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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue analizar el polimorfismo de los genes de la hormona de creci-

miento (GH) y de la prolactina (PRL) en dorada Sparus aurata L., 1758 y buscar su posible aso-
ciaciéon con los caracteres cuantitativos peso y talla. Para llevar a cabo este estudio se utilizaron
en total 279 individuos (131 reproductores y 148 descendientes). Una vez analizados los poli-
morfismos en la longitud de fragmentos de restriccion de productos de PCR (PCR-RFLP) de los
intrones en ambos genes, se ha encontrado una posible asociacién entre el intrén I de la GH y
los citados caracteres cuantitativos estudiados.

Palabras clave: PCR-RFLP, hormona de crecimiento (GH), prolactina (PRL), polimorfismo,
crecimiento, acuicultura, mejoramiento por seleccion.

ABSTRACT
Identification of RFLP in growth-related genes in the gilthead seabream Sparus aurata L., 1758

The main objective of the present study was to analyse polymorphism of the growth hormone (GH) gene
and of the prolactin (PRL) gene in the gilthead seabream Sparus aurata L., 1758, and to examine ils pos-
sible association with quantitative characters, such as weight and size. In order to carry out this study, we
used a total of 279 individuals (131 breeders and 148 offspring). Once the Restriction Iragment Length Poly-
morphisms of PCR products (PCR-RFLP) at the introns of both genes were analysed, we found a possible asso-
ciation between intron I of the GH and the quantitative characters studied.

Keywords: PCR-RFLP, growth hormone (GH), prolactin (PRL), polymorphism, growth, aquaculture,

breeding selection.

INTRODUCCION

Uno de los objetivos primordiales en acuicul-
tura es el aumento de la produccién, aunque
hasta el momento se haya centrado mas en las
mejoras de reproduccion, patologia y alimenta-
cion. En la actualidad, un campo que esta adqui-
riendo mucha importancia para la introduccion
de avances en los cultivos son los programas de
mejora en genética.

Gracias a la genética se han conseguido progre-
sos espectaculares en la produccion ganadera
(Wiener, 1994). Sin embargo, la acuicultura, al ser
una actividad mucho mas reciente, ha tenido
pocas oportunidades para beneficiarse de esta tec-
nologia, pudiéndose encontrar ejemplos en sal-
monidos (Embody y Hyford, 1925; Donaldson y
Olson, 1955), ciprinidos (Hinits y Moav, 1999) y
otras especies de peces, como la tilapia Oreochromis
niloticus niloticus (L., 1758) (Eknath et al., 1998).
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En un posible programa de mejora de dorada
Sparus aurata L., 1758, uno de los caracteres que,
sin duda, tendria una mayor relevancia econo-
mica en su cultivo seria el crecimiento. Aunque
la totalidad de genes que afectan a este caracter
poligénico se desconocen, si se ha definido una
serie de genes candidatos, como el gen de la
hormona de crecimiento (GH), la prolactina
(PRL), la somatolactina (SL), el factor de creci-
miento de la insulina (IGF) y la miostatina
(MSTN), por estar sus productos implicados en
procesos fisiolégicos y bioquimicos relacionados
con el crecimiento.

Por esta razén, en este trabajo se ha llevado a
cabo el estudio de dos de estos genes: el de la
GH y la PRL, con el objetivo de buscar marca-
dores moleculares del tipo RFLP (polimorfismo
en la longitud de los fragmentos de restriccion),
que podrian asociarse con la variacién en el cre-
cimiento de esta especie, y poder contribuir al
diseno de programas de seleccion asistida por
marcadores (MAS) para este caracter en una
poblacion cultivada.

La principal funcién de la GH en vertebrados
es regular el crecimiento somatico a través de la
hipertrofia y (o) la hiperplasia celular. En los
tele6steos desempena, ademas, otras muchas
funciones, como la osmorregulacion (Bolton et
al., 1987; Mancera y McCormick, 1998), el con-
trol de la esmoltificacion (Bjornsson et al., 2000)
y la sintesis de proteinas anticongelantes (Idler
et al., 1989).

En el caso de la PRL, las funciones biolégicas
que esta hormona lleva a cabo, tanto en peces
como en vertebrados, son muchas y variadas,
participando en la osmorregulacion, la repro-
duccioén, el comportamiento y la produccion de
mucus (Clarke y Bern, 1980). En los teleésteos,
la funciéon osmorreguladora es la de mayor
importancia, ya que permite la supervivencia de
muchas de sus especies de agua dulce o salobre
al participar en el mantenimiento del balance
hidromineral, disminuyendo la absorcion de
agua e incrementando la retencién de iones
(Hirano et al., 1986).

El gen de la GH en la dorada tiene un tama-
no aproximado de 4,3 kb y esta formado por
seis exones y cinco intrones (Almuly et al.,
2000), estructura similar a la de otros teledsteos,
como el pez gato Ictalurus punctatus (Rafines-
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que, 1818) (Tang et al., 1993) y distintas espe-
cies de carpas (Chiou, Chen y Chang, 1990; Ho,
Wong y Chan, 1991), pero diferenciandose de la
que se encuentra en mamiferos (Chen et al.,
1989), aves (Tanaka et al., 1992) y otros peces
(Chiou, Chen y Chang, 1990; Tang et al., 1993),
que presentan cinco exones y cuatro intrones.
El segundo gen en estudio, el de la PRL, posee
un tamano menor, 3,5 kb, y esta organizado en
cinco exones y cuatro intrones (Astola et al.,
2003), estructura similar a la de otros peces,
como la carpa Ciprinus carpio L., 1758 (Chen,
Chiou y Chang, 1991) y el salmo6n del Pacifico
Oncorhynchus  tshawytscha (Walbaum, 1792)
(Xiong, Chin y Hew, 1992).

MATERIAL Y METODOS

Se muestrearon en total 131 individuos repro-
ductores, 48 machos y 83 hembras, con un peso
medio de 2 433,51 + 51,08 g y una talla media de
54,07 + 0,36 cm. El cultivo en las instalaciones
disponibles, tanto de los individuos reproducto-
res como de su descendencia, fue realizado en
condiciones de temperatura ambiente.

La descendencia (F1) de los reproductores
muestreados fue clasificada en estadios tem-
pranos de su desarrollo, cuando alcanzaron
unos pesos medios aproximados de 0,5-1,0 g
(1.2 clasificacion), 3,0 g (2.2 clasificacion) y 10-
20 g (3.2 clasificacion). Tras la clasificacion ini-
cial, a los 44 dias tras la eclosion, se muestrea-
ron 76 individuos de la 2. clasificacién con un
peso medio de 4,78 + 0,41 g y una talla media
de 6,67 + 0,18 cm. Y a los 201 dias se muestrea-
ron 72 individuos de la 3.2 clasificacién con
peso medio 7,58 + 0,36 g y talla media 7,80 +
+ 0,14 cm.

La extraccion del ADN genémico se realizo
a partir de sangre (Martinez et al., 1998). La
amplificacion de los intrones I y III del gen de
la GH se llevé a cabo con los cebadores (pri-
mers) descritos por Almuly et al. (2000). Para la
amplificacion del resto de las secuencias se
disenaron parejas de cebadores utilizando el
programa informatico Primer 3 (Rozen y Ska-
letsky, 2000). La localizacion y secuencia de los
cebadores utilizados se muestran en la figura 1
y la tabla I.
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Figura 1: Estructura de los genes en estudio y esquema de unién de los primers para el gen de la hormona de
crecimiento (A,B) y la prolactina (C,D).

Las reacciones de PCR y las digestiones con las
enzimas de restriccion se llevaron a cabo segun
Sanchez-Ramos, Cross y Rebordinos (2004). Los
diferentes productos de PCRy los fragmentos de
la digestion se visualizaron en geles de agarosa
con bromuro de etidio (0,5 pg/ml), utilizando
un marcador de peso molecular para determi-
nar el tamano.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la amplificacion de la secuencia del
intron I de la GH se determindé que el rango de

tamano estaba comprendido entre 1,1 kby 1,9
kb, encontrandose en total 16 alelos distintos,
pudiendo describir 21 genotipos diferentes.
Tal como se aprecia en la figura 2, la distribu-
cion de genotipos para los tres grupos analiza-
dos (reproductores y descendientes de las cla-
sificaciones 2.2 y 3.2) es similar: los genotipos
mas abundantes en los reproductores (DD, EE,
FF y BB) también lo son en los descendientes.
Sin embargo, si se observa el numero de indi-
viduos homocigotos y heterocigotos, hay que
destacar la casi inexistencia de heterocigotos
para el grupo de descendientes de la 2.2 clasifi-
cacion y el alto nimero de individuos hetero-

Tabla I. Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion de los distintos fragmentos objetivo del estudio.

Cebadores empleados

Secuencia
Nombre Secuencia Autores
SG1 5 AGAACCTGAACCAGACATGG-3’
tnron TGH RIR1 5-CTGCTGCCAGAGAATTACTG-3’ Almuly et al., 2000
3’ INT2 5 -AGTGGACCATAACTCTCTGC-8’
Intrén III GH Almuly et al., 2000
RINTS 5 -ACAGCAGCTTCAACACCTAG-3’
F_INT4 5-GTTCTCTGTCTGGCGGTTCT-3’ Sdnchez-Ramos, Cross y
Intrén IV GH . iy N
R_INT4 5 -AGCAACTGGGTCTAATGAATGT-3’ Rebordinos, 2004
F_INT5 5-CGCTGAGACGAACCTACGA-3’ Sanchez-Ramos, Cross y
Intrén V GH . ’
R_INT4 5 -AGCAACTGGGTCTAATGAATGT-3’ Rebordinos, 2004
F_INT1 5-GACTTTAACATGACCTGGAGGA-3’ Sanchez-Ramos, Cross y
Intrén I PRL R . ’ 4
R_INTI 5 -TGGTTTCTCTGTGAGCCATCT-3’ ebordinos, 200
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Figura 2: Distribucién de genotipos segin PCR del intrén I de la GH para los tres grupos de individuos.

cigotos para los descendientes de la 3." clasifi-
cacion.

La digestion de estos productos con la enzima
Hadlll originé 25 patrones diferentes, y su distri-
bucién en los tres grupos de individuos fue simi-
lar. En el caso de las digestiones con Hapll se
encontraron 26 patrones en los grupos de indi-
viduos estudiados, también de distribucion simi-
lar (datos no mostrados).

El tipo de polimorfismo encontrado en los
patrones de RFLP para estas dos enzimas se ha
asociado a una diferencia en la longitud de los
productos de amplificaciéon, como consecuencia
de la presencia de secuencias repetidas, del tipo
micro o minisatélites, presentes en esta secuen-
cia (Almuly et al., 2000). La existencia de polimor-
fismos para este gen ha sido descrita también para
muchas especies de peces, como Salmo trutta L.,
1758 (Gross y Nilsson, 1995), Salmo salar L., 1758
(Park, Moran y Dightman, 1995), Oncorhynchus
kisutch (Walbaum, 1752) (Forbes et al., 1994),
Alburnus alburnus (L., 1758) (Schlee et al., 1996) y
Abramis brama (L., 1758) (Gross et al., 1996).

Los productos de PCR de los intrones IVy V
fueron de igual tamano para todos los indivi-
duos reproductores, y los patrones de corte con
las diferentes enzimas de restriccion fueron tam-
bién los mismos para todos los individuos, por lo
que, debido a esta ausencia de polimorfismo, no
se llevé a cabo el andlisis de la descendencia.

En el andlisis de la secuencia del intrén I de la
PRL se encuentran dos alelos, distribuidos en un
total de tres genotipos. Para los tres grupos de
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individuos, esta distribucion de genotipos fue
similar. El genotipo mas abundante en los tres
grupos es el AA, seguido por el heterocigoto AB;
hay que destacar la casi inexistencia del genoti-
po BB, que solo esta presente en los reproduc-
tores y en los descendientes de la 2." clasifica-
cion. En cuanto al porcentaje de heterocigotos
es muy similar para los tres grupos (datos no
mostrados).

La digestion de estos productos con la enzima
EcoRV origin6 tres patrones diferentes, y con la
enzima BspLUIII se originaron seis; la distribu-
ciéon de estos patrones en los tres grupos fue
similar. Tal y como se puede observar en la figu-
ra 3, el patrén mdas abundante en el caso de
EcoRV fue el A, seguido por el C; y en el caso de
las digestiones con BspLUIII los patrones Cy F
fueron los mas representativos de cada grupo.

Los polimorfismos detectados con EcoRV res-
ponden a una diferencia en la longitud de los
fragmentos generados. Y los polimorfismos
detectados con BspLUIII fueron consecuencia
tanto de una diferencia en la longitud de los
fragmentos como de una diferencia en la
secuencia de nucleétidos en las dianas de res-
triccion.

El analisis estadistico de los datos se realizo
con el programa SPSS 11.5.1 para determinar si
los grupos de individuos analizados presenta-
ban diferencias significativas, o no, con respec-
to a las variables biométricas disponibles (talla
y peso). En nuestro caso, la variable indepen-
diente la constituyen los genotipos o los patrones
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enzimaticos, identificados para cada uno de los
individuos pertenecientes a los distintos grupos
diferenciados entre reproductores y su descen-
dencia. Los individuos, tanto reproductores
como sus descendientes, fueron agrupados en
funcién del genotipo o patrén enzimatico iden-
tificado en cada uno de ellos, y para cada uno de
estos grupos se calcularon los pesos y las tallas
medias.

El analisis de la varianza (anova) llevado a
cabo con el intrén I de la GH permitié encon-
trar correlaciones significativas (p < 0,05), tanto
con la talla como con el peso, en el caso de los
descendientes (tabla II).

Este tipo de asociacion entre polimorfismos
en el gen de la GH y caracteres cuantitativos y
cualitativos ha sido descrita en animales de gran-
ja para caracteres como el crecimiento y la cali-
dad de la carne en ganado vacuno (Choi et al.,
1997), la concentracién de grasa en leche en el

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 21 (1-4). 2005: 253-259

mismo ganado (Hoj et al., 1993) y la produccion
de huevos y la resistencia a enfermedades en
aves (Kuhnlein et al., 1997). La asociacién entre
peso y polimorfismos en el gen de la GH tam-
bién ha sido descrita en otras especies de peces,
como Paralichthys olivaceus (Temminck & Schle-
gel, 1846) (Kang et al., 2002), S. salar (Gross y
Nilsson, 1999) y Salvelinus alpinus (L., 1758)
(Tao y Boulding, 2003).

Los RFLP descritos para el intron I de la PRL
no presentaron ninguna correlacion significati-
va con los caracteres biométricos estudiados
(tabla III). No existen estudios previos en los
que se relacione polimorfismo de la PRL con
caracteres biométricos, y los resultados del pre-
sente trabajo indican que no existe una correla-
ciéon entre los polimorfismos observados y los
caracteres cuantitativos estudiados, al menos en
las etapas de crecimiento y los ejemplares anali-
zados de S. aurata.
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Tabla II. Valores de probabilidad (p) para el andlisis de la varianza del intrén I de la GH. (*): p < 0,05.

Reproductores Descendientes
. . RFLP RFLP . RFLP RFLP
Variables Genotipo Hadll Hapll Genotipo Haelll Hapll
Talla 0,525 0,525 0,528 0,003* 0,002* 0,003*
Peso 0,760 0,760 0,741 0,001* 0,001* 0,001*
Tabla III. Valores de probabilidad (p) para el analisis de la varianza del intrén I de la PRL.
Reproductores Descendientes
Variabl Genoti RFLP RFLP Genoti RFLP RFLP
artables chotipo EcoRV BspLUI I chotipo EcoRV BspLUI I
Talla 0,173 0,173 0,202 0,874 0,874 0,965
Peso 0,220 0,220 0,274 0,813 0,813 0,966
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