral, el doctorando ha 
trabajado activamente en el clonaje, secuenciación y análisis de 
los patrones de expresión génica de varios enzimas (HSL, LPL, 
HL), citoquinas (TNF) y factores de transcripción (LXR, 
PPAR, PPAR, PPAR) con un papel clave en la regulación 
del metabolismo lipídico. Este importante esfuerzo investigador 
ha dado lugar a 10 publicaciones SCI (ver apartado de objetivos 
y plan de trabajo). Además, el doctorando ha contribuido 
decisivamente a la caracterización molecular de los GHR. Esta 
última parte ha dado lugar a la hipótesis de la duplicación y 
evolución divergente de los GHR en el genoma de los peces, y es 
la base de la presente Tesis Doctoral. 
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2.1. Familia GH/PRL 
La hormona del crecimiento (GH) y la prolactina (PRL) 

son hormonas de origen hipofisario, aunque también son 
producidas por otros tejidos. Dada su similitud estructural y 
solapamiento funcional, clásicamente se han englobado dentro de 
la misma familia proteíca (GH/PRL), en la que se han 
incorporado como nuevos miembros los lactógenos placentarios 
(PLs) de mamíferos (Niall y cols., 1971) y la somatolactina (SL) 
de peces (Ono y cols., 1990; Rand-Weaver y cols., 1991). 

La familia GH/PRL pertenece a la superfamilia 
GH/citoquinas que incluye también otras citoquinas como las 
interleuquinas, los factores estimulantes de colonias o la 
eritropoyetina. Estas últimas muestran un menor grado de 
similitud, de cualquier modo comparten un motivo estructural 
común y un tipo de receptor característico con un único dominio 
transmembrana (Forsyth y Wallis, 2002). 

2.1.1. Origen y evolución 

En base a estudios de secuencias, se ha propuesto un 
origen monofilético para la familia GH/PRL, con un único gen 
ancestral que habría estado sometido a varios procesos de 
duplicación y evolución divergente (Niall y cols., 1971). 

La GH, en general, ha seguido una evolución altamente 
conservativa con una tasa de evolución baja (figura 2.1A). Así, 
por ejemplo, las secuencias de GH de esturión y cerdo difieren 
en un 25 %, aunque divergieron hace unos 400 millones de años. 
Sin embargo, en mamíferos la tasa de evolución de la GH se ha 
incrementado marcadamente durante la evolución de los 
primates y de los artiodáctilos (Wallis, 1994). Las tasas de 
evolución de la GH en los teleósteos también han sido grandes y 
variables (figura 2.1B), de ahí que hayan marcadas diferencias 
entre las secuencias de peces y mamíferos e incluso entre los 
propios teleósteos (Bernardi y cols., 1993; Wallis, 1996). 
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Figura 2.1. Árbol filogenético de la GH en vertebrados (A). Los números sobre las 
ramas indican los cambios aminoacídicos y los números entre paréntesis la tasa de 
evolución (modificado de Wallis, 1996). Árbol filogenético de la GH en peces 
teleósteos (modificado de Bernardi y cols., 1993). 
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La evolución de la PRL es similar a la de la GH. En 
general, presenta una tasa de evolución baja que aumenta en 
ciertos casos (humanos, rumiantes, roedores y elefantes). En 
peces también pasa algo similar a lo descrito para la GH, ya que 
este grupo de vertebrados es muy heterogeneo (Wallis, 2000). 

A la SL se le ha atribuido el mismo origen que a la GH y 
la PRL, duplicación seguida de evolución divergente (May y 
cols., 1999). Estudios en esturión (Amemiya y cols., 1999) y 
peces pulmonados (Amemiya y cols., 1999; May y cols., 1999) 
indican que la duplicación inicial debió darse antes de la 
separación de los Artinopteriogios y los Sarcopterigios (figura 
2.2). Según esto, la SL estaría presente en todos los teleóstomos 
pero hasta la fecha no se ha encontrado en tetrápodos, aunque se 
han llevado a cabo múltiples intentos mediante clonaje y/o 
búsquedas genómicas. Por lo tanto, la SL debe haberse perdido 
durante la evolución de los tetrápodos (Kawauchi y Sower, 
2006). 

En contraposición a la GH y la PRL, la SL está altamente 
conservada entre los diferentes grupos de peces, lo que indica 
unas bajas tasas de evolución (Company y cols., 2000). Estudios 
en trucha arco iris y ciprínidos (Zhu y cols., 2004) han revelado 
la presencia de dos copias parálogas de SL, que se habrían 
generado con la duplicación genómica específica de los 
teleósteos (figura 2.3). No obstante, no todos los teleósteos han 
conservado ambas formas, ya que se ha comprobado que fugu y 
tetraodón presentan una única copia de SL.  

Con respecto al gen original, la teoría más aceptada es 
que la GH sería el gen ancestral. De acuerdo con ello, la GH 
habría mantenido su función original de estimulación del 
crecimiento, mientras que las hormonas derivadas habrían 
aportado nuevas funciones contribuyendo a la expansión de los 
vertebrados en el medio terrestre y acuícola. Esta teoría está en 
consonancia con estudios llevados a cabo en lamprea, en los que 
se detecta la presencia de GH en ausencia de PRL y SL 
(Kawauchi y cols., 2002). Así pues, se ha detectado GH en todos 
los vertebrados, mientras que la presencia de PRL y SL quedaría 
relegada a los gnatostomados (Kawauchi y Sower, 2006). 
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Figura 2.2. Cladograma y clasificación filogenética de los vertebrados 
(modificado de Hickman y cols., 1998; Nelson, 1994). 
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Figura 2.3. Árbol filogenético de la familia de GH/PRL en peces (modificado de 
Zhu y cols., 2004).
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2.1.2. Estructura proteica y organización genómica 

La GH, la PRL y la SL se sintetizan en la adenohipófisis 
de los peces, aunque en diferentes áreas de la misma (figura 2.4) 
(Laiz-Carrión y cols., 2003). La GH se sintetiza en la pars 
distalis proximal (RPD), células somatotropas (Hall y cols., 
1986). La PRL se sintetiza en la pars distalis rostral (PPD), 
células lactotropas (Cambré y cols., 1986). La SL se sintetiza en 
la pars intermedia (PI), células somatolactotropas (Ingleton y 
cols., 1998).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4. Representación esquemática sagital de la hipófisis de un pez teleósteo. 
Se muestran la neurohipófisis (NH, azul oscuro) y la adenohipófisis (azul claro), 
que a su vez  se divide en pars distalis rostral (RPD), pars distalis proximal (PPD) 
y pars intermedia (PI). Modificado de Laiz-Carrión y cols. (2003). 

 

La GH, la PRL y la SL se liberan al torrente sanguíneo 
tras la escisión del péptido señal, dando proteínas maduras de 
unos 200 aa. La GH de peces oscila entre los 172 aa de halibut y 
los 190 de anguila y esturión, aunque la mayoría tienen 188 – 
189 aa. La PRL de peces tiene unos 186 – 188 aa, unos 10 aa 
más corta que la PRL de tetrápodos. El tamaño de la SL oscila 
entre los 203 aa de la anguila y los 215 del pez pulmonado, 
aunque la mayoría tienen entre 206 y 208 aa (Rand-Weaver y 
Kawauchi, 1993). 
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Las hormonas de la familia GH/PRL presentan varios 
residuos de cisteína implicados en la formación de puentes 
disulfuro y, en consecuencia, en la conformación tridimensional 
de estas proteínas. La GH y la PRL de los teleósteos contienen 
dos puentes disulfuro mientras que la SL, así como la PRL de 
tetrápodos, esturión y pez pulmonado presentan un puente 
disulfuro adicional en la región N-terminal (Kawauchi y Sower, 
2006). La presencia de este tercer puente disulfuro se ha 
relacionado con el papel osmorregulador de la PRL, ya que en 
ausencia del mismo la PRL ovina aumenta considerablemente su 
acción osmorreguladora en teleósteos (Doneen y cols., 1979). No 
obstante, la adquisición o pérdida de este tercer puente disulfuro 
durante la evolución de la familia aún resulta controvertida (ver 
figura 2.5). 
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Figura 2.5. Evolución molecular de la familia GH/PRL. Las moléculas se 
muestran esquemáticamente enfatizando los plegamientos debidos a puentes 
disulfuro. La PRL de teleósteos ha perdido el primer puente disulfuro (modificado 
de Kawauchi y Sower, 2006). 
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Los genes que codifican para la GH se componen de 5 
exones y 4 intrones en mamíferos, aves, lampreas (Moriyama y 
cols., 2006) y teleósteos como los ciprínidos (Noh y cols., 1999; 
HO y cols., 1991) o los silúridos (Tang y cols., 1993). No 
obstante, otras especies como los salmónidos, la tilapia, la perca 
y la dorada (Almuly y cols., 2000) presentan 6 exones y 5 
intrones (figura 2.6). Este exón adicional proviene de la 
inserción de un intrón en el último exón. Esta inserción tuvo 
lugar a lo largo de la evolución de los teleósteos después de la 
aparición de los cipriniformes, pero antes de la de los 
salmoniformes, los perciformes y los tetraodontiformes.  
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Figura 2.6. Representación esquemática de la estructura exón-intrón del gen de la 
GH. Bloques, exones. Líneas, intrones. Punta de flecha, intrón adicional (Almuly y 
cols., 2000; Moriyama y cols., 2006). 

 

 

Según Kawauchi y Sower (2006), tanto la PRL como la 
SL presentan 5 exones en todos los organismos estudiados hasta 
la fecha. Por lo tanto, ésta debió ser la estructura del gen original. 
A modo de ejemplo, la figura 2.7 muestra la organización de la 
GH, la PRL y la SL de dorada. 
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Figura 2.7. Representación esquemática de la estructura exón-intrón de los genes 
de la GH, la PRL y la SL de dorada (modificado de Astola y cols., 2003; 2004; 
Funkenstein y cols., 1991). Se aprecia la conservación de la estructura a excepción 
de la inserción de un intrón adicional en el último exón de la GH. Amarillo, 
5’UTR. Naranja, péptido señal. Azul, proteína madura. Verde, 5’UTR. 

2.1.3. Función biológica 

La GH ha mantenido la estimulación del crecimiento 
somático como una de las funciones principales a lo largo de la 
evolución. Aún así, también realiza funciones relacionadas con la 
maduración sexual y la regulación osmótica (Rand-Weaver y 
Kawauchi, 1993). También se ha descrito una acción moduladora 
del sistema inmune tanto en mamíferos (Edwards 3rd y cols., 
1992) como en peces (Calduch-Giner y cols., 1995; 1997; Yada, 
2007). 

La PRL ha evolucionado hacia un amplio abanico de 
funciones que pueden agruparse en 6 categorías: 1) balance de 
electrólitos y agua; 2) crecimiento y desarrollo; 3) metabolismo y 
regulación endocrina; 4) comportamiento; 5) reproducción y 6) 
regulación de la función inmune (Bole-Feysot y cols., 1998). No 
obstante, cabe destacar que la función principal de la PRL en los 
teleósteos es la regulación osmótica (Forsyth y Wallis, 2002). 

La SL también presenta un amplio abanico de funciones 
como son esmoltificación, adaptación al fondo, respuesta al 
estrés, control de la reproducción, balance ácido-base y 
metabolismo del calcio, fosfato y sodio (ver Amemiya y cols., 
1999; May y cols., 1999). 
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2.1.3.1. Regulación del crecimiento: eje somatotrópico 

El crecimiento es el resultado de un proceso 
enormemente complejo en el que interactúan factores 
ambientales, nutricionales y genéticos. El eje somatotrópico, con 
la GH como pieza central, regula el crecimiento de los 
vertebrados integrando todos estos factores. 

La acción estimuladora del crecimiento de la GH se 
describió hace más de 50 años en experimentos de incorporación 
a cartílago de sulfato marcado radiactivamente. Así, mediante 
inyecciones in vivo de GH se ha encontrado incorporación de 
sulfato. Sin embargo, la GH no muestra la misma actividad al 
administrarse directamente en preparaciones de cartílago. En 
base a estos resultados se formuló la hipótesis original de la 
somatomedina. Según esta hipótesis, la GH estimula la síntesis 
hepática y la liberación de somatomedina al torrente circulatorio 
(posteriormente identificada como IGF-I). Siendo la 
somatomedina quien estimula el crecimiento en última instancia 
(figura 2.8A). 
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Figura 2.8. Hipótesis de la somatomedina. A, hipótesis inicial en la que la GH 
estimula la síntesis y liberación de la somatomedina (ahora conocida como IGF-I) 
en el hígado. B, hipótesis revisada en la que la GH actúa a nivel sistémico (síntesis 
hepática de la IGF-I) y a nivel local (acción autocrina/paracrina de la IGF-I)  
(modificado de Le Roith y cols., 2001b). 
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La hipótesis original cambió en los años 80 con el 
descubrimiento de que la mayoría de tejidos sintetizan IGF-I. 
Según la nueva hipótesis, la GH estimula la síntesis y liberación 
de IGF-I tanto a nivel hepático (acción sistémica) como 
extrahepático (acción local), siendo la síntesis hepática la mayor 
fuente de IGF-I circulante. A la IGF-I sintetizada a nivel local se 
le atribuye una función autocrina y/o paracrina (figura 2.8B) 
(revisado en Butler y Le Roith, 2001; Le Roith y cols., 2001a). 

Recientemente se ha propuesto una nueva modificación 
de la hipótesis para integrar todas las funciones biológicas de la 
GH y la IGF-I en base a las siguientes observaciones: 1) la GH 
puede estimular la captación de sulfato en preparaciones de 
cartílago bajo las condiciones apropiadas. 2) La GH actúa de 
forma directa (no mediada por IGF) en el crecimiento óseo. 3) 
Aunque el hígado es la fuente principal de IGF-I circulante, 
prácticamente todos los tejidos la sintetizan. 4) Se ha detectado 
la presencia del GHR en casi todos los tejidos indicando que la 
GH puede ejercer una acción directa sobre ellos. 5) GH e IGF-I 
muestran algunos efectos biológicos opuestos. La GH incrementa 
la gluconeogénesis y la lipólisis además de contrarrestar la 
acción de la insulina mientras que las de la IGF-I aumenta el 
consumo de glucosa, la lipogénesis y disminuye la 
gluconeogénesis. 

Los autores de esta nueva hipótesis proponen que las 
IGF, más que meros efectores de la acción de la GH, son 
hormonas que amplifican las acciones anabólicas de la GH 
(figura 2.9) a la vez que contrarrestan sus efectos sobre el 
metabolismo de lípidos y azúcares (Kaplan y Cohen, 2007). 
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 Figura 2.9. Contribución relativa de la GH y la IGF-I al crecimiento postnatal en 
experimentos de ratones “knockouts” de GHR, IGF-I o ambos genes (modificado 
de Kaplan y Cohen, 2007).

23 



Introducción 

24 

Aún así, el funcionamiento del eje somatotrópico no está 
totalmente claro ya que recientes experimentos de deleción 
génica han demostrado que ratones que no expresan la IGF-I 
hepática crecen normalmente (ver Le Roith y cols., 2001b). 

La complejidad de este sistema refleja la cantidad de 
elementos que componen el mismo. La secreción hipofisaria de 
GH está básicamente regulada por dos neuropéptidos 
hipotalámicos: la hormona liberadora de GH (GHRH, acción 
estimuladora) y la somatostatina (SRIH, acción inhibidora) 
(Tuggle y Trenkle, 1996) además de la Ghrelina (acción 
estimulatoria), péptido de origen gástrico (Kojima y cols., 1999). 
Una vez liberada al torrente circulatorio, la GH se acompleja con 
proteínas de transporte específicas (GHBP). Las GHBP 
potencian la acción de la GH incrementando su vida media en 
sangre. La GH ejerce su acción uniéndose a receptores de 
membrana específicos (GHR), situados en la superficie celular 
de los tejidos diana. 

En mamíferos hay dos genes que codifican para la IGF 
(IGF-I, 70 aa, e IGF-II, 67 aa). Estas IGF tienen una elevada 
homología entre ellas (70 %) y con la proinsulina (50 %). En 
ratones, ambas IGF son necesarias para el crecimiento fetal pero 
sólo IGF-I es indispensable para un correcto crecimiento 
postnatal. Por el contrario, ambas IGF son necesarias para el 
crecimiento postnatal en humanos y, dado que la expresión de 
IGF-II no es capaz de compensar totalmente un déficit en IGF-I, 
no existe un solapamiento funcional total (Le Roith y cols., 
2001a). 

Las IGF también circulan acomplejadas a proteínas de 
transporte (IGFBP). Existen 6 IGFBP diferentes que difieren en 
su regulación y afinidad por IGF-I e IGF-II. En adultos, la 
mayoría de las IGF circulantes se encuentran formando un 
complejo con la IGFBP-3 y la subunidad ácido-lábil (ALS). Las 
IGFBP no son simples proteínas de transporte ya que pueden 
modular las acciones de las IGF. La IGF-I y II interactúan con 
dos tipos de receptores con diferencias en su secuencia, 
estructura y afinidad por el ligando (Denley y cols., 2005). 

En peces se ha descrito un sistema muy similar al de 
mamíferos, aunque existen ciertas diferencias. Las IGF también 
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circulan en sangre acomplejadas a IGFBP, pero no se ha 
detectado la existencia de la ALS (Björnsson y cols., 2002; 
Wood y cols., 2005). Los tejidos de los peces adultos también 
expresan IGF-I e IGF-II (Caelers y cols., 2004; Duguay y cols., 
1996; Peterson y cols., 2004; Vong y cols., 2003) y ambas IGF 
estimulan  el crecimiento al inyectarse en peces juveniles (Chen 
y cols., 2000). De hecho, se han podido asociar diferencias en 
crecimiento con una expresión diferencial de ambas IGF 
(Peterson y cols., 2004; Chauvigné y cols., 2003; Terova y cols., 
2007). 

2.2. Receptores de la hormona del crecimiento 
La hormona del crecimiento ejerce su función uniéndose 

a receptores específicos de membrana (GHR). Así pues, un tejido 
será más o menos sensible a la acción de la hormona en función 
de la cantidad de receptores que posea. Este receptor pertenece a 
la superfamilia de receptores de citoquina clase I (Kitamura y 
cols., 1994). 

2.2.1. Superfamilia de receptores de citoquina clase I 

Los receptores de esta familia presentan un bajo nivel de 
homología a nivel de secuencia y varían en su topología. 
Presentan una región conservada en el dominio extracelular 
(“Cytokine receptor Homology Domain”, CHD) compuesta de 
unos 200 aa, que es responsable de la interacción con el ligando. 
La CHD contiene dos dominios fibronectina tipo III dispuestos 
en tándem. En el primer dominio fibronectina aparecen 4 
residuos de cisteína implicados en la formación de 2 puentes 
disulfuro y en el segundo aparece el motivo de unión a ligando 
(WSXWS). La principal diferencia entre los receptores de 
citoquina clase I y II radica en la presencia (clase I) o asusencia 
(clase II) del CHD. Además, en la porción extracelular, también 
pueden aparecer varios dominios fibronectina y tipo 
inmunoglobulina. Estos receptores presentan un único dominio 
transmembrana y una porción intracelular con dos motivos 
conservados (BOX 1 y BOX 2) implicados en el anclaje de la 
quinasa de Janus (Jak) (Bazan, 1990). 

La superfamilia se ha dividido en 5 grupos atendiendo a 
la estructura y homología de las secuencias (figura 2.10). El 



Introducción 

GHR pertenece al grupo I, que se caracteriza por formar 
homodímeros en presencia de sus respectivos ligandos y por 
tener una región extracelular formada únicamente por el CHD. A 
este grupo también pertenecen los receptores de eritropoyetina, 
trombopoyetina y PRL, junto con el receptor CL3 de función aún 
por determinar (Boulay y cols., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2.10. Representación esquemática de la topología de los cinco grupos 
estructurales de los receptores de citoquina clase I. En la región extracelular se 
indican los dominios inmunoglobulina (Ig), los fibronectina tipo III (FBN) y el 
CHD, que incluye los puentes disulfuro y el motivo WSXWS. En la region 
intracellular se indican el dominio transmembrana (TM) y la región de homología 
intracelular (IHR), que contiene los dominios BOX 1 y BOX 2 (modificado de 
Liongue y Ward, 2007). 

2.2.2. Receptores de la hormona del crecimiento de 
tetrápodos 

El GHR es una proteína de unos 640 aa que al procesarse 
para eliminar el péptido señal presenta un tamaño de unos 620 aa 
(Edens y Talamantes, 1998). Experimentalmente, el peso 
molecular del GHR es de unos 100 – 130 kDa, aunque según su 
secuencia de aa se calcula un peso molecular de unos 70 kDa. 
Esta aparente contradicción se ha explicado en base al nivel de 
glicosilación de la proteína. Así pues, en la región extracelular 
hay 5 sitios potenciales de N-glicosilación y se ha determinado 
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que la eliminación conjunta de estos sitios reduce unas 20 veces 
la afinidad por la GH (Kopchick y Andry, 2000). 

La región extracelular del GHR está compuesta por dos 
dominios de unos 120 aa cada uno, ambos dominios están 
conectados por un pequeño polipéptido. El dominio N-terminal 
está implicado en la unión del ligando mientras que el dominio 
adyacente a la membrana plasmática se le atribuyen funciones 
estructurales (van den Eijnden y cols., 2006). Cada dominio 
presenta 7 hojas , esta estructura secundaria también se 
encuentra presente en la fibronectina, las inmunoglobulinas y la 
CD4, aunque únicamente el dominio N-terminal contiene 
residuos de cisteína. El GHR ha conservado los 2 puentes 
disulfuro característicos de esta familia de receptores junto con 3 
residuos adicionales de cisteína. Dos de estos residuos (quinto y 
sexto) forman un tercer puente disulfuro, mientras que el séptimo 
residuo se ha postulado que forma un puente disulfuro 
intermolecular durante la dimerización del receptor (Argetsinger 
y Carter-Su, 1996; Zhang y cols., 1999). El motivo WSXWS se 
ha modificado y se conserva como YGEFS (Thomas, 1998). 

En la región intracelular aparecen los dominios 
conservados BOX 1 y BOX 2 además de unos 8 – 10 residuos de 
tirosina. El Box 1 es un motivo de 8 aa rico en prolinas (-X-X-
X-AL-P-X-P, donde  representa residuos hidrófobos, X 
cualquier aa, AL residuos alifáticos y P prolina) que se ha 
conservado como ILPPVPVP (Goujon y cols., 1994). El BOX 2 
es menos conocido. Se ha caracterizado como un conjunto de 
residuos hidrófobos que acaban con uno o dos residuos cargados 
positivamente (unos 15 aa). El BOX 2 está localizado a unos 30 
aa en dirección C-terminal del BOX 1 (Argetsinger y Carter-Su, 
1996). Los residuos de tirosina son puntos de fosforilación que 
sirven de anclaje para diversas moléculas implicadas en la 
transducción de la señal (figura 2.11). 
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Figura 2.11. Representación esquemática de la estructura del GHR y de sus 
implicaciones en la unión y/o transducción de la señal de la GH. Si no se indica lo 
contrario, la numeración corresponde al GHR de rata (modificado de Thomas, 
1998). 
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La unión de la GH con su receptor en la superficie celular 
induce la dimerización del mismo (Cunningham y cols., 1991), 
lo que conlleva la subsiguiente asociación y activación de la 
JAK2 (Argetsinger y cols., 1993). A partir de aquí, se inicia un 
complicado sistema de transducción de la señal en el que se 
fosforilan los residuos intracelulares de tirosina del GHR (ver 
figura 2.11) y la JAK2 además de diferentes proteínas 
citosólicas (figura 2.12) (Detallado en  Argetsinger y Carter-Su, 
1996; Herrington y Carter-Su, 2001; Zhu y cols., 2001). Entre 
estas moléculas se incluyen otros receptores tirosina quinasa 
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(EGFR) y varias quinasas (Src y FAK), aunque parece que el 
receptor EGFR se usa simplemente como proteína adaptadora. 
En este proceso también se incluyen los miembros de la familia 
de la MAPK (Anderson, 1992), así como miembros del grupo de 
los substratos del receptor de insulina (IRS) (Ridderstråle y cols., 
1995). Los IRS actuarían como proteínas de anclaje para la 
posterior activación de otras moléculas, como la fosfatidil 
inositol-3 quinasa (PI-3K), implicadas en la señalización celular. 
Los miembros de la familia de los transductores de la señal y 
activadores de la transcripción (STATs) también son fosforilados 
por la JAK2 y constituyen el mecanismo principal de regulación 
génica de la GH (Herrington y cols., 2000). 
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Figura 2.12. Representación esquemática de las principales rutas de señalización 
intracelular activadas por la GH tras su unión con el GHR (Kopchick y Andry, 
2000; modificado de Herrington y Carter-Su, 2001). 
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La mayoría de estas proteínas participan en la transmisión 
de la señal de la GH formando parte de complejos multiproteícos 
(figura 2.13). Estos complejos son un mecanismo común en la 
transducción de la señal de varios receptores e incluyen 
diferentes enzimas junto con proteínas adaptadoras (Pawson, 
1995). Estas proteínas adaptadoras no poseen actividad 
enzimática de forma intrínseca, pero su habilidad de mediar 
interacciones proteína-proteína es vital para la transducción de la 
señal. En el caso de la GH, las proteínas adaptadoras como Grb2, 
Nck y CrkII tienen como función principal reclutar moléculas 
efectoras ricas en prolinas para las quinasas de la cascada de 
señalización (revisado por Zhu y cols., 2001).  

Figura 2.13. Esquema del complejo multiproteico formado tras la estimulación 
con GH (modificado de Zhu y cols., 2001).

Dentro de este intrincado sistema existen sinergias tanto 
positivas como negativas. Así, SH2-B es sustrato de la JAK2 a la 
vez que potencia su actividad y estimula moléculas como 
STAT5, que están por debajo en la cascada de señalización (Rui 
y Carter-Su, 1999).  

Por otro lado también existen reguladores negativos. Se 
han caracterizado al menos tres familias de proteínas que inhiben 
esta cascada de señalización: fosfatasas, supresores de la 
señalización de citoquinas (SOCS) e inhibidores proteicos de 
STAT activados (PIAS). Las fosfatasas (SHP-1 y SHP-2) son 
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capaces de defosforilar diferentes elementos de esta cascada 
dando lugar a la inhibición de la misma (Jiao y cols., 1996; Kim 
y cols., 1998). Los SOCS (también llamados CIS, proteínas 
inducibles por citoquinas que contienen el dominio SH2) están 
regulados por la GH e inhiben este sistema por interacción 
directa con JAK, por inhibición de la JAK a través de residuos de 
tirosina próximos a la membrana o por inhibición de la 
activación de STAT a nivel de residuos de tirosina distales (Ram 
y Waxman, 1999). Los PIAS se expresan constitutivamente y 
sirven y tamponan las STAT que hayan sido activadas en cada 
momento (Hilton, 1999). 

2.2.2.2. Organización genómica y formas alternativas 

La estructura exón-intrón del GHR se ha descrito en el 
hombre (Godowski y cols., 1989; Zou y cols., 1997), ratón 
(Moffat y cols., 1999) y pollo (Agarwal y cols., 1994) (figura 
2.14). Esta estructura se ha conservado a lo largo de la evolución 
mostrando varios exones alternativos que codifican para la 
5’UTR, seguidos de 9 exones que codifican para el péptido señal 
(exón 2), la región extracelular (exones 3 – 7), la región 
transmembrana (exón 8) y la región intracelular seguida de la 
3’UTR (exones 9 y 10). 

No obstante, existen ciertas variaciones intra- e inter-
específicas y se han identificado dos 5’UTR alternativas en los 
transcritos de oveja (Adams y cols., 1990; Adams, 1995) y  pollo 
(Agarwal y cols., 1994), 5 en rata (Domene y cols., 1995) y ratón 
(Southard y cols., 1995; Moffat y cols., 2000), 9 en vaca (Hauser 
y cols., 1990; Jiang y Lucy, 2001; Heap y cols., 1996) y al menos 
8 en hombre (Pekhletsky y cols., 1992; Orlovskii y cols., 2004; 
Wei y cols., 2006). En todas estas especies, las variantes 
divergen unas pocas pb antes del condón de la metionina inicial, 
coincidiendo con el sitio de unión del primer y segundo exón, lo 
que indica que las variantes corresponden a diferentes exones. 
Estas variantes se han asociado a diferentes secuencias 
promotoras y se ha demostrado que una de las 5’UTRs 
alternativas exhibe una actividad exclusiva o mayoritaria en 
hígado (Edens y Talamantes, 1998; Orlovskii y cols., 2004). La 
función de estas variantes no está totalmente clara, aunque 
debido a la compleja regulación tisular y fisiológica de este 
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receptor, se han asociado a una diferente estabilidad del 
mensajero y/o regulación de los  promotores. 
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Figura 2.14. Estructura del gen del GHR de hombre, ratón y pollo (modificado de 
Edens y Talamantes, 1998). 
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La estructura general exón-intrón del GHR también 
presenta pequeñas variaciones inter-específicas. En pollo no se 
ha encontrado un exón homólogo al exón 3, aunque estudios del 
GHR humano han demostrado que los aa de este exón no son 
críticos para la unión de la GH (Urbanek y cols., 1993; Sobrier y 
cols., 1993; Esposito y cols., 1994). La estructura del gen de 
ratón presenta un exón adicional entre el exón 4 y el 5 (4B). Este 
exón está presente en todos los transcritos y codifica para 8 aa, 
que no presentan homología ni siquiera con el GHR de rata. La 
función de estos aa no se ha estudiado directamente, aunque 
estudios de cristalografía del GHR humano indican que los aa 
cercanos a la unión de los exones 4/5 no interaccionan con la GH 
(de Vos y cols., 1992). El exón 8A de ratón, también presente en 
rata, está implicado en la formación de las GHBP. Estas GHBP 
se generan mediante un procesamiento alternativo del mensajero 
que da lugar a un ARNm más corto en el que, después del exón 
7, se inserta el 8A en lugar del 8. Este exón codifica para los 
últimos 27 aa hidrófilos y la 3’UTR de las GHBP (Edens y cols., 
1994; Zhou y cols., 1994). 

Por consiguiente, las GHBP (figura 2.15) son formas 
glicosiladas y solubles con un peso molecular de unos 55 kDa 
(Bass y cols., 1991), que corresponden a la porción extracelular 
del receptor (Hadden y Prout, 1964). Se calcula que 
aproximadamente el 60 % de la GH circulante está unida a las 
GHBP, por lo que actúan como reservorio de la GH circulante 
(Baumann y cols., 1988). De hecho, in vivo la GHBP aumenta la 
vida media de la GH plasmática. Sin embargo, in vitro se ha 
visto que la GHBP actúa compitiendo con el GHR por la unión al 
ligando, inhibiendo la transmisión de la señal (Mannor y cols., 
1991). No obstante, este efecto antagónico de las GHBP no se ha 
observado in vivo. 
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El mecanismo de generación de las GHBP difiere entre 
especies. En el caso del ratón y la rata se generan mediante 
procesamiento alternativo tal y como se ha expuesto 
anteriormente. El caso del conejo es diferente, puesto que la 
GHBP es generada por escisión proteolítica del receptor dando 
una proteína de al menos 197 aa (Leung y cols., 1987; Harrison y 
cols., 1995; Sotiropoulos y cols., 1993). El mono es la única 
especie donde se han visto ambos mecanismos de generación de 
las GHBP, proteolisis y procesamiento alternativo (Martini y 
cols., 1997). En esta especie, el ARNm de la GHBP es igual al 
del GHR en los primeros 784 pb, pero 8 pb antes de la región 
transmembrana, contiene una secuencia divergente de 236 pb. 

En el hombre, existen dos formas truncadas del GHR 
generadas por procesamiento alternativo del mensajero (Lewin, 
1994; Ross y cols., 1997; Amit y cols., 1997). En ambos casos, 
las regiones extracelular y transmembrana son idénticas a las 
descritas para la forma completa del receptor. Los 3 primeros aa 
de la región intracelular también se conservan, pero a partir de 

Figura 2.15. Representación esquemática de las formas alternativas del GHR en 
diferentes especies de tetrápodos. FLGHR, forma completa; TGHR, forma truncada. 
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este punto la secuencia es divergente (ver figura 2.15). Una de 
las formas truncadas se genera por un sitio aceptor alternativo 
dentro del exón 9, mientras que la otra se debe a una deleción 
completa de este mismo exón. La secuencia divergente en el 
primer caso consiste en 6 aa, mientras que es de 4 aa en el 
segundo. Estas formas truncadas inhiben la acción de la GH al 
competir por el ligando sin desencadenar ninguna señal 
intracelular, ya que carecen de las secuencias necesarias para 
reclutar los diversos componentes de la cascada intracelular de 
transmisión de la señal (ver figura 2.11 y 2.12). 

2.2.3. GHR de peces 

Los GHR de peces se clonaron por primera vez en  
rodaballo (Calduch-Giner y cols., 2001), por el grupo de 
Nutrición y Endocrinología del Crecimiento de Peces del IATS. 
Paralelamente, un grupo de la universidad de Hong Kong hizo lo 
propio con el GHR del pez rojo (Lee y cols., 2001). 
Posteriormente, también se ha clonado en otras especies como 
dorada (Calduch-Giner y cols., 2003), black sea bream (Tse y 
cols., 2003), falso halibut del japón (Nakao y cols., 2004), carpa 
china (ver lista de nos de acceso a Genbank), southern catfish 
(Jiao y cols., 2006), salmón japonés (Fukada y cols., 2004) y 
salmón plateado (Raven y cols., 2008). 

La organización genómica de los GHR de peces también 
fue descrita por primera vez por nuestro grupo (Pérez-Sánchez y 
cols., 2002). Así, la organización genómica de los GHR de 
rodaballo y dorada nos permitió comprobar que estos genes 
presentan una estructura muy similar a la descrita en tetrápodos 
(figura 2.16), lo que indica una gran conservación a lo largo de 
la evolución. Sin embargo, también se observa la presencia de un 
pequeño intrón adicional (10/10A) en el extremo C-terminal. 

En black sea bream, se ha descrito una forma alternativa 
con una inserción de 31 aa en la región intracelular que no altera 
la pauta de lectura de la proteína (figura 2.17). Esta forma larga 
se genera mediante un procesamiento alternativo del ARNm que 
no elimina el intrón 10/10A (Tse y cols., 2003). En peces planos, 
rodaballo (Calduch-Giner y cols., 2001) y falso halibut del japón 
(Nakao y cols., 2004), se ha descrito la presencia de formas 
truncadas. Estas formas se generan por un procesamiento 
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alternativo del ARNm que no elimina el intrón 9/10 (Pérez-
Sánchez y cols., 2002; Nakao y cols., 2004). De esta manera, se 
genera un transcrito que conserva los primeros 28 aa de la región 
intracelular seguidos de una secuencia divergente de unos 21 – 
26 aa y una 3’UTR alternativa (figura 2.16). Al igual que en 
mamíferos, a estas formas truncadas se les atribuye un papel 
inhibitorio, ya que carecen de la mayor parte del dominio 
intracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Exón 
Tamaño 
del exón 

Posición 
del ADNc 

Uniones exón-intrón Intrón 
Tamaño 

del intrón 

4 >118 53-170                 …AAGAAAGAgtgagtgt 4/5 109 

5 170 171-340 tacgtcagCTCGCCCA…GAATATCGgtcagtga 5/6 993 

6 179 341-519 cctggcagTGCGTCCT…GGGAAGCAgtaagtcg 6/7 685 

7 155 520-673 tactgcagTTGGAGAT…CAGCCAGGgtaagatc 7/8 135 

8 90 674-764 tttttcagACTCTAAT…CAGCCCAGgtacgtac 8/9 113 

9 70 765-834 cgttgcagATTAATGA…TGTTAAAGgtacattt 9/10 844 

10 236 835-1070 tcttgcagAAGGGGAA…GCCGTCAGgtactgca 10/10A 93 

10A >780 1071-1830 gcctccagCTTTCCTG…TCACCG TGA …   

 
Rodaballo

4 7 8 9 10 10A5 6

GTACACTTATTTCTCCTTGGTTATTCTGCCTTGCTTGGTTGTTTTTTA
TATGAACAAAAATACTAGaccccag...taactttgattaaaaaacgg
acgcccctggatgtccacgtgccatgt

Rodaballo
4 7 8 9 10 10A5 6

GTACACTTATTTCTCCTTGGTTATTCTGCCTTGCTTGGTTGTTTTTTA
TATGAACAAAAATACTAGaccccag...taactttgattaaaaaacgg
acgcccctggatgtccacgtgccatgt

4 7 8 9 10 10A5 64 7 8 9 10 10A5 6

GTACACTTATTTCTCCTTGGTTATTCTGCCTTGCTTGGTTGTTTTTTA
TATGAACAAAAATACTAGaccccag...taactttgattaaaaaacgg
acgcccctggatgtccacgtgccatgt

GTACACTTATTTCTCCTTGGTTATTCTGCCTTGCTTGGTTGTTTTTTA
TATGAACAAAAATACTAGaccccag...taactttgattaaaaaacgg
acgcccctggatgtccacgtgccatgt

 

Exón 
Tamaño 
del exón 

Posición 
del ADNc 

Uniones exón-intrón Intrón 
Tamaño 

del intrón 

4 >120 57-176               …AAGAAAGAgtgagtgc 4/5 594 

5 167 177-343 tccaccagGTCTCCAA…AAACATTGgtgagcaa 5/6 1056 

6 179 344-522 cctggcagTACGTCCG…GGGAAGCAgtgagtgt 6/7 695 

7 154 523-676 tattgtagTTGGAGAT…CAGCAGAGgtaaaatc 7/8 174 

8 91 677-767 tttttcagAGACTACT…CAGCACAGgtaggaac 8/9 146 

9 70 768-837 tgctgcagACTCATGA…TGTTGAAGgtacactt 9/10 992 

10 236 838-1073 acatgcagAAGGGGAA…GCCATTAGgtactgca 10/10A 113 

10A >785 1074-1830 ccccccagCTTCCCTG…TCACCA TGA …   

Dorada

= 500 pb= 500 pb

4 7 8 9 10 10A5 64 7 8 9 10 10A5 64 7 8 9 10 10A5 64 7 8 9 10 10A5 64 7 8 9 10 10A5 64 7 8 9 10 10A5 6

= 10 kb

V1 V4 V8 2 3 4 5 6 7 1098Placenta
/V2

V9V3 VB V5VC VAVE V7
Humano

 

 

Figura 2.16. Organización exón-intrón de los GHR de hombre, dorada y 
rodaballo. En la tabla se destacan los tamaños de los exones e intrones, así como su 
posición en el ADNc y la secuencia de los puntos de unión. El codigo de colores es 
igual al de la figura 2.13 (modificado de Pérez-Sánchez y cols., 2002). 
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Figura 2.17. Representación esquemática de los GHR de peces con la forma larga 
de black sea bream y la truncada de rodaballo (modificado de Pérez-Sánchez y 
cols., 2002).

El análisis de los alineamientos (figura 2.18) de las 
primeras secuencias de GHR descritas en peces revelan un alto 
grado de identidad aminoacídica (35 – 40 %) entre las secuencias 
de los peces no salmónidos y los tetrápodos. Esto se ve reflejado 
en una gran conservación de los motivos estructurales de los 
GHR de tetrápodos. De hecho, los GHR de peces presentan el 
motivo YGEFS (FGEFS en peces), 7 residuos de cisteína 
extracelulares, los dominios intracelulares BOX 1 y BOX 2 así 
como varios residuos intracelulares de tirosina. Sin embargo, la 
identidad aminoacídica con las secuencias de los tetrápodos 
disminuye cuando se incluyen en el análisis los salmónidos (27 – 
34 %). Además, los GHR de salmónidos muestran una menor 
conservación de los motivos estructurales: ausencia de dos de los 
residuos de cisteína extracelulares y un diferente patrón de 
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residuos intracelulares de tirosina. Estas diferencias se ven 
reflejadas en los análisis filogenéticos (figura 2.19A), 
apareciendo dos grupos claramente separados: los salmónidos y 
los no salmónidos.  

Inicialmente, ello se explicó como una divergencia 
evolutiva de los GHR en los salmónidos (Björnsson y cols., 
2002). No obstante, un hecho esclarecedor fue la clonación por 
nuestro grupo del GHR de trucha arco iris (Gómez-Requeni y 
cols., 2005). De hecho, el análisis filogenético mostró como el 
receptor de trucha es más próximo al GHR de peces no 
salmónidos que al de los salmónidos (figura 2.19B). Un estudio 
más detallado de su secuencia revela que presenta las mismas 
características que los receptores de los peces no salmónidos. Es 
decir, conserva los residuos de cisteína extracelulares no 
presentes en los peces salmónidos y el mismo patrón de residuos 
intracelulares de tirosina. Estos hallazgos nos llevaron a rechazar 
la hipótesis previa de una divergencia evolutiva y plantear una 
nueva en la que se postuló la existencia de dos formas 
alternativas para el gen GHR en los genomas de los peces: la 
forma de los peces no salmónidos (GHR-I) y la de los peces 
salmónidos (GHR-II). Esta nueva hipótesis marca el inicio de la 
presente Tesis Doctoral y ha sido el eje central que ha guiado el 
desarrollo de la misma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.18. Alineamiento de las secuencias de los GHR de peces y el GHR 
humano. Los aa idénticos se muestran con fondo negro y los homólogos con fondo 
gris. Se destacan los residuos de cisteína extracelulares (, , ), el motivo 
FGEFS, los dominios transmembrana, BOX 1 y BOX 2 y los residuos de tirosina 
intracelulares (,). 
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Humano     FSGSEATAAILSRAPWSLQSVNPGLKTNSSKEPKFTKCRSPERETFSCHW  50
Dorada     -------------RGSVFVMD--HMTSSAPVGPHFTECISREQETFRCWW  35
Pez rojo   ---------------------SELFTPDPSRGPHFTGCRSREQETFRCWW  29
Carpa      ------------GNGLVSARGSKLFTADPSRGPHFTGCRSREQETFRCWW  38
Rodaballo  -------------PGLAFVSDRDHTNPSAPLEPHFTECISREQETFRCWW  37
S.japonés  -------------------EPPTSEQALPQIRPQITGCVSHDMNTFRCRW  31
S.plateado ------------------QEPPTSKQALFQIRPQITGCVSHDMNTFRCRW  32
                                                               
                                                                 
Humano     TDEVHHGTKNLGPIQLFYTRRNTQEWTQEWKECPDYVSAGENSCYFNSSF 100
Dorada     SPGGFHNLSSPGALRVFYLK--KDSPNSEWKECPEYSHLKR-ECFFDVNH  82
Pez rojo   SAGIFQNLTEPGALRVFYMT--KHALS-EWQECPDYTRTVKNECYFNKTF  76
Carpa      SAGTFQNLTEPGALRVFYQT--KNALSSEWKECPDYTHTVENECYFNKTF  86
Rodaballo  SPGTFHNLSTPGALRVFYFK--KESPTSEWRECPQYIHSNR-ECFFDKNH  84
S.japonés  NVGTFQNLTEPRDLRMFYYINNKNISPKEWSECPNYMADRIDECFFNESY  81
S.plateado NVGVFQNLTEPRDLRIFYYINDRNISPKEWGECPRY-ADRTNECFFNESY  81
                                                               
                                                                 
Humano     TSIWIPYCIKLTSNG---GTVDEKCFSVDEIVQPDPPIALNWTLLNVSLT 147
Dorada     TSVWIPYCMQLRGQNNVTYLDEDYCFTVENIVRPDPPVSLNWTLLNISPS 132
Pez rojo   TQIWTSYCIQLRSVR-ENITYDEACFTVENIVHPDPPIGLNWTLLNVSRS 125
Carpa      THIWTSYCIQLRSVP-QNITYDEACFTVENIVHPDPPIGLNWTLLNVSLS 135
Rodaballo  TSIWIPYCMQLRSQN-TTFFNDDDCFTVENIVRPDPPVSLNWTLLNISPS 133
S.japonés  TKVWITYSVQLRSGD-QDNLYDEVIFTVEEIVEPDPPIALNWTLLNVGLT 130
S.plateado TKVWMTYSVQLRSGD-QDILYXEVIFTVEDIVEPDPPIALNWTLLNVGLT 129
                                                               
                                                                 
Humano     GIHADIQVRWEAPRNADIQKGWMVLEYELQYKEVNETKWKMMDPILTTSV 197
Dorada     GLSYDVMVNWEPPPSADVGAGWMRIEYEIQYTERNTTNWEALEMQPHTQQ 182
Pez rojo   GLHYDILVRWAPPPSADVQMGWMSLEYQVQYRVRNNSHWEMLDLESGTQQ 175
Carpa      GLHFDILVRWAPPPSADVQTGWMSLVYQVQYRVRNNSQWEMLDLESGTQQ 185
Rodaballo  GLSYDVMVNWEPPPSADVRTGWMRIMYEIQYRERNTTKWEALEMQPQSQQ 183
S.japonés  GSHFDIMVSWEPPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRMVNLEKGRQR 180
S.plateado GSHFDIMLSWEPPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRTVDLEKGMQR 179
                                                                 
                                                                 
Humano     PVYSLKVDKEYEVRVRSKQRNSGNYGEFSEVLYVTLPQMSQFTCEEDFYF 247
Dorada     TIYGLQIGKEYEVHIRCRMQAFVKFGEFSDSVFIQVTEIPSQDSN----F 228
Pez rojo   SIYGLHTDKEYEVRVRCKMTAFDNFGEFSDSIIVHVAQIPSKEST----F 221
Carpa      SIYGLHTDKEYEVRVRCKMSAFDNFGEFSDSIIVHVAQIASKEST----F 231
Rodaballo  TIFGLHIGKGYEVHIRCRMQAFTKFGEFSSSIFIHVTEIPSRETT----F 229
S.japonés  SLYGLRTNTDHEVRVRCKTLASRNFGEFSDPIVIH---IPTKESR----F 223
S.plateado SLYGLRSNTDNEVRVRCKTLASRNFGEFSDSIFIH---IPTKESR----L 222
                                  FGEFS                         
                                                                 
Humano     PWLLIIIFGIFGLTVMLFVFLFSKQQRIKMLILPPVPVPKIKGIDPDLLK 297
Dorada     PFKLALIFGVLGILILILLIGISQQPRLMMILLPPVPAPKIKGIDPELLK 278
Pez rojo   PTTLVLIFGMIGVVILLVLLIFSQQQRLMVIFLPPIPAPKIKGIDPELLK 271
Carpa      LTTLVLIFGVIGVVILLILLIFSQQQRLMVIFLPPIPAPKIKGIDPELLK 281
Rodaballo  PLAVVLVFGIVGILILIMLIIVSQQHRLMMILLPPVPAPKIKGIDPELLK 279
S.japonés  PVTVLLVFAALGLAVILMLVIYSQQQKLMMILLPPIPGPKIKGIDPELFK 273
S.plateado PVTVLLVFAALGLAVILMLVIYSQQQKLMVILLPPIPGPKIKGIDPELFK 272
                                   
                                                                 

TRANSMEMBRANA         BOX 1  

Humano     EGKLEEVNTILAIHDS-----YKPEFHSDDSWVEFIELDIDEP----DEK 338
Dorada     KGKLDELNFILSGGGMGGLSTYAPDFYQDEPWVEFIEVDAEDADAAEKEE 328
Pez rojo   NGKLDQLNSLLSSQDM-----YKPDFYHEDPWVEFIQLDLDDP----AEK 312
Carpa      NGKLDQLNSLLSSQDM-----YKPDFYHEDPWVEFIQLDLDDP----AEK 322
Rodaballo  KGKLDELNLFLSGGGMGGLSTYAPDFYQDEPWVEFIELDTEDADSGEKED 329
S.japonés  KGKLAELTSILGDHPD-----LRPELYGEDPWVEFIELDMEEP----NDR 314
S.plateado KGKLAELTSILGGIPD-----LRPDLYSDDPWVEFIELDMEEP----NDR 313
                                                         BOX 2   
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Humano     TEESDTDRLLSSDH--------EKSHSNLGVKDGDSGRTSCCEPDILETD 380
Dorada     NQGSDTQRLLDPPQPVSHHMNTGCANAVSFP-DDDSGRASCYDPDLHDQD 377
Pez rojo   NESSDTQHLLGLSR-------SGSSHVLNFKSDDDSGRASCYDPEIPNPE 355
Carpa      NSGSDTQHLLGLSH-------SDSSRVLNFKSDDDSGRASCYDPETPDPE 365
Rodaballo  NQGSDTQRLLALSQPVSHHMNIGCSNAISFP-DDDSGRASCYDPDLLDQE 378
S.japonés  LTELDTQCLMDRSP------SSDCPPLTIGFGDDDSGRASCCDPDLPEPE 358
S.plateado LTVLDTQCLMDHCA------SSDCPPITIGFRDDDSGRASCCDPDLHDPE 357
                                                                
                                                                 
Humano     FN--ANDIHEGTSEVAQPQRLKGEADLLCLDQKNQNNSPYHDACPATQQP 428
Dorada     TLMLMATLLPGQPEDGE------------------------------DSF 397
Pez rojo   D---LATLLPGHSGRGD------------------------------NHP 372
Carpa      D---LASLLPGHSGRGE------------------------------QHP 382
Rodaballo  TLMLMATLLPGQPEGGE------------------------------ASL 398
S.japonés  AF-PFHPLLSNTSPSLE------------------------------PSG 377
S.plateado A--PFHSLLPNTSHALE------------------------------PSC 375
                                                                 
                                                                 
Humano     SVIQAEKNKPQPLPTEGAESTHQAAHIQLSNPSSLSNIDFYAQVSDITPA 478
Dorada     DVVERAPVI--------ERSERPLVQTQTGGPQTWLNTDFYAQVSNVMPS 439
Pez rojo   LVSRSSSSIPDLGVQQTSEVKETPIQKQPAVP-SWVNMDFYAQVSDFTPA 421
Carpa      LVSRSSSSIPDLGVQQTSEVVETPIQTQPAVP-SWVNMDFYAQVSDFTPA 431
Rodaballo  DVEEGASAS--------ERSKRALIQTQTAGPQTWVNTDFYAQVSNVMPS 440
S.japonés  -ASTEASSP---------VQTPTTGMTLWAVP---GREDLYTQVSEVRPS 414
S.plateado LASTKASSP---------VQTPTTEDSPWAAP---GREDLYTQVNEVGPT 413
                                                                
                                                                 
Humano     GSVVLSPGQKNKAGMSQCDMHP---------------EMVSLCQENFLMD 513
Dorada     GGVVLSPGQQLRFQESTSAAEDEAQKKGKGSED-SEEKTQKELQFQLLVV 488
Pez rojo   GGVVLSPGQ------LNSSLEKKKE----------EENEKK-IQFQLVSD 454
Carpa      GGVVLSPGQ------LNNSPEKKKE----------EENEKKKIQLQLLSD 465
Rodaballo  GGVVLSPGQQLRIQESTSATEEEKQKNIKESEDRGDEKKQKELQFQLLLV 490
S.japonés  GEVLLMPEEQS--KVEKDAEEKAKEG---------KEKEKPRKEFQLLVV 453
S.plateado GEVLLTNEEQR--NVEENSEKDEKE----------NEKEKKKKEFQLLVV 451
                                                                 
                                                                 
Humano     N----AYFCEADAKKCIPVAPHIKVESHIQPSLNQEDIYITTES-----L 554
Dorada     DPEGSGYTTESNARQIST-PPSTPMPGSGYQTIHPQPVETKPAA-----T 532
Pez rojo   G----AYTSENTARQLSANVPSSPGPEQGYQTFPTQAVEGTSERGVPGCP 500
Carpa      G----AYTSENMARQLSSDVPPSPSPEQGYQSLPTQAVEGNLWNGEYLVS 511
Rodaballo  DPEGSGYATESHARQIGT-PPSSPMPGEGYQTILPR--QRRPNP-----Q 532
S.japonés  NADGGGYTTELDAGKMSAKLPTGRSS-QPAPTEDSRLVQGQPFR-EYQSL 501
S.plateado NADVGGYTSELDAGKMSARLPTGRAS-QPAPTEDSSLVQGQPFG-EYQSL 499
                                                                 
                                                                 
Humano     TTAAGRPGTGEHVPGSE--MPVPDYTSIHIVQSPQGLILNATALPLPDKE 602
Dorada     AENNQSPYILPDSPQSQFFAPVADYTVVQEVDSQHSLLLNPPPRQ-SPPP 581
Pez rojo   PSDSQMPYLLPEAPPSPILPPVSDYTVVQEVDAQHSLLLNPPSSQPAICP 550
Carpa      ASDSQTPYLLPEAPPVPILPPVSDYTVVQEVDAQHSLLLNPPSSQPTVCS 561
Rodaballo  WIDNQSPYIAPDSPQFQFSAPVSDYTVVQEVDTEHSLLLNPPPHQ-STPP 581
S.japonés  YFEAEMPPIPPASPVSP-LLPLSVYTMVEGVDRQNSLLLKPSPPP-APQP 549
S.plateado Y EMPPIPPASPVSP-LPPVSAYTMVEGVGRQNSLLLKPGPTP-APQP 547FEA
                                                                  
                                            



Humano     FLSS----------CGYVSTDQLNKIMP 620 
Dorada     CLPHHPTKALAAMPVGYVTPDLLGNLSP 609 
Pez rojo   HSPNKHLPAMPTMPMGYLTPDFLGNLTP 578 
Carpa      HSPNKHLPALPTMPMGYLTPDLLGNLTP 589 
Rodaballo  CLPQHPFKALPAMPVGYITPDLLGHLSP 609 
S.japonés  VLTKLPLPTG--TPEGYLTPDLLGNITP 575 
S.plateado VLTKLPLPTP--TPEGYLTPDLLGNITP 573 
                            
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Figura 2.19. Análisis filogenético de los GHR de vertebrados, se aprecia que 
dentro del grupo de los peces aparecen dos subgrupos claramente diferenciados, 
los peces no salmónidos (azul) y los peces salmónidos (A). Árbol filogenético de 
los GHR de vertebrados incluyendo la secuencia de trucha arco iris (B). Árboles 
construidos siguiendo el método de reconstrucción de Neighbor-Joining con el 
modelo de corrección de Poisson (nº de sitios: 721 y 723, respectivamente). El 
soporte de los nodos se ha calculado mediante Bootstrap (1000 réplicas). La rama 
de tetrápodos engloba las secuencias que aparecen en la lista de nº de acceso a 
Genbank. 
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De acuerdo con lo expuesto anteriormente, los objetivos 
de la presente Tesis Doctoral son: 

1. Abordar la caracterización molecular y organización 
genómica de los receptores de la hormona del 
crecimiento en peces teleósteos. 

2. Analizar la divergencia evolutiva de los receptores de la 
hormona del crecimiento en los peces teleósteos. 

3. Analizar en dorada el patrón de regulación 
transcripcional de los receptores de la hormona del 
crecimiento.  

4. Definir en dorada el uso de los receptores de la hormona 
del crecimiento como biomarcadores de crecimiento y 
estrés por confinamiento y exposición a patógeno. 

 

 

En base a estos objetivos se desarrolló el siguiente plan 
de trabajo: 

1. Secuenciación del GHR-II en especies representativas de 
perciformes (dorada y lubina), salmoniformes (trucha) y 
pleuronectiformes (rodaballo) lo que incluye: 

a. Diseño de cebadores degenerados y 
amplificación por PCR de fragmentos de 
GHR-II en trucha, dorada, lubina y rodaballo 

b. Completar la secuencia parcial del GHR-II de 
dorada mediante 5’ y 3’RACE 

2. Determinación de la organización genómica del GHR-I y 
II de dorada y análisis de su región 5’ flanquante a través 
de: 

a. Determinación del sitio de inicio de la 
transcripción 

b. Amplificación por PCR de ADN genómico 
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c. Generación de librerías genómicas 
(GenomeWalker) 

3. Análisis de la expresión génica del GHR-I y II de dorada 
mediante PCR en tiempo real en diferentes modelos 
experimentales: 

a. Ayuno 

b. Estación 

c. Edad 

d. Exposición al parásito intestinal Enteromyxum 
leei 

e. Estrés por confinamiento 

 

 

 

 

La investigación desarrollada en esta Tesis Doctoral está 
enmarcada dentro del Proyecto Europeo Aquafirst del VI 
Programa Marco (Combined genetic and functional genomic 
approaches for stress and disease resistance markers assisted 
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4.1. Extracción de ARN  
El ARN total fue extraído de manera rutinaria por el 

método del fenol-cloroformo-isotiocianato de guanidinio 
(Chomczynski y Sacchi, 1987). El ARN extraído se cuantificó 
mediante lecturas de absorbancia a 260 nm y su pureza se 
comprobó mediante el cociente de absorbancias a 260 y 280 nm 
dando valores de 1,9 – 2,1. La integridad fue analizada mediante 
electroforesis en gel de agarosa-formaldehído en condiciones 
desnaturalizantes. Una vez cuantificadas, las muestras se 
guardaron a – 80º C. 

Para las extracciones masivas de ARN total se utilizó el 
equipo ABI PRISM® 6100 Nucleic Acid Prepstation (Applied 
biosystems) ya que, al ser semiautomático, agiliza y estandariza 
el procesamiento de un número elevado de muestras. La 
extracción se hizo siguiendo las indicaciones del fabricante con 
mínimas modificaciones para optimizar la extracción. En 
resumen, el tejido se homogenizó usando un tampón de 
extracción (25 mg/ml) que contiene detergente y guanidinio. La 
mezcla resultante se incubó overnight a – 20º C. Tras la 
incubación, se aplicó un tratamiento con proteinasa K (2 horas a 
25º C). En este paso las muestras están listas para introducirse en 
las placas de extracción, que contienen una membrana 
especialmente diseñada para esta aplicación. Tras varios lavados 
con dos soluciones diferentes suministradas por el fabricante, las 
muestras se recogieron en tampón de elución. En el protocolo se 
incluyeron lavados con un tampón que contiene DNasa para 
eliminar las posibles trazas de ADN. El proceso se resume en la 
figura 4.1. Se analizó la cantidad y calidad del ARN extraído y 
las muestras se almacenaron a – 80º C. 
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  Homogeneización del tejido
en tampón de extracción 

Overnight a – 20º C

Tratamiento con proteinasa K

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABI PRISM® 6100
(+ DNasa) 

Almacenamiento
 a – 80º C 

Figura 4.1. Esquema de los principales pasos de la extracción de ARN mediante el 
equipo ABI PRISM® 6100. 
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El ARN poliadenilado fue purificado mediante el kit 
PolyATracts (Promega, Madison, WI). Esta técnica se basa en el 
uso de oligo (dT) biotinilados que hibridan con la región poli (A) 
del extremo 3’ de los ARNm. Estos híbridos se capturan 
mediante estreptavidina conjugada a partículas paramagnéticas 
(figura 4.2). 
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Figura 4.2. Diagrama esquemático del procedimiento de aislamiento de ARNm 
empleado con el kit PolyATracts. B, biotina; PMP, partículas paramagnéticas; 1, 
estreptavidina. 
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4.2. Retrotranscripción 
Para la retrotranscriptión (RT) de las extracciones 

rutinarias de ARN, el ARN total se trató con DNasa I. 
Posteriormente, 2 g de ARN se desnaturalizaron a 65º C 
durante 5 minutos y se pusieron inmediatamente en hielo. La RT 
se realizó con 200 unidades de SuperScript II (Life 
Technologies, Gaithesburg, MD), utilizando un oligo (dT)17 
como cebador de anclaje. Los controles negativos fueron 
reacciones sin transcriptasa reversa. El ADN codificante (ADNc) 
se trató con RNasa H (2 unidades) y se guardó a – 20º C hasta su 
amplificación por PCR. 

En las extracciones de ARN masivas, las RT se hicieron 
usando el kit comercial High-Capacity Archive de Applied 
boisystems siguiendo las recomendaciones del fabricante. En 
resumen, 500 ng de ARN total, 250 unidades de MultiScribeTM 
Reverse transcriptase y cebadores universales se incubaron a 25º 
C durante 10 minutos, 2 horas a 37º C y 5 segundos a 85º C para 
inactivar el enzima. Los controles negativos fueron reacciones 
sin transcriptasa reversa. El ADNc se guardó a – 20º C hasta su 
amplificación por PCR. 

4.3. Secuenciación del ADNc del GHR-II 

4.3.1. Diseño de cebadores 

Para secuenciar el ADNc del GHR-II de dorada, trucha, 
lubina y rodaballo, se diseñaron cebadores degenerados en zonas 
conservadas según los alineamientos de las secuencias de GHR 
de salmónidos disponibles en Genbank (Salmón japonés y 
salmón plateado 1 y 2). En concreto, se diseñaron 2 cebadores 
directos (GHR-1 y GHR-2) y dos reversos (GHR-3 y GHR-4) 
según se muestra en la figura 4.3. El cebador GHR-1 se 
encuentra situado unos pocos nucleótidos en dirección 5’ del 
codón que codifica para la metionina inicial; el GHR-2 se 
encuentra en el dominio citoplasmático Box 2; el GHR-3 se 
encuentra 360 nucleótidos en dirección 5’ del codón de parada y 
el GHR-4 unos pocos nucleótidos en dirección 3’ del codón de 
parada. 
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GHR-1 GHR-2

GHR-3 GHR-4

GHR-1 5’-ACCARCAGCRWTWTACAACTTGCT-3’

GHR-2 5’-GACYTGAGGCCAGASYTGTAC-3’

GHR-3 5’-TCACCACYAGNAGCTGRAACTCYTT-3’

GHR-4 5’-GCAATAGCATAGTCYCTACACCT-3’

AA

BB 5’UTR

Extracelular

Intracelular

Transmembrana

3’UTR

5’UTR

Extracelular

Intracelular

Transmembrana

3’UTR

1500 bp
1900 bp
500 bp
900 bp

 

 

 o

Figura 4.3. Cebadores degenerados diseñados para la secuenciación del  
GHR-II de trucha, dorada, lubina y rodaballo (A). Localización de los 
cebadores y tamaño esperado de los fragmentos de PCR (B). Los cebadores 
direct s se muestran con flechas negras y los reversos con flechas grises. 

 

4.3.2. Amplificación y secuenciación 

La amplificación del GHR-II se llevó a cabo mediante la 
técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR). En la 
PCR, se usaron como molde 2 µl de las reacciones de RT en un 
volumen total de 50 µl. La mezcla de reacción incluyó 1,5 l de 
MgCl2 50 mM, 5 l de tampón de PCR 10X, 1 l de dNTPs 
(cada uno de ellos a una concentración 10 mM), 5 l de cada 
cebador (10 M) y 2 unidades de ADN Taq Platinum Polimerasa 
(Life Technologies). Las combinaciones de cebadores usadas 
fueron GHR-1/GHR-3, GHR-1/GHR-4, GHR-2/GHR-3 y GHR-
2/GHR-4. Como molde se usaron reacciones de RT provenientes 
de hígado de dorada, lubina, trucha arco iris y rodaballo. Las 
condiciones de la PCR (figura 4.4) se detallan a continuación. 
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 35 ciclos de: 

1. Desnaturalización: 45 segundos a 94º C. 
2. Hibridación: 60 segundos a 55º C. 
3. Extensión: 90 segundos a 72º C. 
 
 

Tiempo

94º

55º

72º 11 11

22

33

11 22 33

AA Ciclo 1 Ciclo 2

BB

Figura 4.4. Variación de la temperatura en los ciclos de una PCR (A). Ejemplo de 
amplificación de una cadena molde a lo largo de las fases de un ciclo de PCR (B). 
Las fases de desnaturalización (1), hibridación (2) y extensión (3) están indicadas. 
Las flechas grises representan los cebadores y la línea gris discontinua la cadena 
recién sintetizada. 

 

Los productos amplificados fueron purificados a partir de 
gel de agarosa de bajo punto de fusión usando el kit comercial 
QIAquick Gel Extraction de QIAGEN. Una vez purificados, los 
productos de PCR (30 – 50 ng/l) fueron secuenciados en el 
Servicio de secuenciación de ADN del IBMCP, por el método de 
los didesoxinucleótidos marcados con fluocromos (ABI PRISM 
dRhodamine terminator cycler sequencing kit, PerkinElmer). 
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4.3.3. Amplificación de los extremos 5’ y 3’ 

El extremo 5’ del GHR-II de dorada se amplificó 
mediante 5’RACE usando un kit comercial (Life Technologies). 
El fundamento de esta técnica está esquematizado en la figura 
4.5. De acuerdo con ello, 200 ng de ARNm hepático fueron 
retrotranscritos con un cebador específico (5’-
GAACTCCTTCTTTGCTTTC-3’), localizado en la región 
intracelular a 336 nucleótidos en dirección 5’ del codón de 
parada de la traducción. Después del tratamiento con RNasa H, 
el ADNc fue purificado (columna de filtración GlassMAX Spin 
Cartridge). El producto resultante se trató con deoxinucleotidil 
transferasa terminal y dCTP (60 minutos a 4ºC) para añadirle una 
cola de oligo (dC) en el extremo 5´. La PCR (35 ciclos de 1 
minuto a 94º C, 2 minutos a 54º C y 3 minutos a 72º C) se llevó a 
cabo con un cebador universal que contiene una secuencia de 
poli-dG y un oligonucleótido específico como cebador reverso 
(5’-GCTTGGCTCGCTGGCGGTCTGGCAC-3’).  

AAAAAAAAA5’

AAAAAAAAA5’
3’

3’

C...C

5’

5’

C...C 5’
G...G5’

5’ 3’
3’ 5’

Hibridación del 
cebador para la RT

Retrotranscripción

Degradación del 
RNA con RNasa

Purificación en 
columna de Glassmax

Adición de colas 
de oligo (dC)

PCR

ARNm

3’

C...C
G...G

3’

Figura 4.5. Esquema de la 5’RACE. Los cebadores específicos se indican con 
flechas grises (RT) o rojas (PCR). El cebador universal del kit se indica en blanco. 

La figura 4.6 muestra el procedimiento para amplificar el 
extremo 3’ del GHR-II de dorada mediante 3’RACE.  Dos g de 
ARN total hepático se trataron con DNasa y se 
retrotranscribieron con un oligo (dT)30 unido a una secuencia de 
anclaje (Clontech, Palo Alto, CA). La amplificación se realizó 
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con un cebador específico, localizado en la región intracelular a 
583 nucleótidos en dirección 5’ del codón de parada de la 
traducción (5’-CGACCCTGAAGCATCGCCTTTCCATCC-3’). 
El cebador reverso es complementario la secuencia de anclaje. 
Como se aprecia en la figura 4.6, en la 1ª PCR se usa realmente 
una mezcla de dos cebadores reversos (uno azul-blanco y el otro 
sólo azul). La PCR consistió en 30 ciclos de 1 minuto a 94º C, 2 
minutos a 62º C y 3 minutos a 72º C; con una fase final de 
extensión de 15 minutos a 72º C. A continuación, se llevó a cabo 
una PCR anidada (35 ciclos de 45 segundos a 94º C, 60 segundos 
a 60º C y 90 segundos a 72º C, con una extensión final de 15 
minutos a 72º C) con 1 l de la primera reacción y un cebador 
directo (5’-GAAGTGTCGTGCCAGACCGCCAGCGAG-3’) 
situado en la región intracelular a 543 nucleótidos en dirección 5’ 
del codón de parada de la traducción. Los productos 
amplificados en la 5’RACE y en la 3’RACE se purificaron y 
secuenciaron. 
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Figura 4.6. Esquema de la 3’RACE. Los cebadores específicos se indican con 
flechas rojas. Los cebadores universales del kit se indican en gris (RT), blanco-azul 
(1ª PCR), azul (1ª PCR) y blanco (2ª PCR). 
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4.4. Inicio de la transcripción 
Para localizar el inicio de transcripción del GHR-I y II de 

dorada, se usó la técnica del RACE mediada por RNA ligasa 
(RLM-RACE) (figura 4.7). A diferencia del RACE 
convencional, esta técnica amplifica únicamente los extremos 5’ 
de los ARNm completos, es decir, aquellos que conservan la 
caperuza (7mG-P-P-P) en su extremo 5’. Para ello, se usó el kit 
comercial First Choice ® RLM-RACE de Ambion siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. Un g de ARN total se 
defosforiló con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP) 
para eliminar los extremos 5’PO4 de los ARN parcialmente 
degradados. Luego se realizó una extracción con 

AA
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Figura 4.7. Esquema general del RLM-RACE (A) y secuencia nucleotídica del 
adaptador y los cebadores suministrados en el kit (B). Cebadores específicos,  
flechas grises (RT) o verdes (PCR). Cebadores del kit, flechas rojas.  

AAAA5’PO4 Tratamiento con CIP: 
elimina el extremo PO4 de los
ARN parcialmente degradadosAAAA7mG-P-P-P

Extracción con fenol:cloroformo

AAAA7mG-P-P--P Tratamiento con TAP: 
elimina la caperuza de los ARNm

AAAA Ligación del adaptador de ARN

AAAA Retrotranscripción

1ª PCR

2ª PCR (anidada)

BB

5’-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACACUGCGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3’    Adaptador

5’-GCTGATGGCGATGAATGAACACTG-3’                     Cebador 1ªPCR
5’-CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3’   Cebador 2ªPCR
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fenol:cloroformo y el producto extraído se trató con la 
pirofosfatasa ácida del tabaco (TAP) para eliminar la caperuza de 
los ARNm. A estos ARNm se les ligó un adaptador de ARN 
mediante tratamiento con el enzima T4 RNA ligasa y se procedió 
a hacer una RT usando un cebador específico para cada gen de 
interés. Estas RT se usaron como molde en una estrategia de 
PCR anidada usando los cebadores suministrados con el kit, 
complementarios a la secuencia del adaptador, y dos cebadores 
específicos del gen deseado. Los productos amplificados fueron 
purificados y secuenciados siguiendo el procedimiento habitual. 

4.5. Organización genómica 
La organización genómica del GHR-II se determinó 

mediante dos técnicas diferentes: amplificación por PCR y 
construcción de librerías genómicas. Mediante PCR se determinó 
la posición de los exones 6, 7, 8, 9 y 10. Las librerías genómicas 
se utilizaron para obtener la posición de los exones 1, 2, 4 y 5. 

La organización del GHR-I, parcialmente descrita 
(exones 5, 6, 7, 8, 9, 10 y 10A) en Pérez-Sánchez y cols. (2002), 
se completó con la posición de los exones 1, 2 y 4 mediante el 
análisis de las librerías genómicas. 

4.5.1. Extracción de ADN genómico 

El ADN genómico (ADNg) se extrajo con el kit High 
Pure PCR Template Preparation de Roche. 25 l de sangre 
fueron tratados con proteínasa K (10 minutos a 70º C), RNasa A 
(30 minutos a 37º C) y el producto obtenido se transfirió a una 
columna de purificación. Esta columna fue eluida con tampón 
Tris-HCl (10 mM, PH=7,2) para obtener el ADNg. La 
concentración del ADNg extraído se determinó mediante lecturas 
de absorbancia a 260 nm y su pureza fue comprobada con el 
cociente de absorbancias a 260 y 280 nm. La integridad del 
ADNg fue testada mediante electroforesis en gel de agarosa. 
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4.5.2. Amplificación por PCR 

Para determinar la organización genómica del GHR-II, se 
diseñaron cebadores directos y reversos (tabla 4.1) en base a las 
uniones exón-intrón descritas para el GHR-I de rodaballo y 
dorada (ver figura 2.15). Estos cebadores fueron usados en una 
reacción de PCR (35 ciclos, 1 minuto a 94° C, 2 minutos a 55 – 
57° C y 3 minutos a 72° C) con 100 ng de ADNg como molde. 
Los productos amplificados fueron purificados y secuenciados 
según el procedimiento habitual. 

 

 

 

Tabla 4. 1. Cebadores usados para la determinación por PCR de la organización 
genómica del GHR-II de dorada. D, cebador directo; r, cebador reverso. 

Cebador  
Posición en el 

ADNc 

gGHR-1d GACCGAGTGTCCTCACTACAGCATC 240-264 
gGHR-2r TGGACCTCATACTGTAGCGTCATCC 536-512 
gGHR-3d GACCTGACCTGGACAACACTGAATG 412-436 
gGHR-4r GGGATGTGGACGAATATGGAGTCG 707-684 
gGHR-5d TTTGGACTTAAACACAACGTCAATCACG 604-631 
gGHR-6r AACATCAGGATGGCCACTAAACACAAG 782-756 
gGHR-7d CGAGTTTCCCGGTGGTGGCTC 719-739 
gGHR-8r TGGGTCCCGGAACAGGAGG 844-826 
gGHR-9d CTTTTGCCTCCTGTTCCGGG 820-839 
gGHR-10r GAGTGCAGTTGGAGGACAGGGA 1057-1036 
gGHR-11d AAGCTGAGAGAGTTGACATCCATCTTGG 883-910 
gGHR-12r GGTCTGGCACGACACTTCCTTG 1197-1176 
gGHR-13d CGACCCTGAAGCATCGCCTTTC 1125-1146 
gGHR-14r CTGACATTCGACGCTCAACAGG 1860-1839 
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4.5.3. Librerías genómicas 

Las librerías genómicas fueron generadas usando el kit 
GenomeWalker (BD Biosciences), siguiendo las 
recomendaciones del manual de usuario (figura 4.8). En 
concreto, se generaron 4 librerías a partir de 2,5 g de ADNg 
digerido con DraI, EcoRV, PvuII o StuI. Al ADNg fragmentado 
y purificado se ligaron unos adaptadores sintéticos con la enzima 
T4 DNA ligasa. Para las amplificaciones por PCR (35 ciclos de 
30 segundos a 94° C, 30 segundos a 57° C y 5 minutos a 72° C) 
se diseñaron dos cebadores específicos para el extremo de la 
secuencia conocida. Estos cebadores fueron usados, junto con 
otros dos cebadores contra la secuencia del adaptador, en una 
estrategia de PCR anidada. Los productos amplificados fueron 
purificados y secuenciados por el método habitual. 
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1ª PCR

2ª PCR 
(anidada)

E1 E2 E4E3 ME1 E2 E4E3 M

Electroforesis
Ligación del 
adaptador

Digestión con 
enzima de restricción

ADNg

Adaptador:
5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT-3’

3’-H2N-CCCGACCA-PO4-5’

5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’              Cebador 1ªPCR
5’-ACTATAGGGCACGCGTGGT-3’     Cebador 2ªPCR

AA

BB

Figura 4.8. Esquema general del kit GenomeWalker (A). Cebadores específicos, 
flechas verdes. Cebadores del kit, flechas rojas. Secuencia nucleotídica del 
adaptador y cebadores suministrados en el kit (B). 
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4.6. Análisis bioinformáticos 
Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos se alinearon 

con el ClustalX (Thompson y cols., 1997) y la edición de los 
alineamientos se hizo con el programa informático GeneDoc 
(http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html). Los cebadores 
se diseñaron mediante el Gene Runner (Hastings Software). Los 
cromatogramas de secuenciación se analizaron con el Chromas 
(http://www.technelysium.com.au). Se usó el paquete Staden 
(http://www.sanger.ac.uk/Software/production/staden) para 
ensamblar los contigs. Los análisis filogenéticos se realizaron 
con el programa MEGA 4.0 (Tamura y cols., 2007). 

La posición del péptido señal de las secuencias se 
identificó mediante la aplicación web PSORT Prediction Server 
(http://psort.nibb.acc.jp). La región transmembrana se identificó 
por medio de la aplicación HMM-TOP, disponible vía web 
(http://www.enzim.hu/hmmtop). Los sitios de N-glicosilación se 
identificaron con la aplicación que dispone el Gene Runner a tal 
efecto. Las bases genómicas consultadas fueron las del proyecto 
ensembl (http://www.ensembl.org). El análisis de los sitios 
potenciales de unión de factores de transcripción se llevó a cabo 
con el MatInspector (http://www.genomatix.de). 

4.7. Análisis de la expresión génica 
La cuantificación de la expresión génica se hizo mediante 

PCR en tiempo real usando SYBR Green I como fluoróforo. El 
SYBR Green I se une al ADN de doble cadena permitiendo 
valorar en cada ciclo la cantidad de ADN amplificado. El 
fundamento de esta técnica se muestra en la figura 4.9. El SYBR 
Green I libre muestra poca fluorescencia, por lo tanto durante la 
fase de desnaturalización la fluorescencia es mínima. Durante la 
fase de hibridación, unas pocas moléculas de SYBR Green I se 
unen a la doble cadena de ADN dando lugar a un aumento de la 
fluorescencia emitida. Durante la extensión, se unen cada vez 
más moléculas al nuevo ADN sintetizado y este incremento de la 
fluorescencia se puede registrar en cada ciclo. En la 
desnaturalización del siguiente ciclo, el SYBR Green I se libera 
y la fluorescencia vuelve a los niveles iniciales. 

http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/index.html
http://www.technelysium.com.au/
http://www.sanger.ac.uk/Software/production/staden
http://psort.nibb.acc.jp/
http://www.enzim.hu/hmmtop
http://www.ensembl.org/
http://www.genomatix.de/
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SYBR Green I
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5’

3’
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Figura 4.9. Fundamento de la técnica de PCR en tiempo real usando SYBR Green I. 

La extracción de ARN y la RT se realizaron según se ha 
descrito en el apartado 4.1. Para llevar a cabo las reacciones de 
PCR se sintetizaron cebadores específicos para cada uno de los 
genes a medir (tabla 4.2). La amplificación y el análisis de los 
resultados se hicieron con el equipo iCycler IQ Real-time 
Detection System de Biorad. El volumen final de reacción fue de 
25 l usando IQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad) y cebadores 
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específicos a una concentración de 0,3 – 0,9 M. El protocolo de 
reacción fue: 

 Desnaturalización inicial: 3 minutos a 95º C 

 40 ciclos: 

1. Desnaturalización: 15 segundos a 95º C 

2. Hibridación/Extensión: 1 minuto a 60º C 

 

Tabla 4. 2. Cebadores utilizados en la PCR en tiempo real. D, cebador directo; r, 
cebador reverso 

Gen Cebador 
Posición en 
el  ADNc 

    

d ACCTGTCAGCCACCACATGA 1275-1294 
GHR-I 

r TCGTGCAGATCTGGGTCGTA 1373-1354 
    

d GAGTGAACCCGGCCTGACAG 1690-1709 
GHR-II 

r GCGGTGGTATCTGATTCATGGT 1764-1743 
    

d TGTCTAGCGCTCTTTCCTTTCA 112-133 
IGF-I 

r AGAGGGTGTGGCTACAGGAGATAC 195-172 
    

d TGGGATCGTAGAGGAGTGTTGT 406-427 
IGF-II 

r CTGTAGAGAGGTGGCCGACA 514-495 
    

d TCCTGCGGAATCCATGAGA 811-829 
-actina 

r GACGTCGCACTTCATGATGCT 861-841 
    

 

Para calcular la eficiencia de la reacción, se utilizaron 
diluciones seriadas de un producto de PCR purificado y 
cuantificado que contiene la región amplificada por los 
cebadores de tiempo real (tabla 4.2). El rango dinámico fue de al 
menos 5 órdenes de magnitud (figura 4.10A). La eficiencia de 
reacción para cada gen de interés fue la misma para diluciones 
seriadas de RT y del producto amplificado por PCR, oscilando 
siempre entre el 90 y el 100 %. 

En estos ensayos, el aumento de la fluorescencia se 
corresponde con la cantidad de producto formado. En la figura 
4.10B  se muestra el modelo teórico de amplificación. Durante 
los ciclos iniciales de la PCR no se encuentran apenas 
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variaciones en la fluorescencia emitida, ya que la mayoría de la 
misma proviene del SYBR Green I libre. Este nivel de 
fluorescencia inicial se considera la línea de base de la 
amplificación. Posteriormente, se detecta un incremento en la 
fluorescencia por encima de la línea de base. Este incremento es 
debido a que, con el paso de los ciclos de la PCR, ha ido 
aumentando la cantidad de ADN presente y, por lo tanto, la 
fluorescencia debida al SYBR Green I unido (figura 4.10C). A 
este punto en concreto se le denomina ciclo umbral (Ct) y se 
define como el número de ciclos en que la fluorescencia supera 
el umbral fijado. 

Finalmente, el cálculo la expresión génica relativa (ER) 
se hizo mediante el método delta-delta Ct (Livak y Schmittgen, 
2001). Este es el método más conocido y usado para calcular la 
expresión génica mediante PCR en tiempo real. Consiste 
básicamente en restar el Ct del gen de estudio del Ct del gen 
control de la misma muestra, este es el primer delta. Una vez 
hecho esto se resta el delta de la muestra referencia (placebo, 
tejido normal, etc) al delta de las todas las muestras, incluida la 
propia referencia, dando el segundo delta. Cuando elevamos 2 al 
resultado del segundo delta, obtenemos la expresión relativa de 
las diferentes muestras. 

    referenciacontrol estudiomuestracontrolestudio Ct Ct-Ct - Ct-2ER - 

La elección de un buen gen control siempre es 
complicada ya que, incluso los genes constitutivos, pueden 
presentar variaciones en su expresión entre tejidos o diferentes 
condiciones fisiológicas. Para determinar el mejor gen control se 
analizó la expresión de una batería de genes candidatos (ARNr 
18S, factor de elongación 1-, -tubulina y la -actina) en 
diferentes tejidos de dorada bajo diferentes condiciones 
fisiológicas. La -actina fue el gen que presentó una expresión 
más estable en todas las condiciones y tejidos analizados. Por lo 
tanto, la -actina fue elegida como gen control en las 
experiencias de esta Tesis Doctoral. 

La especificidad de los productos amplificados se verificó 
mediante secuenciación y análisis de las curvas de fusión. Este 
análisis fue realizado rutinariamente tras cada reacción de PCR 
en tiempo real. 
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Figura 4.10. Ejemplo de unas diluciones de producto de PCR en una PCR en 
tiempo real (A). Se muestra el coeficiente de correlación, la pendiente de la recta, 
la ordenada en el origen y la ecuación de la recta. La eficiencia de la reacción de 
PCR se calcula como Eficiencia = ((10(-1/pendiente))-1) x 100. Modelo teórico de 
amplificación en una PCR en tiempo real (B). Ciclo umbral, Ct. Gráfico real de 
fluorescencia en función del número de ciclos (C). Diluciones seriadas de producto 
de PCR, rojo. RT ejemplo, verde. Controles negativos, azul. Umbral, naranja. 
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El análisis de las curvas de fusión se basa en diferenciar 
los diversos fragmentos amplificados en una PCR a través de su 
temperatura de fusión (Tm). Este análisis es posible gracias al 
hecho de que el SYBR Green I emite mucha más fluorescencia 
cuando está unido a ADN de doble cadena. Una vez finalizada la 
PCR en tiempo real, se aumenta progresivamente la temperatura 
y se monitoriza la fluorescencia emitida. Se empieza por una 
temperatura baja, en la cual todos los fragmentos están como 
ADN de doble cadena. Al alcanzar la Tm de un fragmento, se 
observa un descenso repentino de fluorescencia debido a que el 
ADN se desnaturaliza,  pasa de doble cadena a cadena simple. Al 
representar la primera derivada (dF/dT) frente a la temperatura, 
cada descenso de fluorescencia se convierte en un pico (figura 
4.11). Así, detectamos tanto picos como descensos de 
temperatura o, lo que es lo mismo, fragmentos de ADN (Ririe y 
cols., 1997). 

El protocolo utilizado para obtener las curvas de fusión 
fue el siguiente: 

 1 ciclo de 1 minuto a 95º C. 
 1 ciclo de 1 minuto a 55º C. 
 80 ciclos de 10 segundos, aumentando la 

temperatura 0,5º C/ciclo. 
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Figura 4.11. Ejemplo de representación de curvas de fusión (A). Representación 
de las derivadas de los datos anteriores (B) y la misma representación para dos 
fragmentos diferentes (C). Se puede apreciar que cada fragmento da un pico 
diferenciado al representar las derivadas. Muestras, verde. Controles negativos,  
azul. 
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4.8. Ensayos bioquímicos 

4.8.1. GH e IGF-I 

Los niveles plasmáticos de GH se analizaron mediante un 
radioinmunoensayo (RIA) homólogo con anticuerpos específicos 
contra proteínas recombinantes de GH de dorada (Le Bail y cols., 
1993). La GH recombinante (Martínez-Barberá y cols., 1994) se 
utilizó como trazador y estándar de acuerdo con los protocolos 
desarrollados en nuestro laboratorio (Martínez-Barberá y cols., 
1995). 

La concentración de IGF-I total se determinó mediante 
RIA genérico de peces, previamente validado en este laboratorio 
(Vega-Rubín de Celis y cols., 2004), dada la elevada identidad 
entre las IGF de peces (94 – 100%).  

El RIA es un método radioinmunométrico que se basa en 
la formación específica de complejos antígeno-anticuerpo (Ag-
Ac) usando Ag marcados radiactivamente (Ag*). Por lo tanto, a 
la gran especificidad de las uniones Ag-Ac se le suma la gran 
sensibilidad de los métodos radiactivos. En nuestro caso, el Ag 
(GH o IGF-I) no marcado y una cantidad conocida de Ag* 
compiten por los sitios de unión al Ac primario. La fracción de 
Ag*, que finalmente es precipitada como complejo Ag-Ac por un 
Ac secundario (IgG de cabra anticonejo), es inversamente 
proporcional a la concentración de Ag presente en la muestra 
original (figura 4.12). 
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Ac 1º
Ag

(muestra o estándar)

Incubación

Ag-I125

Desplazamiento

Ac 2º
(Anti-IgG)

Precipitación 
y lavado

Medida de la 
radiactividad

Figura 4.12. Esquema del funcionamiento de un RIA de doble anticuerpo. 
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4.8.1.1. Radioyodación 

El marcaje con I125 de la GH y la IGF-I se llevó a cabo 
según el método de la cloramina-T (Greenwood y cols., 1963). 
El yodo no unido se separó mediante cromatografía de filtración 
en gel (PD-10, pharmacia) y el trazador se purificó en una 
segunda cromatografía con Sephacryl S-200 (GH) o Sephacryl S-
100 (IGF-I). Para más detalles ver el protocolo adjunto. 

 

 

Resuspensión de 5-10 μg de GH (2-3 μl de NaOH 10 mM) o IGF-I 
(HCl 10 mM) + Neutralización con 6-7 μl tampón fosfato 

5 μl NaI125 (100 μCi/μl) + 5 μl cloramina-T en tampón fosfato 
(0,4mg/ml)  

Incubación (2 minutos 45 segundos) a temperatura ambiente 

Parada de la reacción con 5 μl de metabisulfito sódico en tampón 
fosfato (0,4 mg/ml) 

Filtración en gel en columna Sephadex G-25 (PD-10, Pharmacia) 
utilizando como eluyente tampón Tris-HCl 

Cromatografía en columnas Sephacryl S-200 (50 x 0,7 cm; Pharmacia) 
eluidas con tampón de cromatografía (Flujo=30 ml/h)* 

Recolección de las fracciones monoméricas y dilución con glicerol 
(1:1) para su almacenamiento a -20º C 

 

Tampón fosfato 0,3 M: NaH2PO4 0,15 M, Na2HPO4 0,15 M, NaCl al 
1% (pH = 7,2). 
Tampón Tris-HCl: Tris-HCl 20 mM, NaN3 al 0,05%, BSA al 1% (pH = 
7,2). 
Tampón de cromatografía: Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,15 M, NaN3 
0,02%, BSA al 0,3% (pH = 7,5). 
 

* Las columnas de Sephacryl se calibran previamente con un estándar de 
BioRad: γ-globulina bovina (158 kDa), ovoalbúmina de pollo (44 kDa), 
mioglobina de caballo (17 kDa) y vitamina B12 (1,35 kDa). 
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4.8.1.2. Radioinmunoensayos de GH e IGF-I 

La GH recombinante se obtuvo usando protocolos 
desarrollados en colaboración con el Departamento de 
Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de Cadiz 
para ésta y otras hormonas de peces (Calduch-Giner y cols., 
1998; Company y cols., 2001; Martínez-Barberá y cols., 1994). 
El anticuerpo primario es un anticuerpo policlonal de conejo 
específico contra la GH de dorada (Le Bail y cols., 1993) y el 
anticuerpo secundario es IgG de cabra anticonejo (Biogenesis, 
Poole, Reino Unido). El protocolo detallado se describe a 
continuación (ver figura 4.13). 

100 μl de estándar o muestra en tampón A’ + 100 μl de anticuerpo 
primario en tampón A’ con NRS* al 0,25% 

Incubación a 14º C (15-20 h) 

Adición de 100 μl de hormona marcada en tampón A’ 

Incubación a 14º C (15-20 h) 

Adición de 100 μl de anticuerpo secundario en tampón A 

Incubación a 14º C (8-20 h) 

Adición de 3 ml de tampón A 

Centrifugación a 3000 rpm (45 minutos, 4 ºC) 

Decantación del sobrenadante 

Cuantificación de la radiactividad en contador gamma             
(Packard, Cobra 5002) 

 

Tampón A: Tris-HCl 50 mM, MgCl2·(6 H2O) 10 mM, NaN3 al 0,05% 
(pH = 7.5). 
Tampón A’: Tris-HCl 50 mM, MgCl2·(6 H2O) 10 mM, NaN3 al 0,05%, 
Tritón X-100 al 0,1%, BSA al 1% (pH = 7,5). 
 

* NRS: Suero pre-inmune de conejo 
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A 

 B 

 Total Blanco B0 Estándar Muestra 
Tampón A’ - 200 l 100 l - 75 l 
GH - - - 100 l - 
Muestra - - - - 25 l 
Anticuerpo 1º 
(1:4000) 

- - 100 l 100 l 100 l 

GH I125 100 l 100 l 100 l 100 l 100 l 
Anticuerpo 2º 
(1:20) 

- 100 l 100 l 100 l 100 l 

Volumen total 100 l 400 l 400 l 400 l 400 l 

Trazador (cpm/100 l): 12000; ED50 (ng/ml): 1,8; Sensibilidad (ng/ml): 0,15 

 
Figura 4.13. Curva de desplazamiento de la GH recombinante de dorada usada 
como curva estándar en el RIA (A). Representación esquemática del los RIA de 
GH (B). 
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La IGF-I viaja en plasma asociada a IGFBP y para su 
correcta cuantificación es necesaria una disociación previa. Para 
ello, se utilizó el método de crioprecipitación (Shimizu y cols., 
2000), descrito a continuación. 

 

Adición de ácido clorhídrico-etanol (1:7) a la muestra 

Incubación a temperatura ambiente (30 minutos) 

Centrifugación a 3000 g (20 minutos, 4º C) 

Recolección del sobrenadante y neutralización con Tris-HCl 0,855M 

Incubación a -25º C (1 h) 

Centrifugación a 3000 g (20 minutos, 4º C) 

Recolección del sobrenadante 

77 

 

 

En el RIA de IGF-I, se utilizó IGF-I recombinante de red 
sea bream (GroPep, Australia) como trazador y estándar porque 
presenta un 100% de similitud aminoacídica con la IGF-I de 
dorada. Como anticuerpo primario se utilizó suero anti-IGF-I de 
perca gigante (GroPep). La reacción cruzada de este anticuerpo 
con la IGF-I recombinante de red sea bream (GroPep), perca 
gigante (GroPep) y dorada (Fine y cols., 1997) es del 100%. El 
protocolo seguido fue similar al descrito para la GH con 
pequeñas modificaciones (figura 4.14).  
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A  
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 Total Blanco B0 Estándar Muestra 
Tampón A’ - 200 l 100 l - 75 l 
IGF-I - - - 100 l - 
Muestra - - - - 25 l 
Anticuerpo 1º 
(1:8000) 

- - 100 l 100 l 100 l 

IGF-I I125 100 l 100 l 100 l 100 l 100 l 
Anticuerpo 2º 
(1:20) 

- 100 l 100 l 100 l 100 l 

Volumen total 100 l 400 l 400 l 400 l 400 l 

Trazador (cpm/100 l): 15000; ED50 (ng/ml): 0,7-0,8; Sensibilidad (ng/ml): 0,05 

 Figura 4.14. Curva de desplazamiento de la IGF-I recombinante de red sea bream 
usada como curva estándar en el RIA(A). Representación esquemática del RIA de 
IGF-I (B).

 
 

4.8.3. Cortisol 

Los niveles plasmáticos de cortisol se determinaron 
mediante ELISA usando un kit comercial (DSL- 10- 2000 
ACTIVETM Cortisol EIA Kit, Diagnostic System Laboratories), 
basado en la competición del cortisol presente en las muestras 
con el complejo cortisol-peroxidasa por un número fijo de sitios 
de unión a anticuerpos. La cantidad de cortisol marcado unido al 
anticuerpo es inversamente proporcional a la concentración de 
cortisol en las muestras. Como solución cromógena se usó la 
tetrametilbenzidina (TMB). La concentración de cortisol 
presente en las muestras se determinó midiendo la absorbancia a 
450 y 595 nm e interpolando los resultados en una recta patrón 
(figura 4.15). 
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Ac. cabra anti-Ig conejo

Cortisol problema

Ac. conejo anti-cortisol

Cortisol conjugado a peroxidasa

Competición y lavado 
del cortisol no unido

TMB + H2O2

Medida del cambio de color
Abs 450 – 595 nm

 
Figura 4.15. Esquema del ELISA de cortisol. 

4.8.4. Glucosa 

La concentración plasmática de glucosa fue determinada 
mediante espectrofotometría según el método de Trinder (1969), 
empleando para ello un kit comercial (Sigma 315-100). Las 
reacciones enzimáticas implicadas en este ensayo son las 
siguientes: 

Glucosa + H2O + O2  Acido glucónico + H2O2 

H2O2 + 4-AAP + Sulfonato p-hidroxibenceno  

 Quinoneimina + H2O 

La quinoneimina es un cromóforo que muestra 
absorbancia a 505 nm y la intensidad de color producida es 
directamente proporcional a la concentración de glucosa en la 
muestra. 
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4.9. Animales en experimentación 

4.9.1. Condiciones de cultivo 

Juveniles de dorada, procedentes de un stock atlántico 
(FMD, Burdeos), se alimentaron a saciedad visual durante 3-4 
semanas (periodo de aclimatación) antes de ser distribuidos 
aleatoriamente en tanques de cultivo según las necesidades de 
cada experiencia (figura 4.16). 

C B 

A 

Figura 4.16. Instalaciones de cultivo del grupo de Nutrición y Endocrinología del 
Crecimiento de Peces del Instituto de Acuicultura de Torre de la Sal (A). Tanques 
de cultivo de 500 (B) y 2500 (C) litros usados en las diferentes experiencias. 
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La concentración de oxígeno en el agua de salida de los 
tanques nunca estuvo por debajo del 80% de saturación. El 
caudal de entrada se mantuvo constante a un mínimo de 2 
renovaciones/hora y la densidad de cultivo de los animales no 
superó los 20 Kg/m3. Los animales se mantuvieron en 
condiciones  naturales de fotoperiodo y temperatura (40º 5’N; 0º 
10’E), con un rango de temperatura del agua de 11 – 14º C en 
invierno, y de 20 – 27º C en verano. Se usaron dietas comerciales 
basadas en harinas de pescado (Proaqua, España) y los animales 
se alimentaron a saciedad visual. Estas fueron las condiciones 
generales de cultivo con la salvedad de requerimientos 
específicos de alguna experiencia en concreto. 

Todos los procedimientos detallados en esta memoria 
están de acuerdo con las regulaciones institucionales y 
nacionales (tabla de revisión del Instituto de Acuicultura de 
Torre de la sal, Consejo Superior de Investigaciones Científicas) 
y con la actual legislación de la Unión Europea sobre el manejo 
de animales en experimentación. 

4.9.2. Muestreos 

En todos los muestreos de biomasa y sangre-tejidos, los 
peces fueron anestesiados con ácido 3-aminobenzoico éster (MS-
222, Sigma) a una concentración de 100 mg/l. De forma rutinaria 
los animales ayunaron el día de la manipulación y fueron 
sacrificados de un golpe seco en la cabeza. 

4.9.2.1. Biomasa 

En los muestreos de biomasa los peces se pesaron en 
grupos de 10 – 15 individuos. Los parámetros usados para 
estimar el crecimiento y la ingesta fueron la tasa instantánea de 
crecimiento (SGR, %) y la ingesta diaria por pez (DFI, g/pez 
día). 

SGR =
ln peso final – ln peso inicial

Nº de días
x 100SGR =

ln peso final – ln peso inicial

Nº de días
x 100

DFI =
alimento ingerido (g peso seco)

Nº peces x Nº de días
DFI =

alimento ingerido (g peso seco)

Nº peces x Nº de días
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4.9.2.2. Sangre y tejidos 

La sangre se extrajo mediante punción caudal con 
jeringas heparinizadas. Las muestras obtenidas se centrifugaron a 
3000 g durante 20 minutos a una temperatura de 4º C. El plasma 
obtenido se separó en diferentes alícuotas y se guardó a – 20º C 
hasta posteriores análisis. 

Los tejidos se extrajeron usando material de disección 
estéril (8 horas a 200º C). Entre tejidos y/o individuos las 
posibles contaminaciones se eliminaron limpiando el material 
con NaOH 0,5 M estéril y enjuagando con agua DEPC (1 ml/l) 
antes de volver a usarse. Los tejidos extraídos se congelaron 
inmediatamente en nitrógeno líquido y, una vez finalizado el 
muestreo, fueron almacenados a – 80º C. 

4.10. Modelos experimentales 

4.10.1. Ayuno 

Machos de dorada de dos años de edad (560 g de peso 
medio) se distribuyeron en dos tanques de 500 litros y se 
alimentaron a saciedad visual durante dos meses. A mitad de 
verano, uno de los dos grupos dejó de ser alimentado durante dos 
semanas, lo que supuso un 5% de pérdida de masa corporal, 
mientras que el  grupo control siguió alimentándose 
normalmente. 

Una vez finalizado el periodo de ayuno, se sacrificaron 8 
animales por tanque y se extrajeron los tejidos (hígado, tejido 
adiposo visceral y músculo esquelético blanco) para su posterior 
análisis transcripcional. 

4.10.2. Estación 

Juveniles de dorada de 8 meses de edad (20 – 25 g) se 
mantuvieron por triplicado en tanques de 2500 litros hasta 
alcanzar la talla comercial. 

Mensualmente se hicieron muestreos de biomasa para 
calcular el SGR. Periódicamente (octubre, enero, mayo y julio) 
se sacrificaron 5 peces por tanque (15 por punto de muestreo) y 
se extrajeron muestras de sangre y tejidos (hígado, tejido adiposo 
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visceral y músculo esquelético blanco) para analizarlas 
posteriormente. 

4.10.3. Edad 

La dorada es una especie hermafrodita protándrica. Por lo 
tanto el sexo varía con la edad, aunque los factores que disparan 
este cambio no están totalmente claros. Inicialmente los 
individuos maduran como machos hasta que, pasados unos dos 
años, revierten a hembras (figura 4.17). Así, peces de 1 (machos 
inmaduros), 2 (machos maduros) y 3 (hembras maduras) años de 
edad se repartieron por triplicado en tanques de 2500 litros. En 
julio, época del año con un mayor crecimiento, se sacrificaron 5 
animales por tanque (15 por edad) y se tomaron muestras de 
sangre y tejidos (hígado, tejido adiposo visceral y músculo 
esquelético blanco)  para analizarse posteriormente. 
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Figura 4.17. Curva de crecimiento de doradas en cultivo en el Instituto de 
Acuicultura de Torre de la Sal. I, machos inmaduros. M, machos maduros. H, 
hembras maduras.
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4.10.4. Reto frente a patógeno 

4.10.4.1. Diseño experimental 

La experiencia de infección se realizó con doradas de un 
origen sin constancia de infecciones previas por enteromixosis. 
Aun así, los animales fueron analizadas para descartar una 
posible infección inicial con Enteromyxum leei. Tras la 
aclimatación a nuestras instalaciones, los peces se dividieron en 
dos grupos, controles y receptores. Cada grupo (132 individuos 
con un peso medio de 134 g) se dividió en dos tanques de 200 
litros. Los peces receptores recibieron agua contaminada con E. 
leei según describen Sitjà-Bobadilla y cols. (2007), es decir, los 
receptores reciben únicamente agua de otro tanque con 24 
donantes (127,3 g de peso medio, 54% de prevalencia de 
infección) procedentes de un reservorio de peces infectados. Los 
peces control fueron mantenidos bajo las mismas condiciones de 
caudal y concentración de oxígeno, pero sin recibir agua 
contaminada. El fotoperiodo siguió las fluctuaciones naturales de 
nuestra latitud, mientras que la temperatura del agua se mantuvo 
siempre superior a 18º C (18 – 23º C) en un circuito abierto de 
agua de mar (salinidad 37,5%), filtrada a 5 m e irradiada con 
luz ultravioleta. El caudal fue de 10 l/min. y la saturación de 
oxígeno no bajó del 85%. Los peces se alimentaron con pienso 
comercial al 1% de su peso corporal (figura 4.18).  

Al inicio de la experiencia (día 0), se tomaron muestras 
del grupo no expuesto. La progresión de la infección fue 
analizada tomando muestras de ambos grupos a los 27, 50, 90 y 
113 días después de la exposición. En cada muestreo se eligieron 
al azar peces (6 – 24) de ambos grupos que fueron pesados y 
medidos. El día 90 se tomaron muestras no letales para PCR de 
peces de ambos grupos. El resto de días (27, 50 y 113), los peces 
fueron sacrificados por exceso de anestesia (MS-222; 100 mg/l). 
Una porción del intestino posterior se fijó en formalina 
tamponada al 10% para la detección histológica del parásito y 
otra porción se utilizó para la detección por PCR. Además, en el 
último muestreo (día 113) se tomaron muestras de riñón anterior 
para analizar la expresión génica. No se registró mortalidad en 
ningún grupo, los peces infectados no mostraron el síndrome 
emaciático, típico de fases terminales de enteromixosis. 
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Figura 4.18. Esquema del diseño experimental usado en el modelo de reto frente a 
patógeno (A). Tanques usados en la experiencia (B). 
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4.10.4.2. Detección del parásito 

La detección del parásito se hizo mediante técnicas 
histológicas y/o moleculares. La prevalencia de infección en 
cada punto de muestreo se calculó tomando en consideración los 
peces diagnosticados como positivos para la infección por E. leei 
mediante cualquiera de las dos técnicas (o ambas). La intensidad 
media de infección se calculó solamente para los peces 
diagnosticados por técnicas histológicas, atendiendo al número 
de estadios del parásito por campo de observación al 
microscopio a 120x. Se siguió la siguiente escala: 

 Baja: estadios dispersos en algunos campos. 

 Media: más de diez estadios en todos los campos. 

 Alta: más de treinta estadios en todos los campos. 

4.10.4.2.1. Técnicas histológicas 

Para realizar los cortes histológicos, las porciones fijadas 
de intestino anterior fueron incluidas en resina Technovit 
(Kulzer, heraeus). Los cortes fueron de 1 m de grosor y se 
tiñeron con azul de toluidina. 

4.10.4.2.2. Técnicas moleculares 

El diagnóstico molecular se hizo mediante PCR usando 
cebadores específicos para el ADN ribosómico de E. leei según 
describen Palenzuela y cols. (2004). Este procedimiento fue 
validado previamente mediante observación histológica del 
tracto digestivo, dando como resultado una alta sensibilidad y 
especificidad. Se tomaron dos tipos de muestras, letales y no 
letales. Las letales consistieron en una pequeña porción del 
intestino anterior, las no letales en un raspado rectal usando un 
hisopo de algodón. 

El diagnóstico mediante muestras no letales se utilizó 
antes de empezar la experiencia y en el muestreo del día 90. De 
esta manera se ajustó la fecha del último muestreo asegurando un 
número suficiente de peces infectados para poder realizar las 
comparaciones necesarias. En el resto de muestreos, el 
diagnóstico fue hecho mediante muestras letales. 
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4.10.5. Estrés por confinamiento 

Para el estudio del estrés por confinamiento, juveniles de 
dorada (10 – 15 g) fueron distribuidos en tanques de 500 litros, 
en un circuito cerrado de agua de mar. Este circuito contaba con 
filtros físicos y biológicos además de una unidad para calentar el 
agua. De esta manera se mantuvo la temperatura del agua 
siempre por encima de 18º C (18 – 24º C). Los peces crecieron 
de julio a diciembre a una densidad de 8 – 10 Kg/m3 mostrando 
un SGR de 1,9 ± 0,1 g. Los peces se alimentaron con pienso 
comercial (Proaqua) a saciedad visual. La alimentación cesó un 
día antes de empezar la experiencia de confinamiento. Los peces 
de 6 de los tanques de 500 litros fueron usados como grupos 
control para cada uno de los tiempos de muestreo (1,5, 3, 6, 12, 
24, 72 y 120 horas), por lo que permanecieron sin tocar hasta el 
muestreo. En los grupos de peces estresados se aumentó la 
densidad de cultivo hasta 117 – 123 Kg/m3. Para esto se 
transfirieron grupos de 10 peces desde otros dos tanques de 500 
litros a unos cilindros de 10 litros de volumen colocados en 
tanques de 90 litros. Se ajustó el flujo de agua (10 l/min.) para 
mantener una buena calidad de la misma (oxígeno > 5 ppm, 
amonio < 0.02 mg/l). Un grupo adicional de 10 peces se utilizó 
como tiempo cero (figura 4.19). 

Durante el experimento no se observó mortalidad alguna. 
En cada uno de los tiempos de muestreo, se tomaron muestras de 
sangre e hígado de ocho peces del grupo control y otros ocho 
peces del grupo de peces estresados tal y como se ha descrito 
anteriormente. 
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Figura 4.19. Esquema del diseño experimental usado en el modelo de estrés por 
confinamiento (A). Verde, controles. Azul, tanques para el tiempo cero y los 
tanques de estrés. Rojo, estresados. Sistema usado para confinar a los peces en los 
tanques de 90 litros (B). 
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4.11. Análisis estadísticos 
El tratamiento estadístico de los datos se hizo con el 

programa SPSS o el Sigma Stat (SPSS Inc.). Las comparaciones 
entre dos grupos se hicieron mediante el test de la t de Student. 
Las comparaciones entre varios grupos se hicieron usando el 
análisis de la varianza (ANOVA) de un factor y, como análisis a 
posteriori, el método de Student-Newman-Keuls a una 
significación de P < 0,05. Cuando fallaron los test de normalidad 
o igualdad de varianzas se aplicó el test de Kruskal-Wallis 
seguido del método de Dunn. Para el análisis de correlaciones se 
usó el método de Pearson. 
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5.1. Secuenciación del GHR-II 
Para demostrar la presencia del GHR-II en trucha, dorada, 

lubina y rodaballo se siguió una estrategia de cebadores 
degenerados según se indica en el apartado 4.3.1.  
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Figura 5.1. A, electroforesis de los productos de la PCR hepática con cebadores 
degener dos (1, GHR-1/GHR-3; 2, GHR-1/GHR-4; 3, GHR-2/GHR-3; 4, GHR-
2/GHR-4). B, alineamiento de las secuencias parciales del GHR-II (500 bp) de 
trucha, dorada y lubina. 

3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4

M       Trucha             Dorada            Lubina

100
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1500
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A 

Rodaballo     M

100
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       2GHR-21                               

B 

Trucha DLRPELYCEDPWVEFIELDMEEPNDRLTELDTQCLMDRTPSSDCPPLTIGFGDDDSG 365
Dorada NLRPELYNNDPWVEFIDLDIEEQSDKLTDLDTDCLMHRSLSSNCTPVSIGFRDDDSG 364
Lubina        NNDPWVEFIDLDIEEHNDRLTDLDTDCLMHRSLSSNCTPLSIGFRDDDSG  50
             Y2 BOX 2                          
                                            
                                            

    
                        
                        

Trucha RASCCDPDLP-EPEAFPLS----NTSPSLEPS-GASTEASSPVQTPTKGMTLWAVPG 416
Dorada RASCCDPDLPSDPEASPFHPLIPNQTLSKEVSCQTASEPSSPVQSPASGEPPFAALG 421
Lubina RASCCDPDLQSDPEASPFHPLIPNQTLSGETSFPTAC
 
                                            

EPNSPVQSPTAGEPPFVEPG 107

                       
                                                       2 GHR-31 
Trucha REDLYTQVSEVRPTGEVLLMPEEQSKVEKDAQEKAKEG--KEKEKPRKEFQLLVV   469
Dorada REAMYTQVSEVRSSGKVLLSPEEQTEVEKTTGKDTEKDIMAEKEKAKKEFQLLVV   476
Lubina REVLYTQVSEVRSSGKVLLTPEEQTEVEKSSNKDAEK
           Y

DIMAANEK--           152
4 



Resultados 

En trucha, las cuatro combinaciones de cebadores dieron 
bandas solapadas del tamaño esperado (figura 5.1) de acuerdo 
con la estrategia propuesta en la figura 4.3. Al ensamblar todas 
las secuencias en un solo “contig”, se obtuvo una secuencia 
nucleotídica de 1798 pb que presenta una pauta de lectura abierta 
(ORF) de 591 aa. Esta secuencia proteica consta de un péptido 
señal de 20 aa, un dominio extracelular de 224 aa, un dominio 
transmembrana de 20 aa y un dominio intracelular de 327 aa 
(figura 5.2). 
 
 
-17                                            tatacaggatgaacagc 
 
   1  M  A  T  S  H  I  L  F  I  C  L  V  L  I  L  T  V  V  S  Q  
   1 ATGGCAACTTCCCACATTCTCTTCATTTGCCTTGTCCTCATCCTAACAGTTGTGTCGCAG 
 
  21  E  P  P  T  S  E  Q  A  L  P  Q  I  R  P  Q  I  T  G .C1 V  
  61 GAGCCGCCAACTTCTGAACAAGCCCTGCCCCAGATCCGCCCCCAGATCACTGGCTGTGTC 
 
  41  S  H  D  M  N  T  F  R .C2 R  W  N  V  G  T  F  Q  N  L  T. 
 121 TCCCATGACATGAACACGTTCCGCTGCAGATGGAATGTCGGAACATTCCAGAACCTCACA 
 
  61 .E  P  G  D  L  R  M  F  Y  Y  I  N  D  T  N  I  S  P  K  E  
 181 GAGCCCGGAGACCTGCGGATGTTCTACTACATCAATGACACGAACATATCTCCCAAAGAG 
 
  81  W  S  E .C3 P  N  Y  M  A  D  R  I  D  E .C4 F  F  N  E  S. 
 241 TGGAGTGAGTGTCCTAACTACATGGCTGACAGGATAGACGAGTGCTTCTTCAATGAAAGC 
 
 101 .Y  T  K  V  W  I  T  Y  S  V  Q  L  R  S  G  D  Q  D  N  L  
 301 TACACGAAGGTCTGGATAACCTACAGTGTCCAACTCCGCTCTGGCGATCAGGATAATCTC 
 
 121  Y  D  E  V  I  F  T  V  E  D  I  V  E  P  D  P  P  I  A  L  
 361 TATGACGAGGTCATCTTCACTGTGGAAGACATCGTGGAACCAGACCCTCCAATAGCGCTG 
 
 141  N  W  T  L  L  N  V  G  L  T  G  S  H  F  D  I  M  V  S  W  
 421 AACTGGACCCTGCTGAATGTGGGTCTAACCGGGAGCCACTTTGACATCATGGTGAGCTGG 
 
 161  E  P  P  H  S  A  D  V  S  M  G  W  M  T  L  Q  Y  E  V  Q  
 481 GAGCCGCCACACTCTGCAGACGTGTCTATGGGCTGGATGACGCTACAATACGAGGTGCAG 
 
 181  Y  R  E  V  N  S  T  L  W  R  M  V  N  L  E  K  G  R  Q  R  
 541 TACCGTGAGGTCAATTCAACACTGTGGAGGATGGTGAACCTTGAGAAGGGGAGGCAGCGG 
 
 201  S  L  Y  G  L  R  T  N  T  D  H  E  V  R  V  R .C7 K  T  L  
 601 TCGCTGTACGGGCTGCGCACCAACACAGATCACGAGGTCAGGGTGAGGTGCAAGACGCTG 
 
 221  A  S  R  N  F  G  E  F  S  D  P  I  V  I  H  I  P  T  K  E  
 661 GCATCCCGTAATTTTGGGGAATTCAGCGACCCCATAGTCATACACATCCCCACTAAAGAG 
 
 241  S  R  F  P  V  T  V  L  L  V  F  A  A  L  G  L  A  V  I  L  
 721 TCCCGATTTCCAGTTACTGTCCTGCTTGTCTTTGCTGCCTTGGGTTTAGCAGTCATCCTA 
 
 261  I  L  V  I .Y0 S  Q  Q  Q  K  L  M  M  I  L  L  P  P  I  P  
 781 ATACTGGTCATCTATTCCCAGCAACAGAAGTTGATGATGATTCTCCTGCCTCCAATTCCT 
 
 281  G  P  K  I  K  G  I  D  P  E  L  F  K  K  G  K  L  A  E  L  

94 

 841 GGTCCCAAAATCAAAGGAATCGACCCTGAGCTCTTCAAGAAAGGTAAGTTGGCTGAGCTG 
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 301  T  S  I  L  G  D  H  P  D  L  R  P  E  L .Y2 C  E  D  P  W  
 901 ACCTCCATCCTGGGCGACCACCCTGACCTGAGGCCAGAGCTGTACTGTGAAGACCCCTGG 
 
 321  V  E  F  I  E  L  D  M  E  E  P  N  D  R  L  T  E  L  D  T  
 961 GTGGAGTTCATCGAGCTGGACATGGAGGAGCCCAACGACAGGCTGACTGAGCTGGACACA 
 
 341  Q  C  L  M  D  R  T  P  S  S  D  C  P  P  L  T  I  G  F  G  
1021 CAGTGCTTGATGGACCGCACGCCCTCCTCAGACTGTCCCCCTCTCACCATTGGCTTCGGA 
 
 361  D  D  D  S  G  R  A  S  C  C  D  P  D  L  P  E  P  E  A  F  
1081 GATGACGACTCTGGCCGGGCCAGCTGCTGTGACCCTGATCTGCCTGAACCAGAGGCCTTT 
 
 381  P  L  S  N  T  S  P  S  L  E  P  S  G  A  S  T  E  A  S  S  
1141 CCCCTCTCCAACACCAGCCCCAGCCTGGAGCCCTCTGGTGCCAGCACTGAGGCCAGCTCC 
 
 401  P  V  Q  T  P  T  K  G  M  T  L  W  A  V  P  G  R  E  D  L  
1201 CCAGTCCAGACCCCCACCAAAGGGATGACTCTCTGGGCTGTCCCTGGCAGGGAGGACCTC 
 
 421 .Y4 T  Q  V  S  E  V  R  P  T  G  E  V  L  L  M  P  E  E  Q  
1261 TATACCCAGGTGAGCGAGGTGAGACCCACTGGCGAAGTGCTGCTGATGCCTGAGGAGCAG 
 
 441  S  K  V  E  K  D  A  Q  E  K  A  K  E  G  K  E  K  E  K  P  
1321 AGCAAGGTTGAGAAGGATGCACAGGAGAAGGCTAAGGAGGGAAAGGAGAAAGAGAAGCCG 
 
 461  R  K  E  F  Q  L  L  V  V  N  A  D  G  G  G .Y5 T  T  E  L  
1381 AGGAAGGAGTTTCAGCTGCTGGTGGTGAATGCTGACGGGGGAGGTTACACCACAGAGTTA 
 
 481  D  A  G  K  M  S  A  K  L  P  T  G  R  G  S  Q  P  A  P  T  
1441 GACGCTGGGAAGATGAGTGCCAAACTCCCCACTGGGAGAGGCAGCCAGCCTGCCCCAACA 
 
 501  E  D  S  R  L  V  Q  G  Q  P  F  G  E Y6’ Q  S  L Y6” F  E  
1501 GAGGATAGTAGGCTTGTGCAGGGACAGCCCTTTGGGGAGTACCAGAGCCTGTACTTTGAG 
 
 521  A  E  M  P  P  I  P  P  A  S  P  V  S  S  L  L  P  L  S  V  
1561 GCTGAAATGCCCCCCATCCCACCTGCCTCGCCCGTTTCCTCACTGCTCCCTCTCTCTGTC 
 
 541 .Y7 T  M  V  E  G  V  D  R  Q  N  S  L  L  L  K  P  S  P  P  
1621 TACACCATGGTGGAGGGAGTGGACAGGCAGAACAGCCTCCTTCTGAAGCCCAGCCCCCCA 
 
 561  P  A  P  Q  P  V  L  T  K  L  P  L  P  T  P  T  P  E  G .Y8 
1681 CCTGCACCCCAGCCAGTCCTAACCAAGCTGCCCCTTCCTACACCTACACCAGAGGGGTAC 
 
 581  L  T  P  D  L  L  G  N  V  T  P  *  
1741 CTGACCCCTGACCTACTAGGAAATGTTACACCGTAActcag 

 

Figura 5.2. Secuencias nucleotídica y aminoacídica del GHR-II de trucha 
numeradas a partir del primer nucleótido que codifica para la metionina inicial. 
Péptido señal, subrayado. Sitios de N-glicosilación, subrayado doble. Residuos de 
cisteína extracelulares, .... Residuos de tirosina intracelulares, .... Motivo FGEFS, 
negrita y enmarcado. Residuos de tirosina intracelulares no conservados en el 
GHR-I, .... Dominio transmembrana, ....  
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En dorada y lubina, la PCR con cebadores degenerados 
sólo dio resultados positivos con la combinación GHR-2/GHR-3 
(figura 5.1). En rodaballo ninguna de las combinaciones posibles 
dio resultado positivo. El fragmento de lubina presenta una 
identidad aminoacídica del 87 % y 61 % con el fragmento 
equivalente de dorada y trucha. Este fragmento inicial de dorada 
se completó mediante 5’ y 3’ RACE (apartado 4.3.3), 
obteniendose una secuencia nucleotídica de 2179 pb que codifica 
para una ORF de 583 aa con un péptido señal de 17 aa, un 
dominio extracelular de 221 aa, un dominio transmembrana de 
25 aa y un dominio intracelular de 320 aa (figura 5.3). 
 
 
-187                                                      actcaca 
-180 gagaccgtcagccaggcagggtttcttcgacagcgtcaccagcttacatggagctcggtt 
-120 gaacagtttctgtgtggttctcagcgggtatctgcggtctgaacgcggactgttagagtt 
 -60 tgtgttgttgcagttggatgagggagcggagctgcagactgctgtccagcgctcgacacc 
 
   1  M  A  A  A  L  T  L  L  F  C  L  Y  I  L  T  S  S  A  L  E  
   1 ATGGCTGCCGCTCTCACTCTGCTCTTCTGCCTATACATCTTGACTTCTTCAGCGCTGGAA 
 
  21  S  A  S  E  Q  V  H  P  Q  R  D  P  H  L  T  G .C1 V  S  A  
  61 TCAGCCTCAGAGCAAGTCCACCCTCAGAGGGACCCACACCTCACTGGCTGTGTCTCTGCC 
 
  41  N  M  E  T  F  R .C2 R  W  N  V  G  T  L  Q  N  L  S  K  P  
 121 AACATGGAGACTTTCCGCTGCAGATGGAATGTCGGCACTCTCCAGAACCTCTCCAAGCCG 
 
  61  G  E  L  R  L  F  Y  I  N  K  L  S  P  L  D  P  P  K  E  W  
 181 GGAGAGCTCCGCTTATTCTACATTAACAAATTATCCCCACTTGATCCTCCTAAAGAGTGG 
 
  81  T  E .C3 P  H  Y  S  I  D  R  P  N  E .C4 F  F  N  K  N  H. 
 241 ACCGAGTGTCCTCACTACAGCATCGACAGGCCAAACGAGTGCTTCTTCAACAAGAACCAC 
 
 101 .T  S  V  W  T  P  Y  K  V  Q  L  R  S  R  D  E  S  T  L  Y  
 301 ACATCGGTCTGGACACCTTACAAAGTCCAGCTCCGCTCGAGGGACGAATCCACCCTCTAC 
 
 121  D  E  N  T  F  T  V  D  A  I  V  Q  P  D  P  P  V  D  L  T  
 361 GACGAGAACACGTTCACCGTCGATGCCATCGTGCAACCAGATCCTCCAGTTGACCTGACC 
 
 141  W  T  T  L  N  E  S  L  S  G  T  Y  Y  D  I  I  L  S  W  K  
 421 TGGACAACACTGAATGAAAGTCTGAGTGGCACTTATTATGACATTATACTGAGCTGGAAG 
 
 161  P  P  Q  S  A  D  V  A  M  G  W  M  T  L  Q  Y  E  V  Q  Y  
 481 CCGCCTCAGTCTGCAGACGTGGCGATGGGATGGATGACGCTACAGTATGAGGTCCAGTAC 
 
 181  R  S  A  S  S  D  L  W  H  A  V  E  P  V  T  V  T  Q  R  S  
 541 CGCAGCGCCAGCTCTGACCTGTGGCATGCGGTGGAGCCTGTGACAGTCACCCAACGGTCT 
 
 201  L  F  G  L  K  H  N  V  N  H  E  V  R  V  R .C7 K  M  L  A  
 601 CTTTTTGGACTTAAACACAACGTCAATCACGAGGTTCGGGTCCGGTGCAAAATGCTGGCT 
 
 221  G  K  E  F  G  E  F  S  D  S  I  F  V  H  I  P  A  K  V  S  
 661 GGGAAAGAGTTCGGAGAATTCAGCGACTCCATATTCGTCCACATCCCGGCGAAAGTGTCG 
 
 241  S  F  P  V  V  A  L  L  L  F  G  A  L  C  L  V  A  I  L  M  
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 261  L  V  I  I  S  Q  Q  E  K  L  M  F  I  L  L  P  P  V  P  G  
 781 TTAGTCATCATATCGCAGCAGGAAAAGTTGATGTTTATTCTTTTGCCTCCTGTTCCGGGA 
 
 281  P  K  I  R  G  I  D  P  E  L  L  K  K  G  K  L  R  E  L  T  
 841 CCCAAAATAAGAGGAATAGACCCCGAACTGCTCAAGAAAGGGAAGCTGAGAGAGTTGACA 
 
 301  S  I  L  G  G  P  P  N  L  R  P  E  L .Y2 N  N  D  P  W  V  
 901 TCCATCTTGGGCGGCCCCCCTAATCTGAGGCCGGAGCTGTACAACAACGACCCCTGGGTG 
 
 321  E  F  I  D  L  D  I  E  E  Q  S  D  K  L  T  D  L  D  T  D  
 961 GAATTCATCGACCTGGACATCGAGGAGCAAAGCGACAAGCTCACAGACCTGGACACAGAC 
 
 341  C  L  M  H  R  S  L  S  S  N  C  T  P  V  S  I  G  F  R  D  
1021 TGTCTCATGCACCGCTCCCTGTCCTCCAACTGCACTCCCGTTTCTATTGGCTTCAGAGAT 
 
 361  D  D  S  G  R  A  S  C  C  D  P  D  L  P  S  D  P  E  A  S  
1081 GATGACTCAGGTCGGGCCAGCTGCTGCGACCCAGATCTCCCCAGCGACCCTGAAGCATCG 
 
 381  P  F  H  P  L  I  P  N  Q  T  L  S  K  E  V  S  C  Q  T  A  
1141 CCTTTCCATCCTCTCATCCCAAATCAAACCCTCAGCAAGGAAGTGTCGTGCCAGACCGCC 
 
 401  S  E  P  S  S  P  V  Q  S  P  A  S  G  E  P  P  F  A  A  L  
1201 AGCGAGCCAAGCTCCCCAGTCCAGAGCCCCGCCTCTGGAGAGCCTCCTTTTGCAGCACTG 
 
 421  G  R  E  A  M .Y4 T  Q  V  S  E  V  R  S  S  G  K  V  L  L  
1261 GGCAGAGAGGCTATGTACACCCAGGTGAGTGAGGTGAGGTCGTCTGGCAAGGTGCTGCTG 
 
 441  S  P  E  E  Q  T  E  V  E  K  T  T  G  K  D  T  E  K  D  I  
1321 TCGCCTGAGGAACAGACCGAGGTGGAGAAAACCACTGGCAAAGACACGGAGAAAGACATC 
 
 461  M  A  E  K  E  K  A  K  K  E  F  Q  L  L  V  V  N  A  D  H  
1381 ATGGCGGAGAAGGAGAAAGCAAAGAAGGAGTTCCAGCTCCTGGTGGTGAATGCAGATCAC 
 
 481  G  G .Y5 T  S  E  L  N  A  G  K  M  S  P  R  L  S  I  G  D  
1441 GGGGGTTACACCTCAGAACTCAACGCAGGGAAAATGAGCCCGAGGTTGTCCATAGGAGAC 
 
 501  Q  S  E  P  G  L  T  G  D  L  S  P  L  P  P  A  S  P Y6” H  
1501 CAGAGTGAACCCGGCCTGACAGGAGACTTGAGTCCTTTGCCACCCGCCTCACCTTACCAT 
 
 521  E  S  D  T  T  A  V  S  P  L  P  P  A  P  V .Y7 T  V  V  E  
1561 GAATCAGATACCACCGCCGTGTCCCCTCTTCCCCCTGCTCCTGTCTACACCGTGGTAGAA 
 
 541  G  V  D  R  Q  N  S  L  L  L  T  P  N  S  T  P  A  P  Q  L  
1621 GGTGTTGACAGGCAGAACAGCCTCTTACTGACACCAAACTCAACACCTGCCCCCCAGCTG 
 
 561  I  I  P  K  T  M  P  T  P  G  G .Y8 L  T  P  D  L  L  G  S  
1681 ATAATCCCGAAGACCATGCCAACACCAGGCGGCTACCTGACCCCTGACCTTCTGGGAAGC 
 
 581  I  T  P  *  
1741 ATCACACCATAGatcagcagcgaacgtgcatggttaagactggtcaatcaaaagagatag 
1801 gcttgggaacagtcttggggattgactattgagggccccctgttgagcgtcgaatgtcag 
1861 ctctcctgaaatagtttggaggggaggggcatctgtgcctgtcctgccaccacctctgcc 
1921 tcctctggcctcccactgctccctcagacagggccgtaacatcgagtttggtatgaggga 
1981 ggacgagcacac 

Figura 5.3. Secuencias nucleotídica y aminoacídica del GHR-II de dorada numeradas a 
partir del primer nucleótido que codifica para la metionina inicial. Péptido señal, 
subrayado. Sitios de N-glicosilación, subrayado doble. Residuos de cisteína 
extracelulares, .... Residuos de tirosina intracelulares, .... Motivo FGEFS, negrita y 
enmarcado. Residuos de tirosina intracelulares no conservados en el GHR-I, .... 
Dominio transmembrana, ....  
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Una vez completadas las secuencias de GHR-II de trucha 
y dorada, se realizaron búsquedas en las bases de datos 
genómicas del proyecto ensembl (http://www.ensembl.org). 
Como resultado de estas búsquedas se encontraron   predicciones 
similares a GHR-I y II en fugu (GHR-I, 
ENSTRUG00000015040; GHR-II, ENSTRUG00000013005) y 
pez cebra (GHR-I, ENSDARG00000054771; GHR-II, 
ENSDARG00000007671). 

 Al alinear las secuencias de GHR-II de dorada y trucha 
con otras secuencias disponibles en salmonidos (figura 5.4) se 
observa la conservación en el dominio extracelular del motivo de 
unión a hormona (FGEFS) característico de los GHR, además de 
5 de los 7 residuos de cisteína (C1, C2, C3, C4 y C7) de los GHR 
de tetrápodos. En el dominio intracelular, se conservan los 
dominios BOX 1 y BOX 2 y 5 de los residuos de tirosina 
descritos en el GHR-I de peces. La secuencia consenso también 
contiene 3 residuos adicionales de tirosina (Y0, Y6’, Y6”) de los 
cuales sólo uno se conserva en el GHR-II de dorada (Y6”). 

http://www.ensembl.org/


Resultados 

                                                   C1            
S.plateado 1 maishilficlvlilpvlsQEPPTSKQALFQIRPQITGCVSHDMNTFR  48
S.japonés    matsyilficllliltvvsqEPPTSEQALPQIRPQITGCVSHDMNTFR  48
S.plateado 2 matsrilficllliltvvsqEPPTSEQALPQIRPQITGCVSHDMNTFR  48
Trucha       matshilficlvliltvvsqEPPTSEQALPQIRPQITGCVSHDMNTFR  48
Dorada       maaaltllfcly-ilt-ssALESASEQVHPQRDPHLTGCVSANMETFR  46
                                                                 
                                                                 
             C2                                  C3         C4   
S.plateado 1 CRWNVGVFQNLTEPRDLRIFYYINDRNISP-KEWGECP-RYADRTNEC  94
S.japonés    CRWNVGTFQNLTEPRDLRMFYYINNKNISP-KEWSECPNYMADRIDEC  95
S.plateado 2 CRWNVGTFQNLTEPRDLRMFYYINNKNISP-KEWSECPNYMADRIDEC  95
Trucha       CRWNVGTFQNLTEPGDLRMFYYINDTNISP-KEWSECPNYMADRIDEC  95
Dorada       CRWNVGTLQNLSKPGELRLFYINKLSPLDPPKEWTECPHYSIDRPNEC  94
                      N-glic                                      
                                                                 
                                                                 
S.plateado 1 FFNESYTKVWMTYSVQLRSGDQDILYXEVIFTVEDIVEPDPPIALNWT 142
S.japonés    FFNESYTKVWITYSVQLRSGDQDNLYDEVIFTVEEIVEPDPPIALNWT 143
S.plateado 2 FFNESYTKVWITYSVQLRSGDQDNLYDEVIFTVEDIVEPDPPIALNWT 143
Trucha       FFNESYTKVWITYSVQLRSGDQDNLYDEVIFTVEDIVEPDPPIALNWT 143
Dorada       FFNKNHTSVWTPYKVQLRSRDESTLYDENTFTVDAIVQPDPPVDLTWT 142
               N-glic                                  N-glic    
                                                                 
                                                                 
S.plateado 1 LLNVGLTGSHFDIMLSWEPPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRT 190
S.japonés    LLNVGLTGSHFDIMVSWEPPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRM 191
S.plateado 2 LLNVGLTGSHFDIMVSWEPPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRM 191
Trucha       LLNVGLTGSHFDIMVSWEPPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRM 191
Dorada       TLNESLSGTYYDIILSWKPPQSADVAMGWMTLQYEVQYRSASSDLWHA 190
             N-glic                                              
                                                                 
                                      C7                         
S.plateado 1 VDLEKGMQRSLYGLRSNTDNEVRVRCKTLASRNFGEFSDSIFIHIPTK 238
S.japonés    VNLEKGRQRSLYGLRTNTDHEVRVRCKTLASRNFGEFSDPIVIHIPTK 239
S.plateado 2 VNLEKGRQRSLYGLRTNTDNEVRVRCKTLASRNFGEFSDPIVIHIPTK 239
Trucha       VNLEKGRQRSLYGLRTNTDHEVRVRCKTLASRNFGEFSDPIVIHIPTK 239
Dorada       VEPVTVTQRSLFGLKHNVNHEVRVRCKMLAGKEFGEFSDSIFVHIPAK 238
                                              FGEFS              
                                                                 
                                      Y0                         
S.plateado 1 ESRLPVTVLLVFAALGLAVILMLVIYSQQQKLMVILLPPIPGPKIKGI 286
S.japonés    ESRFPVTVLLVFAALGLAVILMLVIYSQQQKLMMILLPPIPGPKIKGI 287
S.plateado 2 ESRFPVTVLLVFAALGLAVILILVIYSQQQKLMMILLPPIPGPKIKGI 287
Trucha       ESRFPVTVLLVFAALGLAVILILVIYSQQQKLMMILLPPIPGPKIKGI 287
Dorada       VSSFPVVALLLFGALCLVAILMLVIISQQEKLMFILLPPVPGPKIRGI 286
                                  
                                                                 

Dominio transmembrana  BOX 1   

                                        Y2                       
S.plateado 1 DPELFKKGKLAELTSILGGIPDLRPDLYSDDPWVEFIELDMEEPNDRL 334
S.japonés    DPELFKKGKLAELTSILGDHPDLRPELYGEDPWVEFIELDMEEPNDRL 335
S.plateado 2 DPELFKKGKLAELTSILGDHPDLRPELYGEDPWVEFIELDMEEPNDRL 335
Trucha       DPELFKKGKLAELTSILGDHPDLRPELYCEDPWVEFIELDMEEPNDRL 335
Dorada       DPELLKKGKLRELTSILGGPPNLRPELYNNDPWVEFIDLDIEEQSDKL 334
                                                          
                                                                 
 
 

BOX 2  

S.plateado 1 TVLDTQCLMDHCASSDCPPITIGFRDDDSGRASCCDPDLH-DPEAPFH 381
S.japonés    TELDTQCLMDRSPSSDCPPLTIGFGDDDSGRASCCDPDLP-EPEAFPF 382
S.plateado 2 TELDTQCLMDRSPSSDCPPLTIGFGDDDSGRASCCDPDLP-EPEAFPF 382
Trucha       TELDTQCLMDRTPSSDCPPLTIGFGDDDSGRASCCDPDLP-EPEAFP- 381
Dorada       TDLDTDCLMHRSLSSNCTPVSIGFRDDDSGRASCCDPDLPSDPEASPF 382
                                                                 
                                                        Y4       
S.plateado 1 S-LLPNTSHALEPSCLASTKASSPVQTPTTEDSPWAAPGREDLYTQVN 428
S.japonés    HPLLSNTSPSLEPS-GASTEASSPVQTPTTGMTLWAVPGREDLYTQVS 429
S.plateado 2 HPLLSNTSPSLVPS-GASTEASSPVQTPTTGMILWAVPGREDLYTQVS 429
Trucha       ---LSNTSPSLEPS-GASTEASSPVQTPTKGMTLWAVPGREDLYTQVS 425
Dorada       HPLIPNQTLSKEVSCQTASEPSSPVQSPASGEPPFAALGREAMYTQVS 430  
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S.plateado 1 EVGPTGEVLLTNEEQRNVEENSEKDEKEN---EKEKKKKEFQLLVVNA 473
S.japonés    EVRPSGEVLLMPEEQSKVEKDAEEKAKEGK--EKEKPRKEFQLLVVNA 475
S.plateado 2 EVRPTGEVLLMPEEQSKVEKDAEEKAKEEM--GKKKPRKEFQLLVVNA 475
Trucha       EVRPTGEVLLMPEEQSKVEKDAQEKAKEGK--EKEKPRKEFQLLVVNA 471
Dorada       EVRSSGKVLLSPEEQTEVEKTTGKDTEKDIMAEKEKAKKEFQLLVVNA 478
                                                                 
                                                                 
                 Y5                                    Y6’ Y6”   
S.plateado 1 DVGGYTSELDAGKMSARLPTGRASQPAPTEDSSLVQGQPFGEYQSLYF 521
S.japonés    DGGGYTTELDAGKMSAKLPTGRSSQPAPTEDSRLVQGQPFREYQSLYF 523
S.plateado 2 DRGGYTTELDAGKMSAKLPTGRGSQPAPTEDSRLVQGQPFGEYQSLYF 523
Trucha       DGGGYTTELDAGKMSAKLPTGRGSQPAPTEDSRLVQGQPFGEYQSLYF 519
Dorada       DHGGYTSELNAGKMSPRLSIGDQSEPGLTGDLSPLP------PASPYH 514
                                                                 
                                                                 
                                  Y7                             
S.plateado 1 EAEMPPIPPASPVSPLPPVSAYTMVEGVGRQNSLLLKPGPTPAPQPVL 569
S.japonés    EAEMPPIPPASPVSPLLPLSVYTMVEGVDRQNSLLLKPSPPPAPQPVL 571
S.plateado 2 EAEMPPIPPTSPVSPLLPLSVYTMVEGVDRQNSLLLKPSPPPAPHPVL 571
Trucha       EAEMPPIPPASPVSSLLPLSVYTMVEGVDRQNSLLLKPSPPPAPQPVL 567
Dorada       ES------DTTAVSPLPPAPVYTVVEGVDRQNSLLLTPNSTPAPQLII 562
                                                                 
                                          
                         Y8                 
S.plateado 1 TKLPLPTPTPEGYLTPDLLGNITP 593 
S.japonés    TKLPLPTGTPEGYLTPDLLGNITP 595 
S.plateado 2 TKLPLPTPTPEGYLTPDLLGNITP 595 
Trucha       TKLPLPTPTPEGYLTPDLLGNVTP 591 
Dorada       PKT---MPTPGGYLTPDLLGSITP 583  

 

 

 

 

 

 

Figura 5.4. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas del GHR-II de peces. 
Los aa idénticos aparecen sobre fondo negro mientras que los homólogos sobre 
fondo gris. Los residuos extracelulares de cisteína (C) y los intracelulares de 
tirosina (Y) se han numerado siguiendo la numeración del GHR humano. Los 
sitios potenciales de N-glicosilación, el motivo FGEFS, el dominio transmembrana 
y los dominios intracelulares BOX 1 y BOX 2 están enmarcados. Residuos 
intracelulares de tirosina conservados en el GHR-I, .... Residuos adicionales de 
tirosina en el GHR-II, .... Péptido señal, minúsculas. 
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Resultados 

El análisis de las secuencias de GHR-I y II en peces 
salmónidos y no salmónidos revela un alto grado de identidad 
aminoacídica (GHR-I, 50 – 80 %; GHR-II 80 – 90 %) que 
disminuye hasta el 29 – 31 % cuando se comparan entre sí el 
GHR-I y GHR-II de trucha y dorada. De hecho, el análisis 
filogenético, incluyendo los PRLR como “outgroup”, reveló dos 
grupos claramente diferenciados que se corresponden con los 
GHR de tetrápodos y de peces. A su vez, este segundo grupo se 
divide en dos subgrupos igualmente soportados en sus nodos; el 
primero con las secuencias de GHR-I y el segundo con las de 
GHR-II en el que se incluyen las nuevas secuencias de trucha y 
dorada (figura 5.5). 

 

 Rodaballo
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Figura 5.5. Árbol filogenético de las secuencias aminoacídicas de GHR (nº de 
sitios: 904), se han incluido las secuencias de PRLR como “outgroup”. El árbol se 
ha construido siguiendo el método de reconstrucción de Neighbor-Joining con el 
modelo de corrección de Poisson. El soporte de los nodos se ha calculado mediante 
Bootstrap (1000 réplicas). La ramas de mamíferos y PRLR agrupan las secuencias 
que aparecen en la lista de nos de acceso a Genbank. 
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Resultados 

5.2. Organización genómica de los GHR de 
dorada 

5.2.1. Sitio de inicio de la transcripción 

La posición exacta del sitio de inicio de la transcripción 
de los GHR de dorada se determinó mediante RLM-RACE según 
lo descrito en el apartado 4.4. De esta manera se definió un único 
sitio de inicio de la transcripción para el GHR-I y GHR-II, 
situado a 382 o 189 pb en dirección 5’ del codón que codifica 
para la metionina inicial. 

5.2.2. Estructura exón-intrón 

La determinación de la estructura exón-intrón de los GHR 
de dorada se abordó mediante dos técnicas diferentes (apartado 
4.5: amplificación por PCR y construcción de librerías 
genómicas). Combinando ambas técnicas se completó la 
estructura exón-intrón del GHR-I, inicialmente descrita de forma 
parcial en Pérez-Sánchez y cols. (2002), a la vez que se describió 
por primera vez la estructura completa del GHR-II (figura 5.6).  
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Figura 5.6. Determinación de la estructura exón-intrón del GHR-I y II de dorada. 
A, resultado de la aproximación por PCR usada en la determinación de la 
estructura del GHR-II (M, Marcador de pesos moleculares; 1, intrón entre los 
exones 5/6; 2, intrón 6/7; 3,intrón 7/8; 4, intrón 8/9; 5; intrón 9/10; 6, 10/10A; 7; 
10A/3’UTR). B, ejemplo del resultado obtenido con las bibliotecas genómicas del 
GenomeWalker usadas para completar la estructura del GHR-I y II. 
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Ambos genes muestran una estricta conservación de las 
uniones exón-intrón (figura 5.7, tabla 5.1 y 5.2) con la salvedad 
del intrón 10/10A únicamente presente en el GHR-I. Así pues, 
los dos receptores de dorada están formados por 9/10 exónes 
homólogos a los descritos en el gen humano. El exón 1 codifica 
para la 5’UTR, el 2 para el péptido señal, los exones 4 – 7 para el 
dominio extracelular, el exón 8 para el dominio transmembrana y 
el resto de exones para el dominio intracelular y la 3’UTR 
(figura 5.8). Todas las uniones exón-intrón cumplen la regla GT-
AG. 
 

                             EXÓN 2                    
GHR-I  MAVFSSSSSSSSSSSSSSSSTSNLLLLLLVSSLDWLSTRGSVFVMDHMTS  50 
GHR-II MAAA-------------------LTLLFCLYIL-TSSALESASEQ-----  25 
       **                     * **  .  *   *   *              
                           EXÓN 4                             
GHR-I  SA-PV-GPHFTECISREQETFRCWWSPGGFHNLSSPGALRVFYLKKDSPN  98 
GHR-II -VHPQRDPHLTGCVSANMETFRCRWNVGTLQNLSKPGELRLFYINKLSPL  74 
          *   ** * *.*   ***** *  *   *** ** **.**. * **      
                             EXÓN 5                           
GHR-I  S---EWKECPEYSHLKR-ECFFDVNHTSVWIPYCMQLRGQNNVTYLDEDY 144 
GHR-II DPPKEWTECPHYSIDRPNECFFNKNHTSVWTPYKVQLRSRDESTLYDEN- 123 
           ** *** **  .  ****. ****** ** .***  .  *  **.      
                             EXÓN 6                           
GHR-I  CFTVENIVRPDPPVSLNWTLLNISPSGLSYDVMVNWEPPPSADVGAGWMR 194 
GHR-II TFTVDAIVQPDPPVDLTWTTLNESLSGTYYDIILSWKPPQSADVAMGWMT 173 
        ***  ** ***** * ** ** * **  **... * ** ****  ***      
           EXÓN 6                      EXÓN 7                 
GHR-I  IEYEIQYTERNTTNWEALEMQPHTQQTIYGLQIGKEYEVHIRCRMQAFVK 244 
GHR-II LQYEVQYRSASSDLWHAVEPVTVTQRSLFGLKHNVNHEVRVRCKMLAGKE 223 
       ..**.**    .  * *.*    ** ...**      ** .**.* *        
           EXÓN 7                   EXÓN 8                    
GHR-I  FGEFSDSVFIQVTEIPSQDSNFPFKLALIFGVLGILILILLIGISQQPRL 294 
GHR-II FGEFSDSIFVH---IPAKVSSFPVVALLLFGALCLVAILMLVIISQQEKL 270 
       *******.*.    **   * **    *.** * .. ...*. **** .*     
            EXÓN 9                          EXÓN 10           
GHR-I  MMILLPPVPAPKIKGIDPELLKKGKLDELNFILSGGGMGGLSTYAPDFYQ 344 
GHR-II MFILLPPVPGPKIRGIDPELLKKGKLRELTSILGGP-----PNLRPELYN 315 
       * ******* ***.************ **  ** *          *  *      
                             EXÓN 10                          
GHR-I  DEPWVEFIEVDAEDADAAEKEENQGSDTQRLLDPPQPVSHHMNTGCANAV 394 
GHR-II NDPWVEFIDLDIEEQSDKLTDLDTDCLMHRSLS-------SNCTP--VSI 356 
       . ****** .* *         .      * *           *     .     
                             EXÓN 10A                         
GHR-I  SFPDDDSGRASCYDPDLHDQDTLMLMATLLPGQPEDGEDSFDVVERAPVI 444 
GHR-II GFRDDDSGRASCCDPDLPSDPEASPFHPLIPNQTLSKEVSCQTASEPSSP 406 
        * ********* ****           *.* *    * *               
                             EXÓN 10A                         
GHR-I  ERSERPLVQTQTGGPQTWLNTDFYAQVSNVMPSGGVVLSPGQQLRFQEST 494 
GHR-II VQS----PASGEPPFAALGREAMYTQVSEVRSSGKVLLSPEEQTEVEKTT 452 
         *      .             * *** *  ** *.*** .*   . .*     
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                             EXÓN 10A                         
GHR-I  SAAEDEAQKKGKGSEDSEEKTQKELQFQLLVVDPEGSGYTTESNARQIST 544 
GHR-II --------GKDTEKDIMAEKEKAKKEFQLLVVNADHGGYTSELNAGKMSP 494 
                *        **     .******.    ***.* **  .*      
                             EXÓN 10A                         
GHR-I  PPSTPMPGSGYQTIHPQPVETKPAATAENNQSPYILPDSPQSQFFAPVAD 594 
GHR-II RLSIGDQSEPGLTGDLSPLP---------PASPYHESDTTAVSPLPPAPV 535 
         *         *    *.            ***   *.       *        
                             EXÓN 10A                         
GHR-I  YTVVQEVDSQHSLLLNPPPRQSPPPCLPHHPTKALAAMPVGYVTPDLLGN 644 
GHR-II YTVVEGVDRQNSLLLTPNSTPAPQLIIPKT-----MPTPGGYLTPDLLGS 580 
       ****. ** * **** *     *   .*          * **.******      
               
GHR-I  LSP 647 
GHR-II ITP 583 
       ..*     

 

Figura 5.7. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas del GHR-I y II de 
dorada con alternancia de colores para mostrar los diferentes exones. El fondo 
negro indica que el corte entre ambos exones se encuentra en el codón que codifica 
para ese aa. Aminoácidos idénticos (*) y homólogos (.).

 

Tabla 5. 1. Estructura exón-intrón del GHR-I de dorada 

Exón bp 
Posición 
en ADNc 

Uniones exón-intrón Intrón bp 

1 378 -382/-5             ...ACCAACgtaagt 1/2 9100 
2 158 -4/154 tcagagCATCAT...CATCAGgtaggt 2/4 >2114 
4 130 155/277 tttcagCCCCCG...GAAAGAgtgagt 4/5 109 
5 170 278/454 cgtcagCTCGCC...ATATCGgtcagt 5/6 993 
6 179 455/633 tggcagTGCGTC...GAAGCAgtaagt 6/7 685 
7 154 634/787 ctgcagTTGGAG...GCCAGGgtaaga 7/8 137 
8 91 788/878 tttcagACTCTA...GCCCAGgtacgt 8/9 113 
9 70 879/948 ttgcagATTAAT...TTAAAGgtacat 9/10 846 

10 236 949/1184 ttgcagAAGGGG...CGTCAGgtactg 10/10A 95 
10A >760 1185/1944 ctccagCTTTCC...           .   

 

 

Tabla 5. 2. Estructura exón-intrón del GHR-II de dorada 

Exón bp 
Posición 
en ADNc 

Uniones exón-intrón Intrón bp 

1 180 -189/-10             ...CCAGCGgtgagt 1/2 >404 
2 85 -9/76       CTCGAC...AGCAAGgtatgt 2/4 6700 
4 136 77/212 ctacagTCCACC...CAAATT     . 4/5 >443 
5 179 213/391 ttgcagATCCCC...CCATCGgtgagt 5/6 1600 
6 179 392/570 ctgcagTGCAAC...CATGCGgtgggt 

atacagGTGGAG...CGAAAGgtaaac 
6/7 221 

7 145 571/715 7/8 1003 
8 91 716/806 ccccagTGTCGA...GGAAAAgtacgt 8/9 267 
9 70 807/876 ccaaagGTTGAT...CTCAAGgtatat 9/10 426 

10 >962 877/1838 taacagAAAGGG...           .   
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5.2.3. Región flanqueante en 5’ 

A partir de las librerías genómicas generadas mediante el 
Genome Walker se secuenciaron 1589 pb y 1262 pb en dirección 
5’ del inicio de transcripción del GHR-I y del GHR-II. El análisis 
de las secuencias obtenidas no reveló ninguna secuencia TATA 
cerca del sitio de inicio de la transcripción. Sin embargo, en 
ambos genes se detectó la presencia de secuencias similares al 
consenso del Inr que marcan el sitio de inicio de la transcripción. 
Además, se identificaron secuencias similares al consenso del 
“Downstream promoter element” (DPE), situadas 38 pb (GHR-
I) y 29 pb (GHR-II) en dirección 3’ del sitio de inicio de la 
transcripción. En la región proximal, el GHR-I también contiene 
un consenso CCAAT y una secuencia rica en GC (figura 5.9) 
que podría unir los factores ZBP-89 o Sp1; mientras que en el 
GHR-II contiene varios sitios de unión para proteínas activadoras 
(AP-1 y AP-4) y elementos sensibles al AMPc (CRE) (figura 
5.10). 

Otros sitios potenciales de unión de factores de 
transcripción fueron identificados con el paquete informático 
MatInspector. A modo de resumen, los resultados de este análisis 
se muestran en la tabla 5.3. Ambos genes presentan un elevado 
número de sitios potenciales de regulación relacionados con el 
desarrollo, la hematopoyesis y el sistema inmune aunque ello es 
especialmente evidente en el caso del GHR-I. 

Figura 5.8. Esquema de la estructura exón-intrón del GHR-I y II de dorada y el 
GHR humano. Amarillo, 5’UTR. Naranja, péptido señal. Azul, dominio 
extracelular. Gris, dominio transmembrana. Rojo, dominio intracelular. Verde, 
5’UTR 
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 = 500 bp  

GHR-I 

GHR-II 

V1 V4 V8 2 3 4 5 6 7 10 9 8 Placenta 
/V2 

V9 V3 VB V5VC VAVE V7
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ctgctaaacacaaatgccaatagcagatcaatggcaaaggaaagc  -1545 
aggttaacaaagaacacacaacagcgtatcttcacctaaatagtc  -1500 
caaacccaactaacaacagtgctgtagaaaatgggaacatgagcg  -1455 
catcaagggaagatgaggcttcctcagtttggtaaagagggtgtg  -1410 
tgggtggctgatgcacgtccacagtattttggtcactttatctga  -1365 
taaccgtggcagcctctaaatcacgagtgattcctaccagatctt  -1320 
aaatctacaacagttagtttttttaaatatcactctttacaggca  -1275 
ttcgaaggaagcgtggaaactgttccgtgcgcagatgttgccaca  -1230 
attacgcacgagggatttgctgcgcatcattatgtatgagccaca  -1185 
accaccggactgttgcaaaggtaaccacagaggcgtccttaatcg  -1140 
acttgtgttctgcagcctagaataaggacgcctctgtggttacct  -1095 
gaatcagtattgaaaaacagttaaaacatgtccgtgaaaacgttt  -1050 
aaccgtccatttacagctacactatgttttttcttttctttcttt  -1005 
ttttcttttttttttacagtatgttaccaggacaactgcaaactg   -960 
catcttcataccaaatggagctttaccgtttttaagcgcaataca   -915 
ggtggacgtgtggaggataagatggcgatgtggtgatggggactt   -870 
ttaaggtttacttccatggtggtgttcccagaaacaaaactgcgg   -825 
tattcaaagacacggggtgtatttgtaaaagtcactgcagtgatg   -780 
tggatcgctgcggtgataaagaaacaagtcgcacagagattccca   -735 
cctgtcatgaacaagtttcctctgaagaaaactctccacagggaa   -690 
agtagtgaacgtgattggccacgcttgccacacccggcttcaata   -645 
tgtgatgaagtatcctttcgtatccaagtgcgccacaggtgtgcc   -600 
agtgcgtctggcacgctccgaacgcactgggcatggcacagatga   -555 
gagcgcacggcatcaaatggtgaaaagtagcgcagacagtatccg   -510 
acactatctgaaacatcatcaataacatgttgaataaaacgcaca   -465 
caaaaaaaatgtgttacggccaaatgcaagtcggcgattgtgtaa   -420 
aaaaaaaaggtgtgatttcaattattaaagagcattgctttattc   -375 
ttaggcactgattacaagtcgccacagagacacttagatgttttg   -330 
gggttttttgcgtttttgtccttgaaaataaaataaaaagtcatt   -285 
gaaggcctgtgtgaaaagaaatctgtctcagactcatcgctttaa   -240 
aatgtaaactatgcggttctaccccatgataaatagcccaataaa   -195 
atgattattagacctcatttaaactttggctctcttcacagagcg   -150 
tggcagctaccgggtggttttattttggaagtttggcccggcaga   -105 
ctctccccccctccccaacccccggcttgtcctcctctgtgtggc    -60 
         GC 
Cagaatggagcagattggattgctggcggatgagggcgcctcacc    -15 
        CCAAT 
gccatttgaaacacACACGTACTGGCTCCGTCTCCGCTACGTAGC     31 
              Inr            
GTGTGTAGCCCCCTGAAAGTGAGCTTGGATGATGAGCTGAGCGAC     76 
       DPE 
TAGACTAGACTGGACCCACAATCTTGACAACAGGAAAGCGGCACG    121 
AACCCTTTTTTTTTTCTCCTCCCCTCAAATGATCCGGGTGATGTG    166 
ATAGAAGCCCCCCGATCGCAGAGATCACACCGGGGGCCGAGCGGG    211 
GGCTGAAGTGAAGACGCAGGACTTTTTTTTGGTTTTTTTTTTTTG    256 
GTTTTGCTCTCACGCTGGCCATCAGATGACCAAGTTGTGAAAAGT    301 
CGGATCTGCGTTGCCCGTGCAGTTTTTTTTTCTTCTTTCTGTCTT    346 
CTTCCCCCACCACCTCGAGACTTCGTACCAACgtaagtgcgttta    391 
tgtgcttttaaaacgtgcagtgcatctttttttaatggtgtgtgt    436 
gtgtgtgtgtgtgtgtgtgtgt...                        458 
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aaatgcaggcaatgctcattcagcagtctcctcattgttttgact  -1218
cattaaacaaaaaancgactccactagacactaaacacactacac  -1173
caaacactacanaacacactaactanacactccaaacacgctaaa  -1128
tgtcacaaatctctcaactctcaatatcgctgtccatacaccgac  -1083
cgtcgttgcctgtcattcatctgcctacgtcccccncacaacttc  -1038
ctgttcctcaacaaccaaacttgctgcttggacactttcgtgaca   -993
aaagccngtttttaccatttcttcctgcaccagacacaaagcaaa   -948
cgtgacagcaatgttcgcgaaaaagcggacattatttaccctaag   -903
tccggttttggacgtgccggtgcgcccggtccttcgcctcgggag   -858
gtgggccgtgtgggtgggctagcggctagcagctanctacacang   -813
aacatccacagattcctattccactttgttgtccgcgtgtctccg   -768
gatctcctcagacccgaacagactcggtccggactcttttagtct   -723
cattaatacacaacagtcagtttagatgcaacgaacagaacggga   -678
ccgaaccgctggcaaaatcccggtccagctcgcgcttctgcaggt   -633
ataaatctgcttgtttcttaaggtgggctctgcagtgattggctc   -588
tggtgcgcacgtgactgtggtggctccggtggacaatgcttgcga   -543
atttgtaaagcatttatgaaataatttattaacggtcggtatcat   -498
tgcagtccaaaaaaatgcgaagtcgcacacccttaaaccacgcag   -453
cagccatgttgtaagtctcaggtcagtctgatcctgatccgcaga   -408
gatatttgaggaacacacacacacacacacacacacagacagaca   -363
gacagagattccttgcttttatagagagaggatttcatgtagttt   -318
actgcatacagccagaatattactaaagtaatattactaaaaaca   -273
cttttttatatcagatactttgactcaattactatttgtacagag   -228
                     AP-1 
gccttttacatttagaaaagtacctttactcttactcaagtatga   -183
                                AP-1 
tttttgagtactttggcaacactgtcagtgttcctggacagctgc   -138
                                     AP-4 
gggttgttttcctgctgtactcagactccaccgacagatggcgcc    -93
AP-4 
attctctccgcctcagaaccagccgggggactattacagctgtgc    -48
                    AP-4 
tgctgctgctgctgctgctgctggtccacacacacactcacacac     -3
 
acACACTCACAGAGACCGTCAGCCAGGCAGGGTTTCTTCGACAGC     43
  Inr            CRE           DPE     CRE  
GTCACCAGCTTACATGGAGCTCGGTTGAACAGTTTCTGTGTGGTT     88
    CRE  
CTCAGCGGGTATCTGCGGTCTGAACGCGGACTGTTAGAGTTTGTG    133
TTGTTGCAGTTGGATGAGGGAGCGGAGCTGCAGACTGCTGTCCAG    178
CGgtgagtgactctcatgtccgtgtgtgtgtgtgtgtgttcaccc    223
agctgcatgtaaagc...                               238

 

Figura 5.9. Secuencia nucleotídica de la región flanqueante en 5’ del 
GHR-I de dorada. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripción. Los 
consensos GC, CCAAT, Inr y DPE están subrayados. Exón 1, mayúsculas. 

Figura 5.10. Secuencia nucleotídica de la región flanqueante en 5’ del GHR-II de 
dorada. La flecha indica el sitio de inicio de la transcripción. Los consensos Inr, 
DPE y CRE así como los de los factores AP-1 y AP-4 están subrayados. Exón 1, 
mayúsculas. 
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Tabla 5. 3. Sitios potenciales de unión de factores transcripción localizados en la 
región flanqueante en 5’ de los GHR de dorada. 

  GHR-I GHR-II 
    
  

Factores esqueléticos y de desarrollo  
 Factor de union al elemento regulador Atp1a1 

(AREB) 
23 17 

 Represor transcripcional Gfi (“Growth factor 
independence”) 

8 8 

 Proteínas con homeodominio relacionado al 
gen caudal  de vertebrados (CDX1) 

5 2 
  

Factores hematopoyéticos, oncogénicos y antioncogénicos  
 Reguladores transcripcionales celulares y 

virales similares a myb (c-MYB and v-MYB) 
7 3 

 p53 3 1 
 Supresor de tumores de Wilms 1 1 
  

Factores relacionados con el sistema inmune  
 Familia de dedos de Zinc Ikaros (IK-2) 8 3 
 Proteína transformante mieloide - EVI1 

(MEL1) 
10 1 

 Factores de la leucemia mielógena aguda 
humana (AML1) 

3 1 

 Factores nucleares de células T activadas 
(NFAT) 

3 1 

 Proteína de unión a la secuencia rica en AT 
especial (SATB1) 

2 5 

 Factores humanos y murinos ETS1 (c-ETS-1, 
NERF1a, Pu.1) 

1 5 
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5.3. Modelos experimentales 

5.3.1. Ayuno 

La figura 5.11 muestra el efecto del ayuno sobre la 
expresión de GHR-I y II en hígado, tejido adiposo y músculo 
esquelético. Con independencia del estado nutricional, la 
expresión del GHR-I fue notablemente más alta en hígado que en 
tejido adiposo y músculo. Por el contrario, la expresión del 
GHR-II mostró un carácter más uniforme aunque se vio afectada 
igualmente por el ayuno. Así pues, tanto en hígado como en 
tejido adiposo, el ayuno disminuyó de manera similar la 
expresión de ambos receptores. Sin embargo, la respuesta fue 
diferente a nivel muscular y el ayuno no afectó al GHR-I, pero 
incrementó la expresión del GHR-II. 
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 Figura 5.11. Expresión relativa del GHR-I y II en hígado, tejido adiposo visceral y 

músculo esquelético blanco de doradas alimentadas (blanco) o ayunadas (azul). El 
valor más alto se ha tomado como referencia para la normalización de los datos. 
Los datos se representan como la media ± error estándar de 6 animales. Valores 
con distintas letras son significativamente diferentes (Student-Newman-Keuls, 
P<0,05). 
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5.3.2. Estación  

Los niveles circulantes de GH e IGF-I variaron 
conjuntamente siguiendo los cambios estacionales en los factores 
ambientales y las tasas de crecimiento. De acuerdo con ello, las 
concentraciones más altas de GH (figura 5.12C) e IGF-I (figura 
5.12D) se alcanzaron con el pico estival de crecimiento (figura 
5.12B).  

A nivel hepático, los transcritos de GHR-I incrementaron 
a la vez que las tasas de crecimiento llegando al máximo de 
expresión en julio (figura 5.13A). Sin embargo, en tejido 
adiposo (figura 5.13B) y músculo (figura 5.13C), la máxima 
expresión se dio en enero. En hígado, el GHR-II siguió el mismo 
patrón de expresión que el GHR-I (figura 5.13D), pero en tejido 
adiposo y músculo mostró un comportamiento diferencial. Así 
pues, en tejido adiposo el pico de expresión del GHR-II se 
alcanzó en julio (figura 5.13E), mientras que en músculo la 
expresión de este receptor se mantuvo alta de enero a julio 
(figura 5.13F). 

El patrón de expresión de IGF también presentó 
variaciones específicas según la estación y el tejido. A nivel 
hepático, la mayor expresión de IGF-I se dio en julio (figura 
5.14A), estando estrechamente correlacionada con los niveles 
circulantes de IGF-I (r=0,77 y P<0,001) y la expresión en hígado 
de GHR-I (r=0,703 y P<0,05) y GHR-II (r=0,804 y P<0,001). La 
expresión extrahepática de IGF-I (tejido adiposo y músculo) fue 
uno o dos ordenes de magnitud menor que la hepática, y no se 
encontraron diferencias significativas con la época del año 
(figura 5.14B y C). 

La expresión de IGF-II no presentó cambios estacionales 
a nivel hepático (figura 5.14D). Sin embargo, su expresión en 
los tejidos periféricos se mantuvo relativamente alta mostrando 
en enero un máximo de expresión en tejido adiposo y músculo 
(figura 5.14E y F). De hecho, se encontró una correlación 
positiva entre la expresión de IGF-II y el GHR-I en músculo 
(r=0,479 y P<0,001) y tejido adiposo (r=0,528 y P<0,05). 

 

 



Resultados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

P
es

o
 c

o
rp

o
ra

l (
g

)

100

150

200

250

300

350

400

S
G

R
 (

%
)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Aug  Sep  Oct  Nov  Dec  Jan  Feb  Mar  Apr  May  Jun  Jul  Aug  Sep  

In
g

es
ta

 d
ia

ri
a

 (
g

/f
is

h
)

0

2

4

6

8

10

T
em

p
er

at
u

ra
 (

ºC
)

10

15

20

25

30

F
o

to
p

er
io

d
o

 (
h

)

  09

  10

  11

  12

  13

  14

  15

  16

G
H

 (
n

g
/m

l)

0

3

6

9

12

15

a

ab ab

bC

b

c

dB

a

A

b

a

c

d

IG
F

-I
 (

n
g

/m
l)

0

20

40

60

80

100

120

140

Oct Ene May Jul

a

c

b

a

D

 

 

 

 

Figura 5.12. Cambios estacionales en la temperatura (línea continua), el 
fotoperiodo (línea de puntos) y la ingesta diaria por pez (barras) a lo largo del 
periodo experimental. Las flechas indican los puntos de muestreo (A). Peso 
corporal (blanco) y tasa instantánea de crecimiento (SGR; azul) en los puntos de 
muestreo (B), niveles plasmáticos de GH (C) e IGF-I (D). Los parámetros de 
crecimiento son la media de tres tanques y los datos de hormonas son la media de 
10 peces (media ± error estándar). Valores con distintas letras son 
significativamente diferentes (Student-Newman-Keuls, P<0,05). 

111 



Resultados 

 

 

 

 

112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

G
H

R
-I

 (
U

R
)

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

a

ab

a

b

a

b

aa

a
a a

b

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

1.5

a

b

b

b

ab
a

b

ab

b

b
ab

a

Oct Ene May Jul

G
H

R
-I

I (
U

R
)

Oct Ene May Jul Oct Ene May Jul

Oct Ene May Jul Oct Ene May Jul Oct Ene May Jul

Tejido adiposo MúsculoHígado

A B C

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.13. Cambios estacionales en la expresión relativa (unidades relativas, 
UR) del GHR-I y II de dorada. Los datos de cada gen se han normalizado 
independientemente y se representan como la media ± error estándar de 6 peces. 
Valores con distintas letras indican diferencias significativas dentro de cada tejido 
(Student-Newman-Keuls, P<0,05). 
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Figura 5.14. Cambios estacionales en la expresión relativa (unidades relativas, 
UR) de IGF-I y II de dorada. Los datos de cada gen se han normalizado 
independientemente y se representan como la media ± error estándar de 6 peces. 
Valores con distintas letras indican diferencias significativas dentro de cada tejido 
(Student-Newman-Keuls, P<0,05). 
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5.3.3. Edad 

Las tasas de crecimiento así como los niveles circulantes 
de GH e IGF-I disminuyeron progresiva y significativamente con 
la edad al comparar entre si individuos de 1, 2 y 3 años (figura 
5.15). 

Los peces de mayor edad también mostraron una 
disminución de la expresión de GHR-I a nivel hepático (figura 
5.16A). No se encontraron variaciones en el tejido adiposo 
(figura 5.16B), pero la expresión de GHR-I aumentó 
significativamente con la edad a nivel muscular (figura 5.16C). 
El GHR-II no mostró cambios significativos de expresión con la 
edad en ninguno de los tejidos analizados (figura 5.16D, E y F). 

La expresión hepática de IGF-I disminuyó 
significativamente con la edad (figura 5.17A). Esta tendencia 
fue opuesta a la del músculo (figura 5.17C), por lo que se dio 
una correlación positiva y estadísticamente significativa entre la 
expresión de IGF-I y la de GHR-I a nivel hepático (r=0,602 y 
P<0,05) y muscular (r=0,626 y P<0,05). El patrón de expresión 
de IGF-II fue similar al de IGF-I, pero no se detectaron 
diferencias significativas con la edad debido, en gran parte, al 
mayor grado de variación individual (figura 5.17). 
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Figura 5.15. A, efecto de la edad sobre el peso corporal (blanco) y la tasa 
instantánea de crecimiento (SGR; azul); B, niveles plasmáticos de GH; C, niveles 
plasmáticos de IGF-I. Los parámetros de crecimiento son la media de tres tanques 
mientras que los datos de hormonas son la media de 10 peces (media ± error 
estándar). Valores con distintas letras son significativamente diferentes (Student-
Newman-Keuls, P<0,05).
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Figura 5.16. Efecto de la edad sobre la expresión relativa (unidades relativas, UR) 
del GHR-I y II de dorada. Los datos de cada gen se han normalizado 
independientemente y se representan como la media ± error estándar de 6 peces. 
En cada tejido, valores con distintas letras son significativamente diferentes 
(Student-Newman-Keuls, P<0,05). 
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Figura 5.17. Efectos de la edad sobre la expresión relativa (unidades relativas, 
UR) de IGF-I y II de dorada. Los datos de cada gen se han normalizado 
independientemente y se representan como la media ± error estándar de 6 peces. 
En cada tejido, valores con distintas letras son significativamente diferentes 
(Student-Newman-Keuls, P<0,05). 
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5.3.4. Reto frente a parásito 

5.3.4.1. Progresión de la infección 

En el modelo de infección por Enteromyxum leei los 
peces control estuvieron en todo momento libres de infección. En 
los peces receptores, la prevalencia e intensidad media de 
infección incrementó progresivamente a lo largo de la 
experiencia, alcanzando un 68% de prevalencia y una alta 
intensidad de infección en el último punto de muestreo (113 días) 
como muestra la tabla 5.4. Así pues, al final de la experiencia 
los animales muestreados se dividieron en 3 grupos 
correspondientes a controles (n=14), receptores no parasitados 
(n=9) y receptores parasitados (n=19). 

Tabla 5. 4. Análisis de la progresión de la infección en los peces expuestos a E. leei. 
P, prevalencia; MI, intensidad media de infección. 

Peso corporal (g)a 
Infección por E. leei 
en peces receptores Días 

Controles Receptores P (%) MI 

0 134,0 (6) 134,5 (6) 0 –– 

27 139,3 (16) 141,2 (16) 12,5 Baja 

50 148,3 (16) 155,8 (16) 18,8 Media 

90b 170,3 (28) 172,9 (28) 53,6 –– 

113 181,1 (14) 178,3 (28) 67,8 Alta 
a entre paréntesis se indica el número de peces muestreados 
b MI se calcula mediante el análisis histológico y dado que a los 90 días solo se 
analizó la prevalencia de infección mediante PCR no se puede calcular 

En las primeras etapas de la infección, la mayoría de los 
parásitos se encontraron en estadío de célula primaria, en 
ocasiones secundaria, pero siempre localizados en la parte basal 
del epitelio intestinal (figura 5.18A). En el último punto de 
muestreo la mayoría de los peces infectados presentaban 
esporoblastos y/o esporas maduras infiltrados/as en el epitelio 
intestinal (figura 5.18B). De hecho, los cortes histológicos de 
estos peces revelaron una elevada afectación del epitelio 
intestinal y los estadíos parasitarios ocupaban extensas áreas, 
apareciendo enterocitos parcialmente desubicados y con el 
núcleo hipertrofiado. Además, se encontró una gran tasa de 
infiltración de granulocitos eosinófilos en la mucosa y 
submucosa intestinal así como abundantes células rodlet. 
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Figura 5.18. Secciones histológicas de intestino de doradas parasitadas con E. leei 
a los 27 (A) y 113 (B) días post-exposición. Las flechas indican estadios 
prolifera ivos del parásito. 

5.3.4.2. Análisis de la expresión génica 

La expresión relativa de los GHR e IGF se analizó en el 
riñón anterior de peces receptores parasitados y no parasitados, 
normalizándose los resultados con respecto a los valores 
detectados en los peces control. 

La expresión de GHR-I disminuyó significativamente en 
los peces receptores parasitados, pero aumentó 
significativamente en los peces receptores no parasitados (figura 
5.19). En la misma figura se muestra que el patrón de expresión 
de IGF-I fue similar al de GHR-I tanto en peces receptores 
parasitados como en no parasitados. De esta manera, la expresión 
de IGF-I disminuyó significativamente en los peces receptores 
parasitados y aumentó significativamente en los peces receptores 
no parasitados. Por el contrario, tanto el GHR-II como la IGF-II 
no se vieron afectados por la exposición al patógeno en los peces 
parasitados ni en los no parasitados (figura 5.19). 
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Figura 5.19. Efecto de la exposición a E. leei sobre la expresión relativa del GHR-
I, GHR-II, IGF-I e IGF-II en riñón anterior de doradas receptoras parasitadas (A) y 
no parasitadas (B) tras 113 días de exposición. La expresión de cada gen se ha 
normalizado respecto a la expresión de si mismo en los peces control (1 indica que 
no hay cambios de expresión, 2 indica una expresión dos veces mayor y -2 dos 
veces menor). La linea continua indica la mediana y la discontinua la media (n=8). 
Las diferencias con el grupo control se analizaron mediante el test de la t de 
Student (*, P<0,05). 
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5.3.5. Estrés por confinamiento 

5.3.5.1. Marcadores plasmáticos de estrés 

En el modelo de estrés por confinamiento los niveles 
plasmáticos de cortisol y glucosa se analizaron como marcadores 
convencionales de estrés. 

Los niveles de cortisol en los peces control (< 3 ng/ml) no 
variaron significativamente a lo largo de la experiencia (figura 
5.20A). Los peces estresados mostraron un pico de 60 – 70 ng/ml 
tras 1,5 horas de confinamiento, recuperándose los niveles de los 
controles a las 6 horas post-confinamiento. Después de 24 horas 
de confinamiento, los peces estresados mostraron un segundo 
pico de cortisol (~ 70 ng/ml) con una recuperación de los niveles 
basales a las 120 horas post-confinamiento. 
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Figura 5.20. Efecto del estrés por confinamiento sobre los niveles plasmáticos de 
cortisol (A) y glucosa (B) en doradas control (blanco) y estresadas (azul). Los 
valores se representan como la media ± error estándar de 6-8 animales. La línea 
horizontal representa la media de los valores de los peces control. En cada punto 
de muestreo, las diferencias entre controles y estresados se analizaron mediante el 
test de la t de Student (*, P<0,05; **, P<0,01;***, P<0,001). 
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Los niveles plasmáticos de glucosa en los peces control 
no mostraron variaciones significativas en el transcurso de la 
experiencia. En los peces estresados, la glucemia se duplicó a las 
3 horas post-confinamiento, recuperándose los valores basales a 
las 24 horas post-confinamiento (figura 5.20B). 

5.3.5.2. Eje GH-IGF  

Los peces control y estresados ayunaron durante la 
experiencia de estrés por confinamiento y la concentración 
plasmática de GH aumentó significativamente a las 72 y 120 
horas post-confinamiento (figura 5.21A). Este incremento de 
GH estuvo parcialmente enmascarado por el confinamiento, por 
lo que los peces estresados mostraron niveles más bajos en los 2 
últimos puntos de muestreo (72 y 120 horas post-confinamiento). 

En los controles, los niveles más bajos de IGF-I se 
detectaron en el último punto de muestreo (120 horas post-
confinamiento; figura 5.21B). A las 6, 24 y 72 horas post-
confinamiento los niveles de IGF-I fueron significativamente 
más bajos en los peces estresados que en los controles, 
recuperándose los valores control a las 120 horas post-
confinamiento.  

A las 6, 24, 72 y 120 horas post-confinamiento, la 
expresión de GHR-I no se vio afecta por el estrés por 
confinamiento (figura 5.22A). A las 6 horas post-confinamiento, 
el estrés por confinamiento no modificó la expresión hepática de 
GHR-II pero la disminuyó posteriormente (figura 5.22B). Esta 
reducción en el número de transcritos que codifican para el 
GHR-II fue estadísticamente significativa a las 24 y 120 horas 
post-confinamiento.  

La figura 5.23 muestra el efecto del confinamiento sobre 
la expresión hepática de IGF-I e IGF-II. En ambos casos, se 
observó una reducción estadísticamente significativa a las 24 
horas post-confinamiento con una recuperación de los niveles 
basales en los muestreos posteriores, aunque a las 120 horas 
post-confinamiento todavía se detectaron diferencias 
estadísticamente significativas. Estos cambios en la expresión de 
IGF-I (r=0,605 y P<0,05) y la expresión de IGF-II (r=0,514 y 
P<0,05) estuvieron correlacionados con la expresión hepática de 
GHR-I.  
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Figura 5.21. Efecto del estrés por confinamiento sobre los niveles plasmáticos de 
GH (A) e IGF-I (B) en doradas control (blanco) y estresadas (azul). Los valores se 
representan como la media ± error estándar de 6-8 animales. Letras diferentes 
indican diferencias estadísticamente significativas con el tiempo de muestreo en 
los peces control (Student-Newman-Keuls, P<0,05). En cada punto de muestreo, 
las diferencias entre valores de peces control y estresados se analizaron mediante el 
test de la t de Student (*, P<0,05; ***, P<0,001). 

 
 
 

123 



Resultados 

124 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.22. Efecto d el estrés por confin amiento sobre la expresión relativa 
(unidades relativas, UR) de GHR-I (A) y GHR-II (B) en hígado de dorada. En cada 
punto de muestreo, la expr esión génica se ha norma lizado con respecto a los 
valores de los peces control en ese mismo punto (1 indic a que no hay cambios de 
expresión, 2 indica una expresión dos veces mayor y -2 dos veces menor). La línea 
continua indica la mediana y la discon tinua la media (n=8). En cada punto de 
muestreo, las diferencias con el grupo control se analizaron mediante el test de la t 
de Student (*, P<0,05; **, P<0,01). 
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Figura 5.23. Efecto del estrés por confinamiento sobre la expresión relativa 
(unidades relativas, UR) de IGF-I (A) e IGF-II (B) en hígado de dorada. En cada 
punto de muestreo, la expresión génica se ha normalizado respecto a la expresión 
de los peces control en ese mismo punto (1 indica que no hay cambios de 
expresión, 2 indica una expresión dos veces mayor y -2 dos veces menor). La línea 
continua indica la mediana y la discontinua la media (n=8). En cada punto de 
muestreo, las diferencias con el grupo control se han analizado mediante el test de 
la t de Student (*, P<0,05). 
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5.4. Anexo: Resumen de las correlaciones 
A modo de resumen, en la tabla 5.5 se incluyen las 

correlaciones entre los niveles plasmáticos de GH e IGF-I así 
como la expresión de IGF-I, IGF-II, GHR-I y GHR-II en 
diferentes tejidos de doradas de las experiencias de estación, 
edad y estrés por confinamiento. 

 

Tabla 5. 5. Resumen de las correlaciones encontradas en las diferentes experiencias. 
Coeficiente de correlación, r. P valor, P.  

 

Estación  r P 
    

Sangre GH vs. IGF-I 0,68 < 0,001 
    

Hígado GHR-I vs. IGF-I 0,703 <0,05 
 GHR-II vs. IGF-I 0,804 < 0,001 
 GHR-I vs. GHR-II 0,711 < 0,001 
    

Sangre/hígado IGF-I vs. IGF-I1 0,77 < 0,001 
    

Tejido adiposo GHR-I vs. IGF-II 0,528 <0,05 
    

Músculo GHR-I vs. IGF-II 0,479 < 0,001 
    

Edad    
    

Sangre GH vs. IGF-I 0,544 <0,05 
    

Hígado GHR-I vs. IGF-I 0,682 <0,05 
    

Sangre/hígado IGF-I vs. IGF-I1 0,782 < 0,001 
    

Músculo GHR-I vs. IGF-I 0,626 <0,05 
    

Estrés    
    

Hígado GHR-II vs. IGF-I 0,605 <0,05 
 GHR-II vs. IGF-II 0,514 <0,05 
1 Correlación entre IGF-I circulante y expresión hepática de la misma 
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6.1. Duplicación del GHR en el genoma de 
peces 

Los resultados de la presente Tesis Doctoral mostraron la 
presencia de dos genes que codifican para sendos GHR en el 
genoma de peces. Así pues, el GHR-II de trucha presenta un bajo 
nivel de identidad aminoacídica (46 %) con el GHR-I 
previamente descrito en trucha. Sin embargo, esta identidad 
aumenta considerablemente (86 – 97 %) cuando se compara con 
los GHR descritos inicialmente en salmónidos (GHR-II). De 
igual manera, los fragmentos clonados en lubina y dorada 
presentan un mayor grado de identidad con los GHR-II (48 % 
lubina, 60 % dorada) que con los GHR-I (30 % lubina, ~ 40 % 
dorada). Estos resultados se ven apoyados por los análisis 
filogenéticos (figura 5.5) y las predicciones de las bases 
genómicas de fugu y pez cebra. Con posterioridad, la duplicación 
del GHR ha sido confirmada por diferentes autores en otras 
especies de peces como black sea bream, southern catfish y  
tilapia del Nilo (Jiao y cols., 2006), dentón (Bermejo-Nogales y 
cols., 2007), la medaka (Fukamachi y cols., 2005), el mero de 
pintas naranjas (Li y cols., 2007), la tilapia de Mozambique 
(Pierce y cols., 2007) y salmón del Atlántico (Benedet y cols., 
2008). Es más, la duplicación del GHR resulta especialmente 
evidente al realizar un nuevo análisis filogenético con todas las 
secuencias actualmente disponibles (figura 6.1). 

Nuestros resultados también sugieren un silenciamiento 
y/o pérdida genómica del GHR-II en los peces planos. Este 
fenómeno podría estar relacionado con la presencia de formas 
truncadas de GHR-I en estas especies, que al carecer de la mayor 
parte de la región intracelular tendrían una función inhibitoria 
(Calduch-Giner y cols., 2001; Nakao y cols., 2004). Sin 
embargo, esta hipótesis queda descartada tras la reciente 
publicación o deposición en las bases de datos de Genbank de 
secuencias parciales de GHR-II del fletán del Atlántico (Hildahl 
y cols., 2008) y tongue sole (figura 6.2). 
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Figura 6.1. Árbol filogenético de las secuencias aminoacídicas de los GHR 
disponibles en la actualidad (nº de sitios: 1000). La reconstrucción incluye las 
secuencias de tetrápodos y las de PRLR (“outgroup”); se muestra únicamente la 
parte correspondiente a los peces teleósteos. El árbol se ha construido siguiendo el 
método de reconstrucción de Neighbor-Joining con el modelo de corrección de 
Poisson. El soporte de los nodos se ha calculado mediante Bootstrap (1000 
réplicas). 
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Trucha MATSHILFICLVLILTVVSQEPPTSEQALPQIRPQITGCVSHDMNTFRCRWNVG  54
Dorada MAAA--LTLLFCLYILTSSALESASEQVHPQRDPHLTGCVSANMETFRCRWNVG  52
Sole   MVAAGLGSILFLLNIFAVLPVGSASLEDVPQRQPHLIGCVSANMETFHCRWNVG  54
Fletán MAPAAPLAVLVLC-----LHFFTASTQVLPERRPHITGCVSNNMETFRCRWNVG  49
 
 
Trucha TFQNLTEPGDLRMFYYINDTNIS-PKEWSECPNYMADRIDECFFNESYTKVWIT 107
Dorada TLQNLSKPGELRLFYINKLSPLDPPKEWTECPHYSIDRPNECFFNKNHTSVWTP 106
Sole   TFQNLSKPGDLRLYFINKKSPLAPPLDWSECPHYTTDRPNECFFNETYTSVWTY 108
Fletán TFQNLSEPGALRLFYFNKIPSPDSPKNWSECPHYSTERPNECFFNKNHTTVWTI 103
 
                                                                 
Trucha YSVQLRSGDQDNLYDEVIFTVEDIVEPDPPIALNWTLLNVGLTGSHFDIMVSWE 161
Dorada YKVQLRSRDESTLYDENTFTVDAIVQPDPPVDLTWTTLNESLSGTYYDIILSWK 160
Sole   YSVQLRSRDGYVLYDEDFFNVQDIVQPDPPVNLKWMLLNVSVSSSYYDIMVSWK 162
Fletán YSVQLHSADRTVLYDEDLFYVQDIVQPDPAFSLNWTLLNVSSTGTHYDIMLSWK 157
 
                                                                 
Trucha PPHSADVSMGWMTLQYEVQYREVNSTLWRMVNLEKGRQRSLYGLRTNTDHEVRV 215
Dorada PPQSADVAMGWMTLQYEVQYRSASSDLWHAVEPVTVTQRSLFGLKHNVNHEVRV 214
Sole   PPESADVEMGWMTLQYEVQYRDLNAEEWITVDLVKSTHRSLYGLQSSVNHEIRV 216
Fletán PPESADVGMGWMRLQYEVQHRDVNSDLWKASELVLSTHRSLYGLQTNVNHEVRV 211
 
                                                                 
Trucha RCKTLASRNFGEFSDPIVIHIPTKESRFPVTVLLVFAALGLAVILILVIYSQQQ 269
Dorada RCKMLAGKEFGEFSDSIFVHIPAKVSSFPVVALLLFGALCLVAILMLVIISQQE 268
Sole   RCKMLAGKDFGGFGSSIFVHIPSKVSRFPVMGLLIFGALCLVAILMLVLISQQE 270
Fletán RCKMHAAKDFGEFSDSVFVHIPSKVSRFPVVALLIFGALGLAAILMLVLISQQE 265
 
                                             .GHR-2 .
Trucha KLMMILLPPIPGPKIKGIDPELFKKGKLAELTSILGDHPDLRPELYCEDPWVEF 323
Dorada KLMFILLPPVPGPKIRGIDPELLKKGKLRELTSILGGPPNLRPELYNNDPWVEF 322
Sole   KLMFLLLPPVPGPKIKGIDPELLKQGKLRELKSILGGPPDLRPELYNSDPWIEY 324
Fletán KLMFILLPPVPGP----------------------------------------- 278
 
                                                                 
Trucha IELDMEEPNDRLTELDTQCLMDRTPSSDCPPLTIGFGDDDSGRASCCDPDLP-E 376
Dorada IDLDIEEQSDKLTDLDTDCLMHRSLSSNCTPVSIGFRDDDSGRASCCDPDLPSD 376
Sole   IDLDIDKHNDRLSEHDNNFTVDHSVSDNCL---LGFRDDDSGRASCCDPDLPIE 375
Fletán ------------------------------------------------------   -
 
                                                                 
Trucha PEAFPLSNTSPSLEPS-----GASTEASSPVQTPTKGMTLWAVPGREDLYTQVS 425
Dorada PEASPFHPLIPNQTLSKEVSCQTASEPSSPVQSPASGEPPFAALGREAMYTQVS 430
Sole   PEVLNFHPLIPN--LSREL-YSEAFQPCLPIQSLVTEAP----GSDEAMYTQVS 422
Fletán ------------------------------------------------------   -
                                                                 
                                             .GHR-3.             
Trucha EVRPTGEVLLMPEEQSKVEKDAQEKAKE--GKEKEKPRKEFQLLVVNADGGGYT 477
Dorada EVRSSGKVLLSPEEQTEVEKTTGKDTEKDIMAEKEKAKKEFQLLVVNADHGGYT 484
Sole   EVRSSGKVLLSPEDQAEALNPSSQNT---------------------------- 448
Fletán ------------------------------------------------------   -
                                                                 
Trucha TELDAGKMSAKLPTGRGSQPAPTEDSRLVQGQPFGEYQSLYFEAEMPPIPPASP 531
Dorada SELNAGKMSPRLSIGDQSEPGLTGDLSPLPP------ASPYHESDT------TA 526
Sole   ------------------------------------------------------   -
Fletán ------------------------------------------------------   -
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Trucha VSSLLPLSVYTMVEGVDRQNSLLLKPSPPPAPQPVLTKLPLPTPTPEGYLTPDL 585
Dorada VSPLPPAPVYTVVEGVDRQNSLLLTPNSTPAPQLIIPKT---MPTPGGYLTPDL 577
Sole   ------------------------------------------------------   -
Fletán ------------------------------------------------------   -
 
                                                                 
Trucha LGNVTP 591 
Dorada LGSITP 583 
Sole   ------   - 
Fletán ------   - 
 
 

Figura 6.2. Alineamiento de las secuencias aminoacídicas del GHR-II de trucha 
arco iris, dorada, tongue sole y fletán de Atlántico. Aminoácidos idénticos, fondo 
negro. Aminoácidos homólogos, fondo gris. Se indica la posición de los cebadores 
GHR-2 y GHR-3 usados en la secuenciación del GHR-II de dorada, lubina y 
trucha. 

Con independencia del nivel de identidad aminoacídica, 
los GHR de dorada y otras especies de peces presentan 
importantes diferencias en lo que respecta a motivos 
estructurales típicamente conservados en los GHR. En la región 
extracelular, la diferencia más notable es la ausencia de un tercer 
puente disulfuro en el GHR-II. La función de los puentes 
disulfuro intramoleculares es mantener la estructura 
tridimensional de la proteína (Mathews y van Holde, 1998). Por 
tanto, la ausencia de alguno de ellos podría dar lugar a una 
diferente conformación de la región extracelular (figura 6.3) y 
alterar las interacciones ligando-receptor. Estudios de 
mutagénesis-dirigida en el GHR de conejo (van den Eijnden y 
cols., 2006) indican que el primer puente disulfuro es importante 
en la maduración del receptor, mientras que el segundo lo es en 
la unión del ligando. Por el contrario, las mutaciones que 
eliminan el tercer puente disulfuro no afectan de forma aparente 
el proceso de señalización intracelular. 

De esta manera, aunque los GHR de peces puedan 
presentar una diferente conformación tridimensional en su región 
extracelular, la presencia o ausencia del tercer puente disulfuro 
parece no afectar significativamente a su funcionalidad. Así 
pues, el GHR-I de pez rojo (Lee y cols., 2001), el GHR-I de 
black sea bream (Tse y cols., 2003) y el GHR-II del salmón del 
Atlántico (Benedet y cols., 2005) son capaces de estimular la 
proliferación celular y la actividad del promotor Spi 2.1 en 
estudios de cotransfección tras el tratamiento con GH. Trabajos 
posteriores tanto con el GHR-I como con el GHR-II de black sea 
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bream, muestran que el GHR-I es capaz de activar los 
promotores Spi 2.1, -caseina y c-fos; mientras que el GHR-II 
activa el Spi 2.1 y -caseina pero no el c-fos (Jiao y cols., 2006). 

 

 

A 

B C 

Figura 6.3. Estructura del complejo formado por la GH y la región extracelular de 
dos GHR humanos (A) (de Vos y cols., 1992). Representación de la estructura de 
la región extracelular del GHR-I (B) y GHR-II (C) de dorada predicha por el 
Swiss-modelling server (http://swissmodel.expasy.org/SWISS-MODEL.html). 
Amarillo,  residuos de cisteína que forman puentes disulfuro. Púrpura, residuo de 
cisteína que forma puentes disulfuro inter-moleculares. Azul, motivo FGEFS. 
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Los dos receptores de peces conservan los motivos BOX 
1 y BOX 2 y varios residuos de tirosina, de manera similar a su 
homólogo en tetrápodos (Kopchick y Andry, 2000). Como se ha 
comentado en la introducción (apartado 2.2.2), las tirosinas de la 
región intracelular se fosforilan tras la unión de la hormona con 
el receptor sirviendo de punto de anclaje para los componentes 
de la cascada de señalización intracelular (Argetsinger y Carter-
Su, 1996). Estudios de sustitución de estos residuos de tirosina 
por otros de fenilalanina muestran que los residuos 487, 534, 566 
y 627 son necesarios para la activación transcripcional mediada 
por STAT5. Sin embargo, la presencia de uno de ellos es 
suficiente (Hansen y cols., 1996; Wang y cols., 1996). En peces, 
el patrón de residuos de tirosina difiere entre ambos receptores, 
apareciendo unos residuos conservados en ambos receptores y 
otros específicos de cada receptor (figura 2.18). Aunque no 
podemos excluir que exista cierta redundancia en el uso de los 
residuo

 
 

ancestral ancestral ancestral

s de tirosina, este patrón diferencial podría generar 
diferencias en la transmisión de la señal descritas en black sea 
bream (Jiao y cols., 2006). 

La duplicación de genes e incluso de genomas enteros es 
uno de los mecanismos que permiten la incorporación de 
cambios y/o nuevas funciones a través de la evolución de los 
seres vivos (Taylor y cols., 2001; Wagner, 2001). Así, la 
poliploidía es un fenómeno de sobra conocido en peces y se han 
propuesto de 2 a 6 rondas de duplicación genómica (figura 6.4) a 
lo largo de su evolución (Volff, 2005; Zhou y cols., 2002). Los 
salmónidos, entre otras especies, están considerados tetraploides 

Cordado Agnato Gnatostomado

recientes, pudiendo ser éste el origen de las diferentes isoformas
de GHR-II descritas en este orden de teleósteos (Very y cols.,
2005; Benedet y cols., 2005). Sin embargo, la duplicación que 
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Figura 6.4. Esquema de las diferentes rondas de duplicación genómicas sufridas a 
lo largo de la evolución y especiación de los peces. Modificado de Zhou y cols. 
(2002).
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dio lugar a la aparición del GHR-I y GHR-II debió suceder tras 
la separación de los linajes de los condrósteos y los neopterigios 
(ver figura 2.2), ya que se ha detectado la presencia de ambos 
receptores en todos los peces teleósteos, pero no en pez 

elular. El exón 8 codifica 
para la

pulmonado o esturión (Fukamachi y Meyer, 2007), en los que 
aparece un único GHR (figura 6.5). 

 GHR-I

 GHR-II
Teleósteos

 GHR de Esturión

 GHR de pez pulmonado

 GHR de Tetrápodos

 PRLR
100

99
98

96

85
86

95

0.1

Figura 6.5. Árbol filogenético de las secuencias aminoacídicas de los GHR de 
peces teleósteos, esturión, pez pulmonado y tetrápodos junto con las de los PRLR 
(“outgroup”). Las ramas de GHR-I, GHR-II y tetrápodos se han agrupado. El árbol 
se ha construido siguiendo el método de reconstrucción de Neighbor-Joining (nº de 
sitios: 987) con el modelo de corrección de Poisson. El soporte de los nodos se ha 
calculado mediante Bootstrap (1000 réplicas). 

6.2. Organización genómica de los GHR de 
peces 

La estructura del GHR se ha conservado notablemente a 
lo largo de la evolución de los vertebrados. Este hecho se aprecia 
perfectamente al comparar los GHR de dorada y rodaballo con el 
GHR de mamíferos y aves (figura 6.6). De hecho, los GHR-I y 
II de dorada presentan una estricta conservación de los puntos de 
unión entre los diferentes exones (figura 5.7). Esta conservación 
se da también en el GHR-I de rodaballo (Pérez-Sánchez y cols., 
2002) y del falso halibut del Japón (Nakao y cols., 2004) (figura 
6.7). De esta manera, uno o varios exones codifican para la 
5’UTR. El exón 2 codifica para el péptido señal. Los exones 3, 4, 
5, 6 y 7 codifican para la región extrac

 región transmembrana y los exones restantes codifican 
para la región intracelular y la 3’UTR. 
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Una excepción es el GHR-II de bagre del canal (Small y 
cols., 2006). En este GHR aparecen fusionados los exones 5 y 6 
por un lado; y los exones 7, 8 y 9 por otro (figura 6.6 y 6.7).  

 

44 7 8 9 10 10A5 644 7 8 9 10 10A5 6
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(4)

 

 

 

Figura 6.6. Esquema de la organización exón-intrón de los GHR de dorada, 
rodaballo (Pérez-Sánchez y cols., 2002), bagre del canal (Small y cols., 2006), 
pollo y hombre (Edens y Talamantes, 1998). Amarillo, 5’UTR; naranja, péptido 
señal; azul, dominio extracelular; gris, dominio transmembrana; rojo, dominio 
intracelular; verde, 5’UTR La numeración se corresponde con la del gen humano, 
en bagre se indica entre paréntesis. 
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                       EXÓN 2                        
hGHR    M-------------------DLWQLLLTLALAGSSDAFSGSEATAAILS  30
rGHR-I  MAV-SSPSS-------------NILLLLLISSLDWLSTPGLAFVSDRDH  35
dGHR-I  MAVFSSSSSSSSSSSSSSSSTSNLLLLLLVSSLDWLSTRGSVFVMD--H  47
dGHR-II MAAA----------------LTLLFCLYILTSSALESASEQ--------  25
bGHR-II M----------------GIHHSFFICLFLVAAVATEDLPASVQ------  27
                                                             
         (EXÓN 3, h)                   EXÓN 4                
hGHR    RAPWSLQSVNPGLKTNSS-KEPKFTKCRSPERETFSCHWTDEVHHGTKN  78
rGHR-I  TNPS-------------APLEPHFTECISREQETFRCWWSPGTFHNLST  71
dGHR-I  MTSS-------------APVGPHFTECISREQETFRCWWSPGGFHNLSS  83
dGHR-II ---------------VHPQRDPHLTGCVSANMETFRCRWNVGTLQNLSK  59
bGHR-II ---------------AQNKSLPHLTGCYSRDLMTFRCQWDVGSFWNLTE  61
                                                             
                                EXÓN 5                       
hGHR    LGPIQLFYTRRNTQEWT-QEWKECPDYVSAGENSCYFNSSFTSIWIPYC 126
rGHR-I  PGALRVFYFKKESPTSE---WRECPQYIHS-NRECFFDKNHTSIWIPYC 116
dGHR-I  PGALRVFYLKKDSPNSE---WKECPEYSHL-KRECFFDVNHTSVWIPYC 128
dGHR-II PGELRLFYINKLSPLDPPKEWTECPHYSIDRPNECFFNKNHTSVWTPYK 108
bGHR-II LGDLRLFYSLKDSKSDG--TWHNCPSYSTAVKNECYFDTNHTSIWLHYA 108
                                                             
             EXÓN 5                  EXÓN 6 (EXÓN 5, b)      
hGHR    IKLTSNGG---TVDEKCFSVDEIVQPDPPIALNWTLLNVSLTGIHADIQ 172
rGHR-I  MQLRSQN-TTFFNDDDCFTVENIVRPDPPVSLNWTLLNISPSGLSYDVM 164
dGHR-I  MQLRGQNNVTYLDEDYCFTVENIVRPDPPVSLNWTLLNISPSGLSYDVM 177
dGHR-II VQLRSRDESTLYDENTFT-VDAIVQPDPPVDLTWTTLNESLSGTYYDII 156
bGHR-II IQLRSQTN-DVYDEMFFT-VEEIVFPDPPEVLNWTLLSLGPTGLYCDVM 155
                                                             
                  EXÓN 6 (EXÓN 5, b)                         
hGHR    VRWEAP--RNADIQKGWMVLEYELQYKEVNETKWKMMDPILTTSVPVYS 219
rGHR-I  VNWEPP--PSADVRTGWMRIMYEIQYRERNTTKWEALEMQPQSQQTIFG 211
dGHR-I  VNWEPP--PSADVGAGWMRIEYEIQYTERNTTNWEALEMQPHTQQTIYG 224
dGHR-II LSWKPP--QSADVAMGWMTLQYEVQYRSASSDLWHAVEPVTVTQRSLFG 203
bGHR-II VSWDTPPSAADNVKMGWMTLWYETQYSERGSEQWKSLDSGKDTQANIYG 204
                                                             
                    EXÓN 7 (EXÓN 6, b)                       
hGHR    LKVDKEYEVRVRSKQRNSGNYGEFSEVLYVTLPQMSQFTCEEDFYFPWL 268
rGHR-I  LHIGKGYEVHIRCRMQAFTKFGEFSSSIFIHVTEIPSR----ETTFPLA 256
dGHR-I  LQIGKEYEVHIRCRMQAFVKFGEFSDSVFIQVTEIPSQ----DSNFPFK 269
dGHR-II LKHNVNHEVRVRCKMLAGKEFGEFSDSIFVHIPAK-------VSSFPVV 245
bGHR-II LRSNTEYEVRVRSKMRG-YNFGDFGDSIFILVPSK-------GSRIPIT 245
                                                             
          EXÓN 8 (EXÓN 6, b)       EXÓN 9 (EXÓN 6, b)        
hGHR    LIIIFGIFGLTVMLFVFLFSKQQRIKMLILPPVPVPKIKGIDPDLLKEG 317
rGHR-I  VVLVFGIVGILILIMLIIVSQQHRLMMILLPPVPAPKIKGIDPELLKKG 305
dGHR-I  LALIFGVLGILILILLIGISQQPRLMMILLPPVPAPKIKGIDPELLKKG 318
dGHR-II ALLLFGALCLVAILMLVIISQQEKLMFILLPPVPGPKIRGIDPELLKKG 294
bGHR-II AVFILMATAIVIMLILIVVSRKQKLMVILLPPVPGPKIKGIDPLLLQKG 294
                                                             
                         EXÓN 10 (EXÓN 7, b)                 
hGHR    KLEEVNTILAIH-----DSYKPEFHSDDSWVEFIELDIDEPD----EKT 357
rGHR-I  KLDELNLFLSGGGMGGLSTYAPDFYQDEPWVEFIELDTEDADSGEKEDN 354
dGHR-I  KLDELNFILSGGGMGGLSTYAPDFYQDEPWVEFIEVDAEDADAAEKEEN 367
dGHR-II KLRELTSILGGP-----PNLRPELYNNDPWVEFIDLDIEEQS----DKL 334
b
 
 
 
 

GHR-II QLTEFTSVLGAH-----PDLRPELYSNDPWVEFIQVDIDEPT----EMI 334
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                        EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)              
hGHR   

 

 

 

 

 

 

 

 

 EESDTDRLLSSD------HEKSHSN-LGVKDGDSGRTSCCEPDILETDF 399
rGHR-I  QGSDTQRLLALSQPVSHHMNIGCSNAISFPDDDSGRASCYDPDLLDQET 403
dGHR-I  QGSDTQRLLDPPQPVSHHMNTGCANAVSFPDDDSGRASCYDPDLHDQDT 416
dGHR-II TDLDTDCLMHRS-----LSSNCTPVSIGFRDDDSGRASCCDPDLPSDPE 378
bGHR-II EGLDTPLLFDKS-----HVSDSPPTSSGFQDDDSGRASCCDPDLSDHDH 378 
 
                        EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)              
hGHR    NANDIHEGTSEVAQPQRLKGEADLLCLDQKNQNNSPYHDACPATQQPSV 448
rGHR-I  LMLMATLLPGQPE--------------GGEASLDVEEGASASERSKRAL 438
dGHR-I  LMLMATLLPGQPE--------------DGEDSFDVVERAPVIERSERPL 451
dGHR-II ASPFHPLIPNQTL--------------SKEVSCQTASEPSSP------- 406
bGHR-II QDANHPSTSAQDC--------------FHTFIPPENLGSLQP------- 406
                                                             
                        EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)              
hGHR    IQAEKNKPQPLPTEGAESTHQAAHIQLSNPSSLSNIDFYAQVSDITPAG 497
rGHR-I  IQTQTAGPQ----------------------TWVNTDFYAQVSNVMPSG 465
dGHR-I  VQTQTGGPQ----------------------TWLNTDFYAQVSNVMPSG 478
dGHR-II VQSPASGEP-------------------PFAALGREAMYTQVSEVRSSG 436
bGHR-II VVSPAQEP------------------------AWQNSIYSQVAEIMPCG 431
                                                             
                        EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)              
hGHR    SVVLSPGQK---NKAGMSQCDMHPEMVSLCQEN-------------FLM 530
rGHR-I  GVVLSPGQQLRIQESTSATEEEKQKNIKESEDRGDEKKQKELQFQLLLV 514
dGHR-I  GVVLSPGQQLRFQESTSAAEDEAQKKGKGSEDS-EEKTQKELQFQLLVV 526
dGHR-II KVLLSPEEQTEVEKTTGKDTEKDIMAEKEKAKK---------EFQLLVV 476
bGHR-II ETLLFPEQ---------NVTDGCSVQNKAEYKE---------KNPWMMV 462
                                                             
                        EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)              
hGHR    DNAYFCEADAKKCIPVAPHIKVESHIQPSLNQEDIYITTESLTTAAGRP 579
rGHR-I  DPEGSGYATESHARQIGTPPSSPMPGEGYQTILPR--QRRPNPQWIDNQ 561
dGHR-I  DPEGSGYTTESNARQISTPPSTPMPGSGYQTIHPQPVETKPAATAENNQ 575
dGHR-II NADHGGYTSELNAGKMSPRLSIGDQSEPGLTGDLSP---LPPASPYHES 522
bGHR-II TLNERGYSTNEPSSSTANPESESN-STPQQCQNPIA---QPEVTPILSA 507
                                                             
                        EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)              
hGHR    GTGEHVPGSE----MPVPDYTSIHIVQSPQGLILNATALPLP------- 617
rGHR-I  SPYIAPDSPQFQFSAPVSDYTVVQEVDTEHSLLLNPPPHQSTPPCLPQH 610
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dGHR-I  SPYILPDSPQSQFFAPVADYTVVQEVDSQHSLLLNPPPRQSPPPCLPHH 624
dGHR-II DTTAVSPLPP------APVYTVVEGVDRQNSLLLTPNSTPA-----PQL 560
b
 
GHR-II FPILTMPNP--------PVYTMVDGVGWKDSLVLKAS------------ 536
                                                            

 

 

 

                                    EXÓN 10/10A (EXÓN 7, b)  
hGHR    --DKEFLSSCGYVSTDQLNKIMP   638 
rGHR-I  PFKALPAMPVGYITPDLLGHLSP   633 
dGHR-I  PTKALAAMPVGYVTPDLLGNLSP   647 
dGHR-II IIPKTMPTPGGYLTPDLLGSITP   583 
bGHR-II ------KHPGGYLTPDLLDSITPNK 555 

Figura 6.7. Alineamiento de la secuencia aminoacídica del GHR humano (hGHR), 
GHR-I de dorada (dGHR-I) y rodaballo (rGHR-I) y del GHR-II de dorada (dGHR-
II) y bagre del canal (bGHR-II). Los diferentes exones se muestran alternando el 
color de fondo. Dado que no se conoce el corte entre los exones 2 y 4 de rodaballo 
ambos aparecen en blanco. El fondo negro indica que la unión entre ambos exones 
se encuentra en el codón que codifica para ese aa. En la parte superior se indica la 
numeración de los exones en base a las secuencias de dorada, si hay variaciones en 
el hombre (h) o bagre del canal (b) se indica entre paréntesis.  
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Los GHR de aves (Edens y Talamantes, 1998) y peces 
(inclusive dorada) no contienen un exón homólogo al exón 3 del 
GHR humano. Incluso en el hombre, se ha demostrado la 
existencia de isoformas que no contienen este exón. Estas 
isoformas son generadas mediante procesamiento alternativo y 
no causan detrimentos aparentes en el desarrollo postnatal 
(Pantel y cols., 2003). Sin embargo, aparecen diferencias sutiles 
en crecimiento fetal, índices de adiposidad y respuesta al 
tratamiento con GH (Binder y cols., 2008; Seidel y cols., 2003; 
Kratzsch y cols., 2001). Estos datos apuntan a que, sin ser 

 marsupiales y monotremas muestran la 
ausencia de un exón homólogo al 3 (Menzies y cols., 2008). Por 

ack sea 

indispensable, este exón podría modular la acción del GHR en 
humanos. Estudios en

tanto, la inserción de este exón ocurrió en los mamíferos, tras la 
divergencia entre marsupiales y mamíferos placentarios (figura 
6.8). 

El GHR-I de los peces presenta un intrón adicional 
(10/10A) en el extremo C-terminal (figura 2.16 y 6.17) que no 
aparece en el resto de organismos (Pérez-Sánchez y cols., 2002; 
Tse y cols., 2003). Las formas largas descritas en bl

Figura 6.8. Cladograma de la evolución de los tetrápodos. La flecha marca el 
punto en el que se inserta el exón 3 en el GHR, tras la divergencia de los 
marsupiales y los placentarios (euterios).

Reptiles y aves Monotremas Marsupiales Placentarios

Amniotas

Mamíferos

Anfibios

bream son generadas mediante un procesamiento alternativo que 
no elimina este intrón. Este intrón no aparece en el GHR-II 
(figura 5.7, 5.8, 6.7 y 6.8), por lo que se insertó probablemente 
tras la duplicación y divergencia de los GHR de los peces. 

No se han detectado formas alternativas generadas por 
procesamiento alternativo en el GHR-I (Calduch-Giner y cols., 
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2003) ni en el GHR-II de dorada (presente Tesis Doctoral). Así 
pues, además de la forma completa del GHR, únicamente se han 
descrito formas truncadas en peces planos (Calduch-Giner y 
cols., 2001; Hildahl y cols., 2007; Nakao y cols., 2004) y la 
forma larga de black sea bream (Tse y cols., 2003). De todas 
maneras, no podemos descartar la presencia en peces de formas 
solubles (GHBP) generadas mediante procesos proteolíticos, de 
forma similar a lo descrito en mamíferos (Kopchick y Andry, 
2000).  

6.2.1. Sitio de inicio de la transcripción y región 
flanqueante en 5’ 

Los GHR de mamíferos y aves presentan varios exones 
que codifican para las diferentes 5’UTR alternativas. Cada uno 
de estos exones se une al exón 2 mediante procesamiento 
alternativo (Orlovskii y cols., 2004; Edens y Talamantes, 1998; 
Goodyer y cols., 2001). En el hombre, estas variantes aparecen 
agrupadas en dos bloques, una se expresa mayoritariamente en 
hígado y la otra muestra un patrón ubicuo (Goodyer y cols., 
2001; Orlovskii y cols., 2004). Esta organización parece estar 
conservada en el resto de mamíferos (figura 6.9), aunque el 
número de variantes descritas varía entre especies (ver el 
apartado 2.2.2.2). Así pues, la 5’UTR de expresión ubicua – V2 
de humanos (Pekhletsky y cols., 1992), L2 de ratón (Southard y 
cols., 1995), GHR2 de rata (Domene y cols., 1995) y 1B de 
rumiantes (Adams, 1995; Heap y cols., 1996) – contiene un 
consenso CCAAT y una secuencia rica en GC (con sitios de 
u  
c  
d  
c  
rumiantes (Adams y cols., 1990; Heap y cols., 1996) – presenta 

nión para Sp1) en el promotor (Goodyer y cols., 2001; Moffat y
ols., 2000). Por otra parte, la 5’UTR específica de hígado – V1
e humanos (Pekhletsky y cols., 1992), L1 de ratón (Southard y
ols., 1995), GHR1 de rata (Domene y cols., 1995) y 1A de

un consenso TATA funcional (Goodyer y cols., 2001). 

Esta estructura tan compleja contrasta con la de dorada, 
dos genes con un único sitio de inicio de la transcripción cada 
uno. Tampoco aparecen consensos TATA cerca del sitio de 
inicio de la transcripción en ninguno de los dos GHR de dorada. 
Sin embargo, aparecen secuencias similares al Inr, tal y como se 
ha descrito para la 5’UTR ubicua en el GHR 
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bovino, ovino y de ratón (Jiang y cols., 2000). El Inr es un 
elemento funcionalmente similar al consenso TATA que 
contiene el sitio de inicio de la transcripción (Smale, 1997). Por 
consiguiente, parece que el inicio de la transcripción del GHR 
está marcado en mamíferos y peces por secuencias similares al 
Inr, inicialmente subestimadas en el genoma de los metazoos 
(Gross y Oelgeschläger, 20

Figura 6.9. Esquema de las variantes de 5’UTR en diferentes mamíferos separadas 
según pertenecen al bloque de expresión ubicuo o hepático. Las regiones que 
muestran una alta homología con las 5’UTR humanas y no se han descrito como 
variantes aparecen marcadas con una H. Se indican los sitios de inicio de la 
transcripción con una flecha. Modificado de Goodyer y cols. (2001). 
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06). El Inr suele ir asociado con el 
DPE (figura 6.10) y los GHR de dorada no son una excepción. 
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Es má

Figura

s, según Smale y Kadonaga (2003) ambos elementos 
dirigen el inicio de la transcripción sin la necesidad de un 
consenso TATA. 

Los promotores que no contienen un consenso TATA 
suelen presentar consensos CCAAT. Los CCAAT aparecen en 
cualquier orientación entre las posiciones – 60 y – 80 del sitio de 
inicio de la transcripción. Además, están conservados entre 
especies (Mantovani, 1999). Los CCAAT normalmente están 
rodeados de otros elementos importantes para la actividad del 
promotor (como Sp1, Wrig

 6.10. Esquema de algunos de los elementos que contribuyen a la 
transcripción basal de los promotores. Los consensos TATA o Inr pueden 
funcionar en ausencia de cualquiera de los otros tres, sin embargo el consenso DPE 
necesita la presencia de un Inr. El consenso BRE, asociado con el TATA, funciona 
como represor transcripcional. Modificado de Smale y Kadonaga (2003).

ht y cols., 1995) y su interacción es 
necesaria (Mantovani, 1999). La presencia de zonas ricas en GC 
(sitios de unión de factores como Sp1) también es común en este 
tipo de promotores. Así, se han identificado tanto sitios CCAAT 
como Sp1 funcionales en los promotores de las variantes ubicuas 
del GHR de mamíferos (Goodyer y cols., 2001). También se ha 
descrito la presencia de sitios de unión funcionales del factor 
ZBP-89 en el promotor de la variante 1A bovina (Xu y cols., 
2006). En la presente Tesis Doctoral también se muestra la 
presencia de un consenso CCAAT y una zona rica en GC (con 
posibles sitios de unión para los factores Sp1 y ZBP-89) en la 
región flanqueante en 5’ del GHR-I de dorada (figura 5.9). La 
presencia de estos elementos sugiere que el control de su 
transcripción puede estar mediado por mecanismos similares a 
los descritos en mamíferos. 
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La diferente organización genómica de peces y 
mamíferos no es exclusiva del GHR. Un ejemplo bien estudiado 
es el factor de transcripción asociado a microftalmia (MITF). 
MITF presenta varias isoformas en mamíferos y aves. Estas 
isoformas se generan a partir de un único gen a través del uso de 
promotores alternativos. Por el contrario, en pez cebra y fugu 
aparecen dos genes que se corresponden con cada una de las 
isoformas de mamíferos y aves. Ambas isoformas son necesarias 
en peces para desarrollar la función de MITF (Lister y cols., 
2001; Altschmied y cols., 2002). De hecho, la evolución de estos 
genes sigue el modelo de subfuncionalización; según el cual tras 

as 
ales, siendo ambos necesarios (Lynch y Force, 

una duplicación génica cada gen resultante retiene parte de l
funciones origin
2000). 

La gran cantidad de factores encontrados en la región 
flanqueante del GHR-I y II de dorada (tabla 5.3) refleja el 
carácter pleiotrópico de la GH. Así, la GH, además de regular el 
crecimiento, está implicada en: a) la respueta inmune de dorada 
(Calduch-Giner y cols., 1997) y otras especies (Harris y Bird, 
2000; Yada y Nakanishi, 2002); b) el desarrollo (Wargelius y 
cols., 2005); c) la hematopoyesis (Calduch-Giner y cols., 1995), 
y procesos tumorales (Yakar y cols., 2005). Es de reseñar la 
mayor densidad de posibles sitios de unión de factores de 
transcripción en el GHR-I, lo que sugiere mecanismos de 
regulación más complejos. 

De cualquier forma, en el GHR-II de dorada aparecen una 
serie de elementos (AP y CRE) que no están presentes en el 
GHR-I. Estos factores están relacionados con la respuesta al 
estrés. El consenso CRE interactúa con la familia de factores 
ATF/CREB (Hai y Hartman, 2001), todos ellos factores 
relacionados con la respuesta al estrés (Hai y cols., 1999; 
Andrisani, 1999; Harding y cols., 2003). De hecho, el factor 
ATF3 se ha descrito como un represor transcripcional ligado a la 
respuesta hepática al estrés (Allen-Jennings y cols., 2002). AP-1 
y AP-4 pueden actuar como represores transcripcionales (Abate 
y cols., 1991; Glahder y cols., 2003) y su actividad se ve 
regulada por los glucocorticoides (Rogatsky y cols., 2001; 
Tsujimoto y cols., 2005) y el balance redox (Prabhakar, 2001; 
Kim y cols., 2002).  
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El GHR-II de bagre del canal también presenta varios 
sitios CRE y AP en su región flanqueante en 5’. La presencia de 
este conjunto de elementos reguladores en el GHR-II de dorada y 
bagre d

s 
planos 

niveles circulantes de IGF-I están relacionados en éste y otros 

el canal sugiere una regulación específica de este receptor 
en situaciones de estrés. Sin embargo, pueden existir diferencias 
en los mecanismos moleculares que regulan el inicio de la 
transcripción del GHR-II en ambas especies, ya que a) la 
posición de los factores AP y CRE no está conservada, b) el 
GHR-II de bagre del canal no contiene la asociación de 
consensos Inr-DPE y c) la organización exón-intrón es diferente. 

6.3. Regulación transcripcional de los GHR 
de dorada 

Modelo de acción compensatoria. Tanto en mamíferos 
como en peces, el hígado es el órgano diana más importante de la 
GH y la fuente principal de IGF-I plasmática (acción endocrina). 
Por consiguiente, no es de extrañar que el hígado presente una 
mayor cantidad de transcritos de GHR tal y como muestran los 
resultados de la presente Tesis Doctoral (figura 5.11) y otros ya 
publicados en dorada (Calduch-Giner y cols., 2003), anguila 
(Ozaki y cols., 2006), medaka (Fukamachi y cols., 2005), otros 
perciformes (Kajimura y cols., 2004; Jiao y cols., 2006), pece

(Calduch-Giner y cols., 2001; Nakao y cols., 2004), 
salmónidos (Fukada y cols., 2004; Very y cols., 2005), ciprínidos 
(Lee y cols., 2001) y silúridos (Small y cols., 2006). 

De acuerdo con ello, nuestros modelos experimentales de  
estación y edad mostraron como variaciones en las tasas de 
crecimiento van acompañados de cambios en los niveles 
circulantes de IGF-I (figura 5.12 y 5.15), de forma similar a lo 
ya descrito en lubina (Vega-Rubín de Celis y cols., 2004) y bagre 
del canal (Silverstein y cols., 2000; Li y cols., 2006). Asimismo, 
los niveles plasmáticos de IGF-I están positivamente 
correlacionados con las tasas de crecimiento de la perca gigante 
y del salmón del Atlántico (Dyer y cols., 2004). De hecho, el 
efecto de las señales estacionales y nutricionales sobre los 
niveles circulantes de IGF-I es bien conocido en salmónidos 
(Dickhoff y cols., 1997; Larsen y cols., 2001; Nordgarden y 
cols., 2005). Esta asociación también se da en dorada. Así, los 
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estudios previos con cambios estacionales (Mingarro y cols., 
2002) y dietarios (Gómez-Requeni y cols., 2003; 2004; 
Benedi

recimiento post-natal. Así, ratones con una 
deleció

 (Vong y cols., 
2003), 

to-Palos y cols., 2007) de las tasas de crecimiento. 

De nuestros resultados (experiencias de estación y edad) 
también se deduce que la IGF-I circulante está altamente 
correlacionada con los niveles de mensajeros hepáticos de IGF-I 
(tabla 5.5), de manera similar a lo descrito en hybrid striped 
bass (Picha y cols., 2008) y dorada (Calduch-Giner y cols., 
2003). Como era de esperar, al comparar el hígado con otros 
tejidos periféricos también se puso de relieve la mayor expresión 
de IGF-I a nivel hepático (figura 5.14 y 5.17). Ello está en 
consonancia con los patrones de expresión previamente 
publicados en dorada (Pérez-Sánchez y cols., 2002; Duguay y 
cols., 1996) y otras especies de peces (Biga y cols., 2004; 
Caelers y cols., 2004; Patruno y cols., 2006; Vong y cols., 2003). 
Asimismo, es importante reseñar la correlación existente a nivel 
hepático entre la expresión de IGF-I y GHR-I con los cambios 
asociados a la estación y la edad (tabla 5.5). Por el contrario, el 
GHR-II no varió su expresión a nivel hepático con la edad 
(figura 5.16D), y aunque lo hizo con la estación (figura 5.13D), 
los cambios fisiológicos en la expresión hepática de IGF-I e IGF-
II parecen mayoritariamente regulados en dorada por el GHR-I. 

En mamíferos, la producción hepática de IGF-I parece no 
ser esencial para el c

n específica de la IGF-I hepática muestran un crecimiento 
normal, debido a la acción compensatoria de la IGF-I 
extrahepática (acción autocrina/paracrina) (Le Roith y cols., 
2001a; 2001b). Es más, la función de la IGF-I en ratones 
knockout no se compensa con una sobreexpresión de IGF-II 
(Moerth y cols., 2007), aunque ambas IGF son capaces de 
estimular el crecimiento al inyectarse en juveniles de tilapia 
(Chen y cols., 2000). De hecho, aunque no se detecta en tejidos 
adultos de ratones y ratas (Rotwein, 1991), la IGF-II se expresa 
en humanos y gran variedad de peces como carpa

trucha arco iris (Chauvigné y cols., 2003), tilapia (Caelers 
y cols., 2004), bagre del canal (Peterson y cols., 2004) y dorada 
(Duguay y cols., 1996). En todo caso, es mayoritariamente 
aceptado que la expresión relativa de IGF-I es mayor en hígado 
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que en tejidos extrahepáticos, al contrario de lo que acontece con 
la IGF-II. 

En el caso que nos ocupa, la expresión de IGF-I en tejido 
adiposo y músculo no mostró variaciones significativas con la 
estación, aunque sí lo hizo la IGF-II que mostró un máximo en 
enero (figura 5.14). La edad también aumentó la expresión 
muscular de ambas IGF, aunque sólo lo hizo de manera 
significativa la IGF-I (figura 5.17). En base a ello, podemos 
suponer que este incremento global en la expresión extrahepática 
de IGF compensó, al menos en parte, la reducción con la edad y 
la estación fría de la actividad hepática del eje GH/IGF. Este 
efecto compensatorio sería similar al descrito previamente en 
ratones con una deleción específica de la IGF-I hepática. En la 
misma línea, familias de bagre del canal con altas tasas de 
crecimiento presentan una elevada expresión muscular de IGF-II 
(Peterson y cols., 2004). Además, en trucha arco iris (Chauvigné 
y cols., 2003) y lubina (Terova y cols., 2007), el crecimiento 
compen

rente a los modelos de acción compensatoria y 
reparadora, también se han descrito en peces, y más 
concretamente en dorada, diferentes estados de resistencia a la 
acción anabólica de la GH. Entre ellos cabe destacar las 
alteraciones hormonales asociadas al ayuno (Pérez-Sánchez y 

satorio asociado a experimentos de ayuno-realimentación 
también parece estar mediado por un incremento de la expresión 
muscular de IGF. En estos dos últimos trabajos no se midió la 
expresión de los GHR, pero de nuestros estudios se deduce que 
el aumento de la expresión de IGF extrahepática estuvo 
condicionado, en gran parte, por cambios en la expresión del 
GHR-I (tabla 5.5).  

Por el contrario, la activación del GHR-II a nivel 
muscular durante el periodo invernal (figura 5.13) y el ayuno 
estival (figura 5.11) sugiere un papel en la reparación y/o 
supervivencia tisular no mediado por IGF. Aunque el modelo 
experimental no es comparable, es de resaltar que la expresión 
del GHR de rata se activa a nivel muscular como un mecanismo 
de protección en modelos de atrofia muscular (Casse y cols., 
2003). En todo caso, a diferencia de lo que podría pasar en peces, 
esta acción reparadora de la GH requiere la presencia de 
receptores intactos de IGF-I (Kim y cols., 2005). 

F



Discusión 

147 

cols., 1994) y al uso de fuentes alternativas de proteínas en la 
dieta (Gómez-Requeni y cols., 2004). En primera instancia, ello 
es el resultado de una menor expresión de IGF y GHR a nivel 
hepático, tal y como se ha puesto de relieve con la experiencia de 
ayuno de la presente Tesis Doctoral (figura 5.11). En 
salmónidos, el ayuno también afecta drásticamente a la 
producción hepática de IGF-I (Gabillard y cols., 2006; Norbeck 
y cols., 2007). El sistema somatotrópico de la trucha también se 
ve com rometido con la sustitución de las harinas de pescado, 
pero en este caso las alteraciones observadas inciden 
especialmente sobre la actividad de las IGFBP presentes en el 
torrente circulatorio (Gómez-Requeni y cols., 2005). Por 
consiguiente, como tantas veces se ha sugerido en otros sistemas 
biológicos, las alteraciones que puedan darse a nivel de sistema 
somatotrópico son especie-dependientes dado la gran 
heterogeneidad que presentan los teleósteos y los peces en 
general

Recientemente, también se ha puesto de relieve en dorada 
una compleja regulación del sistema somatotrópico con la 
sustitución del aceite de pescado por aceites vegetales (Benedito-
Palos y cols., 2007). De acuerdo con ello, las carencias en ácidos 
grasos esenciales como resultado de la sustitución total del aceite 
de pescado van acompañadas de una reducción en la expresión 
de IGF a nivel hepático y muscular. Por el contrario, una 
sustitución parcial del 66% co
e  
v  
n  
I  
e , 
q
que los aceites vegetales, estos ef pensatorios corren a 
cargo de la IGF-II muscular con independencia de cambios 
transcripcionales en los GHR (ver figura 6.11).  

p

. 

mportó una reducción en la 
xpresión hepática del GHR-I y la IGF-I, que aparentemente se
io compensada por un aumento de la expresión del GHR-II que
o estuvo acompañada de cambios en la expresión de IGF-I o
GF-II. Sin embargo, cuando los requerimientos en ácidos grasos
senciales están de sobra cubiertos por aceites de origen marino
ue a su vez contienen niveles más altos de biocontaminantes 

ectos com

 

 

 

 



Discusión 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

148 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.11. Modelo del balance entre acción sistémica y acción compensatoria 
local. El crecimiento se ve afectado cuando la disminución de la producción 
hepática de IGF-I (acción sistémica) no se ve compensada a nivel local (dieta VO). 
En los peces alimentados con la dieta FO esta disminución se ve compensada por 
la acción de la IGF-II a nivel local mientras que en los peces alimentados con la 
dieta 66VO esta acción compensatoria la realiza el GHR-II. El grupo 33VO es el 
valor de referencia al poseer esta dieta niveles bajos de biocontaminantes, a la vez 
que cubre sobradamente los requerimientos en ácidos grasos esenciales. 
Modificado de Benedito-Palos y cols. (2007). 
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Respuesta inmune. La primera barrera del sistema inmune 
de los peces está formada por los epitelios (piel, branquias e 
intestino) y el mucus que segregan. El mucus contiene agentes 
antibacterianos como lisozima, lectinas y proteasas. Una vez que 
los patógenos atraviesan esta barrera se desencadenan dos 
respuestas, innata y adaptativa. La respuesta innata reconoce 
genéricamente al patógeno y previene su dispersión. La respuesta 
adaptativa reconoce específicamente los antígenos de la 
superficie celular del patógeno. La infección es eliminada 
mediante la síntesis de anticuerpos específicos y linfocitos 
citotóxicos. Esta respuesta genera memoria de forma que en una 
segunda exposición el sistema inmune reaccionaría más 
rápidam nte. Hay que destacar que, en animales ectotermos 
como los peces, el tiempo de respuesta varía significativamente 
en función de la temperatura ambiental. Por consiguiente, la 
respues a innata es de especial importancia en este tipo de 
organismos (Yada y Nakanishi, 2002). 

ombatir exitosamente o no una infección depende en 
gran m dida de la proliferación de las células del sistema 
inmune. Por lo tanto, este sistema puede considerarse, en cierto 
modo, un modelo particular de crecimiento. Estudios pioneros 
llevados a cabo por el grupo de Nutrición y Endocrinología del 
Crecim ostraron la presencia de 
sitios de unión de la GH en riñón anterior de dorada (Calduch-
Giner y cols., 1995), el equivalente a la médula ósea de los 
mamíferos. Los sitios de unión fueron apreciables en 
mieloblastos, mielocitos, eosinófilos y neutrófilos inmaduros 
además de monocitos y linfocitos (figura 6.12). Es más, la GH 
estimuló el crecimiento de leucocitos aislados de riñón anterior 
d  
d  
m  
in
r osee un 
papel claramente inmuno-estimulador en dorada, que también ha 
sido descrito en otras especies de peces (Yada, 2007). 

e

t

C
e

iento de Peces del IATS dem

e dorada (Calduch-Giner y cols., 1995). Así, macrófagos de
orada tratados con GH (Calduch-Giner y cols., 1997) mostraron
ayor activación, tamaño y actividad fagocítica, asociada a un
cremento del número de lamelipodios (a su vez más 

amificados, figura 6.13). En consecuencia, la GH p
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Figura 6.12. Marcaje (membrana citoplasmática) con GH biotinilada de sus sitios 
de unión específicos en extensiones de riñón anterior de dorada. A, mieloblastos 
(cabeza de flecha) y eosinófilos inmaduros (e). B, mielocito (cabeza de flecha) y 
eosinófilo maduro no teñido (e). C, neutrófilo inmaduro (cabeza de flecha). D, 
monocito (cabeza de flecha). E, linfocito pequeño (cabeza de flecha). F, linfocito 
grande (cabeza de flecha). Modificado de Calduch-Giner y cols. (1995). 
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Para analizar más detalladamente la relación entre el eje 
somatotrópico y el sistema inmune se llevó a cabo en esta Tesis 
Doctoral una infección experimental, usando E. leei como 
modelo infeccioso (apartado 4.10.4). El método de transmisión 
por efluente (figura 4.17) es suficientemente efectivo y 
consistente (asegura la suficiente presión de infección) para 
asegurar el contacto del parásito con todos los peces receptores 
de una manera homogénea y continua (Sitjà-Bobadilla y cols., 
2007). A

amiento con GH en cultivos primarios de macrófagos 
 dorada. A, tamaño de las células de cultivos tratados 

(gris) y sin tratar (blanco). Fotografías de microscopio electrónico de barrido de 
macrófagos tr ). Modificado de Calduch-Giner y cols. 
(1997). 

atados (B) y no tratados (C

 pesar de ello, al final del periodo de exposición (113 
días, tabla 5.4 y figura 5.18), se identificaron tres grupos 
experimentales: a) peces control (peces no expuestos al efluente 
contaminado), b) peces expuestos y no parasitados y c) peces 
expuestos y parasitados. 
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Tomando como referencia los peces control, la expresión 
relativa del GHR-I y la IGF-I en el riñón anterior de los peces 
expuestos mostró un patrón opuesto en base a progresión 
(expuestos y parasitados) o no (expuestos y no parasitados) de la 
enfermedad (figura 5.19). Así, la expresión del GHR-I y de la 
IGF-I aumentó significativamente en los peces aparentemente 
resistentes a la enfermedad (expuestos y no parasitados). Si 
tenemos en cuenta el efecto estimulador de la  IGF-I sobre el 
crecimiento de los leucocitos de riñón anterior de dorada 
(Calduch-Giner y cols., 1995), ello sugiere una mayor capacidad 
o ventaja selectiva de estos animales  para combatir la infección. 
Por el contrario, la expresión relativa del GHR-I y de la IGF-I 
disminuyó en los peces parasitados. En esta misma línea, el 
efecto inmuno-depresor del estradiol comporta en tilapia una 
disminución de la expresión de IGF en riñón anterior y  bazo 
(Shved y cols., 2009). 

En contra de lo expuesto anteriormente, la expresión del 
GHR-I

stema inmune, la reproducción y el crecimiento 
(Pickering, 1993; Van Weerd y Komen, 1998). De ahí, que en la 
presente Tesis Doctoral se haya hecho especial hincapié en la 
regulación de eje somatotrópico por el estrés por confinamiento, 
de acuerdo con el modelo experimental planteado en el apartado 
4.10.5. 

l eje hipotalámico – hipofisareo – interrenal (HPI) juega 
un papel clave en la regulación de la respuesta al estrés, siendo la 
glucosa y el cortisol los efectores últimos de este sistema (figura 

I y la IGF-II no varió con la exposición al parásito, tanto 
en los peces parasitados como en los no parasitados. En 
consecuencia, este es un nuevo caso de regulación diferencial del 
GHR-I y GHR-II de dorada, según el cual la expresión de IGF-I 
volvería a estar mayoritariamente mediada por los cambios de 
expresión del GHR-I. 

 

Estrés por confinamiento. En acuicultura, como en otras 
prácticas de producción animal, se tiende a incrementar la 
densidad de cultivo para aumentar la rentabilidad de la 
explotación. Sin embargo, esta práctica puede tener efectos 
negativos, dada la acción perniciosa del estrés por confinamiento 
sobre el si

E
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6.14). Por consiguiente, no es de extrañar que los niveles 
circulantes de cortisol y glucosa sean considerados marcadores 
clásicos de estrés en peces y vertebrados superiores (Barton y 
Iwama, 1991; Wendelaar Bonga, 1997). En nuestro caso, la 
concentración plasmática de cortisol en los peces control estuvo 
dentro de los niveles óptimos descritos para peces (Pickering y 
Pottinger, 1989). Es más, la respuesta del cortisol y la glucosa 
frente al estrés por confinamiento (figura 5.20) se correspondió 
con los datos disponibles para esta especie  (Sangiao-Alvarellos 
y cols., 2005; Ortuno y cols., 2001). En concreto, la 
concentración del cortisol (60 – 70 ng/ml) alcanzó los valores 
esperados en animales confinados a una densidad de 
aproxim damente 120 kg/m3 (figura 6.15); mientras que en la 
bibliografía se han registrado valores de 15 – 20 ng/ml a 26 – 30 
kg/m3 (Barton y cols., 2005; Rotllant y cols., 2000), 40 ng/ml a 
70 kg/m3 (Sangiao-Alvarellos y cols., 2005) y 178 ng/ml a 200 
kg/m3 (Rotllant y cols., 2001). 

on independencia que la intensidad respuesta sea 
proporcional a la intensidad del estímulo, los niveles circulantes 
de cortisol en los animales estresados mostraron un carácter 
bimodal (figura 5.20A). Resultados similares han sido descritos 
en esta misma especie por Arends y cols. (1999). Estos autores 
atribuyen el primer pico de cortisol a una rápida activación del 
eje HPI, que desembocaría en un agotamiento y/o una 
retroalimentación negativa del mismo. Por el contrario, el 
segundo pico se considera ACTH independiente. Si asumimos 
esta hipótesis de trabajo, ello explicaría que el primer pico de 
cortisol (1,5 – 3 horas de confinamiento) fuese coincidente con el 
pico de glucemia; mientras que el segundo pico de cortisol (24 – 
72 horas) coincidió con la recuperación de los niveles basales de 
glucem .  
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Figura 6.14. Eje hipotalámico – hipofisario – interrenal (HPI). ACTH, hormona 
corticotropa; MSH, hormona estimulante de melanoforos; -END, -endorfina. 
Modificado de Wendelaar Bonga (1997). 
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De forma paralela al desarrollo de esta Tesis Doctoral, 
también se midió la expresión hepática de la mortalina (GRP75), 
el citocromo P450 1A1 (CYP1A1) y el factor de necrosis 
tumoral  (TNF) como marcadores moleculares de estrés 
oxidativo y equilibrio redox (ver documento anexo, Saera-Vila y 
cols., 2009). 

La GRP75 es un miembro de la familia de proteínas de 
respuesta al choque térmico (HSP). Las HSP están implicadas en 
la eliminación de las proteínas desnaturalizadas en situaciones de 
estrés (Kaul y cols., 2007). La GRP75 mitocondrial y su 
homologo en levaduras (SSC1p) realizan funciones constitutivas 
y son esenciales para la vida (Craig y cols., 1989; Kaul y cols., 
2007). En peces la GRP75 está poco estudiada, pero
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Figura 6.15. Representación de los valores máximos de cortisol (ng/ml) frente a la 
densidad de cultivo (kg/m3). Datos de los trabajos citados en el texto y del presente 
trabajo.  

 peces cebra 
con una mutación en la misma muestran serios problemas 
sanguíneos (Craven y cols., 2005). Además, su expresión se 
activa a nivel hepático en modelos toxicogenómicos de pez cebra 
(Lam y cols., 2006) y en experiencias de confinamiento a corto 
(120 Kg/m3, 24 horas) y largo plazo (45-50 Kg/m3, tres semanas) 
de dorada (Bermejo-Nogales y cols., 2008). Comparativamente 
con la dorada, la GRP75 también muestra una mayor expresión 
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en dentón, otro espárido de potencial interés para la acuicultura 
mediterránea pero con un comportamiento agónico en 
condiciones de cultivo estándar (Bermejo-Nogales y cols., 2007). 
Por tan o, si tenemos en cuenta esta información previa, la 
GRP75 es un buen biomarcador de estrés, y su rápida respuesta 
tras el confinamiento de los animales (figura 6.16A), sería 
indicativo de una respuesta adaptativa a corto plazo, 
posiblemente seguida de un restablecimiento del equilibrio redox 
a las 120 horas. Esta idea está en consonancia con una menor 
expresión hepática de la CYP1A1 y TNF(figura 6.16B y C) 
que se mantuvo hasta el último punto de muestreo. 

l TNF es una citoquina con un demostrado papel en la 
producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) en 
hepatocitos y otros tipos celulares (Yang y cols., 2007). Es más, 
el estrés disminuye su expresión hepática en ratas (Connor y 
cols., 2005) y aumenta la del TNF decoy receptor (receptor de 
función inhibitoria) en trucha (Momoda y cols., 2007). El 
CYP1A1 es una enzima clave en los procesos de detoxificación 
de com tos endógenos y exógenos (van der Oost y cols., 
2003). Sin embargo, estas reacciones generan radicales libres 
como subproducto, los cuales pueden llegar a dañar seriamente 
los diferentes componentes celulares. Este estado de alto riesgo 
de daño oxidativo puede llegar a reprimir la actividad del 
CYP1A1 (Barouki y Morel, 2001). De ahí que, en ambientes con 
una alta carga de biocontaminantes, peces con una baja expresión 
hepática de CYP1A1 pueden presentar una ventaja adaptativa 
(Bello y cols., 2001; Nacci y cols., 2002). Resultados similares 
se han descrito en mamíferos (Qin y Meng, 2005), por lo que 
éste parece ser un mecanismo de defensa altamente conservado a 
lo largo de la evolución. En este sentido, la baja expresión de 
CYP1A1 en el hígado de dentón debe interpretarse como parte 
de la respuesta fisiológica del animal para una mejor adaptación 
a

t

E

pues

 un medio hostil (Bermejo-Nogales y cols., 2007). 
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Figura 6.16. Diagrama de cajas de la expresión relativa (unidades relativas, UR) 
de GRP75 (A), TNF (B) y CYP1A1 (C) en hígado de doradas sometidas a estrés 
por confin
expresi

amiento. La expresión en cada punto se ha normalizado respecto a la 
ón de los peces control en ese mismo punto (1 indica que no hay cambios, 2 

indica una expresión dos veces mayor y -2 dos veces menor). La línea continua 
dentro de la caja indica la mediana y la discontinua la media (n=8). En cada punto, 
las diferencias con el grupo control se han analizado mediante el test de la t de 
Student (*, P<0,05; **, P<0,01; ***, P<0,001). Modificado de Saera-Vila y cols. 
(2009). 



Discusión 

158 

En este escenario de respuestas adaptativas de GRP75, 
TNF, CYP1A1 y marcadores clásicos de estrés (cortisol y 
glucosa), se procedió a analizar los efectos del confinamiento 
sobre el eje hepático GH/IGF. El efecto del estrés sobre la GH se 
ha descrito en un amplio abanico de especies de peces (Deane y 
Woo, 2009). A modo de resumen, los niveles circulantes de GH 
dismin

isma tendencia se intuye en los peces 
confina

uyen con el confinamiento en trucha arco iris (Pickering y 
cols., 1991), salmón del Atlántico (Wilkinson y cols., 2006), 
tilapia del Nilo (Auperin y cols., 1997) y dorada (Rotllant y cols., 
2000; 2001). Por el contrario, es bien sabido que la 
desensibilización hepática en respuesta al ayuno comporta una 
menor producción de IGF-I, que en última instancia desemboca 
en un incremento de la GH circulante, como consecuencia de una 
menor retroalimentación negativa por parte de la IGF-I sobre la 
síntesis y liberación de GH hipofisarea (Pérez-Sánchez y cols., 
1992; 1995). 

Dado que el estrés por si mismo inhibe la ingesta, en 
nuestro modelo experimental optamos por mantener los animales 
ayunados a lo largo del periodo experimental de 5 días. Si 
tenemos en cuenta que la experiencia se llevó a cabo a finales de 
otoño con una ingesta voluntaria de alimento próxima a la ración 
de mantenimiento, esta privación de alimento debe entenderse 
como un factor de escasa incidencia fisiológica. En todo caso, 
supone un mal menor ya que en sentido estricto, si se hubiese 
optado por alimentar a los peces se tendría que haber diseñado 
un modelo de “pair-fed” con las dificultades asociadas al mismo, 
al ser extremadamente difícil una cuantificación real de la 
ingesta en peces confinados. Teniendo en cuenta todo lo anterior, 
no es de extrañar que la GH circulante en los peces del grupo 
control mostrase un incremento progresivo propio de un estado 
ayuno (figura 5.21). La m

dos. No obstante, este incremento fue menor que en los 
controles, lo que se puede interpretar como un efecto 
enmascarador del estrés por confinamiento. 

El confinamiento afectó tanto a la expresión hepática de 
IGF-I e IGF-II (figura 5.23) como a sus niveles plasmáticos 
(figura 5.21). Es más, al igual que en los modelos 
experimentales descritos anteriormente, los niveles circulantes de 
IGF-I volvieron a reflejar la expresión hepática de la misma. Es 
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de suponer una relación similar para la IGF-II, aunque no ello 
pudo ser confirmado experimentalmente dada la inexistencia de 
un ensayo específico para medir la IGF-II circulante de dorada. 
En todo caso, la asunción de una reducción en los niveles 
circulantes de IGF-II está de acuerdo con los trabajos llevados a 
cabo en el salmón del Atlántico (Wilkinson y cols., 2006).  

as inter-específicas, aunque también puede ser 
indicativo de un diferente diseño experimental, en donde la 
anoxia prime sobre el efecto del confinamiento de per se. De ello 
se deduce la necesidad de una mejor estandarización de los retos 
específicos de estrés. En todo caso, parece evidente que no hay 
un modelo único de respuesta, tal y como se deduce de 
experiencias in vivo e in vitro, en las que se contem fecto 
del cortisol sobre la expresión de los GHR. Jiao y cols. (2006) 
observaron que la expresión hepática del GHR-I aumenta en 
black sea bream al inyectar cortisol. Hepatocitos de trucha 
tratados con dexametasona presentaron incrementos en la 
expresión de GHR-II (Pierce y cols., 2005). Small y cols. (2006) 
describieron una disminución en la expresión hepática de GHR-
II en individuos de bagre del canal alimentados con cortisol 
durante 4 semanas. 

on independencia de estas aparentes contrad
idea de consenso es que la respuesta del GHR-I y GHR-II es 
diferente ante un estado de estrés. En el caso concreto de la 
dorada, ello está en consonancia con la diferente organización de 
la region flanquante en 5’ de GHR-I y GHR-II. Como ya se ha 
comentando anteriormente (apartado 6.2.1), el promotor del 
GHR-II es rico en elementos reguladores (CRE y AP) 
r  

De nuestros resultados también se deduce que el estrés 
por confinamiento reduce en dorada la expresión hepática de los 
receptores de GH. Esta respuesta fue persistente en el tiempo, 
pero fue una vez más de carácter diferencial y afectó sólo al 
GHR-II, mientras que el GHR-I no mostró en ningún tiempo de 
muestreo cambios significativos a nivel trasncripcional (figura 
5.22). Por el momento, no se han abordado estudios similares en 
otras especies de peces. Es más, un estudio reciente en tilapia, 
con un único punto de muestreo, revela un resultado opuesto al 
descrito por nosotros (Uchida y cols., 2009). Posiblemente ello 
indica diferenci

pla el e

icciones, la C

elacionados con la respuesta al estrés (figura 5.10). Es más,
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 nosotros mismos hemos retomado las secuencias del 
GHR-II de bagre del canal también hemos observado una 
importante concentración de estos elementos reguladores en la 
región 5’ flanqueante. Esta circunstancia contribuiría a explicar 
que tanto en dorada como en bagre del canal (Small y cols., 
2006) el GHR-II respondiese a una situación de estrés. 

Teniendo en cuenta todo lo expuesto anteriormente, el 
GHR-I aparece como el receptor que tiene un papel clave en la 
regulación del crecimiento y las IGF en función de la estación, la 
edad y el estado nutricional e inmuno-patológico. Por el 
contrario, el GHR-II presenta una función dual preservando la 
viabilidad tisular a nivel muscular y limitando el crecimiento y la 
producción de IGF en condiciones de estrés (figura 6.17). De 
todos modos, no se puede excluir cierta redundancia funcional 
entre ambos receptores, de manera similar a lo descrito para el 
receptor de secretagogos de GH en black sea bream (Chan y 
Cheng, 2004).  
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Otra cuestión es la especificidad o promiscuidad de los 
receptores de la GH. Hay evidencias experimentales de que el 
GHR-I de salmónidos es capaz de unirse a la SL con una 
finidad mayor que la mostrada por la GH (Fukada y cols., 
005); mientras que el GHR-II se une específicamente a la GH 

(Fukada y cols., 2004). Por el contrario, ensayos de transfección 
en black sea bream sugieren que ambos receptores son 
específicos de la GH (Jiao y cols., 2006). En anguila, los 
receptores de la GH también parecen ser exclusivos (Ozaki y 
cols., 2006). Otros peces primitivos como el esturión y pez 
pulmonado parecen tener un receptor promiscuo que 
interaccionaría tanto con la GH como con la SL (Fukamachi y 
Meyer, 2007). De acuerdo con todo ello, la hipótesis más 
plausible es que la forma ancestral del GHR sería un receptor 
promiscuo, que se habría duplicado y conservado en los actuales 
teleósteos siguiendo el modelo de subfuncionalización. Así, el 
GHR-I conservaría esta promiscuidad ancestral, mientras que el 
GHR-II habría evolucionado como un receptor específico de GH 
(figura 6.18A). Aun así, en condiciones fisiológicas, resulta 
poco probable que exista una competencia real de todos y cada 
uno de los miembros de la familia GH/PRL por un determinado 
receptor. Ello está avalado por estudios in vivo en dorada, en los 
que se ha demostrado una clara secuencia temporal en los ritmos 
circanuales de la GH, la PRL y la SL (Mingarro y cols., 2002; 
Pérez-Sánchez y cols., 2002). Este modelo asum co de 
primavera-verano de la GH estimula la inges el crecimiento 
estival, b) el pico de la PRL promueve la deposición grasa 
durante la segunda mitad del verano y c) el pico otoñal de la SL 
promueve el disparo de la pubertad una vez alcanzado un tamaño 
y

 
c teracción hormona-receptor, 
estamos hablando de 3 llaves y 3 cerraduras. La llave PRL 
abriría únicamente la cerradura PRLR. La llave GH sería algo así 
como una llave maestra que abre las cerraduras GHR-I y GHR-
II. La llave SL también abriría la cerradura GHR-I, pero no 
existiría posibilidad de confusiones ya que cada llave se usa en 
épocas diferentes. Este símil también sirve para ilustrar como 
aunque una llave (la SL) entre o encaje en una cerradura (el 

a
2

e: a) el pi
ta y 

 adiposidad críticos (figura 6.18B).  

A modo de corolario, si pensamos en una llave y una
erradura como ejemplo de la in
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ctivar el receptor y desencadenar una señalización intracelular). (a
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Figura 6.18. A, modelo evolutivo del receptor ancestral de la GH y la SL. 
Modificado de Fukamachi y Meller (2007). B, representación de los ritmos 
circanuales de la GH, la PRL y la SL y el receptor con el que interacciona. 
Modificado de Pérez-Sánchez y cols. (2002). 
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PRIMERA: En dorada, trucha y lubina se ha demostrado la 
presencia de dos GHR que se habrían adquirido por duplicación 
genómica en los primeros ancestros de los peces teleósteos. 

SEGUNDA: El GHR-I de trucha y dorada mantiene los rasgos 
structurales propios del GHR de tetrápodos, mientras que el 
HR-II ha perdido el tercer par de cisteínas extracelulares y 
resenta un patrón característico de tirosinas intracelulares. 

ERCERA: La organización exón-intrón del GHR-I y GHR-II 
e dorada está altamente conservada a lo largo de la evolución de 

los vertebrados y presenta 9/10 exones.  

CUARTA: No se han detectado isoformas de los GHR de 
dorada generadas por procesamiento alternativo del ARNm. 

QUINTA: Los GHR de dorada presentan un único sitio de inicio 
de transcripción que apunta a un proceso de evolución por 
subfuncionalización. 

SEXTA: El sitio de inicio de la transcripción del GHR-I y  
GHR-II de dorada está marcado por los consensos Inr-DPE. 

SÉPTIMA: La gran variedad de sitios potenciales de regulación 
presentes en la región flanqueante del GHR-I y GHR-II de 
dorada está en consonancia con la acción pleiotrópica de la GH. 

OCTAVA: El hígado es el órgano diana por excelencia de la GH 
y los cambios en la concentración de IGF-I circulante son fiel 
reflejo de la expresión de IGF-I a nivel hepático. 

NOVENA: En los modelos de estación, edad e infección la 
expresión del GHR-I está altamente correlacionada con los 
cambios de expresión de IGF-I e IGF-II. 

DÉCIMA: En el modelo de estrés por confinamiento, la 
disminución de la expresión hepática de la IGF-I e IGF-II es fiel 
reflejo de los cambios en la expresión hepática del GHR-II. 

UNDÉCIMA: El papel clave del GHR-II en el modelo de estrés 
por confinamiento está en consonancia con la presencia de sitios 
AP y CRE en su región flanqueante. 
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DUODÉCIMA: El modelo propuesto aboga por una regulación 
diferencial de los GHR de dorada, aunque no se puede excluir un 
cierto solapamiento funcional con independencia de que estos 
receptores sean promiscuos o específicos de la GH. 
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Abstract

Nucleotide sequences encoding for functional growth hormone receptors (GHR) are now available in salmonids (coho and masu
salmon) and other Wsh orders. Several authors have hypothesized a divergent evolution of salmonid GHRs, but the recent Wnding
that a trout cDNA is related to non-salmonid (GHR type I) rather than to salmonid GHRs (GHR type II) points out a possible
duplication of actively transcribed GHR genes. To address this issue, we search by RT-PCR for GHR type II in trout, gilthead sea
bream, European sea bass, and turbot. Both in trout and gilthead sea bream, a cDNA sequence with all the characteristic features of
masu and coho salmon GHRs (GHR type II) was found. Similarly, in European sea bass, a cDNA encoding for the intracellular
domain of GHR type II was reported. No positive results were found in turbot, but searches in genome databases of fugu and
zebraWsh identiWed DNA sequences with a signiWcant similarity to Wsh GHR type I and II, which are more related each other than to
GHRs of tetrapods. Gene organization is, however, highly conserved through the evolution of vertebrates, and eight exons homolo-
gous to exons 2 and 4–10 of mammals were found in Wsh GHRs. Transcriptional regulation of GHR type I and II was also addressed
by means of real-time PCR assays in gilthead sea bream. In liver and adipose tissue, GHR type I was the most abundant transcript,
but the expression of GHR type I and II was practically equal in skeletal muscle. Both in liver and adipose tissue, the two GHRs were
down-regulated by fasting. In skeletal muscle, the expression of GHR type I remained unaltered in fasted Wsh, whereas a 2- to 3-fold
increase was found for GHR type II. All this provides suitable evidence for a tissue-speciWc regulation of Wsh GHRs, but further
research is needed to determine whether these duplicated genes are evolved in a new or redundant fashion.
©  2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Growth hormone receptor; Gene duplication; Genomic organization; Transcriptional regulation; Rainbow trout; Gilthead sea bream;
European sea bass; Turbot

1. Introduction

Growth hormone (GH) plays a central role as a plu-
ripotent endocrine regulator of physiological functions
in Wsh and higher vertebrates, working through speciWc
cell membrane receptors (GHR) that trigger a phosphor-
ylation cascade for signaling and gene expression events

(Behncken and Waters, 1999; Zhu et al., 2001). The
nucleotide sequence of GHR is now available for mam-
mals, birds, reptiles, and Xenopus, being included this
receptor in the Class I cytokine receptor superfamily, a
group of single membrane-spanning receptors which
comprises among others prolactin, leptin, granulocyte
colony stimulating factor, erythropoietin, and thrombo-
poietin receptors (Kopchick and Andry, 2000). Since the
initial cloning and sequence of turbot (Scophthalmus

maximus) (Calduch-Giner et al., 2001) and goldWsh (Car-

assius auratus) GHRs (Lee et al., 2001), other Wsh GHRs
* Corresponding author. Fax: +964 319509.
E-mail address: jperez@iats.csic.es (J. Pérez-Sánchez).
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have been characterized in gilthead sea bream (Sparus

aurata) (Calduch-Giner et al., 2003), black sea bream
(Acanthopagrus schlegeli) (Tse et al., 2003), Japanese
Xounder (Paralichthys olivaceus, GenBank NCBI Acces-
sion No. AB058418), grass carp (Ctenopharyngodon

idella, Accession No. AY283778), southern catWsh (Silu-

rus meridionalis, Accession No. AY336104), masu
salmon (Oncorhynchus masou, Accession No.
AB071216), and coho salmon (Oncorhynchus kisutch,
Accession Nos. AF403539 and AF403540).

Genomic organization of turbot and gilthead sea
bream GHRs has also been elucidated (Pérez-Sánchez et
al., 2002), and it reveals a high conservation of exon–
intron junctions through the evolution of vertebrate spe-
cies despite the occurrence of an exclusive Wsh intron (10/
10A) at the C-terminus. This intron is not alternatively
spliced in black sea bream, and this Wsh shares a longer
GHR isoform with a 31 amino acid insertion that does
not alter the open reading frame. Transcripts encoding
for truncated membrane-anchored forms have been
reported in turbot (Calduch-Giner et al., 2001) and Japa-
nese Xounder (Accession No. AB110989). In these Xat-
Wsh, the truncated GHR comprises extracellular and
transmembrane domains, the Wrst 28 amino acids of the
intracellular domain and a divergence sequence of 21–26
amino acids before a stop codon is reached, which is the
result of the lack of the alternative splicing of intron 9/10
(Pérez-Sánchez et al., 2002).

Amino acid alignment of full-length GHRs reveals a
relative high degree of identity (35–40%) among tetra-
pods and non-salmonid Wsh with a strict conservation of
the FGEFS ligand-binding domain, extracellular cys-
teine residues, Box 1 and Box 2 domains, and cytoplas-
mic tyrosine residues. Nevertheless, amino acid identity
among GHRs of tetrapods and salmonids (masu and
coho salmon) decreases up to 27–34% with a lack of
three conserved cytoplasmic tyrosine residues (Y1, Y3,
and Y6) and two extracellular cysteines (C5, C6)
involved in a short disulphide link (Fuh et al., 1990). Sev-
eral authors have postulated a divergent evolution of
salmonid GHRs. However, recently, we have cloned and
sequenced a nutritionally regulated GHR in rainbow
tout (Oncorhynchus mykiss), which is related to GHRs of
non-salmonid Wsh (GHR type I) rather than to GHRs of
salmonids (GHR type II) (Gómez-Requeni et al., 2004a).
In this scenario, we have postulated that more than one
GHR gene is maintained by selection through the radia-
tion of teleosts, and the aim of this work was to search
for GHR type II in Wsh species with a transcribed GHR
type I: rainbow trout, turbot, and two perciform Wsh of
the Sparidae (gilthead sea bream) and Moronidae
(European sea bass, Dicentrarchus labrax) family. The
study was completed by searches for sequence similarity
to Wsh GHR type I and II in genome databases of
human, Xenopus, zebraWsh (Danio rerio), and fugu (Taki-

fugu rubripes). Additionally, in gilthead sea bream, geno-

mic organization and tissue-speciWc regulation of GHR
type II was addressed in comparison to data found for
GHR type I.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Juvenile Wsh of trout, gilthead sea bream, European
sea bass, and turbot were fed with Wsh meal-based diets
and grown up under natural photoperiod and tempera-
ture conditions. Sampled Wsh were killed by decapitation
under anesthesia (3-aminobenzoic acid ethyl ester,
100 mg/L), and tissue samples were quickly frozen in liq-
uid nitrogen and stored at ¡80 °C until analysis.

2.2. RNA extraction

Total RNA from liver, adipose tissue, and skeletal
muscle (white muscle) were extracted by the acid guanid-
inium thiocyanate–phenol–chloroform method (Chom-
czynski and Sacchi, 1987). Polyadenylated RNA was
isolated from total RNA with Poly-ATracts (Promega,
Madison, WI). Quantity and purity of isolated RNA
were determined by absorbance measures at 260 and
280 nm, and its integrity was tested by electrophoresis in
formaldehyde-agarose gels.

2.3. Cloning and sequence of GHRs

After DNase I treatment, 2 �g of total RNA was
reverse transcribed with 200 U Superscript II (Life Tech-
nologies, Gaithersburg, MD), using oligo(dT)17 as
anchor primer. Reactions without reverse transcriptase
were included as negative controls. The resulting prod-
uct was treated with RNase H (2 units) prior to PCR
ampliWcation. Degenerated primers (GHR-1, GHR-2,
GHR-3, and GHR-4) were designed on the basis of
available sequences of masu and coho salmon GHR type
II. GHR-1 (forward, 5�-ACCARCAGCRWTWTACA
ACTTGCT-3�) is located few nucleotides upstream the
translation start; GHR-2 (forward, 5�-GGACYTGAG
GCCAGASYTGTAC-3�) is located in Box 2; GHR-3
(reverse, 5�-TCACCACYAGNAGCTGRAACTCYT
T-3�) is located 360 nucleotides upstream the stop
codon; and GHR-4 (reverse, 5�-GCAATAGCATAGTC
YCTACACCT-3�) is located few nucleotides down-
stream the stop codon. PCR ampliWcation was made
with 2 �l of liver RT reactions in a total volume of 50�l
and 2.5 U of Platinum Taq DNA polymerase (Life Tech-
nologies). Thirty-Wve cycles were carried out with dena-
turation at 94 °C for 45 s, annealing at 55 °C for 60 s, and
extension at 72 °C for 90 s. The combination of assayed
primers was GHR-1/GHR-3, GHR-2/GHR-3, and
GHR-2/GHR-4. AmpliWed cDNAs were gel-extracted
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(QIAquick, Qiagen, Hilden, Germany) and sequenced by
the deoxy chain termination method (ABI PRISM
dRhodamine terminator cycle sequencing kit, Perkin–
Elmer, Wellesley, MA).

In gilthead sea bream, rapid ampliWcation of the 3�
end was performed with 2 �g of total liver RNA, DNase
treated and reverse transcribed with oligo(dT)30 coupled
to an anchor sequence (Clontech, Palo Alto, CA).
AmpliWcation was done with a speciWc forward primer
(GHR-5: 5�-CGACCCTGAAGCATCGCCTTTCCAT
CC-3�), and a reverse primer that corresponds to the
anchor sequence. This PCR consisted of 30 cycles of
1 min at 94 °C, 2 min at 62 °C, and 3 min at 72 °C. A
nested PCR (35 cycles of 45 s at 94 °C, 60 s at 60 °C, and
90 s at 72 °C) was then performed with the forward
primer GHR-6 (5�-GAAGTGTCGTGCCAGACCGCC
AGCGAG-3�) and 1 �l of the Wrst reaction. PCR prod-
ucts were puriWed and sequenced as above.

Rapid ampliWcation of the 5� end of gilthead sea
bream GHR type II was made according to manufac-
turer’s instructions (Life Technologies). Reverse tran-
scription of 200 ng of gilthead sea bream liver mRNA
was performed with a speciWc reverse primer (GHR-7:
5�-GAACTCCTTCTTTGCTTTC-3�). After RNase H
treatment, cDNA was puriWed (GlassMAX Spin Car-
tridge column Wltration), and treated with terminal
deoxynucleotidyl transferase and dCTP (60 min at 4 °C)
to add an oligo(dC) tail at the 5� end. A PCR ampliWca-
tion of 35 cycles was performed (1 min at 94 °C, 2 min at
57 °C, and 3 min at 72 °C) with an universal primer con-
taining a poly(dG) sequence, and a speciWc oligonucleo-
tide (GHR-8: 5�-GCTTGGCTCGCTGGCGGTCTGG
CAC-3�) as a reverse primer. All PCR products were
puriWed and sequenced as above.

2.4. Sequence alignment and phylogenetic analysis

Proteins encoded by sequenced cDNAs were tested
for the presence of signal peptidase cleavage sites at the
PSORT Prediction Server (http://psort.nibb.ac.jp/). Puta-
tive transmembrane regions were predicted with HMM-
TOP v 2.0 (http://www.enzim.hu/hmmtop) (Tusnády and
Simon, 2001). Potential N-linked glycosylation sites were
determined with the Gene Runner v 3.02 software (Has-
tings Software, Hastings, NY). Protein sequence align-
ments were made by means of ClustalX software
(Thompson et al., 1994). Phylogenetic comparison of
protein sequences was carried out with MEGA 2.1 soft-
ware (Kumar et al., 2001).

2.5. Genomic organization

Blood was extracted from caudal vessels, and geno-
mic DNA was isolated with the High Pure PCR Tem-
plate Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany).
Isolated DNA was quantiWed by absorbance measures

at 260 and 280 nm, and its integrity was tested by aga-
rose gel electrophoresis. PCR primers to assess genomic
organization of GHR type II were Wrst designed (Table
1) on the basis of the known intron/exon junctions of
gilthead sea bream and turbot GHR type I (Pérez-Sán-
chez et al., 2002). PCR ampliWcation was performed with
100 ng of genomic DNA (35 cycles, 1 min at 94 °C, 2 min
at 55–57 °C, and 3 min at 72 °C), and the resulting frag-
ments were puriWed and sequenced as above.

Upstream the exon 5, no speciWc PCR products were
obtained, and four GenomeWalker libraries were con-
structed by means of the Universal GenomeWalker kit
(BD Biosciences, Palo Alto, CA). BrieXy, 2.5�g of geno-
mic DNA was digested with DraI, EcoRV, PvuII, or
StuI. The digested DNA was extracted, precipitated, and
synthetic GenomeWalker adaptors were ligated to the
genomic DNA fragments using T4 DNA ligase. Based
on the cDNA sequence, two nested antisense primers
were designed for each upstream genome walk. With two
additional nested primers for adaptor sequences, PCRs
were performed for 35 cycles (30 s at 94 °C, 30 s at 57 °C,
and 5 min at 72 °C). The ampliWed fragments were puri-
Wed and sequenced as above.

For comparative purposes, genome databases of
human, Xenopus, fugu, and zebraWsh were searched at
http://www.ensembl.org for sequence similarity to Wsh
GHR type I and II.

2.6. Real-time PCRs

Measurements of GHR type I and II were made in
liver, adipose tissue, and skeletal muscle of gilthead sea
bream by means of real-time PCR (SYBR Green I),
using �-actin as housekeeping gene. Primers for GHR
type I and �-actin were made as described elsewhere
(Calduch-Giner et al., 2003). SpeciWc primers of GHR
type II (forward: 5�-GAGTGAACCCGGCCTGACA
G-3�; reverse: 5�-GCGGTGGTATCTGATTCATGG

Table 1
Forward (f) and reverse (r) primers for PCR mapping (exon–intron
organization) of gilthead sea bream GHR type II

Primer cDNA
position

gGHR-1f 5�-GACCGAGTGTCCTCACTACAGCATC 240–264
gGHR-2r 5�-TGGACCTCATACTGTAGCGTCATCC 536–512
gGHR-3f 5�-GACCTGACCTGGACAACACTGAATG 412–436
gGHR-4r 5�-GGGATGTGGACGAATATGGAGTCG 707–684
gGHR-5f 5�-TTTGGACTTAAACACAACGTCAATCACG 604–631
gGHR-6r 5�-AACATCAGGATGGCCACTAAACACAAG 782–756
gGHR-7f 5�-CGAGTTTCCCGGTGGTGGCTC 719–739
gGHR-8r 5�-TGGGTCCCGGAACAGGAGG 844–826
gGHR-9f 5�-CTTTTGCCTCCTGTTCCGGG 820–839
gGHR-10r 5�-GAGTGCAGTTGGAGGACAGGGA 1057–1036
gGHR-11f 5�-AAGCTGAGAGAGTTGACATCCATCTTGG 883–910
gGHR-12r 5�-GGTCTGGCACGACACTTCCTTG 1197–1176
gGHR-13f 5�-CGACCCTGAAGCATCGCCTTTC 1125–1146
gGHR-14r 5�-CTGACATTCGACGCTCAACAGG 1860–1839
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T-3�) ampliWed a speciWc 75 bp amplicon between 1503
and 1577 nt positions (intracellular domain).

Total RNA (2�g) was extracted, treated with DNase I,
and reverse transcribed with oligo(dT) as above. PCR
ampliWcation and analysis were performed on an iCycler
IQ Real-time Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA).
The Wnal volume of PCRs was 25�l, using IQ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad) and speciWc primers at a Wnal
concentration of 0.3–0.9�M. The real-time PCR protocol
consisted of 10 min at 95 °C followed by 40 cycles of 15 s
at 95 °C and 1 min at 60 °C. Standard curves were gener-
ated by ampliWcation of serial dilutions of known quanti-
ties of recombinant plasmids for each gene of interest.
The dynamic range of standard curves spanned Wve
orders of magnitude, and the amount of product in a par-
ticular sample was determined by interpolation of the
cycle threshold value. Reactions were performed in tripli-
cate, and threshold cycle numbers were averaged. For
each particular gene, the eYciency of the PCR (91–98%)
was the same for serial dilutions of standards and RT
reactions. Agarose gel electrophoresis demonstrated a
single band of expected size, and all ampliWed products
showed a single melting peak on real-time PCR.

2.7. Physiological regulation

Forty two-year-old males of gilthead sea bream
(560 g) were randomly allocated in duplicate tanks. Fish
were fed to visual satiety for one month acclimation
period under natural photoperiod and temperature con-
ditions. At mid-summer, one group continued to be fed,
whereas the other group of Wsh was fasted for two weeks
with a 5% of loss of body weight. After this fasting
period, tissue samples were excised from eight individu-
als of each group to assess GHR expression.

2.8. Statistics

Data were analyzed by one-way analysis of variance,
followed by Student–Newman–Keuls test (P < 0.05) with
the statistical SPSS 11.0 program (SPSS, Chicago, IL).

3. Results

3.1. Sequence analysis and phylogeny

All combinations of degenerated primers, designed on
the basis of masu and coho salmon GHRs (GHR type
II), generated single DNA fragments of expected size in
liver, adipose tissue, and skeletal muscle of rainbow
trout. Fragments were overlapping each other, and the
resulting cDNA sequence comprises an open reading
frame of 591 amino acids, with a putative signal peptide
of 20 amino acids in length, followed by a 224 amino
acid extracellular domain with Wve potential N-linked

glycosylation sites, Wve cysteine residues, and the charac-
teristic GHR ligand-binding motif FGEFS. A hydro-
phobic motif of 20 amino acids in length
(transmembrane domain) and a cytoplasmatic region,
containing eight tyrosine residues and Box 1 and Box 2
domains, were also found (Fig. 1).

No success was found in turbot with degenerated
primers based on masu and coho salmon GHRs. In gilt-
head sea bream and European sea bass, one combina-
tion of primers (GHR-2 and GHR-3) yielded a single
PCR product of 456 bp (Accession No. for European sea
bass AY642116). In gilthead sea bream, this sequence
was completed by means of 5� and 3� RACE assays, and
the resulting PCR product codes for an open reading
frame of 583 amino acids with a 17 amino acid signal
peptide, Wve extracellular cysteine residues, three poten-
tial N-linked glycosylation sites, a 25 amino acid trans-
membrane domain, and a 3� UTR longer than 240
nucleotides (Fig. 2).

The alignment of deduced amino acid sequences of
Wsh GHR type II (trout, gilthead sea bream, masu
salmon, and coho salmon) is shown in Fig. 3. All
sequences share the characteristic binding motif FGEFS,
and cytoplasmic Box 1 and Box 2 domains, but they lack
one pair of extracellular cysteines (C5, C6) and three
conserved intracellular tyrosines (Y1, Y3, and Y6). One
or three additional intracellular tyrosines were found in
gilthead sea bream (Y6�) and salmonids (Y0, Y6�, and
Y6�), respectively.

As shown in phylogenetic analysis (Fig. 4), GHR type
I and II are put in two separate nodes according to the
present hierarchy of Wsh. However, these two Wsh GHRs
are more related each other than to GHRs of tetrapods,
which are all them (GHRs of Wsh and higher vertebrates)
put in the same cluster when prolactin receptors
(PRLRs) are included as outgroup.

3.2. Genomic organization

The analyzed genomic sequence of gilthead sea bream
extended more than 8 kb and covers seven diVerent
exons of GHR type II, homologous to exons 4–10 of the
human GHR gene (Fig. 5). Exons 4–7 code for the extra-
cellular domain, exon 8 codes for the transmembrane
domain, and exons 9–10 code for intracellular and 3�
UTR domains, with a lack of the exclusive Wsh intron
(10/10A) of GHR type I. All intron–exon boundary
sequences conform to the GT-AG rule, and surrounding
nucleotides closely relate to consensus sequences found
near spliced junctions.

Searches in genome databases of tetrapods had no
success for GHR type II, but signiWcant sequence simi-
larities were found for Wsh GHR type I and II in the
Ensembl genome databases of fugu [Prediction tran-
scripts for GHR type I (Q90Z56 and NM 010284) and
type II (SINFRUT00000144203)] and zebraWsh [GHR
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type I (ENSDART00000018886 and ENSDART0000
0021837) and type II (ENSDART00000002231)].

3.3. Tissue-speciWc regulation by fasting

As shown in Fig. 6, the expression of GHR type I in
liver and adipose tissue of growing gilthead sea bream (fed
Wsh) was 2- to 3-fold higher than that of GHR type II. By
contrast, the expression of GHR type I and II was
practically equal in the skeletal muscle of fed Wsh. Both in

liver and adipose tissue, the expression of GHR type I and
II was 2- to 3-fold reduced by fasting. In skeletal muscle,
fasting did not alter the expression of GHR type I whereas
a 2- to 3-fold increase was found for GHR type II.

4. Discussion

The new characterized rainbow trout GHR only
shares a 46% amino acid identity with the previously

Fig. 1. Schematic representation of RT-PCR strategy for rainbow trout GHR type II. Nucleotides and deduced amino acids are positively numbered
for the Wrst base encoding the initiation methionine. Putative signal peptide is underlined. Extracellular cysteines and cytoplasmic tyrosines are boxed
and numbered according to human GHR gene. Non-conserved intracellular tyrosine residues in GHR type I are boxed in gray squares. Potential N-
glycosylation sites are double underlined. Transmembrane region is squared in an open rectangle. Accession number to GenBank: AY573600.
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reported GHR of rainbow trout (GHR type I), but this
identity increases up to 86–97% when comparisons are
made with masu and coho salmon GHRs (GHR type II).
Further, as in coho and masu salmon, rainbow trout
GHR type II conserves the binding FGEFS motif, and
cytoplasmic Box 1 and Box 2 domains, but it lacks one

pair of extracellular cysteines (C5, C6) and three intra-
cellular tyrosines (Y1, Y3, and Y6) already conserved in
Wsh GHR type I and GHRs of tetrapods. The impaired
cysteine (C7) that serves to form a disulWde linkage dur-
ing receptor dimerization (Zhang et al., 1999) is retained
in all Wsh GHRs upstream instead of downstream the

Fig. 2. Schematic representation of RT-PCR and RACE strategy for gilthead sea bream GHR type II. Nucleotides and deduced amino acids are pos-
itively numbered for the Wrst base encoding the initiation methionine. Putative signal peptide is underlined. Extracellular cysteines and cytoplasmic
tyrosines are boxed and numbered according to human GHR gene. Non-conserved intracellular tyrosine residues in GHR type I are boxed in gray
squares. Potential N-glycosylation sites are double underlined. Transmembrane region is squared in an open rectangle. Accession number to Gen-
Bank: AY573601.
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FGEFS motif. However, three extra intracellular tyro-
sines, two of which (Y0 and Y6�) are characteristic of
salmonids, are only found in Wsh GHR type II. In mam-
mals, it is well known that some intracellular tyrosine
residues are redundant (Hansen et al., 1997), but tyrosine
phosphorylation provides docker sites for signaling mol-
ecules (Wang et al., 1996) and a diVerent tyrosine pattern

may serve to mediate the evolution of Wsh GHRs in a
new and/or complementary fashion, without excluding
that somatolactin, a Wsh member of the GH and PRL
family, could exert its action through dimers or heterodi-
mers of Wsh GHR type II.

It is believed that duplication of genes and entire
genomes are important mechanisms for enabling mor-

Fig. 3. Amino acid alignment of Wsh GHR type II (mature protein). Identical amino acids are marked in black and homologous amino acids in gray.
Extracellular cysteines (C) and cytoplasmic tyrosines (Y) are numbered according to human GHR type I. Non-conserved intracellular tyrosine resi-
dues in GHR type I are boxed in gray squares. Transmembrane domain is underlined (the extra portion of gilthead sea bream transmembrane is dot
underlined). Conserved N-linked glycosylation sites (N-Glycosyl), FGEFS motif, and Box 1 and Box 2 domains are indicated.
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phological and functional innovation in evolution. Thus,
polyploidy has long been recognized in Wsh, and diVerent
genome duplications from two to six rounds have been
proposed for diVerent Wsh lineages (Zhou et al., 2002).
Salmonids, catastomids, and some species of cyprinids
are considered recent tetraploids, but phylogenetic anal-
ysis indicates a high rate of evolution for both GHR
type I and II, which suggests that duplication and radia-
tion of Wsh GHRs took place on an early ancestor of Wsh
lineages. According to this, sequence similarity to GHR

type I and II is found in genome databases of fugu and
zebraWsh. Indeed, nucleotide sequences coding for the
intracellular GHR type II of European sea bass and gilt-
head sea bream are related to salmonid GHR type II
(48–49% amino acid identity) rather than to speciWc
GHR type I (30–28% amino acid identity). Furthermore,
when the partial sequence of gilthead sea bream GHR
type II was completed by means of 5� RACE, the extra-
cellular domain lacks one pair of cysteines (C5 and C6)
and shows three potential N-glycosylation sites that are

Fig. 4. Phylogenetic tree of GHRs and PRLRs made with Mega2 version 2.1 software (Kumar et al., 2001). GenBank accession numbers for GHR of
tetrapods: Human (NM_000163), monkey (U84589), dog (AF133835), pig (X54429), rabbit (AF015252), mouse (NM_010284), rat (NM_017094),
turtle (AF211173), chicken (M74057), pigeon (D84308), and Xenopus (AF193799). Accession numbers for Wsh GHR type I: turbot (AF352396), Jap-
anese Xounder (AB058418), black sea bream (AF502071), gilthead sea bream (AF438176), rainbow trout (AF438178), catWsh (AY336104), goldWsh
(AF293417), and grass carp (AY283778). Accession numbers for Wsh GHR type II: coho 1 (AF403539), masu (AB071216), coho 2 (AF403540), trout
(AY573600), and gilthead sea bream (AY573601). Accession numbers for PRLR of tetrapods and Wsh: human (M31661), monkey (AJ272217), red
deer (X94953), mouse (NM_011169), rat (NM_012630), pigeon (U07694), turkey (L76587), chicken (D13154), triton (AB005045), Xenopus

(AB030443), common carp (AY044448), goldWsh (AF144012), zebraWsh (AY375318), trout (AF229197), Xounder (AB047922), and tilapia (L34783).
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also retained in the consensus sequence of salmonid
GHR type II. Thus, corollary data inferring from
sequence analyses reveal a relative high degree of amino
acid identity (60%) and similarity (68–71%) for GHR

type II (entire mature protein) of gilthead sea bream and
salmonids. These inferred values are similar to those
found for GH and GHR type I (trout vs gilthead sea
bream), which is in accordance with the principle of

Fig. 5. Diagrammatic representation of gene organization: human GHR (Accession No. AH002706), gilthead sea bream GHR type I (Accession Nos.
AY69980 and AY69981), gilthead sea bream GHR type II (Accession Nos. AY69982–AY69985). Amino acid alignment and alternate exons of GHR
type I and II are shown by changing background color. Amino acid residue overlap is shown by a black background. Identical (¤) and homologous
(.) amino acids are noted on the consensus sequence.
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co-evolution and functionality for the ligand and its
receptor(s).

Analysis of genomic DNA sequences provides addi-
tional support for the duplication and radiation of
duplicated GHR genes in the Wsh genome of most Wsh
species. Thus, seven exons homologous to exons 4–10 of
the human GHR gene have been identiWed herein in the
gilthead sea bream GHR type II. Similarly, seven exons
homologous to exon 2 and exons 4–9 of human GHR
gene have been reported in gilthead sea bream and tur-
bot GHR type I (see Pérez-Sánchez et al., 2002). In this
case, however, an exclusive Wsh intron (10/10A) not
alternatively spliced in black sea bream has been found
within exon 10 of XatWsh and sparidae Wsh. At the early
stage of divergent evolution, when the function of dupli-
cated genes is redundant, the silencing or loss of one of
the gene copies can easily occur, but our RT-PCR
approach shows that at least in trout, European sea bass,
and gilthead sea bream two GHR genes are actively
transcribed. In turbot, the lack of success for the PCR
ampliWcation of GHR type II might reXect changes in
DNA sequence. However, in this and perhaps other Xat-
Wsh species, we cannot exclude that the appearance of
truncated variants of GHR type I (Calduch-Giner et al.,
2001; Pérez-Sánchez et al., 2002) might allow the silenc-
ing or genomic loss of GHR type II.

Binding studies with transfected cells and recombi-
nantly derived GHRs indicate that GH speciWcally binds
to Wsh GHR type I (Lee et al., 2001; Tse et al., 2003) and II
(Fukada et al., 2004). However, changes on the extracellu-
lar GHR domain, including a diVerent pattern of N-glyco-
sylation and disulphide bonds, can be perceived as a
diVerent physical interaction of the ligand with its recep-
tor. This is consistent with the observation that a genetic
polymorphism of human GHR, coding for the lack of
exon 3 (few amino acids at the N-terminus), enhances the
transduction of GH signaling, which is of relevance in
pharmacogenetics (Dos Santos et al., 2004; Orlovskii et al.,
2004). According to this, duplicated Wsh GHRs represent

a new and perhaps complex step on the regulation of Wsh
somatotropic axis. As a Wrst item to address this issue, we
analyzed in the present study the tissue-speciWc regulation
of gilthead sea bream GHRs. Interestingly, in liver and
adipose tissue, GHR type I was more actively transcribed
than GHR type II, which agrees with the idea that GHR
type I is the retained form through the evolution of all ver-
tebrate species. Additionally, both in liver and adipose tis-
sue, we found that GHR type I and II were down-
regulated in a similar manner by fasting. In a previous gilt-
head sea bream study, we reported that the reduction of
feed intake and weight gain with the total replacement of
Wsh meal by plant protein sources also induced a marked
liver GH-desensitization, evidenced by a reduced hepatic
expression of GHR type I and IGF-I in concurrence with
the decrease of circulating IGF-I levels (Gómez-Requeni
et al., 2004b). In the same Wsh, we also found a down-regu-
lation of GHR type I in the adipose tissue (unpublished
results). By contrast, in trout, the impaired growth perfor-
mance of Wsh fed plant protein diets did not alter the liver
expression of IGFs and GHR type I, but up-regulated
GHR type I in the adipose tissue (Gómez-Requeni et al.,
2004a). The physiological relevance of this Wnding remains
to be resolved, but this increased transcription should pro-
mote the lypolytic action of GH (non-mediated by IGFs)
in a Wsh species with a clear hyposomatotropism (<2 ng/
ml) regardless of nutritional state, age, and season (Pérez-
Sánchez and Le Bail, 1999). It appears, therefore, that the
transcriptional regulation of GHRs is highly variable
among species and tissues, which may be also diVerent for
chronic and acute eVects of elevated GH-titers as it has
been reported in mammals for full-length and truncated
GHRs (Iida et al., 2004).

Regarding GHRs in the skeletal muscle of gilthead
sea bream, it is noticeable the diVerent regulation of
GHR type I and II in fasted Wsh, with a signiWcant up-
regulation of GHR type II which can serve for the Wne
tuning of muscle growth and metabolism. To date, the
information relative to regulation of GHRs in the skele-
tal muscle of higher vertebrate species is relatively
scarce. However, catabolic states characterized by the
increase of plasma GH-titres are usually accompanied
by the increased expression of GHRs in skeletal muscle
(Combes et al., 1997; Katsumata et al., 2000). In
humans, exogenous GH treatment also increases the
expression of full-length GHR but down-regulates trun-
cated GHRs, which might suppress the GH signaling in
a dominant-negative manner (Casse et al., 2003). In
addition, there is now evidence for the up-regulation of
full-length GHRs in atrophying muscle Wbers of rat,
which may be part of an attempt to repair a damaged
muscle tissue (Fisker et al., 2001). If so, there is not an
easy pattern for the transcriptional regulation of muscle
GHRs, and further studies are needed to further under-
stand the regulation of GHRs under ontogeny and
diVerent physiological and nutritional conditions. How-

Fig. 6. Expression of GHR type I and type II in liver, adipose tissue,
and skeletal muscle of fed and fasted gilthead sea bream. Data are rep-
resented as means § SEM (n D 6). Means with diVerent letters indicate
that they are signiWcantly diVerent (P < 0.05).
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ever, it is reasonable to imagine that GH exerts its bio-
logical action much eYciently by a balanced
transcriptional regulation of truncated and/or dupli-
cated GHR genes, which might suppress and/or
enhance GH signaling under defect or chronic GH
excess (undernutrition status). Afterwards, all this rep-
resents an exciting area of research to establish whether
Wsh GHRs are evolved in a new and/or redundant fash-
ion of relevance for the search of new candidate genes in
growth breeding programmes.
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Abstract

The tissue-specific expression of IGFs and GH receptors

(GHRs) was analyzed in gilthead sea bream (Sparus aurata L.)

as an attempt to understand the functional partitioning of

duplicatedGHRson the regulation offish growth by season and

aging. Gene transcripts were measured in liver, muscle, and

adipose tissue by means of quantitative real-time PCR assays. In

juvenile fish, concurrent increases in circulating levels of GH

and IGF-I and hepaticmRNA levels of IGF-I andGHR-Iwere

evidenced with the summer growth spurt. Conversely, muscle

and adipose tissue expression of GHR-I and IGF-II were

significantly upregulated by overwintering. The aging decrease

of growth rates was accompanied by a reduced activity of the

liver GH/IGF axis, and parallel increases in muscle IGF

expression would be dictated at the local tissue level by the

enhanced expression of GHR-I. Extra-hepatic expression of

IGFs and GHR-II did not correlate seasonally in juvenile fish,

and nonsignificant effects of aging were found on the summer

expression of GHR-II in any analyzed tissue. One transcription

start site was identified by RLM-RACE in GHR-I and GHR-

II. Sequence analyses indicated that both genes have TATA-less

promoters containing consensus initiator sequences and down-

stream promoter elements surrounding the transcription start

site. Conserved CCAAT-boxes and GC-rich regions were

retrieved in the GHR-I promoter, whereas stress- and redox-

sequence elements (cAMP-responsive element-binding

protein, activator proteins; AP-1, and AP-4) were characteristic

features ofGHR-II. All this supports the functional partitioning

of fish GHRs regardless of fish species differences.

Journal of Endocrinology (2007) 194, 361–372

Introduction

Biological actions of growth hormone (GH) are initiated

by binding to specific receptors (GH receptors; GHRs)

localized on the cell surface membrane of central and

peripheral target tissues. These GHRs belong to the

hematopoietic receptor superfamily, which includes

among others receptors for prolactin (PRL), leptin,

erythropoietin, granulocyte-stimulating factor, and inter-

leukins (Kelly et al. 1991, Kopchick & Andry 2000).

Common characteristics are a single transmembrane

domain, one or two pairs of positionally conserved

cysteines, two regions of homology to the type III

module of fibronectin, a WSXWS motif that is conserved

as YXXFS in the mammalian GHR, and proline-rich

Box 1 and Box 2 that are important for signal

transduction (Kopchick & Andry 2000). As a charac-

teristic feature, expression of GHRs takes place at varying

tissue levels, and the use of alternate promoters plays a

major role in orchestrating a tissue-specific pattern.

Heterogeneity in the 5 0-untranslated region is in fact a

well-documented phenomenon, and at least eight GHR

mRNA variants splicing just upstream of the translation

start site in exon 2 are reported for the human GHRs

(Goodyer et al. 2001, Orlovskii et al. 2004, Wei et al.

2006).

Fish GHRs were first cloned and sequenced in turbot

(Scophthalmus maximus; Calduch-Giner et al. 2001) and

goldfish (Carassius auratus; Lee et al. 2001). Later on the

GHR cDNA sequences of many species including gilthead

sea bream (Sparus aurata; Calduch-Giner et al. 2003), black sea

bream (Acanthopagrus schlegeli; Tse et al. 2003), Japanese

flounder (Paralichthys olivaceus; Nakao et al. 2004), common

carp (Cyprinus carpio; GenBank accession number

AY691176), grass carp (Ctenopharyngodon idella; AY283778),

channel catfish (Ictalurus punctatus; DQ103502), Mozambique

tilapia (Oreochromis mossambicus; Kajimura et al. 2004), coho

salmon (Oncorhynchus kisutch; AF403539, AF403540), masu

salmon (Oncorhynchus masou; Fukada et al. 2004), rainbow

trout (Onchorhynchus mykiss; Very et al. 2005), Atlantic salmon

(Salmo salar; Benedet et al. 2005), and Japanese eel (Anguilla

japonica; Ozaki et al. 2006) have been reported. Most of these

GHRs share several common features, and amino acid

alignments reveal a relative high degree of identity

(35–40%) among GHRs of tetrapods and non-salmonid

fish. Nevertheless, amino acid identity among GHRs of

tetrapods and salmonids decreases up to 27–34% with a lack of

three conserved cytoplasmatic tyrosine residues and two
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extracellular cysteines involved in a short disulphide link.

Initially, fish GHRs were clustered in two clades: the first one

corresponded to GHRs thus far described in non-salmonid

fish (GHR type I) and the other clade encompassed most

GHR sequences described in salmonid fish (GHR type II).

This observation led to the suggestion that two different

lineages of GHRs are present in teleost evolution. This

assumption has now changed by the finding of two genomic

contigs with a strict conservation of intron–exon junctions in

fugu (Fugu rubripes), zebrafish (Danio rerio), and the

Mediterranean gilthead sea bream (Saera-Vila et al. 2005).

In the same study, the coexistence of duplicated GHR genes

was experimentally supported in rainbow trout and European

sea bass (Dicentrarchus labrax). Likewise, Jiao et al. (2006)

cloned and sequenced the GHR-II in black sea bream,

Southern catfish (Silurus meridionalis), and Nile tilapia

(Oreochromis niloticus), providing further evidence for the

coexistence of two GHR genes in a single fish species.

It is believed that duplication of genes and entire genomes are

important mechanisms for morphological and functional

innovation in evolution. At this standpoint, polyploidy has

long been recognized in fish (Zhou et al. 2001, Volff 2005), and

duplication anddivergence offishGHRswould take place on an

early ancestor of fish lineage. Salmonids are, however,

considered recent tetraploids, and two isoforms of GHR-II

are differentially expressed in rainbow trout (Very et al. 2005,

Gabillard et al. 2006). Truncated variants of GHR-I have been

characterized in turbot (Calduch-Giner et al. 2001) and Japanese

flounder (Nakao et al. 2004), and this fact might allow the

silencing and/or apparent genomic loss ofGHR-II in the flatfish

lineage (Saera-Vila et al. 2005). These truncated variants of fish

GHRs comprise extracellular and transmembrane domains, the

first 28 amino acid residues of the intracellular domain and a

divergence sequence of 21–26 amino acid residues, which is the

result of the lack of the alternative splicing of intron 9/10 (see

Pérez-Sánchez et al. 2002).

Cloned GHR-I andGHR-II have shown to be functional in

goldfish (Lee et al. 2001), black sea bream (Tse et al. 2003, Jiao

et al. 2006), and Atlantic salmon (Benedet et al. 2005). In these

studies, mammalian CHO-K1 were transfected with GHR

cDNA and GH exposure triggers a strong proliferation

response, which can also be induced by PRL at supraphysio-

logical doses. Binding studies in masu salmon evidenced that

GH and somatolactin (SL) may functionally interact through

GHR-I (Fukada et al. 2005). Experimental evidence also

indicates that the expression of GHR-II is modulated by water

temperature in rainbow trout (Gabillard et al. 2006), whereas

GHR-I and GHR-II are differentially regulated by cortisol and

testosterone in black sea bream (Jiao et al. 2006). Previous studies

in gilthead sea bream also revealed that duplicated GHRs are

differentially regulated by fasting (Saera-Vila et al. 2005),

although the relative contribution of each gene in the regulation

of fish growth still remains unclear. Thus, the major goal of the

present study was to analyze the tissue-specific expression of

gilthead sea breamGHRs and insulin-like growth factors (IGFs)

in relation with changes in growth (season and age models).

Additionally, transcription start sites andGHR-flanking regions

were mapped as a first attempt to characterize GHR promoters

in fish.

Materials and Methods

Fish rearing and sampling

Juvenile fish of 20–25 g initial body weight (8 months old)

were reared until marketable size in triplicate 2500 l tanks at

the indoor experimental facilities of Instituto de Acuicultura

de Torre de la Sal. Photoperiod and water temperature

followed natural changes, and fish were fed with a commercial

fish meal-based diet (Proaqua, Palencia, Spain) containing

47% protein and 21% lipid. Feed was adjusted to maximize

growth rates and feed conversion efficiency through the entire

productive cycle as described elsewhere (Mingarro et al.

2002). Specific growth rates (SGRs) were calculated monthly

(SGRZ(ln final wtKln initial wt)!100/days). At critical

step windows over the course of year (October, January, May,

and July), overnight fasted fish were randomly selected (five

fish per tank) and killed by a blow on the head under

anesthesia (3-aminobenzoic acid ethyl ester, 100 mg/l).

Blood was taken from caudal vessels with heparinized

syringes, and the resulting plasma samples (3000 g for

20 min at 4 8C) were stored atK30 8C until hormone assays.

Liver, mesenteric adipose tissue, and dorsal skeletal muscle

(white muscle) were rapidly excised, frozen in liquid nitrogen,

and stored at K80 8C until RNA extraction and analysis.

Gilthead sea bream is a protandrous fish and 1-year-old

(immature males), 2-year-old (mature males), and 3-year-old

(mature females) fish were reared in triplicate groups as a

second experimental set in 2500 l tanks. Fish were fed with

fish meal-based diets under standardized conditions, and

randomly selected fish (5 fish per tank and 15 fish per group of

age) were taken for blood and tissue collection during the

summer growth spurt (July).

Hormone assays

Plasma GH levels were determined by a homologous gilthead

sea bream RIA as reported elsewhere (Martı́nez-Barberá et al.

1995). The sensitivity and midrange (ED50) of the assay were

0.15 and 1.8 ng/ml respectively.

Circulating levels of IGF-I were measured by means of

a generic fish IGF-I RIA validated for Mediterranean

perciform fish (Vega-Rubı́n de Celis et al. 2004a). The

assay is based on the use of red sea bream (Pagrus major)

IGF-I (GroPep, Adelaide, Australia) as tracer and

standard, and anti-barramundi (Lates calcarifer) IGF-I

serum (GroPep; 1:8000) as a first antibody. The sensitivity

and midrange of the assay were 0.05 and 0.7–0.8 ng/ml

respectively.
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RNA/DNA extraction

Total RNAwas extracted by the acid guanidium thiocyanate–

phenol–chloroform method (Chomczynski & Sacchi 1987).

Genomic DNA was isolated from blood with the High Pure

PCR Template Preparation Kit (Roche) according to the

manufacturer’s instructions. Quantity and purity of RNA and

DNA samples were determined by absorbance measures at

260 and 280 nm respectively. The integrity of isolated nucleic

acids was tested by electrophoresis in agarose gels.

Gene expression

Transcripts ofGHRs, IGFs, andb-actinwere quantified in liver,
adipose tissue, and muscle by means of real-time quantitative

PCR assays. Briefly, after DNase I treatment, 2 mg total RNA

were reverse transcribed with 200 U Superscript II (Invitrogen:

Life Technologies) using oligo (dT)17 as anchor primer. Specific

primers for GHR-I, GHR-II, IGF-I, and b-actin amplification

were made as described elsewhere (Calduch-Giner et al. 2003,

Saera-Vila et al. 2005). Primers for IGF-II (forward:

TGGGATCGTAGAGGAGTGTTGT; reverse: CTGTAGA-

GAGGTGGCCGACA) were designed to amplify a 109 bp

amplicon, comprised between 392 and 500 nt positions

(Duguay et al. 1996).

The iCycler iQ Real Time PCR Detection System (Bio-

Rad Laboratories Inc.) was used for sample cDNA

quantification. Each reaction contained a SYBR Green

Master Mix (Bio-Rad) and specific primers at a final

concentration of 0.9 mM. The PCR protocol was 10 min at

95 8C followed by 40 cycles of 15 s at 95 8C and 60 s at 60 8C.
Standard curves were generated by amplification of serial

dilutions of known quantities of recombinant plasmids. For

target and reference genes, the efficiency of PCR amplifi-

cation was 94–96% for serial dilutions of standards and RT

reactions. Specificity of reaction was verified by the analysis of

melting curves and by electrophoresis and sequencing of PCR

amplified products. Reactions were performed in triplicate

and fluorescence data were analyzed by interpolation of the

cycle threshold (Ct) value. Each transcript level was

normalized to b-actin using the delta-delta method (Livak

& Schmittgen 2001). Tissue-specific levels of b-actin mRNA

did not vary with experimental variables.

Transcription start site

Mapping of the transcription start sitewasmadewith theRLM-

RACE kit (Ambion, Austin, TX, USA) with minor

modifications. Briefly, 1 mg total RNA was dephosphorylated

with calf intestinal phosphatase at 37 8C for 1 h. The mRNA

cap structure was removed, and the purifiedmRNAwas ligated

with T4 ligase to an adapter oligonucleotide sequence. The

ligation product was reverse transcribed with random decamers

and Moloney murine leukemia virus (M-MLV) reverse

transcriptase. PCR amplification was performed with an

external primer and specific reverse primers for GHR-I

(CCTGGACTCCACCAACATCGGAATG; 362–338 nt

position, GeneBank AF438176) and GHR-II (CGAGCG-

GAGCTGGACTTTGTAAG; 526–504 nt position, Gene-

Bank AY573601). The nested PCR was conducted with a

50RACE inner primer and specific reverse primers for GHR-I

(GGAAACCAGGAGAAGGAGCAGGAGATTG; 228–201

nt position) and GHR-II (GGCTTGGAGAGGTTCTGGA-

GAGTG, 366–343 nt position). Conditions for PCR amplifi-

cation were 2 min at 94 8C followed by 35 cycles of 30 s at

94 8C, 30 s at 60 8C, and 30 s at 72 8Cwith a final extension of

15 min at 72 8C. The amplified PCR products were gel

extracted (QIAquick gel extraction, Qiagen) and sequenced by

the deoxy chain termination method (ABI PRISM dRhoda-

mine terminator cycle sequencing kit, Perkin–Elmer,Wellesley,

MA, USA).

Analysis of GHR-flanking region

Genomic DNA was used for the construction of Genome

Walker libraries by means of the Universal GenomeWalker

kit (BD Biosciences, Bedford, UK). Briefly, 2.5 mg aliquots of
genomic DNA were digested with DraI, EcoRV, and PvuII

respectively. Digested DNAs were extracted, precipitated, and

synthetic adapters were ligated to genomic DNA fragments

using T4 DNA ligase. Two reverse primers surrounding

the transcription start site ofGHR-I (TGGTACGAAGTCTC-

GAGGTGGTG and TTTCACAACTTGGTCATCTGA-

TGGC) and GHR-II (TGAGAACCACACAG AAAC

TGTTCAACC and CTCCATGTAAGCTGGTGACG-

CTG) were designed to be used with adapter primers in

primary and secondary PCRs (35 cycles for 30 s at 94 8C, 30 s at
57 8C, and 300 s at 72 8C). PCR-amplified fragments were

purified and sequenced as described earlier.

Bioinformatics analyses of regulatory elements were

performed with the MatInspector software (http://www.

genomatix.de). A preliminary analysis was made with a core

similarity of 0.75 and an optimized matrix similarity value to

allow the recovery of a comprehensive list of candidate

factors. To discard false positives, MatInspector was rerun

with a core similarity threshold and a matrix similarity value

of 1 and 0.90 respectively.

Statistical analysis

Data were analyzed by Student’s t-test and one-way ANOVA

followed by Student–Newman–Keuls test (P!0.05). Corre-
lation analyses were made by Pearson product moment

correlations.

Results

Seasonal trial

In juvenile fish, circulating levels of GH and IGF-I varied

together (rZ0.68, P!0.001), following seasonal changes in
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growth rates and environmental cues. Thus, the growth spurt

of summer occurred in coincidence with the highest

circulating concentration of GH and IGF-I (Fig. 1).

Hepatic transcripts of GHR-I increased with the rise of

growth rates and the maximum gene expression was attained

in July (Fig. 2A). By contrast, in adipose tissue (Fig. 2B) and

muscle (Fig. 2C), the highest amount of GHR-I transcripts

was found in January. The liver transcriptional profile of

GHR-II paralleled that reported for GHR-I (rZ0.711,
P!0.001; Fig. 2D). However, a different tissue regulation

was found in peripheral tissues, and adipose tissue transcripts

of GHR-II peaked in July (Fig. 2E), whereas muscle

expression remained high from January to July (Fig. 2F).

In liver, the highest amount of IGF-I mRNA levels was

attained in July (Fig. 3A), and a close positive correlation was

found with circulating levels of IGF-I over season (rZ0.77,
P!0.001). Hepatic transcripts of IGF-I were also positively

correlated with hepatic mRNA levels of GHR-I (rZ0.703,
P!0.05) and GHR-II (rZ0.804, P!0.001). Muscle and

adipose tissue expressionof IGF-Iwas 20- to100-fold lower than

in liver, and nonsignificant changes over the course of season

were detected in these extra-hepatic tissues (Fig. 3B and C).

Seasonal changes in hepatic IGF-II gene expression were

not found in juvenile fish (Fig. 3D). Extra-hepatic expression

of IGF-II remained relatively high, and a maximum for IGF-

II transcripts was found in January (Fig. 3E and F). Thus, a

positive correlation between IGF-II and GHR-I transcripts

was reported in adipose tissue (rZ0.528, P!0.05) and

muscle (rZ0.479, P!0.05).

Age trial

In summer, growth rates and circulating levels of GH and IGF-I

decreased progressively and significantly with advancing age in

1-, 2- and 3-year-old fish (Fig. 4). Older fish also showed a

decreased hepatic expression of GHR-I (Fig. 5A), whereas the

amount of these transcripts did not vary significantly in adipose

tissue (Fig. 5B). By contrast, muscle expression of GHR-I was

significantly increased in older fish (Fig. 5C). Significant age-

related changes in the expression of GHR-II were not found in

any examined tissue (Fig. 5D–F).

The age-related changes in IGF-I and IGF-II transcripts

followed similar trends (Fig. 6). However, the range of

individual variation was higher for IGF-II, and nonsignificant

changes in IGF-II expression were detected in any analyzed

tissue. By contrast, hepatic expression of IGF-I decreased

significantly in older fish (Fig. 6A). This trend was opposite to

that found in skeletalmuscle (Fig. 6C), and a positive correlation

between GHR-I and IGF-I transcripts was reported in liver

(rZ0.682, P!0.05) and muscle (rZ0.626, P!0.05).

Alternative splicing and sequence analysis

Two bands of 500 and 400 bp were obtained by RLM-RACE

of GHR-I and GHR-II respectively. The reliability of this

finding was checked by PCR, and the results allow us to

determinate two transcription start sites (one for each gene)

delimiting the 5 0-flanking region of exon 1. This exon codes

entirely for the 50-UTR sequence, which was verified by the

screening of Genome Walker libraries of GHR-I (Fig. 7A)

and GHR-II (Fig. 7B). Exon 1 of GHR-I was located 9 kb

upstream of exon 2 as further demonstrated by long PCRs

with intact genomic DNA and specific primers surrounding

flanking regions of exon 1 (forward primer,

GCTCTCACGCTGGCCATCAGATGAC) and exon 2

(reverse primer, GGCTGTCAGAATTCCTACACAGG-

TAG). A similar strategy was used for GHR-II but no

positive results were obtained, which suggests a long intron 1

that may be difficult to amplify by PCR.

Figure 1 Seasonal changes in water temperature (continuous line),
daylength (dotted line), and daily feed intake of growing juvenile
fish (bars); arrows indicate sampling times for blood and tissue
collection (A). Body weight (white bars) and specific growth rates
(gray bars) at sampling times (B). Plasma levels of GH (C) and IGF-I
(D). Growth parameters are the average values (meanGS.E.M.) of
triplicates tanks. Hormone data are the mean of ten fish. Different
letters above each bar indicate statistically significant differences
between sampling times (P!0.05, Student–Newman–Keuls).
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Sequence analysis of the 5 0-flanking region of GHR-I

(1589 pb; GeneBank accession number AH014067) and

GHR-II (1262 pb; AH014068) did not reveal a consensus

TATA-box surrounding the transcription start site.

However, regulatory elements similar to the consensus

for the initiator element (Inr) were retrieved in the

promoter region of both genes. Also, sequences similar to

downstream promoter element (DPE) were found at

positions C38 (GHR-I) and C29 (GHR-II). CCAAT-

boxes and GC-rich sequences were only retrieved in the

proximal-flanking region of GHR-I (see Fig. 7A).

Binding sites for cAMP-responsive element-binding

protein (CREB) and activator proteins (AP-1 and

AP-4) were exclusively found in the GHR-II-flanking

region (see Fig. 7B).

Discussion

The use of alternate promoters orchestrates in mammals a

tissue-specific pattern of GHR expression (Goodyer et al.

2001, Orlovskii et al. 2004). This schema is apparently

simplified in fish, and only one transcription start site was

evidenced herein in gilthead sea bream GHRs. However,

genome duplication offers a second level of regulation, and

two functional GHR genes (with additional isoforms in

salmonids) have been conserved in several lineages of modern

bony fish. These two GHRs span more than 20 kb in gilthead

sea bream, and share a strict conservation of exon–intron

junctions (see Pérez-Sánchez et al. 2002, Saera-Vila et al.

2005). In the present study, the gene organization was

completed at the 5 0-flanking region, and 1.5–1.2 kb just

Figure 2 Seasonal changes in the tissue-specific expression (relative units) of GHR-I and GHR-II. For each gene, the highest expression
among tissues was used as reference value in the normalization procedure. Data are the meanGS.E.M (nZ6). For each tissue, different
letters above each bar indicate statistically significant differences between sampling times (P!0.05, Student–Newman–Keuls).
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upstream of the transcription start site were sequenced in

GHR-I and GHR-II respectively. This represents a first

attempt to characterize the promoter region of fish GHRs,

which may serve to better understand the complex regulatory

processes driving the tissue-specific expression of IGFs in

different growth and living conditions.

Both in mammals and fish, the liver is the most important

target tissue of GH and the primary source of systemic IGF-I

(endocrine form). Thus, plasma levels of IGF-I are a good

indicator of growth rates in European sea bass (Vega-Rubı́n de

Celis et al. 2004a) and channel catfish (Silverstein et al. 2000,

Li et al. 2006). Circulating levels of IGF-I are positively

correlated with growth rates and dietary protein levels in

barramundi and Atlantic salmon (Dyer et al. 2004). In

salmonids, the regulation of circulating IGF-I is well

documented on the basis of seasonal and nutritional cues

(Dickhoff et al. 1997, Larsen et al. 2001, Nordgarden et al.

2005). In gilthead sea bream, circulating levels of IGF-I are

higher than those reported in salmonids and also correlate

with growth shifts, derived from changes in season (Mingarro

et al. 2002) and nutritional condition (Gómez-Requeni et al.

2003, 2004, Benedito-Palos et al. 2007). In the present study,

this notion was further supported by concurrent changes in

growth rates, circulating levels of GH and IGF-I, and hepatic

mRNA levels of IGF-I and GHR-I. Hence, systemic

increases of IGF-I would be mostly mediated in season and

aging by the hepatic transcriptional activation of GHR-I.

Moreover, hepatic mRNA levels of GHR-II did not vary

with aging, and GHR-II emerges in older fish as a ubiquitous

gene that apparently did not mediate the age-related decrease

in growth rates and hepatic IGF expression. Alternatively,

GHR-II may be involved in tissue repair and survival, which

Figure 3 Seasonal changes in the tissue-specific expression (relative units) of IGF-I and IGF-II. For each gene, the highest expression
among tissues was used as reference value in the normalization procedure. Data are the meanGS.E.M (nZ6). For each tissue, different
letters above each bar indicate statistically significant differences between sampling times (P!0.05, Student–Newman–Keuls).
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would explain the reported upregulated expression of muscle

GHR-II by fasting (Saera-Vila et al. 2005). Muscle disuse

atrophy was also associated in rats to the enhanced expression

of GHRs, although this attempt of muscle repair requires

intact insulin and IGF-I receptor signaling (Casse et al. 2003,

Kim et al. 2005).

Hepatic IGF-I is not crucial for postnatal growth in mice,

and liver IGF-I knockouts show normal growth due to the

compensatory action of autocrine/paracrine IGF-I (see

Le Roith et al. 2001a,b). Postnatally elevated levels of IGF-

II fail to rescue the dwarfism of IGF-I-deficient mice (Moerth

et al. 2007), although species-specific differences appear to be

important in IGF-II expression and function. Thus,

transcripts of IGF-II decrease quickly during the postnatal

development of mice and rats (Rotwein 1991), but substantial

amounts are found later in life in humans and in a wide range

of fish species, including common carp (Vong et al. 2003),

rainbow trout (Chauvigné et al. 2003), Nile tilapia (Caelers

et al. 2004), channel catfish (Peterson et al. 2004), and gilthead

sea bream (Duguay et al. 1996). Of note, a relative high

expression of IGF-II is retained in extra-hepatic tissues of

most fish species, and compensatory increases of muscle IGF-

II have been documented in fast-growing juveniles of gilthead

sea bream when they were fed practical diets with increased

amounts of feed-borne contaminants (Benedito-Palos et al.

2007). The muscle expression of GHR-I was not significantly

altered by this dietary intervention, which agrees with the

common notion that autocrine/paracrine IGF effects are

mostly GH independent (Wood et al. 2005). However, in the

present study, correlation analyses suggested that the increased

muscle expression of IGF-II by overwintering would be

mediated by the upregulated expression of GHR-I. Parallel

increases of IGFs and GHR-I mRNA levels also occurred in

the muscle tissue of older fish during the summer growth

spurt. Hence, this locally enhanced expression of GHR-I may

be considered adaptive to face up a reduced activity of the

liver GH/IGF-I axis. However, the relative contribution of

fish GHRs on growth and IGF regulation probably depends

not only on fish lineage, but also on each particular age,

nutritional, and environmental condition. Jiao et al. (2006)

showed that duplicatedGHR genes are differentially regulated

by cortisol in black sea bream, a closely related sparid fish. In

this regard, the evolutionary scenario for most paralog genes is

consistent with the partitioning of ancestral functions after

degenerative mutations in different regulatory and/or

structural sequences (sub-functionalization model; see Volff

2005). The microphthalmia-associated transcription factor

(MITF) is perhaps one of the most illustrative examples,

mammals and birds having a unique MITF gene which

generates different isoforms through the use of alternate

promoters. By contrast, fish have two different MITF genes

that are present in species as divergent as zebrafish, pufferfish,

and platyfish.

The sub-functionalization model might also be applied to

GHRs, which evolved in gilthead sea bream as duplicated

genes with a single transcription start site. By contrast,

GHRs of higher vertebrates have multiple untranslated

exons that are alternatively spliced to a common acceptor

site. These spliced transcripts are modulated by different

regulatory elements, having liver-specific GHRs, a TATA-

box surrounding the transcription start site (Goodyer et al.

2001). Other conserved and ubiquitous mammalian GHR

variants have TATA-less promoters, and the transcription

initiation is determined in the bovine P1 promoter by Inr

substitutes (Jiang et al. 2000). Sequences similar to consensus

Inr were also found herein, which indicate that transcription

initiation of GHRs can be dictated in fish and higher

vertebrates by Inr-like sequences that were initially sub-

estimated in metazoan genomes (Gross & Oelgeschläger

2006). Moreover, many core promoters contain downstream

elements, and consensus sequences for the DPE appear to be

essential for the activity of most Inr promoters (Smale 1997,

Smale & Kadonaga 2003). This may be the case of the two

gilthead sea bream GHRs, which have retained Inr and

DPEs surrounding the transcription start site.

Typically, TATA-less promoters have CCAAT-boxes in the

forward or reverse orientation between -60 and -100 of the

Figure 4 Summer age-related changes in body weight (white bars)
and specific growth rates (gray bars) (A). Plasma levels of GH (B) and
IGF-I (C). Growth parameters are the average values (meanGS.E.M.)
of triplicates tanks. Hormone data are the mean of ten fish. Different
letters above each bar indicate statistically significant differences
between sampling times (P!0.05, Student–Newman–Keuls).
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major start site (Mantovani 1999). Consensus GC-boxes are

also common elements in TATA-less promoters, and

functional CCAAT-boxes and Sp1-binding sites have been

identified in human V2, bovine 1B, ovine 1B, mouse L2, and

rat GHR2 promoters (see Goodyer et al. 2001). Functional

binding sites for the ubiquitous ZBP-89 have also been

reported in the bovine GHR1A promoter (Xu et al. 2006). In

this study, a conserved CCAAT-box and a GC-rich region

(identified as a ZBP-89/Sp1-binding site) were retrieved in

the GHR-I-flanking region of gilthead sea bream. Hence,

structural, transcriptional, and regulatory features suggest that

GHR-I of sparid fish evolved as a true orthologous gene of

mammalian GHRs. Nevertheless, the regulation of dupli-

cated fish GHRs is a complicated and intriguing process, and

we cannot exclude some overlapping and functional

redundancy of fish GHRs. Thus, ongoing studies indicate

that the reduction of hepatic IGF expression during crowding

stress might be dictated by GHR-II rather than GHR-I

(unpublished results). Supporting this, CREB and AP-1

recognition sites were found in the GHR-II-flanking region

of gilthead sea bream. The regulation of CREB (Hai &

Hartman 2001) and AP-1 (Prabhakar 2001, Kim et al. 2002)

have been extensively studied in mammals, and serve as

models of stress- and redox-sensitive transcription factors. Of

note, AP-4 is a closely related transcription factor that is

rapidly downregulated by glucocorticoids (Tsujimoto et al.

2005), and various AP-4 sequence elements were retrieved in

the proximal 5 0-flanking region of gilthead sea bream GHR-

II, although its functional relevance remains still to be

demonstrated.

Figure 5 Summer age-related changes in the tissue-specific expression (relative units) of GHR-I and GHR-II. For each gene, the highest
expression among tissues was used as reference value in the normalization procedure. Data are the meanGS.E.M (nZ6–7). For each graph,
different letters above each bar indicate statistically significant differences between sampling times (P!0.05, Student–Newman–Keuls).
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Experimental evidence shows that SL rather than GH binds

to GHR-I of masu salmon (Fukada et al. 2005). Orthologous

medaka genes could also mediate SL signaling (Fukamachi

et al. 2005), but the switch and diversification of GHR

functions are highly probable among fish lineages. Thus, the

binding capabilities of GHRs have been characterized in

Japanese eel, and the recombinant eel GHR-I binds

specifically to GH and does not cross-react with eel SL

(Ozaki et al. 2006). In the same context, GHR-II is

apparently lost or silenced in turbot, and GHR-I and

truncated isoforms emerge as the unique functional GHR

in the flatfish lineage (see Saera-Vila et al. 2005). Regardless of

this, each ligand/receptor interaction can result in unique

signaling outcomes as was reported in mammals for insulin

receptor and insulin/IGF ligands (Denley et al. 2005). Thus,

recombinant SL does not exert a growth-promoting action in

gilthead sea bream, but has a lipolytic action similar to that

found with GH preparations, which was evidenced by

changes in the respiratory quotient and activities of lipolytic

enzymes (Vega-Rubı́n de Celis et al. 2003). Additionally,

differences in binding affinities and ligand abilities may

contribute to make a hypothetical scenario in which GH

and SL work through a same receptor. Combined data on

plasma GH and SL levels have not been included in this

article, although previous studies clearly proved in gilthead sea

bream a specific seasonal pattern for each GH/PRL family

member (Mingarro et al. 2002, Pérez-Sánchez et al. 2002).

Furthermore, opposite trends for circulating GH and SL have

been reported with advancing age and changes in nutritional

condition, arising from shifts in ration size, dietary

composition, and secretagog effects of arginine (Company

et al. 2001, Vega-Rubı́n de Celis et al. 2004b).

In summary, coexpression analyses suggest a key role of

GHR-I in the tissue-specific regulation of IGFs in a non-

salmonid fish of economical relevance for the Mediterranean

aquaculture. Some functional redundancy of GHR-I and

Figure 6 Summer age-related changes in the tissue-specific expression (relative units) of IGF-I and IGF-II. For each gene, the highest
expression among tissues was used as reference value in the normalization procedure. Data are the meanGS.E.M (nZ6–7). For each tissue,
different letters above each bar indicate statistically significant differences between sampling times (P!0.05, Student–Newman–Keuls).
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Figure 7 Exon–intron organization and sequence analysis of the 5 0-flanking region of GHR-I (AH014067) and GHR-II (AH014068). In
both genes, exon 1 codes for 5 0-UTR; exon 2 for signal peptide; exons 4–7 for extracellular domains; exon 8 for trans-membrane domain;
exons 9 and 10 for intracellular domains; exon 10A for intracellular and 3 0-UTR domains. Exon 1 is in capital letters and splicing
consensus is printed in bold. Transcription start sites of GHR-I and GHR-II are indicated by arrows. Consensus sequences (CCAAT, GC rich,
AP-1, AP-4, CREB, Inr, and DPE) surrounding transcription start sites are underlined.
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GHR-II cannot be excluded, emerging GHR-II as a stress-

and redox-sensitive genes. This notion is supported by

sequence analysis of the 5 0-flanking region, although

functional studies remain to be implemented to document

the physiological relevance of consensus-binding sites in the

core promoter of fish GHRs. Additionally, detailed studies

merit to be conducted to explore and better understand the

growth plasticity and functional diversification of IGFs and

GHRs among fish lineages.
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Abstract The myxosporean parasite Enteromyxum leei invades the intestine of gilthead sea
bream producing a slow-progressing disease, which may end in the death of fish. The present
work aimed to better know the host immune response and the underlying molecular mecha-
nisms, which may help to understand why some individuals seem to be refractory to the dis-
ease. Three main aspects involved in fish health and welfare (immune, growth and redox
status) were studied in fish exposed to E. leei-contaminated effluent, in comparison with
control animals (not exposed to the disease). After chronic exposure (113 days), prevalence
of infection was 67.8%. Among exposed fish, parasitized and non-parasitized fish exhibited
clear differences in some of the measured innate immune factors (respiratory burst, serum
peroxidases, lysozyme and complement), and in the expression of immune, antioxidant and
GH-related genes. The respiratory burst of parasitized fish was significantly higher, and serum
peroxidases and lysozyme were significantly decreased both in parasitized and non-parasitized
fish. The gene expression of GHR-I, GHR-II, IGF-I and IGF-II was measured in head kidney (HK)
samples, and that of interleukin (IL)-1b, tumour necrosis factor (TNF)-a, a-2M, GR, GPx-1 and
GRP-75 was measured in intestine and HK samples, by rtqPCR. Parasitized fish exhibited
a down-regulation of IL-1b, TNF-a and GPx-1 in the intestine, and GHR-I and IGF-I were also
down regulated in HK. a-2M and GRP-75 were over-expressed in the intestine of parasitized
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animals. Non-parasitized fish had increased transcripts of GHR-I and IGF-I with respect to
control animals, which could furnish their immunocytes with an advantage to combat the
parasite. The expression of GHR-II and IGF-II was not altered by the parasite challenge.
ª 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Introduction

Gilthead sea bream (Sparus aurata L.) is the main aquacul-
tured species in the Mediterranean area, with more than
90,000 Mt produced in 2005 [1]. However, the massive es-
tablishment of sea cages has increased the incidence of
transmissible parasites [2,3] and some of them, such as
the myxosporean Enteromyxum leei [4], have emerged as
serious risks to production [5]. The Myxozoan phylum in-
cludes more than 2180 species and most of them are fish
parasites [6]. Research in this group of multicellular organ-
isms is held back by the lack of in vitro cultures and the
difficulty to set up experimental transmission models. How-
ever, E. leei is an excellent model to study hosteparasite
interactions because the parasite is fish-to-fish transmitted
either orally, by cohabitation with infected animals, or by
contact with waters coming from infected tanks [7].

In gilthead sea bream, this enteromyxosis progresses
slowly under laboratory conditions [8] in comparison with
other more susceptible hosts, such as sharpsnout sea bream
(Diplodus puntazzo) [9]. Infected fish may become emaci-
ated and finally die with a cachectic syndrome, and no
treatments or prophylactic control measures are available.
Therefore, characterization of the fish immune system and
its regulation is crucial for the development of vaccines and
other prevention strategies based on selection of disease-
resistant strains. Some aspects of the humoral and cellular
immune responses against this myxosporean have been
studied in gilthead sea bream [10,11] and sharpsnout sea
bream [9,12], but no information is available on the molec-
ular mechanisms involved in such immune defence, the
hosteparasite interaction, or the parasite invasion mecha-
nisms. Field and experimental data suggest that some gilt-
head sea bream stocks are partially resistant to the disease
[8,13]. Thus, it is of interest to know the differences in the
immune response between those fish which seem to be
resistant to the parasite and those which get infected.
Both innate and adaptive immune effectors against para-
sites exist in teleosts [14e16]. A functional parallelism
between fish and mammalian systems, including the gut as-
sociated lymphoid tissue (GALT), is increasingly confirmed
by recent findings [17e18]. Innate and adaptive immune
responses have also been studied for a few myxosporoses
[10,11,19e23].

Immune-neuroendocrine interactions in fish, as in mam-
mals, have become evident in recent decades [24,25].
Growth hormone (GH) is among such endocrine factors
modulating the fish immune system. In gilthead sea bream,
GH [26] and insulin-like growth factor I (IGF-I) [27] recep-
tors have been detected in different immunocytes, GH
expression has been reported in the head kidney (the equiv-
alent to mammalian bone marrow) [28], and phagocyte ac-
tivating action of GH and IGF-I has also been documented
[29]. However, the immune-related systems of fish are

not clearly understood at the molecular level, and their in-
volvement in fish defence against parasites is just starting
to be studied.

Another important aspect of fish health depends on the
maintenance of cellular homeostasis and integrity by the
redox system and heat-shock proteins (HSPs). Mammalian
HSPs are known to perform protein-stabilizing functions
and to play a role in different immunological aspects [30].
Diseases, including parasitosis, can induce the expression
of HSPs both in mammals and fish [31,32]. GRP-75 (also
known as mortalin) is a member of the HSP70-family of
chaperons involved in regulating glucose responses, antigen
processing and cell mortality in mammalian models [33],
and its implication in haematopoiesis has been demon-
strated in fish [34]. The redox system in fish has almost
the same enzymatic routes as in mammals and the regula-
tion of glutathione peroxidases (GPx) and reductases (GR)
has recently been reviewed [35]. Interestingly, the signal-
ling events involved in the phosphorylation cascades
induced by interleukin (IL)-1b and tumour necrosis factor
(TNF)-a are also subject to redox regulation [36].

Therefore, the aim of this work was to explore different
features related to fish health and welfare (immune,
growth and redox status), and their involvement in the
defence against an important parasitic disease. Previous
studies have examined the in vivo expression profiles of
genes encoding fish cytokines under diverse disease condi-
tions, but none has tried to relate those profiles with other
immune factors and immune, redox and GH-related genes
in fish exposed to a parasite challenge. Thus, the probable
differences between fish which become infected and those
which do not after a long-term parasite challenge were
studied in terms of gene expression profile and innate im-
munity. For such purposes, naı̈ve gilthead sea bream were
exposed to E. leei-contaminated effluent until the infection
was clearly established in some animals, and others
remained still uninfected. A single end-point sampling
was chosen in order to obtain data from a high number of
infected fish in a situation of chronic infection, in an effort
to mimic the pattern usually found under culture
conditions.

Materials and methods

Experimental design and sampling procedure

Naı̈ve gilthead sea bream were obtained from a commercial
fish farm with no previous records of enteromyxosis. Upon
arrival, they were checked for the absence of the parasite
(see below) and acclimated to the experimental conditions
two weeks before the beginning of the experiment. Fish
(n Z 132; average weight 134 g) were divided into two
groups, control (CTRL) and recipient (R). Each group was
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split in two replicate 200-L fibre-glass tanks. A first sam-
pling (day 0) of 6 fish from each group was conducted.
Then, R fish were exposed to E. leei-contaminated effluent
as previously described [8]. Briefly, R tanks were set to re-
ceive exclusively the effluent water from another tank con-
taining 24 fish coming from an infected stock (donors Z D;
average weight 127.3 g; prevalence of infection 54%),
resulting in a D/R ratio Z 0.8. CTRL fish were kept under
the same conditions of water flow and oxygen concentra-
tion, but without receiving E. leei-contaminated water.

Over the course of the study, day length followed
natural changes and water was heated in order to keep
temperature always above 18 �C (range: 18e23 �C, with
a maximum day-to-day variation of 1 �C). Sea water
(37.5& salinity) was pumped from ashore (open system),
5 mm-filtered and UV irradiated. Water flow was 10 L min�1,
and oxygen content of outlet water remained higher than
85% saturation. All fish were fed daily a commercial dry pel-
let diet at about 1% of body weight. Disease signs and daily
mortalities were recorded throughout the experiment.

After the sampling before exposure to the parasite (day
0), the progression of the infection was monitored by
sampling both CTRL and R fish at 27, 50, 90 and 113 days
post exposure (p.e.). At each sampling, an equal number
of fish from each replicate was randomly sized and weighed
(see Fig. 1 for the total number of fish sampled at each sam-
pling point). At day 90 p.e., fish from both CTRL and R
groups were non-lethally sampled for PCR (see below). At
the remaining samplings (27, 50 and 113 p.e.), fish were
killed by over-exposure to anaesthetic (3-aminobenzoic
acid ethyl ester, 100 mg L�1). One piece of the posterior
intestine was fixed in 10% buffered formalin for diagnosis
of the disease in histological sections, and another piece
was processed for PCR detection of the parasite (see
below). In addition, only at the last sampling (113 days
p.e.), blood and tissue samples were taken for immunolog-
ical and gene-expression analyses. One blood aliquot was

immediately used to measure the respiratory burst activity.
The remaining blood was allowed to clot overnight at 4 �C,
centrifuged at 3000 � g for 20 min at 4 �C, and serum ali-
quots were stored at �80 �C until used in immune assays.
Head kidney (HK) and posterior intestine were rapidly ex-
cised, frozen in liquid nitrogen, and stored at �80 �C until
RNA extraction and analysis. Immunological data were ob-
tained from all fish sampled at this time and gene expres-
sion analyses were calculated for 8 CTRL and 16 R fish
(see below).

Parasite diagnosis

Parasite diagnosis was performed by histology and/or PCR.
For histological examination, fixed intestinal portions were
embedded in Technovit resin (Kulzer, Heraeus, Germany),
1 mm-sectioned and stained with toluidine blue. For PCR,
two types of samples were taken. Non-lethal (NL) sampling
was performed by probing the rectum with a cotton swab,
and lethal (L) samples consisted of small tissue portions
taken from the posterior intestine. Sampling and PCR diag-
noses were carried out as described in [37], with primers
specific for E. leei rDNA. This procedure has been validated
against a gold standard (histological observation of the
whole digestive tract), resulting in a high sensitivity
(0.96) and specificity (1) (O. Palenzuela, unpublished
data). NL-PCR was applied to evaluate the parasitic status
of D fish, R fish upon arrival to the experimental facilities,
and also of R fish at 90 days p.e. to adjust the timing of the
last sampling and to ensure enough infected fish for com-
parative analyses. The prevalence of infection at each sam-
pling point was calculated considering any positive fish
detected by PCR and/or histology. The intensity of infec-
tion was evaluated in the histological sections and scored
as high, medium or low according to the number of parasitic
stages per observation field at 120�: low Z scattered
stages in some fields, mediumZmore than 10 stages in

high67.8178.3 (28)180.1 (14)113

n.a.53.6172.9 (28)170.3 (28)90b

medium18.8155.8 (16)148.3 (16)50

low12.5141.2 (16)139.3 (16)27

-0134.5 (6)134.0 (6)0

MIP (%)RCTRL

Enteromyxum leei

infection in R

Fish weight 

(g)a
Days

p.e.

B

A

10 μm

10 μm

Figure 1 Fish weight, mean prevalence (P) and mean intensity (MI) of infection of control (CTRL) and recipient (R) gilthead sea
bream exposed to Enteromyxum leei. Panels A and B show histological sections of intestines of parasitized R fish at 27 and 113 days
post-exposure (p.e.), respectively. Arrows point to parasite stages. aThe number in parentheses indicates the number of sampled
fish. bMI was calculated only from data obtained from histological diagnose, thus it cannot be calculated (n.a.) at 90 days p.e.,
when fish were diagnosed only by NL-PCR.
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all fields; highZ more than 30 stages in all fields. The mean
intensity of infection was calculated only for fish found to
be parasitized by histology.

Immunological assays

Induction of the respiratory burst (RB) activity in blood
leucocytes was measured directly from heparinized blood,
following the method described in [38], with some modifi-
cations. Briefly, 100 ml of diluted blood (1:25) in HBSS
(Hanks’ Balanced Salt Solution, pH 7.4) were dispensed in
white flat-bottomed 96-well plates and incubated with
100 ml of a freshly prepared luminol suspension (2 mM lumi-
nol in 0.2 M borate buffer pH 9.0, with 2 mg ml�1 PMA) for
1 h at 24e25 �C. Luminol-amplified chemiluminescence
was measured every 3 min with a plate luminescence
reader for generation of kinetic curves. Each sample was
run in duplicate and read against a blank in which no blood
was added. The integral luminescence in relative light units
(RLU) was calculated.

Total serum peroxidases (PO), which include myeloper-
oxidase, were chosen as a measure of the oxidizing capacity
of the plasma. They were measured following the pro-
cedure described in [39]. Briefly, 15 ml of serum were mixed
in flat-bottomed well plates with 135 ml of HBSS-plus (HBSS,
without Ca2þ and Mg2þ, 0.1% NaCl and antimycotic/antibi-
otic mixture) and 50 ml of 3,30,5,50-tetramethylbenzidine
hydrochloride (TMB). After 2 min of incubation, the reac-
tion was stopped with 25 ml of 1 N H2SO4, and the optical
density was read at 450 nm. Wells in which no serum was
added were run as blanks.

Serum lysozyme (LY) was measured by a turbimetric
assay adapted to 96-well microplates, as previously de-
scribed [39]. The lytic capacity of the serum by the alterna-
tive complement pathway (ACP) was determined using
sheep red blood cells (SRBC) as targets, as in [39], with
the only exception of using 2.85 � 108 SRBC ml�1. The dilu-
tion corresponding to 50% haemolysis/ml was expressed as
ACH50.

RNA extraction and RT procedure

RNA was extracted from samples of posterior intestine and
HK using the ABI PRISM� 6100 Nucleic Acid PrepStation
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Briefly, HK and
intestine tissues were homogenized at a ratio of
25 mg ml�1 with a guanidine-detergent lysis reagent. The
reaction mixture was treated with proteinase K, and RNA
purification was achieved by passing the tissue lysate
(0.5 ml) through a purification tray containing an applica-
tion-specific membrane. Wash solutions containing DNase
were applied, and total RNA was eluted into a 96-well
PCR plate. The RNA yield was 40e50 mg with absorbance
measures (A260/280) of 1.9e2.1. Reverse transcription
(RT) with random decamers was performed with the
High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems). For
this purpose, 500 ng total RNA were reverse transcribed
in a final volume of 100 ml. RT reactions were incubated
for 10 min at 25 �C and 2 h at 37 �C. Control reactions
were run without reverse transcriptase and were used as
negative controls in PCR assays.

Quantitative PCR

The expression of genes related to growth (GH receptor I
(GHR-I), GH receptor II (GHR-II), IGF-I and IGF-II), was
measured in HK samples, and those related to immune
response (IL-1b, TNF-a, a-2-macroglobulin (a-2M)), and
antioxidant defences (glutathione reductase (GR), glutathi-
one peroxidase-1 (GPx-1) and mortalin (GRP-75)) were
measured in both intestine and HK samples. Transcript
measurements were made by real-time quantitative PCR
(rtqPCR) using an iCycler IQ Real-timeDetection System (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) as previously described [40]. RT re-
actions were conveniently diluted (1:7.5; 1:75; 1:375), and
7.5 ml were used for PCR reactions in 25-ml volume. Each
PCR-well contained a SYBR Green Master Mix (Bio-Rad) with
specific primers at a final concentration of 0.3e0.9 mM (see
Table 1). b-Actin was used as housekeeping gene and the
efficiency of PCR reactions for target and reference genes
variedbetween88%and95%, respectively.Thedynamic range
of standard curves spanned five orders ofmagnitude, and the
amount of product in a particular sample was determined by
interpolation of the cycle threshold (Ct) value. The specific-
ity of reaction was verified by analysis of melting curves and
by electrophoresis and sequencing of PCR amplified prod-
ucts. Reactions were performed in triplicate and fluores-
cence data acquired during the extension phase were
normalized to b-actin by the delta-delta method [41], using
data in CTRL fish as reference values. No changes in b-actin
expression were found in response to the parasite challenge.

Statistical analysis

Differences in immune and gene expression data between
CTRL, non-infected R and infected R fish were analysed by
One-way analysis of variance (ANOVA) followed by Stu-
denteNewmaneKeuls test or by Dunn’s method. The
significance level was set at P < 0.05. When the tests of
normality or equal variance failed, a KruskaleWallis one-
way ANOVA on Ranks followed by Dunn’s method was
applied instead. All the statistical analyses were performed
using Sigma Stat software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Results

Progression of the infection

Fig. 1 shows the progressive increase in the prevalence and
the mean intensity of infection by Enteromyxum leei in R
fish. At the last sampling (113 days p.e.), R fish reached
a 67.8% prevalence with a high mean intensity of infection.
CTRL fish were non-parasitized. Data on immune factors
and gene expression were analysed according to the para-
sitic status at this time point, and fish were classified in
three categories: CTRL (n Z 14), non-parasitized R
(n Z 9) and parasitized R (n Z 19) fish.

At the first samplings, most parasite stages were primary
cells, sometimes harbouring secondary cells, located in the
basal part of the gut epithelium (Fig. 1A), and no cellular
reaction was detected. By contrast, at the last sampling,
most fish with high intensity of infection harboured sporo-
blasts and/or mature spores, located within the epithelium
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(Fig. 1B). At 113 days p.e., the observation of the histolog-
ical sections of most infected fish revealed a clear damage
to the intestinal architecture. Parasitic stages occupied
extensive areas of the epithelium, with partly dislodged en-
terocytes displaying hypertrophied nuclei and eosinophilic
granular cell infiltration in the mucosa and submucosa of
the intestine. Rodlet cells were also abundant.

There were no significant differences in body weight
between CTRL and R fish during the experimental period
(Fig. 1), or at the last sampling between the three fish cate-
gories (data not shown). Infected fish did not exhibit the ema-
ciated syndrome, typical of the terminal stage of this
enteromyxosis, which usually appears after more than
3 monthsofexposure.At the last samplingpoint, thecondition
factor [(weight length�3) � 100] of non-parasitized R fish was
significantly higher (2.525 � 0.048) than that of CTRL
(2.438 � 0.040) fish. No CTRL or R fish died during the trial.

Immunological factors

For the three fish categories, mean values were calculated
for each of the four immunological factors measured.
Parasitized fish exhibited the highest RB values, being
significantly higher than those of non-parasitized R ones
(Fig. 2A). By contrast, serum PO (Fig. 2B) and LY (Fig. 2C)
were significantly lower in all fish exposed to the infection,
regardless of their parasitic status. ACP was somewhat
higher in R parasitized fish but the high individual variability
made impossible any statistical significance (Fig. 2D).

Gene expression

The relative expression of the studied genes in parasitized
and non-parasitized R fish (both exposed to the infection)

was analysed with respect to CTRL animals (not exposed to
the infection), and differences among both types of R fish
were also analysed. The data on the expression of immune
and anti-oxidant related genes in the HK of parasitized R
and non-parasitized R fish are shown in Fig. 3A and B, re-
spectively. Relative to CTRL fish, no significant changes
were found in the HK of non-parasitized R fish. The expres-
sion of GPx-1 in parasitized R fish was significantly down-
regulated relative to CTRL and non-parasitized R fish.
Fig. 4 shows the expression profile of the same genes in
the intestine. In this tissue, parasitized-R fish exhibited
a significant up-regulation of GRP-75 and a-2M, whereas
TNF-a, GPx-1 and IL-1b were significantly down-regulated
with respect to CTRL fish, and the two latter genes also
with respect to non-parasitized R fish (Fig. 4A). Of note,
no significant differences were observed in non-parasitized
R fish vs. CTRL ones (Fig. 4B). Concerning the expression of
GH-related genes in HK, IGF-I and GHR-I were significantly
down-regulated in parasitized R fish (Fig. 5A), whereas
both genes were up-regulated in non-parasitized R fish
(Fig. 5B). No significant differences were observed in the
expression of GHR-II and IGF-II among the three fish
categories.

Discussion

After 113 days of exposure to parasite-containing effluent,
two categories of R fish were obtained: non-parasitized (ex-
posed, but not infected) and parasitized (exposed and in-
fected by E. leei) fish, which were compared with CTRL
animals (not exposed to the parasite). This exposure time
(113 days) was chosen to ensure a high prevalence of infec-
tion. Data gathered in previous experiments over several
years have shown that E. leei experimental infection by

Table 1 Gilthead sea bream primer sequences used for real-time PCR

Gene Accession no. Primer sequence Position

IL-1b AJ277166 F GCG ACC TAC CTG CCA CCT ACA CC 499e521
R TCG TCC ACC GCC TCC AGA TGC 629e609

TNF-a AJ413189 F CAG GCG TCG TTC AGA GTC TC 1069e1088
R CTG TGG CTG AGA GGT GTG TG 1145e1126

a-2M AY358020 F GCC AAA CTC GGT GCC TCT CCT ACT GC 676e701
R CTG CCC TGT GAG CCA TCT GAC AAT CGG 750e724

GPx-1 DQ524992 F GAA GGT GGA TGT GAA TGG AAA AGA TG 34e59
R CTG ACG GGA CTC CAA ATG ATG G 162e141

GR AJ937873 F TGT TCA GCC ACC CAC CCA TCG G 927e948
R GCG TGA TAC ATC GGA GTG AAT GAA GTC TTG 1041e1012

GRP-75 DQ524993 F TCC GGT GTG GAT CTG ACC AAA GAC 358e381
R TGT TTA GGC CCA GAA GCA TCC ATG 500e477

GHR-I AF438176 F ACC TGT CAG CCA CCA CAT GA 1275e1294
R TCG TGC AGA TCT GGG TCG TA 1373e1354

GHR-II AY573601 F GAG TGA ACC CGG CCT GAC AG 1690e1709
R GCG GTG GTA TCT GAT TCA TGG T 1764e1743

IGF-I AY996779 F TGT CTA GCG CTC TTT CCT TTC A 112e133
R AGA GGG TGT GGC TAC AGG AGA TAC 195e172

IGF-II AY996778 F TGG GAT CGT AGA GGA GTG TTG T 406e427
R CTG TAG AGA GGT GGC CGA CA 514e495

b-actin X89920 F TCC TGC GGA ATC CAT GAG A 811e829
R GAC GTC GCA CTT CAT GAT GCT 861e841
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exposure to water effluent is quite effective and consistent
[8], and therefore the infective pressure during the current
experiment was high enough to ensure a homogeneous and
continuous contact of the parasite with all R fish. Thus, in
order to understand why some exposed R fish were not par-
asitized, the differences in the immune response between
these fish categories, several cellular and humoral innate
factors were measured, and the expression of several
immune relevant genes was determined by rtqPCR in an im-
mune-competent organ (HK) and at the site of the infection
(intestine).

The RB of blood leucocytes was the only immune factor
significantly increased in parasitized R fish, with respect to
non-parasitized ones. This immune factor was also signifi-
cantly increased in sharpsnout sea bream parasitized by
E. leei at 20 days p.e. [22] and in turbot parasitized by the
related species E. scophthalmi [23]. The increase observed
in the current study could be due to an increase in the num-
ber of cells involved in the RB (probably mobilized from HK
to combat the parasite at the intestine), or to an enhanced
activity of such cells. This mobilization would be in accor-
dance with the decrease in the percentage of HK acido-
philic leucocytes at 107 days p.e. reported in gilthead sea
bream exposed to E. leei by cohabitation [11].

Recognition molecules, like PO, LY and complement can
partake in direct fish pathogen elimination [16,42]. In pre-
vious studies of E. leei-exposed fish, serum PO was elevated
in sharpsnout sea bream from 5 to 55 days p.e.[12] and in
gilthead sea bream at 10 days p.e. [10], though a depletion

was noticed later on, from 22 to 108 days p.e [10]. There
are no data on how E. leei infection affects LY activity. In
sharpsnout sea bream, no LY could be detected in either in-
fected or healthy animals [9] and inconsistent patterns
have been reported in sparids infected by myxosporeans
or in other fish affected by other enteromyxosis [9,23,43].
In the present study, both serum PO and LY were signifi-
cantly depleted in exposed fish. Taking all this together,
it appears that in gilthead sea bream, PO could be initially
increased in response to the parasite exposure, but quickly
consumed to fight it, and values do not recover even in non-
parasitized R fish.

a-2M is a versatile anti-protease capable of trapping and
functionally silencing all classes of microbial and parasite
proteases [44], which is expressed in gilthead sea bream
early in the fish development in liver and muscle [45].
The association of a-2M with resistance to the fish hemofla-
gellate Cryptobia salmositica [46] has been demonstrated.
Supporting this, we found herein that a-2M was up-
regulated in the intestine (but not significantly in HK) of
parasitized gilthead sea bream, which suggests a role in
counteracting the putative action of parasite proteases at
the local level. Proteases are in fact involved in the patho-
genicity of parasites [47], and their presence in several
myxosporeans has been documented [48,49]. Thus, it is hy-
pothesized that proteases are also involved in E. leei host
invasion, as the parasite breaches the epithelium and
locates through enterocytes. Furthermore, the modulation
of circulating and expression levels of antiproteases by fish
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parasitic infections has recently been reported. Increased
serum total antiproteases and serum a-2M were found in
E. leei-parasitized sharpsnout sea bream [12] and E. scoph-
thalmi-parasitized turbot [23], respectively. Similarly, a-2M
was significantly over-transcribed in grass carp parasitized
by the copepod Sinergasilus major [50] and in carp intra-
peritoneally injected with Trypanoplasma borreli [51]. Ad-
ditionally, the increased expression of a-2M may also be in
response to host proteases released from injured tissues.

IL-1b and TNF-a are pro-inflammatory cytokines mainly
produced and released by activated leucocytes [52], which
have been cloned and sequenced in gilthead sea bream
[53,54]. In the present work, the expression of both cyto-
kines remained unaltered in non-parasitized R fish, but in
parasitized R fish it was significantly down-regulated by
the infection at the intestine. In a preliminary study [10],
TNF-a was also significantly down-regulated in the HK of
E. leei-exposed gilthead sea bream starting on day 38
p.e., and IL-1b expression was increased at the first stages
(10 days) after exposure. Most studies on the effect of a par-
asitic infection in fish have focused on short-term infection
models and have detected over-transcription of both cyto-
kines after challenge with Myxosporea [55], Monogenea

[56,57], Copepoda [58] and Protozoa [51,59,60e62], with
a subsequent return to normal levels.

There is scarce information on suppressed cytokine
expression in piscine-parasite models, but this phenomenon
is well documented in parasite murine models [63,64]. Sev-
eral mechanisms could be involved in the down-regulation
of pro-inflammatory cytokines with the progress of parasite
infection. First, a-2M may inhibit the synthesis of certain
cytokines following cell activation (see [65]), and thus the
concurrent increased a-2M transcription in parasitized R
fish could be responsible for the parallel down-regulation
of IL-1b and TNF-a. Second, parasitized R fish (after
113 days of exposure to E. leei) might just be switching to
an anti-inflammatory phase to avoid excessive tissue injury
provoked by reactive oxidative species (ROS) generated by
activated leucocytes during a prolonged pro-inflammatory
phase [66].

Glutathione peroxidases are part of the enzymatic
antioxidant defence of fish, and their activity and/or
expression can be modulated by natural and anthropogenic
factors. Thus, the observed reduction in the transcription
of GPx-1, both in the intestine and the HK of parasitized R
gilthead sea bream, could render them in a state of
oxidative stress if the production of ROS is maintained
high (see [67]). However, if the observed high blood RB is
considered as the delayed effect of the initial pro-inflam-
matory phase, the down-regulation of GPx-1 could be
regarded as another indicator of the switching to an anti-
inflammatory phase. The effect of parasites in piscine
GPx-1 is mostly unknown, but mammals infected by some
protozoans exhibited reduced erythrocyte GPx-1 [68].
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*+ *

*

*+

*

A

B

R
e
l
a
t
i
v
e
 
G

e
n

e
 
E

x
p

r
e
s
s
i
o

n

-1

0

1

2

4

3

R
e
l
a
t
i
v
e
 
G

e
n

e
 
E

x
p

r
e
s
s
i
o

n

-1

0

1

2

4

3

IL-1β TNF-α α-2M GR GPX-1 GRP-75

IL-1β TNF-α α-2M GR GPX-1 GRP-75

Figure 4 Boxewhisker plots representing the relative gene
expression of inflammatory cytokines, antiproteases, and anti-
oxidant enzymes and chaperones in the intestine of parasitized
(A) and non-parasitized (B) R gilthead sea bream after 113 days
of exposure to Enteromyxum leei. See legend to Fig. 3 for ex-
planation of symbols and data handling.
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GRP-75 was also differentially expressed in parasitized R
gilthead sea bream, with a clear over-transcription in
intestine. In mammals, GRP-75 is an essential protein that
has been implicated in multiple functions [69]. Collective
data have provided evidence that a relationship exists be-
tween other HSPs and disease in fish [32,70,71]. In general,
an over-expression of HSPs is known to have deleterious
consequences [72], and particularly that of mortalin is
known to contribute to human carcinogenesis [73]. The
biological meaning of the observed up-regulation can only
be hypothesized, since there is almost no information on
the particular regulation of GRP-75 in fish [74]. It is known
that GRP-75-defective mutant zebrafish suffers a serious
blood developmental defect resulting in ineffective haema-
topoiesis [34]. Thus, it is conceivable that the over-expres-
sion of GRP-75 in the intestine of parasitized R gilthead sea
bream may represent some adaptive response to restore
cellular homeostasis, in the intestinal tissue destroyed by
parasite invasion and the host immune reactive products.
This hypothesis would be in accordance with recent evi-
dence of the importance of HSPs to adapt to pathogenic
conditions in the digestive tract (reviewed in [75]). In any
case, further transcriptional and functional analyses are
needed to understand cell and tissue GRP-75 function and
regulation in fish.

This is the first work to address the interaction of
neuroendocrine and immune systems with a gene-expres-
sion approach during a long-term parasite challenge. The
expression of GH-related genes in parasitized fish exhibited
an opposite regulation to that of non-parasitized animals.
The concurrent down-regulation of IGF-I and GHR-I

observed in the HK of parasitized R fish has not been
reported before in piscine models, and it could be consid-
ered a case of impaired GH function in immune-related
organs. In humans and rodents an important complication
of sepsis, trauma and chronic inflammatory diseases is the
hepatic GH resistance, characterized by normal GH secre-
tion with impaired production of hepatic target genes
including IGF-I [76], and some of the mechanisms involved
have been elucidated [77]. However, the means by which
these genes were down-regulated in E. leei parasitized
fish remains to be established. On the other hand, the up-
regulated expression of GHR-I and IGF-I in the HK of non-
parasitized R fish could indicate a higher capacity to effec-
tively combat parasites. Supporting this, specific binding
sites for GH were characterized in gilthead sea bream HK
neutrophils and macrophages [26], and experimental evi-
dence indicates that GH usually acts in fish as an immunos-
timulant [78], though the underlying molecular mechanisms
are poorly understood. Of note, in the present study, the
HK expression of GHR-II and IGF-II was not altered in both
parasitized and non-parasitized R fish. This is in accordance
with the recent notion that GHR-I and II have evolved as
duplicated GHR subtypes having different patterns of tissue
distribution, post-receptor signalling and hormonal tran-
scriptional regulation [79,80].

In conclusion, although some immune parameters were
affected in the same direction by all the fish exposed to the
parasite (LY, PO), those fish which became parasitized
exhibited a clearly different gene-expression profile than
those which did not, particularly at the site of infection
(intestine). This on-site regulation indicates the magnitude
of the hosteparasite interaction and the involvement of
intestinal cells in the host defence. Further studies are
needed to analyse in depth the differential expression of
the studied genes, and a microarray approach is currently
underway to find other genes that may be differently
expressed in R fish which become parasitized and in those
which do not.
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the interleukin (IL)-1-mediated activation of an IL-1 receptor-
associated protein kinase and NF-kappa B. Eur J Immunol
1997;27:3015e21.

[37] Palenzuela O, Bartholomew JL. Molecular tools for the diagno-
sis ofCeratomyxa shasta (Myxozoa). In: CunninghamCO,editor.
Molecular diagnosis of salmonid diseases. Dordrecht, The Neth-
erlands: Kluwer Academic Publishers; 2002. p. 285e98.

[38] Nikoskelainen S, Verho S, Airas K, Lilius EM. Adhesion and
ingestion activities of fish phagocytes induced by bacterium
(Aeromonas salmonicida) can be distinguished and directly
measured from highly diluted whole blood of fish. Dev Comp
Immunol 2005;29:525e37.
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Dynamics of liver GH/IGF axis and selected stress markers in juvenile gilthead sea
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The time courses of liver GH/IGF axis and selected stress markers were analyzed in juvenile gilthead sea
bream (Sparus aurata) sampled at zero time and at fixed intervals (1.5, 3, 6, 24, 72 and 120 h) after acute
confinement (120 kg/m3). Fish remained unfed throughout the course of the confinement study, and the
fasting-induced increases in plasma growth hormone (GH) levels were partially masked by the GH-stress
inhibitory tone. Hepatic mRNA levels of growth hormone receptor-I (GHR-I) were not significantly altered by
confinement, but a persistent 2-fold decrease in GHR-II transcripts was found at 24 and 120 h. A consistent
decrease in circulating levels of insulin-like growth factor-I (IGF-I) was also found through most of the
experimental period, and the down-regulated expression of GHR-II was positively correlated with changes in
hepatic IGF-I and IGF-II transcripts. This stress-specific response was concurrent with plasma increases in
cortisol and glucose levels, reflecting the cortisol peak (60–70 ng/mL), the intensity and duration of the
stressor when data found in the literature were compared. Adaptive responses against oxidative damage
were also found, and a rapid enhanced expression was reported in the liver tissue for mitochondrial heat-
shock proteins (glucose regulated protein 75). At the same time, the down-regulated expression of
proinflammatory cytokines (tumour necrosis factor-α) and detoxifying enzymes (cytochrome P450 1A1)
might dictate the hepatic depletion of potential sources of reactive oxygen species. These results provide
suitable evidence for a functional partitioning of hepatic GHRs under states of reduced IGF production and
changing cellular environment resulting from acute confinement.

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Over the last decade, growth hormone receptors (GHRs) have been
cloned and sequenced in more than forty fish species covering almost
all fish lineages (Calduch-Giner et al., 2001; Lee et al., 2001; Benedet
et al., 2005). Initially, these receptors were clustered in two clades
encompassing GHRs of salmonid (GHR-II) and non-salmonid fish
(GHR-I), although this observation led to the suggestion that both
receptors are retained in the same fish through teleost radiation and
evolution. This hypothesis is supported by the coexistence of
duplicated GHRs in rainbow trout and several Mediterranean perci-
form fish, such as gilthead sea bream, common dentex and European
sea bass (Saera-Vila et al., 2005; Bermejo-Nogales et al., 2007).
Likewise, Jiao et al. (2006) demonstrated the occurrence of two GHRs
in black sea bream, Southern catfish and Nile tilapia. More recently,
duplicated GHRs have been demonstrated in Mozambique tilapia
(Pierce et al., 2007), orange-spotted grouper (Li et al., 2007) and
Atlantic halibut (Hildahl et al., 2007; Hildahl et al., 2008), which

indicates that duplication and divergence of fish GHRs might have
taken place in an early fish ancestor.

Nevertheless, receptor specificity remains unclear and GHR-I of
masu salmon binds somatolactin (SL) and growth hormone (GH), but
the binding affinity is higher for SL than GH and it was then named SL
receptor by Fukada et al. (2005). The orthologous medaka gene might
also mediate SL signalling (Fukamachi et al., 2005), but the switch and
diversification of GH/SL receptors are highly probable among modern
and primitive fish lineages. Thus, GHRs of Japanese eel bind
specifically to GH (Ozaki et al., 2006), whereas the GHR might be a
promiscuous receptor for GH and SL in the archaic sturgeon and
lungfish (Fukamachi and Meyer, 2007). This promiscuity is not
unusual in the Class I cytokine receptor superfamily, although each
ligand/receptor interaction may result in unique signalling outcomes
(Denley et al., 2005) that may differ among fish species. Indirect
evidence for this also exists in gilthead sea bream, as transcriptional
studies indicate that insulin-like growth factors (IGFs) in growth
(liver, skeletal muscle) and immune (head kidney) relevant tissues
are positively correlated with GHR-I rather than GHR-II in parasite-
challenges (Sitjà-Bobadilla et al., 2008) and different growth models
(Benedito-Palos et al., 2007; Saera-Vila et al., 2007). Thus, overall data
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suggest that GHR-I has evolved in perciform fish, and particularly in
gilthead sea bream, as a true orthologous GHR.

Computational analyses also evidence a different promoter
organization of GHRs in gilthead sea bream (Saera-Vila et al., 2007).
It is noteworthy that surrounding the transcription start site of GHR-II,
but not in GHR-I, there are several consensus elements for redox and
stress regulatory elements (activating proteins, APs, 1 and 4, and
cAMP-responsive elements, CRE), which would contribute to deline-
ate a differential and stress-specific regulation of fish GHRs. Confine-
ment exposure is a common stressor in aquaculture practise that
impacts negatively on the immune system, reproduction and growth
performance (Pickering 1993; Van Weerd and Komen, 1998). Thus,
this experimental conditionwas chosen to analyze in juvenile fish the
functional partitioning of hepatic GHRs after acute stress confinement.
The study includes data on GHR transcripts, hepatic IGF production
and plasma levels of GH. Circulating levels of cortisol and glucosewere
measured as conventional stress markers to assess the reliability of
stress response triggered under our experimental conditions. Since
mitochondrial heat-shock proteins (glucose regulated protein 75,
GRP75), proinflammatory cytokines (tumour necrosis factor-α, TNF-
α) and detoxifying enzymes (cytochrome P450 1A1, CYP1A1) are also
stress-sensitive markers in sparid fish (Bermejo-Nogales et al., 2007;
2008), these genes were chosen to assess how protein misfolding and
potential sources of reactive oxygen species (ROS) were regulated in
concert with the liver GH/IGF axis.

2. Materials and methods

2.1. Fish rearing and sampling

Juvenile gilthead sea bream (Sparus aurata) of 110–130 g final body
weight were reared from July to December in a seawater re-circulatory
system (500-L tanks) equipped with physical/biological filters, and a
heat-unit system that maintained water temperature above 18–19 °C.
Voluntary feed intake was near to maintenance ration at the time of
the experiment (December), and it was stopped one day before
confinement exposure to avoid result disturbances due to differences
in feed intake between control (undisturbed fish) and stressed fish.
Batches of 10 fish were transferred from 500-L tanks (9–10 kg/m3) to
cylinder net baskets of 10-L volume (117–123 Kg/m3), each one
suspended in 90-L tanks with a seawater flow of 10-L/min to
avoid water deterioration (oxygenN5 ppm; unionised ammo-
niab0.02 mg/L). These fish served as zero time and stressed fish at
specific sampling times (1.5, 3, 6, 24, 72 and 120 h) after confinement
exposure. Additional 500-L tanks (one per each sampling time) were
used as control fish donors. Nomortality was registered in control and
stressed fish over the course of the confinement period.

At each sampling time, eight fish from control and confinement
tanks were netted into a bucket containing 0.1 g/L of 3-aminobenzoic
acid ethyl ester (MS-222; Sigma, Saint Louis, MO, USA). Blood was
taken from caudal vessels (in less than 2 min for all fish), centrifuged
at 3000 ×g for 20 min at 4 °C, and plasma samples were frozen and
stored at −30 °C until hormone and metabolite analyses were
performed. Prior to tissue collection, fish were killed by cervical
section and the liver was extracted, immediately frozen in liquid
nitrogen, and stored at −80 °C awaiting RNA isolation. All procedures
were carried out according to national (Consejo Superior de
Investigaciones Científicas, Institute of Aquaculture Torre de la Sal
Review Board) and the current EU legislation on the handling of
experimental animals.

2.2. Hormone and metabolite assays

Plasma cortisol levels were assayed using an enzyme immunoas-
say kit (Diagnostic Systems Laboratories, Webster, TX, USA) based on
the competition between unlabelled cortisol and cortisol–horseradish

peroxidase for a fixed number of antibody-binding sites. Tetramethyl-
benzidine was used as a chromogen solution with sensitivity (90% of
binding) of 1 ng/mL. Plasma glucose levels were measured by the
glucose oxidase method (Thermo Electron, Louisville, CO, USA).

Plasma GH levels were determined by a homologous gilthead sea
bream radioimmunoassay (RIA) as reported elsewhere (Martínez-
Barberá et al., 1995). The sensitivity and midrange (ED50) of the assay
were 0.15 and 1.8 ng/mL, respectively. Plasma IGFs were extracted by
acid–ethanol cryoprecipitation (Shimizu et al., 2000), and the
concentration of IGF-I was measured by means of a generic fish IGF-
I RIA validated for Mediterranean perciform fish (Vega-Rubín de Celis
et al., 2004). The assay is based on the use of red sea bream (Pagrus
major) IGF-I (GroPep, Adelaide, Australia) as tracer and standard, and
anti-barramundi (Lates calcarifer) IGF-I serum (GroPep) (1:8000) as a
first antibody. The sensitivity andmidrange of the assaywere 0.05 and
0.7–0.8 ng/mL, respectively.

2.3. RNA extraction and RT procedure

Total RNA extraction from target tissues was performed with the
ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). Briefly, tissue samples were homogenized at a
ratio of 25 mg/mL with a guanidine–detergent lysis reagent. The
reaction mixture was treated with proteinase K, and RNA purification
was achieved by passing the tissue lysate (0.4–0.5 mL) through a
purification tray containing an application-specific membrane. Wash
solutions containing DNase were applied, and total RNA was eluted
into a 96-well PCR plate. The RNAyield was 30–50 μg with absorbance
measures (A260/280) of 1.9–2.1. Reverse transcription (RT) with
random decamers was performed with the High-Capacity cDNA
Archive Kit (Applied Biosystems). For this purpose, 500 ng total RNA
was reverse transcribed into a final volume of 100μL. RT reactions
were incubated for 10 min at 25 °C and 2 h at 37 °C. Negative control
reactions were run without reverse transcriptase.

2.4. Real-time PCR

Measurements of hepatic transcripts (GRP75, TNF-α, CYP1A1,
GHR-I, GHR-II, IGF-I and IGF-II) were taken using an iCycler IQ Real-
time Detection System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) as described
elsewhere (Bermejo-Nogales et al., 2007). Briefly, diluted RT reactions
were used for PCR reactions in 25-μl volume. Each PCR-well contained
a SYBR Green Master Mix (Bio-Rad), and specific primers at a final
concentration of 0.3–0.9 μM were used to obtain amplicons of 75–
169 bp in length (Table 1).

β-actin was used as the housekeeping gene, and the efficiency of
PCR reactions for the target and the reference gene varied between
87% and 99%, respectively. The dynamic range of standard curves
(serial dilutions of RT-PCR reactions) spanned five orders of
magnitude, and the amount of product in a particular sample was
determined by interpolation of the cycle threshold (Ct) value. The
specificity of reactionwas verified by analysis of melting curves and by
electrophoresis and sequencing of PCR amplified products. Reactions
were performed in triplicate and the fluorescence data acquired
during the extension phase were normalized to β-actin by the delta–
delta method (Livak and Schmittgen, 2001). No changes in β-actin
expression were found in response to confinement exposure.

2.5. Statistical analysis

The time course of circulating levels of hormones and metabolites
was analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Student–Newman–Keuls. At each sampling time, stress-specific
changes in circulating parameters and hepatic transcripts were
analyzed by Student t-test. Pearson Product Moment correlations
was used for correlation analyses of circulating GH and IGF-I, and
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hepatic transcripts of IGFs and GHRs. SPSS forWindows Version 14.0.1
(SPSS Inc) was used as statistical software.

3. Results

3.1. Circulating and hepatic stress markers

Plasma cortisol titres (b3 ng/mL) in control fish did not change
significantly over the course of the study (Fig. 1A). In stressed fish,
plasma cortisol levels peaked up to 60–70 ng/mL after 1.5 h of con-
finement exposure with a recovery of control values at the 6 h sampling
time. After 24 h of confinement exposure, plasma cortisol levels peaked
again,with a recoveryof control values at the last sampling time (120 h).

Plasma glucose levels in control fish did not vary over the course of
the confinement study (Fig. 1B). In stressed fish, the plasma glucose
concentration was 2-fold increased at the 3 h sampling time, with a
progressive recovery of control values during the subsequent 6–120 h
sampling times (Fig. 1B).

Hepatic transcripts of GRP75were significantly up-regulated (2- or
3-fold increase) over the course of the 6–72 h sampling period, with a
recovery of control values at the last sampling time (120 h) (Fig. 2A).
After 6 h of confinement exposure, TNF-α (Fig. 2B) and CYP1A1
(Fig. 2C) transcripts were not significantly altered, but a 2- or 5-fold
decrease was found during the subsequent 24–120 h sampling times.

3.2. Liver GH/IGF axis

All fish over the course of the confinement period remained unfed,
and GH levels in control fish increased significantly with time
(Fig. 3A). This fasting-induced GH rise was partially masked by
confinement exposure, and plasma GH levels in stressed fish were 2-

Table 1
Gilthead sea bream primer sequences used for real-time PCR.

Gene Accession
number

Primer sequence Position

GRP-75 DQ524993 F TCC GGT GTG GAT CTG ACC AAA GAC 358–381
R TGT TTA GGC CCA GAA GCA TCC ATG 500–477

TNF-α AJ413189 F CAG GCG TCG TTC AGA GTC TC 587–606
R CTG TGG CTG AGA GGT GTG TG 663–644

CYP1A1 AF011223 F GCA TCA ACG ACC GCT TCA ACG C 903–924
R CCT ACA ACC TTC TCA TCC GAC ATC TGG 1071–1045

GHR-I AF438176 F ACC TGT CAG CCA CCA CAT GA 1275–1294
R TCG TGC AGA TCT GGG TCG TA 1373–1354

GHR-II AY573601 F GAG TGA ACC CGG CCT GAC AG 1690–1709
R GCG GTG GTA TCT GAT TCA TGG T 1764–1743

IGF-I AY996779 F TGT CTA GCG CTC TTT CCT TTC A 112–133
R AGA GGG TGT GGC TAC AGG AGA TAC 195–172

IGF-II AY996778 F TGG GAT CGT AGA GGA GTG TTG T 406–427
R CTG TAG AGA GGT GGC CGA CA 514–495

β-actin X89920 F TCC TGC GGA ATC CAT GAG A 811–829
R GAC GTC GCA CTT CAT GAT GCT 861–841

Fig. 1. Time course of plasma levels of cortisol (A) and glucose (B) in control (○) and
stressed (●) fish. Data are the mean±SEM (n=6–8). Different letters indicate
statistically significant changes over the course of the experiment in stressed fish
(ANOVA, Pb0.05). Statistically significant differences between stressed and control fish
were analyzed at each sampling time by means of Student t-test (⁎Pb0.05, ⁎⁎Pb0.01,
⁎⁎⁎Pb0.001).

Fig. 2. Box–whisker plots representing the time course of the relative gene expression of
GRP75 (A), TNF-α (B) and CYP1A1 (C) in stressed fish. Data in control fish were used as
arbitrary reference values at each sampling time in the normalization procedure (values
N1 or b1 indicate increase or decrease with respect to reference values). The lower
boundary of the box indicates the 25th percentile and the upper boundary of the box
indicates the 75th percentile. Whiskers above and below the box indicate the 90th and
10th percentiles. Continuous line inside the box is the median; non-continuous line
inside the box is themean. Statistically significant differenceswith respect to the control
group were analyzed by means of Student t-test (⁎Pb0.05, ⁎⁎Pb0.01, ⁎⁎⁎Pb0.001).
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fold lower than in control fish at the 72 and 120 h sampling times.
Circulating IGF-I concentration was also lowered by confinement
exposure, and stressed fish showed a significant reduction in plasma
levels of IGF-I over the course of the 6–72 h period (Fig. 3B), although
there was no significant correlation with GH levels. The maximum
decrease (3-fold) was found at the 24 h sampling time, with a
recovery of control values at the last sampling (120 h).

After 6 h of confinement exposure, hepatic IGF-I (Fig. 4A) and IGF-II
(Fig. 4B) expression was not altered by confinement exposure, but a 2-
fold decrease in both IGF transcriptswas evidenced at the 24 h sampling
time. Later on, the trendwas towards recovery of the control values, but
a significant reduction was still found at the 120 h sampling time.
Regarding the hepatic expression of GHRs, we failed to demonstrate any
significant change in the expression of GHR-I (Fig. 5A). In contrast, a 2-
fold reduction inGHR-II transcriptswas found over the course of the 24–
120 h sampling times (Fig. 5B). This stress-specific response was
positively correlated with changes in transcripts encoding for IGF-I
(r=0.605, Pb0.01) and IGF-II (r=0.514, Pb0.05).

4. Discussion

Gilthead sea bream is an important aquaculture species in the
Mediterranean region, and the stress response of cortisol, glucocorti-
coid receptors and energy metabolites has been examined in fish
subjected to different stressors (Tort et al., 1996; Arends et al., 1999;
Acerete et al., 2008). There is also now experimental evidence for an
inhibitory effect of handling and crowding stress upon circulating GH
levels (Rotllant et al., 2000, 2001), but the effects of acute and chronic
stressors on hepatic IGF production and expression of duplicated fish
GHRs have not been evaluated simultaneously. This study is, therefore,
the first report in non-salmonid fish considering the time course of
selected stress markers and key components of the liver GH/IGF axis
in a changing cellular environment resulting from acute confinement.

Cortisol and glucose are currently used as primary/secondary
stress biomarkers in a wide variety of fish species (Barton and Iwama,
1991; Wendelaar Bonga, 1997). In the present study, cortisol titres in
control fish enter into the ideal fish levels (N5 ng/mL) (Pickering and
Pottinger, 1989), and the stress-associated increases in plasma cortisol
and glucose levels followed the expected response in this fish species
(Ortuno et al., 2001; Sangiao-Alvarellos et al., 2005). Moreover, the
cortisol peak (60–70 ng/mL) did not deviate from the gilthead sea
bream literature data when plasma titres were related to stocking
density: (i) 15–20 ng/mL at 26–30 kg/m3 (Rotllant et al., 2000;
Barton et al., 2005), (ii) 30 ng/mL at 70 kg/m3 (Sangiao-Alvarellos
et al., 2005) and (iii) 178 ng/mL at 200 kg/m3 (Rotllant et al., 2001).
This finding supports a close relationship between cortisol response
and the intensity/duration of confinement, although we found a
bimodal cortisol rise as reported elsewhere by Arends et al. (1999).
These authors considered that the first cortisol peak is due to a rapid
activation of the hypothalamic–pituitary–interrenal axis (HPI) leading
to exhaustion and/or negative feedback regulation of this axis. The
second cortisol peak might be ACTH-independent and, in our case, it
was associated to a wide variety of tissue repair and remodelling
processes that were mostly mediated by the stress response of the
endoplasmic reticulum (Calduch-Giner et al., 2008).

The transition from normal to stressful conditions is also
accompanied by a robust up-regulation of heat-shock proteins
(Hsp), which damps the cytotoxicity caused by misfolded and
denaturated proteins (Anckar and Sistonen, 2007). These proteins
thus have housekeeping functions, which makes the mitochondrial
GRP75 and its yeast homologue (SSC1p) life-essential (Craig et al.,
1989; Kaul et al., 2007). Few studies have examined the role of GRP75
in fish, but it is now recognized that hepatic GRP75 is up-regulated in

Fig. 3. Time course of plasma levels of GH (A) and IGF-I (B) of control (white) and
stressed (black) gilthead sea bream. Data are the mean±SEM (n=6–8). Different
letters indicate statistically significant changes over the course of the experiment in
control (regular font) and stressed fish (italic font, ANOVA, Pb0.05). Statistically
significant differences between stressed and control fish were analyzed at each
sampling time by means of Student t-test (⁎Pb0.05, ⁎⁎⁎Pb0.001).

Fig. 4. Box–whisker plots representing the time course of the relative gene expression of
IGF-I (A), and IGF-II (B) in stressed fish. Data in control fish were used as arbitrary
reference values at each sampling time in the normalization procedure (values N1 or b1
indicate increase or decrease with respect to reference values). The lower boundary of
the box indicates the 25th percentile and the upper boundary of the box indicates the
75th percentile. Whiskers above and below the box indicate the 90th and 10th
percentiles. Continuous line inside the box is the median; non-continuous line inside
the box is the mean. Statistically significant differences with respect to the control
group were analyzed by means of Student t-test (⁎Pb0.05).
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zebrafish toxicogenomic models (Lam et al., 2006). The up-regulated
expression of hepatic GRP75 has also been demonstrated in a previous
gilthead sea bream study with fish exposed for short (24 h) and long
(3 weeks/pair fed study) periods of time to high (120 kg/m3) and
mild (50 kg/m3) loading densities, respectively (Bermejo-Nogales
et al., 2008). This enhanced expression protects mitochondria against
oxidative damage, and not surprisingly the hepatic GRP75 showed in
the present study a rapid and robust up-regulation, which stopped
after 5 days of acute confinement exposure. This loss of responsive-
ness can be understood as the reestablishment of a new redox
homeostasis that was encompassed by a down-regulated expression
of hepatic TNF-α and CYP1A1 genes. The former is a proinflammatory
cytokine that increases leukocyte and mitochondrial ROS production
(Yang et al., 2007), and the experimental data support a reduced or
enhanced expression of TNF-α and TNF decoy receptors in stressed
rats and fish, respectively (Connor et al., 2005; Momoda et al., 2007).
Likewise, hepatic CYP1A1 is amajor hepaticmetabolizing enzyme that
transforms endogenous substrates, procarcinogens and pollutants
into less- or non-toxic metabolites (van der Oost et al., 2003). These
processes are, however, potential sources of ROS, and CYP1A1
expression is generally repressed by oxidative stress (Barouki and
Morel, 2001).

The modulation of ROS production and antioxidant defences by
the endocrine system is also a well-documented phenomenon
(Haddad et al., 2002). Thus, in long-lived dwarf mice, the reduced
signalling of GH and IGF-I contributes to maintain an appropriate
cellular redox state (Holzenberger et al., 2003; Bartke and Brown-Borg,
2004). Conversely, animals over expressingGHcombat oxidative stress
less efficiently than normal and dwarf mice (Brown-Borg et al., 1999;
Brown-Borg and Rakoczy, 2000). In this way, the stress-induced

reduction in plasma GH levels is not surprising. This stress response
after confinement exposure has been reported in a wide variety of fish
species, including gilthead sea bream (Rotllant et al., 2000; 2001),
tilapia (Auperin et al., 1997), rainbow trout (Pickering et al., 1991) and
Atlantic salmon (Wilkinson et al., 2006). However, the link between
somatotropic and HPI axes is not clear, since the in vivo cortisol and GH
negative correlation disagrees with the in vitro GH stimulatory action
of cortisol (Nishioka et al., 1985; Wendelaar Bonga, 1997; Yada et al.,
2005). This apparent inconsistency is also found in mammals, and
short-term glucocorticoid treatments stimulate GH secretionwhereas
long-term treatments exert an inhibitory action (Casanueva et al.,
1990; Giustina and Wehrenberg, 1992; Miell et al., 1991). The present
study was conducted under a regimen of natural photoperiod, and the
shortened light–dark cycle at the time of the study produced the
known winter decreases in cortisol and GH titres (Mingarro et al.,
2002). This scenario of seasonal hyposomatotropism and hypocorti-
solism makes difficult any additional enhancement of the inhibitory
GH-tonus, but the achieved results indicate that confinement exposure
partially blunted the fasting-induced increase inplasmaGH levels. This
elevated plasmaGH levels during fasting andmalnutritionpresumably
reflects the insensitivity of liver to GH action, and thereby a reduced
negative feedback effect of IGF-I on pituitary GH release (Pérez-
Sánchez et al., 1992, 1995). Indeed, more recent studies in gilthead sea
bream (Saera-Vila et al., 2005) and hybrid striped bass (Picha et al.,
2008) indicate that this fasting state of GH resistance is mediated at
long-term by a down-regulated expression of GHR-I and II.

Time series analyses of IGFs evidenced a lag-time among changes
in hepatic IGF transcripts and circulating levels of protein. However,
the hepatic tissue is the primary source of circulating IGF-I and its
depletion by stress and nutritional disorders reflects, in this and
previous gilthead sea bream studies (Gómez-Requeni et al., 2004;
Benedito-Palos et al., 2007), the down-regulated expression of hepatic
IGF-I. In rainbow trout and Atlantic salmon, handling and confinement
also reduce circulating levels of IGF-II (Wilkinson et al., 2006). Thus
far, there is no information in gilthead sea bream on the effects of
aquaculture stressors on circulating levels of IGF-II. Nevertheless, the
results presented here evidenced a robust down-regulation of hepatic
IGF-II, which might reflect reduced circulating levels of IGF-II.
Experimental evidence in catfish (Small et al., 2006), tilapia (Kajimura
et al., 2003) and sunshine bass (Davis and Peterson, 2006) also
indicate that confinement and cortisol treatment reduce IGF activity
and sensitivity to GH. Therefore, the mechanisms by which stressful
conditions inhibit growth are apparently conserved throughout
evolution, but more complete information on the sequence of events
that adjusts growth to each particular condition requires species-
specific studies. Thus, in gilthead sea bream, the reduced hepatic IGF-I
production can be compensated at the local tissue level (skeletal
muscle) by the enhanced expression of IGF-II (Benedito-Palos et al.,
2007; Saera-Vila et al., 2007). In support of this, growth differences
between families of channel catfish have been related to differences in
muscle IGF-II expression (Peterson et al., 2004).

In gilthead sea bream, local compensatory mechanisms of growth
can also be mediated by GHRs, and the muscle expression of GHR-II is
increased by the large dietary replacement of fish oil with vegetable
oils regardless of that found for IGFs (Benedito-Palos et al., 2007). Both
in gilthead sea bream (Saera-Vila et al., 2005) and hybrid striped bass
(Picha et al., 2008), the muscle expression of GHR-II is also up-
regulated by fasting, which may serve to repair and preserve tissue
functions as reported for rat GHRs in atrophied muscle fibers (Casse
et al., 2003). In the same way, we found in the present study that
hepatic transcripts of GHR-II were down-regulated after acute
confinement exposure, whereas no significant changes were reported
for GHR-I. Since glucocorticoids inhibit the expression of GHRs in
mammals (Beauloye et al., 1999; Gabrielsson et al., 1995) and GHR-I
exhibit a higher affinity for SL in salmonids (Fukada et al., 2005), it
may be argued that GHR-II is the true orthologous of mammalian GHR

Fig. 5. Box–whisker plots representing the time course of the relative gene expression of
GHR-I (A), and GHR-II (B) in stressed fish. Data in control fish were used as arbitrary
reference values at each sampling time in the normalization procedure (values N1 or b1
indicate increase or decrease with respect to reference values). The lower boundary of
the box indicates the 25th percentile and the upper boundary of the box indicates the
75th percentile. Whiskers above and below the box indicate the 90th and 10th
percentiles. Continuous line inside the box is the median; non-continuous line inside
the box is the mean. Statistically significant differences with respect to the control
group were analyzed by means of Student t-test (⁎Pb0.05, ⁎⁎Pb0.01).
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whereas GHR-I might be mostly evolved as a SL receptor. However, SL
has no growth-promoting action in gilthead sea bream (Peréz-
Sánchez et al., 2002; Vega-Rubín de Celis et al., 2003), and nice
positive correlations between GHR-I and IGF transcripts have been
reported in different experimental models of this marine fish
(Benedito-Palos et al., 2007; Saera-Vila et al., 2007, Sitjà-Bobadilla
et al., 2008). Moreover, GHRs of Japanese eel bind specifically to GH
(Ozaki et al., 2006) and Jiao et al. (2006) did not find in black sea
bream any response to SL in GHR transfected cells. If so, there is no
easy pattern of transcription and function of GHRs in non-salmonid
fish, although it is reasonable to imagine that GHR-II has a dual
function preserving cell survival and limiting at the same time growth
and hepatic IGF production under life-stress conditions.

Prior to the present study, there is no time course study addressing
the differential stress regulation of GHRs in fish, although several
lines of evidence support a complex cross talk between glucocorti-
coids and fish GHRs. Thus, cortisol injection in black sea bream
enhances the expression of hepatic GHR-I without significant effects
on GHR-II (Jiao et al., 2006). Pierce et al. (2005) reported an increased
expression of GHR-II in primary cultures of salmon hepatocytes
exposed to dexamethasone, and Small et al. (2006) demonstrated a
reduced expression of GHR-II in catfish fed with cortisol for 4 weeks.
More recently, Uchida et al. (2009) reported that handling and
confinement exposure enhanced in tilapia the hepatic expression of
GHR-II. To date there is no easy explanation for these apparent
contradictory findings, although it is suspected that the glucocorti-
coid response is a dynamic process having both stimulatory and
inhibitory effects upon the somatotropic axis, which may reflect
physiological and pharmacological responses and/or differences
between short- and long-term treatments as found in mammals
(Vottero et al., 2003). In particular for gilthead sea bream, we found in
the present study that the stress-specific response of GHR-II was
encompassed by adaptive changes in ROS production and mitochon-
drial chaperones. Furthermore, a previous computational study
(Saera-Vila et al., 2007) recognized a subset of stress-sequence
elements (CRE and APs) surrounding the transcription start site of
GHR-II. These sequence elements can activate and/or inhibit the
expression of target genes depending on promoter organization and
cellular redox context (Abate et al., 1991; Hai and Hartman, 2001;
Glahder et al., 2003). Taking all these findings together, there is
now increasing evidence for a functional partitioning of GHRs in
gilthead sea bream, but some overlapping and redundancy may
occur, and the possibility of GHR-I/GHR-II heterodimers cannot be
excluded.

In summary, stress-mediated changes in primary and secondary
stress markers (cortisol, glucose, GRP75, TNF-α, CYP1A1) evidenced a
robust stress response with the establishment of a new cellular
homeostasis in fish exposed to acute confinement. In this changing
cellular environment, the time course of the liver GH/IGF axis revealed
delayed stimulatory effects of fasting on plasma GH titres, a reduced
hepatic IGF production and a differential expression of the two types of
gilthead sea bream GHRs. This can represent an interesting field of
research for the exploration of the different stress-susceptibilities of
fish species and strains to aquaculture stressors.
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