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RESUMEN

Se analiz6, por hibridacion in situ (HIS) no radiactiva, la expresion de ARNm de los dos tipos
de somatolactina (SL1y SL2), hormona de crecimiento (GH) y prolactina (PRL) en hipofisis de
dorada Sparus auratus L., 1758. Las distintas oligosondas de somatolactina (SL) empleadas, mar-
cadas en su extremo 5’ con biotina o digoxigenina, presentaron una fuerte senal, fundamental-
mente en la pars intermedia (PI) de la glandula pituitaria, detectandose, por primera vez, células
que coexpresan ambas formas. Por otra parte, las oligosondas de GH y PRL mostraron senales de
hibridaciéon en la proximal pars distalis (PPD) y rostral pars distalis (RPD), respectivamente.
Ademas, en el estudio de animales con tres edades y tallas diferentes, producidos por el creci-
miento asincronico de la dorada en cultivo industrial, no se observaron diferencias cualitativas
en los niveles de expresion de estas dos formas de SL.

Palabras clave: Hibridacion in situ, ARNm, familia GH/PRL/SL, glandula pituitaria, Sparus
auratus.

ABSTRACT

Localization of mRNA of two types of somatolactin, growth hormone, and prolactin in the pituitary of
gilthead seabream Sparus auratus L., 1758

The mRNA expression of two types of somatolactin (SL1 and SL2), growth hormone (GH), and prolactin
(PRL) were analysed by in situ non-radioactive hybridization (ISH) in the pituitary of gilthead sea bream
Sparus auratus L., 1758. The different SL probes used, 5’ end labelled with biotin or dioxygenin, showed a
strong signal, mainly in the pars intermedia (PI) of the pituitary gland. We found, for the first time, cells
that co-express both SL forms. Furthermore, the GH and PRL oligoprobes showed signs of hybridization in the
proximal pars distalis (PPD) and rostral pars distalis (RPD), respectively. Moreover, the study of speci-
mens of three ages and different sizes, produced by asynchronic growth of the S. aurata under commercial
farming conditions, found no qualitative differences in the levels of expression of these two SL forms.

Keywords: In situ hybridization, mRNA, GH/PRL/SL family, pituitary gland, Sparus auratus.
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INTRODUCCION

La prolactina (PRL), la hormona de crecimiento
(GH) y la somatolactina (SL), esta Giltima exclusiva
de peces, son hormonas pertenecientes a la familia
de proteinas GH/PRL y se cree que provienen de
un gen ancestral comun y desarrolladas por proce-
sos de amplificacion y divergencia (Nicoll, Mayer y
Rusell, 1986). La SL fue aislada por primera vez en
el bacalao atlantico Gadus morhua Linnaeus, 1758
(Rand-Weaver et al., 1991), y se produce principal-
mente en la pars intermedia (PI) de la hipofisis de la
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mayoria de los peces. La GH y la PRL se producen
en las células somatotropas y lactotropas, respecti-
vamente, y estan localizadas principalmente en la
proximal pars distalis (PPD) y rostral pars distalis
(RPD) de la hipofisis.

La SL ha sido caracterizada exclusivamente en
peces (tabla I) mediante el aislamiento de la pro-
teina e identificacion de su secuencia aminoacidi-
ca, clonacion de su ADNc o determinacion de la
propia secuencia genomica. En todas las especies
examinadas, a excepcion de los salmoénidos, la SL
se puede encontrar en dos formas: glicosilada y no

Tabla I. Especies de peces osteictios en las que se han caracterizado las SL. (*): aunque todavia no se ha publicado la secuen-
cia aminoacidica, esta accesible en las bases de datos de GenBank; (s/n): secuencia aminoacidica no incluida en las bases de

datos.
Especie N.? acceso Referencia
GenBank
Actinopterigios
Pleuronectiformes  Pleuronectidae  Hippoglossus hippoglossus hhSL L02117 Iraqi, Gong y
(Linnaeus, 1758) Hew, 1993
" Paralichtydae Paralichthys olivaceus poSL M33695 Ono et al., 1990
(Temminck & Schlegel, 1846)
" Soleidae Solea senegalensis Kaup, 1858 ssSL. U06753 Pendon et al., 1994
Perciformes Sparidae Sparus awratus Linnaeus, 1758 saSL1 P54863 Astola et al., 1995
" " Sparus auratus Linnaeus, 1758 saSL2 P79894 Cavari, Funkenstein
y Kawauchi, 2000
! Siganidae Siganus guttatus (Bloch, 1787) sgSL. AB026186 Ayson et al., 1999
" Sciaenidae Sciaenops ocellatus soSL. AF062520 Zhu et al., 1999
(Linnaeus, 1766)
! Moronidae Dicentrarchus labrax dISL  AJ277390 Company et al., 2000
(Linnaeus, 1758)
Scorpaeniformes Cyclopteridae Cyclopterus lumpus cISL L02118 Iraqi, Gong y
Linnaeus, 1758 Hew, 1993
Tetraodontiformes Tetraodontidae  Tetraodon miurus tmSL AF253066 Rand-Weaver et al.,
Boulenger, 1902 1991*
Gadiformes Gadidae Gadus morhua Linnaeus, 1758 gmSL D10639 Takayama et al.,
1991a,b
Salmoniformes Salmonidae Oncorhynchus keta okSL D10640 Takayama et al.,
(Walbaum, 1792) 1991a,b
" " Oncorhynchus mykiss omSL s/n Yang, Arab y Chen,
(Walbaum, 1792) 1997
Acipenseriformes  Acipenseridae Acipenser transmontanus atSL AB017200 Amemiya et al., 1999
Richardson, 1836
Anguilliformes Anguillidae Anguilla anguilla aaSL U63884 May, Todd y
(Linnaeus, 1758) Rand-Weaver, 1997
Cypriniformes Cyprinidae Carassius auratus caSL U72940 Cheng et al., 1997
(Linnaeus, 1758)
Siluriformes Ictaluridae Ictalurus punctatus ipSL  AF267991 Tang, 1992
(Rafinesque, 1818)
Sarcopterigios
Lepidosireniformes Protopteridae Protopterus annectens paSL  AB017766 Amemiya et al., 1999
(Owen, 1839)
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glicosilada. Ademas, la alineacion de las secuencias
aminoacidicas de las SL caracterizadas demuestra
que estan muy conservadas a lo largo de la filoge-
nia y que posee unas caracteristicas comunes signi-
ficativas (figura 1).

La SL ha sido implicada en una gran variedad de
procesos fisiologicos (ver revision de Kaneko, 1996),
como la maduracion sexual o, en general, algunos
aspectos de la reproduccion (Mousa y Mousa, 2000),
la respuesta al estrés, la regulacion acido-base y de
los niveles de calcio (Kakizawa, Kaneko e Hirano,
1996), el metabolismo de los acidos grasos y del fos-
fato (Lu, Swanson y Renfro, 1995; Company et al.,
2000) y la adaptacion a los fondos oscuros en las es-
pecies no salmoénidas (Zhu et al., 1999). Las otras dos
hormonas, PRL y GH, juegan un papel activo en la
regulacion del balance hidrico-mineral de los tele-
oOsteos eurihalinos (Sakamoto et al., 1997) e intervie-
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nen en la modulacién de la reproduccion (LeGac et
al., 1993). Por su parte, la GH regula el crecimiento
somatico y el metabolismo (Pérez-Sanchez y LeBail,
1999). En general, podemos considerar que la fun-
cion principal que lleva a cabo la familia de hormo-
nas GH/PRL/SL en los teledsteos es la regulacion
de diferentes iones.

Recientemente, Cavari, Funkenstein y Kawauchi
(2000) han identificado, por primera vez en la do-
rada, una segunda forma de SL, denominada SL2
para su distincion de SL, tnica forma caracteriza-
da en las demas especies de peces, y de SL1 en el
caso de S. auratus. La SL2 se diferencia solamente
en 11 aminoacidos de la forma SLI1, clonada por
Astola et al. (1995). De estos once aminoacidos, sie-
te son sustituidos por otros aminoacidos semejan-
tes en cuanto a su polaridad. Por tanto, dadas las
semejanzas tan marcadas entre SL1 y SL2, la técni-

hhSL --- AL PLD QOEGGFSACPS S CEKLLDRM EESCS VP PL
poSL -- ALLWPYLLTAS PLD CKEK RCPS S (EKLLDRV FECS F \VPEPL
SSSL - -- MTAK WL LAS %D CROECG\VBRCPH S | LR R EH F VP& PL
saSll --MMRA WLLWPYLLTAS PLD GROECGALSHPS S | LDR H F | PFPL
saSL2 -- MRWRA K( | LLWPYLLTTS PLD CGROEQGA.SRPS S | LDR YRVH F | PEPL
oL --MMIA ALLVPH LTASVPLD CREERGN SROPTI S CEKLLDRM YR F P L
soSL - - MYMVTAL SLLWPYLI T1 S PLD GKEEQGS . SROPS S (BKLLDRV YRVSH F VPR S
dSL  ------ee-iei-- oo LWPYLLTVS PLD CREECBSLSRCPS S (EKLLDRVI YRVSH F VPR PL
dSL  --MLVSM VLLVWPNLLASSVPLD CREEQE LSRCPS S (EKLLDR H F | P--- L
MSL ----- NAALCEVLLA VELVPVLVTT S\ N CEOECEI NS S BEKLLDRESFSTLSS S VEL RC LSHS
gmSL  MHTLAAWAL AVLWPCPPTHSSPVD (REH S % | LDR YRVH F \PEP-
L -- VLLWPOLVSLG/PLE QORI | LCAS S REKLLDRM YR F \PEP-
omSL -- VLLWALVSLGAPLE CKDESS | LCAS S KEKLLDRV TRVH F \VPFP-
asSL - W LLLVROMBAGYPLD CKDES | SCTY S LEKLLDRVI YHVSH F \PVS
paSL  MH\VKOMLCSLALT FC%LWG LLAYPLD CKDECQGSYTRCTS S LEKLLCRA L YRVH F AFS
aaSL  --MS RANLQE VAM.THR VGYPWD GKH TRPS S LIKLLER YRVH ¥ IPS S
caSL - -- MKKTTWAL FV\@\%/I(E’\/D(, DDTA- G/ | S LEKLLERA H AH L | SFG WNLH SEGT
L ---MKTKVLQWIG | W.CA LGSIID(Q.]-U-’I-@&(SS EKLLORA YR SO F | PLL- | PAHQHAN
' [—PEPTDOSENAL—]  [——StA——]
hhSL  AQ TKALPI PSSKSE LNKT KW/SDKLI SLE || RAM.CEQWLTAT
poSL  AQ TKALP| LNKT KW/SDKLI SLE LI RAM.DEGMLTAT
SSSL - AQ TKALP PSKSE LNKT KWSEKLVSLEQBA/ VLI RMLDEGTL
saSL1 PO TKALP PSKSE LNKT KW/SEKLMELE L | DE)
saSl2 PO TKALP PSKSE LNKT KW/SD EQB/A WL | DEG
sgSL TA TKALA [NKT KWSEKLI SECBA/ VLI KM DEQVATTA
sOSL - AQ TKAFP! LNKT KWSEKLI 3K L | DEQ LTTT
dSL  AQ TKALP PSKSE LNKT KW/SEKLI QK L |
oSL TKTLI LNKT KWSEKL| SLH LI KKM.DEGWLTI N
tmSL LNKT KWLEKL| S H | LI KKI LNEA
gmSL O TKDEP! PTSKAE LNKT KWEEKU| SECBA/ VLI RMLDGA
OkSL  TCATKAFP PGSKSE LKKT KW/SH E LI RM.DO
omSL  TCATKAFPI PGKSE LKKT KW/SH EQON LI RM.DD
aiSL  TQ TKAFP PGKSE LNKT KW/ FQ3 V H.| ROM.DE
paSL  SOYTKA. R PSSKSE A KT KWSCKLPS Q3 V LI RMLHE
aaSL  ACSTROWPI L YDNAPDALLINKT KVWETKLMNE L| RM.NH
caSL XL VERS KLMSTKI TSLEQE L _§ G
E%S SCTNLVRA KLE | QQ SKT RABTKLMNLK I | DK
. C——O-DWLL NKT—L-O— L ——
. . . —SlB—] -

Figura 1. Alineamiento de las WSL Y _ o 230

secuencias aminoacidicas de poSL V! %’ 231

las SL caracterizadas (ver tabla :SSLIJ ¥S' %gtl)

I) (ClustalW). Los caracteres saSII:Z m' %%

(-) se insertan para adaptar el %L YS 231

alineamiento. (Cons.): marca gg'z YEH %%8

la secuencia consenso comun mSL VR 229

a todas las SL, con los mas im- gn(wSSLL NE %%g

portantes residuos de cisteina %EL = %gg

y el sitio de N-glicosilacion su- paSL 237

brayados. Los cuatro dominios %‘E %%8

conservados de las SL y los 8(%5 NNES- M.RH VA 230

péptidos senal se indican bajo
la secuencia consenso.
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ca de HIS ofrece un instrumento ideal para estu-
diar la distribucion de estas proteinas en la hipo6fi-
sis de la dorada.

MATERIAL Y METODOS
Preparacién de la muestra

Se utilizaron ejemplares juveniles de S. auratus de
tres tamanos diferentes para cada edad (87, 188y 346
dias), provenientes de una misma freza (febrero de
2000) de la piscifactoria Maresa (Ayamonte, Huelva).
Las soluciones empleadas fueron tratadas con dietil-
pirocarbonato que previene la degradaciéon del ARN.
Al menos tres peces de cada grupo, previamente
anestesiados, fueron descabezados y sus encéfalos fi-
jados por perfusion previa o por inmersiéon de las
muestras, segin el tamano del animal, en una solu-
cion de paraformaldehido (PFA) en tampon fosfato
salino pH 7,3 (PBS). Después de la fijacion, se extra-
jeron las hipofisis, se lavaron varias veces en tampon
fosfato pH 7,3 (PB) y se crioprotegieron en sacaro-
sa/PBS, antes de encastrarlas en OCT (Tissue-Tek®).
Secciones de criostato de 8-10 pm, transversales y sa-
gitales, se montaron en portaobjetos de poli-L-lisina
(Menzel-Glaxe®) y se almacenaron a -20°C hasta su
uso. Todos los procedimientos utilizados en la mani-
pulacion de los animales cumplen la normativa de la
Directiva de la Comision Europea (86/609/EEC) y la
legislacion espanola (BOE 67/8509-12, 1998).

Diseiio de oligonucleétidos

Como sondas se utilizaron oligonucleétidos de
24, 30 y 31 nucleotidos marcados en su extremo 5’
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con digoxigenina [DIG] (1) o biotina [BIOT] ).
El analisis de los alineamientos de secuencias nu-
cleotidicas (datos no mostrados) y aminoacidicas
(figura 2) de la familia de proteinas GH/PRL/SL
de S. auratus, determiné un diseno de las oligo-
sondas en las regiones proteinicas de los dominios
D de estas proteinas y en sus zonas no traducidas
en los extremos 3’ de los ADNc. Las oligosondas
antisentido utilizadas en este estudio son:
SaSL1a() y SaSL1c(® 5’tcgacagctgtgcatgtcattttg3’y
SaSL1d(?) 5’caggtttaattaggcgagttaagccactged’ com-
plementarias al ADNc de SL1 (673-696 nt y 1281-
1311 nt respectivamente) (Cavari, Noso vy
Kawauchi, 1995); SaSL2a(® b’tgcacagctgtgtatgt-
cattctg3d’ y SaSL2c() y SaSL2d (%) 5’ggtggagagaggg-
caaagcattacacctac3’ complementarias al ADNc de
SL2 (688-711 nty 875-904 nt, Cavari, Funkenstein
y Kawauchi, 2000); SaGHa() o SaGHc(® 5’tctcagc-
gactcgtcggtgeccagactttg3’ complementarias al
ADNc de GH (533-562 nt) (Funkenstein et al.,
1991; Cavari et al., 1994) y SaPRLa(® 5°ggaa-
atgttgtcctcgecgatgtcattggac3’ complementaria al
ADNCc de la PRL (534-564 nt) (Santos et al., 1999).
Como controles se utilizaron oligosondas sentido
de la misma secuencia que los ADNc de S. auratus
de SL1 (SaSL1b (), SL2 (SaSL2b ), GH
(SaGHb () y PRL (SaPRLb®).

Hibridacién in situ (HIS)

Para la realizacion de las HIS se han empleado
los procedimientos descritos por Henderson
(1996) con ligeras modificaciones que, en sintesis,
consisten en tratamientos previos a la hibridacion

S MRVIRM KQEMWL LVPYLLTAS PLOCR CEQBASHPS SCE KLLORV GHAELI YR VEEESCSLFEEMA P FPLQGRNQGIFC 89
S22 MRVWRA KQGOM L LVPYLLTTS PLOCR CEQRA SRPS SCE KLLORV GHAELI YR VEEESCSLFERMA P R LQGRNQGIFC 89

GH —  MRMMS WELG/SS(P TDA) RFS ASRMHH. LAR FIFESS F EDRANG ALQFC 69
PRL ---- MHRETNGKLA T\A.GWMCSL\VH N D_LDTQL\’:‘QSJ\LI-B LSTI'LTN].S\HJPP \G --WWPRFALC 70
(001 < 1= R [ € ST B € R C

[———-DOMINIOA————]

Sl 1 TKALP PSSKSH Q Q SCKVILFBVLMY CBVEPLWLQITLN - RDG/PIMLNKTK WSEKLVELEQBAV LI KM.CEEMATTY 178

S2 I TKALP PSSKSH Q Q SCKVILHBVLMY CBIWEPLWLQITLN - RDGPIMLLNKK WSTKLVELEQRAV LI KM.DEGMITTY 178

GH NSV SPIDKHETQ RSSWKLLS SYRLY ESEFPSRYS --- --- GEAPRN-Q- - SPKLSALKTG H. LI RANEDGAR FPES 147

PRL r-rrs&qmm Q_SESD_ME_NG_L QW@DLV[LS@N &Ll-PS@Sl SR ELQEI-EIG_GI?LD LSGKMGPAAQN S9. 160

COMensD - == --=- ProKemee ==SeelLemmmnals —-WePee Lo N
[—DOMINIO B—] [—DOMINIOC—]

S11  SEQRFEOGFEM. --- EAMRDYTLLSC FKKDAHHVE LLKLL KCRADMB(R 231
S22 SEQRFEOGFEM. --- EAMROYTLLSC FKKDAHVE LLKLL KCRD HBOA 231
GH  SAQAPYGWYCR. GITESLRRTYELLAC FKKOMHRUETYLTVA KCRSPEANCTL 204
PRL  PYRGEND GEDN K ----- LTNAHALLSC FRROSHK DEFLKVL. RCRVKWPENG 212
COMENSD == === === memmmm mmmmmmnn [L-CF-DHK---L-- -QR-----G-
[——DOMNOD——]
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Figura 2. Alineamiento de las
secuencias aminoacidicas de
la familia de proteinas
GH/PRL/SL de Sparus aura-
tus (ClustalW). Los caracteres
(-) se insertan para adaptar el
alineamiento. (Cons.): marca
la secuencia consenso comin
a todas las SL, con los mas im-
portantes residuos de cisteina
y el sitio de N-glicosilacion su-
brayados. Los cuatro domi-
nios conservados se indican
bajo la secuencia consenso y
los péptidos senal aparecen
subrayados en cada secuencia
proteinica.
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para evitar las uniones inespecificas de las oligo-
sondas, una postfijacién en solucién de PFA en
PBS, una acetilacion y deshidratacion de las sec-
ciones. Una prehibridacion en una mezcla de hi-
bridacion (MH) [MH: 4X citrato sodico salino
(SSC), 10 % sulfato dextrano, 1X Denhardt’s, 50 %
formamida deionizada, 200 pg/ml de ADN de es-
perma de salmoén desnaturalizado, 20 unit/ml de
ARNt de levadura y PB] sin la correspondiente oli-
gosonda, prepara las condiciones de la hibrida-
cion. Esta se realizé durante toda la noche a 45°C
en camara humeda con la MH y la correspondien-
te oligosonda a una concentraciéon de 15-20 ng/ml.
Después, las secciones fueron lavadas en condicio-
nes de alta astringencia: un lavado en 0,1 % dode-
cil sulfato sé6dico (SDS), 2X SSC y dos lavados en
0,1 % SDS, 0,1X SSC durante 30 minutos a 45°Cy
a temperatura ambiente respectivamente. A conti-
nuacion, las secciones hibridadas con oligosondas
marcadas con la DIG se incubaron con anticuer-
pos anti-digoxigenina conjugados con fosfatasa al-
calina (PA) [1:500, comercial Boehringer Mann-
heim].

Por otra parte, las secciones con las oligosondas
marcadas con BIOT se incubaron con la molécu-
la estreptavidina conjugada con peroxidasa (P)
[1 pg/ml, de Jackson-ImmunoResearch]. Ambos
tipos de secciones se incluyeron en tampones de
revelado. Para las que contienen PA, el procedi-
miento de revelado se basa en una reacciéon enzi-
matica con la mezcla de sustratos NBT (4-nitro
blue tetrazolium chloride) y BCIP (5-bromo-4-clo-
ro-3-indol-fosfato), produciendo precipitados de
color azul oscuro. Por su parte, la enzima P utiliza
como sustratos la 3,3’-diaminobenzidina (DAB) y
el HyO,, produciendo precipitados de color ma-
rron. Las reacciones colorimétricas se bloquearon
con varios lavados en agua destilada, y las seccio-
nes fueron montadas en una solucion de glicerol.
En algunos casos, para mejorar la visualizacion de
las senales, las secciones se contratineron en he-
matoxilina acida.

Se han realizado varios controles de las HIS. (1):
secciones incubadas en la MH sin la oligosonda co-
rrespondiente; (2): secciones incubadas con la MH
conteniendo el oligonucle6tido sentido correspon-
diente; (3): secciones hibridadas con las respecti-
vos oligosondas antisentido, pero no incubadas
con el anti-digoxigenina-PA o estreptavidina-P que
corresponderia en cada caso. Los resultados de to-
dos ellos fueron negativos.

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 229-238
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Doble hibridacion in situ

Se llevaron a cabo dos tipos de marcaciones utili-
zando esta técnica. (a): una hibridacion con oligo-
sonda marcada con DIG, una posterior con la co-
rrespondiente marcada con BIOT, o viceversa, e
incubaciones consecutivas con anticuerpos anti-di-
goxigenina-PA y estreptavidina-P; (b): empleando
dos oligosondas marcadas con biotina, en orden in-
distinto, pero realizando primero una hibridacion
con una de las oligosondas y la incubacién con es-
treptavidina-P y, posteriormente, la segunda hibri-
dacion con la otra sonda e incubacién con estrepta-
vidina-PA (1 pg/ml, de Jackson-ImmunoResearch).
En ambos casos las secciones fueron procesadas con
DAB, analizadas, lavadas con PBS, procesadas con
NBT/BCIP y analizadas nuevamente.

RESULTADOS
Especificidad de las distintas oligosondas

Los oligonucleétidos empleados como sondas
presentan resultados positivos en las células ade-
nohipofisarias apropiadas. Las diferentes oligoson-
das de SL no reaccionan con las presumibles célu-
las somatotropas y lactotropas situadas en la pars
distalis de la hipofisis de dorada, y, a su vez, las
sondas de GH y PRL no presentan senales de hi-
bridacion en las células somatolactotropas.
Ademas, no hemos observado marcaciéon por se-
nales de hibridaciéon en las secciones incubadas
anicamente con la MH o las correspondientes oli-
gosondas sentido.

La figura 3 muestra el grado de especificidad de
las distintas oligosondas de SL utilizadas. Secciones
hipofisarias adyacentes incubadas con distintas oli-
gosondas de SL presentan resultados idénticos en
condiciones de alta astringencia, indicando una
gran especificidad, fundamentalmente en las sondas
con mas alta homologia. Asi, comparando los resul-
tados obtenidos con las oligosondas SaSLla/c y la
SaSL2a, con una homologia del 83,3 % y especifica-
mente complementarias al ARNm-SL1 y ARNm-SL.2,
respectivamente, no presentan reaccion cruzada en-
tre ellas. También los analisis de las sondas SaSLL1a/c
vs. SaSL1d y SaSL2a vs. SaSL2c¢/d demuestran que
son complementarias al ARNm-SL.1 y ARNm-SL2,
respectivamente. Por tanto, en este trabajo se han
empleado sin distincion los diferentes tipos de oli-
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Figura 3. Secciones medio-sagita-
les de la hipofisis de animales ju-
veniles de S. auratus de 346 dias.
(a): senales de HIS de oligoson-
da para SL1 (SaSL1a). (b): sena-
les de HIS de oligosonda para
SL.1 (SaSL1d); barra de escala:
200 mm. (c): senales de HIS de
oligosonda para SL2 (SaSL2c).
(d): senales de HIS de oligoson-
da para SL2 (SaSL2d); barra de
escalas: 100 mm. (*): células de
SL presentes en la PPD. a, by c
estan contratenidos con hemato-
xilina acida.

gosondas de SL para la dorada, dado que las sondas
disenadas en la region proteinica producen unos re-
sultados idénticos que las disenadas en la zona no
traducida de los ADNc (figura 3).

Distribucion de las senales de hibridaciéon

El analisis de las senales de hibridaciéon emplean-
do las oligosondas de SL en HIS dobles (figura 4) y

de las secciones adyacentes de las HIS simples (fi-
gura 3a,b) no han mostrado diferencias en el pa-
tron de distribucion de las células que expresan las
dos SL. La localizacion de las senales de hibridacion
con las oligosondas SaSL1 es coincidente con las de
las oligosondas SaSL.2. Ambos ARNm-SL. aparecen
colocalizados en las mismas células de la hipofisis
de la dorada (figura 4c,d). La mayoria de las células
de SL se distribuyen en la PI formando un cordén
alrededor de la neurohipofisis (NH) (figuras 3y 4).
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Figura 4. Seccion transversal de
la PI hipofisaria de animales ju-
veniles de S. auratus de 188 dias.
(a): senales de HIS para SL2;
(b): doble HIS (SL2 y SL1) de la
seccion mostrada en a; (c): deta-
lle de a; (d): detalle de c; (e y f):
secciones sagitales de hipofisis de
talla pequena y grande, respecti-
. vamente. Barra de escalas: (a, c, e
R y £): 100 mm; (b y d): 50 mm.

234

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 229-238



M. J. Herrero-Turrion et al.

En secciones transversales se muestra que algunas
células positivas a estas sondas estan presentes en
porciones mas internas de la PI (figura 4). También
se han observado senales de hibridacion débiles en
pequenos grupos de células en la region ventral de
la PPD (figura 3d), mientras que no han sido de-
tectadas en la RPD. Las senales de hibridacion den-
tro de las células que coexpresan las SL se sitdan en
el citoplasma y, fundamentalmente, en uno de sus
polos celulares.

Con la oligosonda SaGHa se observan senales de
hibridacién en alto namero de células de la PPD
de la hipéfisis. En esta area de la glandula pituita-
ria, y fundamentalmente en su zona media-dorsal,
las células inmunoreactivas a GH (ir-GH) forman
una capa celular a modo de collar alrededor de la
NH (figura 5b,c,d,e). La marcacion de células so-
matotropas se sitia en el citoplasma y, principal-
mente, en uno de los polos celulares. Con el oligo-
nucle6tido para la PRL se observan senales de
hibridaciéon en las células adenohipofisarias que
ocupan la mayor parte de la RPD (figura 5a,b,d.f).
Analizando las células de PRL se aprecia que los
nucleos ocupan la mayor parte del volumen celu-
lar. Para estas dos ultimas sondas, las HIS dobles di-

Hibridacion in situ de la superfamilia GH en dorada

ferencian claramente las células marcadas con el
cromogeno/substrato DAB-HyO,, las lactotropas, y
las del substrato con NBT-BCIP, somatotropas (fi-
gura bb,d), no observandose células que colocali-
zan ambas marcaciones, es decir, células mamoso-
matropas que coexpresen la GH y la PRL.

Finalmente, en la figura 4e,f se muestra que no
hay diferencias cualitativas significativas en la dis-
tribucion de las senales de hibridacion de los
ARNm-SL en doradas de una misma edad y de tres
tallas distintas.

DISCUSION

Hasta el momento se han realizado distintos es-
tudios inmunohistoquimicos (IHQ) de SL, GH y
PRL en dorada (Power y Canario, 1992; Villaplana
et al., 1997; Villaplana et al., 2000) y un tnico estu-
dio de HIS en células que expresan la PRL (Santos
et al., 1999), determinandose diferencias probable-
mente debidas a los distintos materiales (anticuer-
pos) y metodologias empleados en los estudios. Por
tanto, la necesidad de la puesta a punto de una téc-
nica experimental de alta especificidad, sensibili-

Figura 5. Secciones sagitales de
hipofisis de S. auratus de 188 dias
post-eclosion (a, b, ¢, d) y seccio-
nes transversales de hipofisis de
S. awratus de 87 dias post-eclosion
(e, f). (a): simple HIS para PRL;
(b): doble HIS para PRLy GH de
a; (c): simple HIS para GH; (d):
detalle de doble HIS para GH y
PRL; (e y f): secciones adyacen-
tes (de 10 mm) para GH y PRL
respectivamente. Barra de esca-
las: (a, by c): 100 mm; (d, e, f):

50 mm.

Bol. Inst. Esp. Oceanogr. 18 (1-4). 2002: 229-238

235



M. J. Herrero-Turrion et al.

dad y facilmente reproducible, como las HIS no ra-
dioactivas que proponemos, se hace indispensable
para el analisis de la expresion de hormonas hipo-
fisarias.

En diferentes especies de peces la localizacion
de células productoras de SL se ha determinado
fundamentalmente por estudios IHQ (Olivereau y
Rand-Weaver, 1994; Dores et al., 1996; Vissio et al.,
1997; Villaplana et al., 1997; Salam et al., 2000). De
este modo, las células ir-SL se han localizado prin-
cipalmente en la PI de la hipofisis, bordeando el te-
jido neurohipofisario. La presencia de células ir-SL
ha sido descrita en numerosas especies (tabla I),
suponiéndose su universalidad en todos los teleds-
teos, aunque en Gymothorax meleagris (Shaw, 1795)
no se ha detectado mediante estudios IHQ esta
proteina (Dores et al., 1996). Por consiguiente, da-
das las limitaciones de la técnica IHQ y la reciente
clonacion en S. auratus de un segundo tipo de SL,
con muy pocas diferencias respecto al primero
(Cavari, Funkenstein y Kawauchi, 2000), el empleo
de la HIS se hace necesario para analizar los patro-
nes de distribucion de sus ARNm.

Para ello, en primer lugar se optimizaron las
condiciones de la HIS para esta especie y la de-
teccion especifica de sus ARNm. La utilizaciéon de
oligosondas no radioactivas, marcadas en su ex-
tremo 5’ con BIOT o DIG, se ha evidenciado co-
mo un método con alta especificidad y sensibili-
dad. También se ha demostrado una gran
especificidad de las oligosondas empleadas en es-
te estudio. Las oligosondas de SL, dos o tres oli-
gonucleoétidos que son complementarios al mis-
mo transcrito de ARNm, tanto en su zona
traducida como en la no traducida, presentan un
grado de similitud muy alto, del 84 % (SaSLla 6
SaSLIc, y SaSL2a) vy, a pesar de ello, y en condi-
ciones de alta astringencia, se ha determinado
que son altamente especificas (figura 3). En este
aspecto, otros estudios (Sommer et al., 1990), em-
pleando oligosondas con una similud mas alta, del
92 %, demuestran que son altamente especificas
en condiciones de alta astringencia. Por tanto, es-
te trabajo puede utilizar ambos tipos de sondas de
SL, complementarias a la region proteinica o a la
zona no traducida de los ADNc.

Las dobles HIS (figura 4) y secciones adyacentes
de simples HIS (figura 3) han demostrado que am-
bos tipos de SL de S. auratus se coexpresan en las
mismas células, situandose principalmente en la PI
de la hip6fisis formando un cordén de células al-
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rededor de la NH, como en otras especies de tele-
osteos (Kaneko et al., 1993). Ademas, hay senales
de hibridaciéon en células que forman agrupacio-
nes en porciones mas internas de la propia PI (fi-
gura 4a,c), como también lo observaron por IHQ),
en esta misma especie, Villaplana et al. (1997).
También, aunque con expresion mas débil, se en-
cuentran células positivas a las SL. en grupos celu-
lares aislados, principalmente en la zona ventral
de la PPD (figura 3d), como en distintas especies
del género Oncorhynchus Suckley, 1861 y en Seriola
dumerili (Risso, 1810) (Olivereau y Rand-Weaver,
1994), lo que sugiere diferentes actividades, segin
el patron de distribucion dentro de la propia hi-
pofisis. La proximidad de las células somatolacto-
tropas al tejido neural, mostrando a menudo pro-
cesos celulares que contactan con las ramas
neurohipofisarias, sugiere que éstas estan regula-
das por sustancias neurohipotalamicas (Moons et
al., 1989). En relacion a las células positivas a las
SL en S. auratus, se aprecia que las senales de hi-
bridacion se sitan en el citoplasma, y se centran,
principalmente, en uno de su polos (figura 4), al
igual que en otras especies (Olivereau y Rand-
Weaver, 1994). Finalmente, cabe destacar que toda
la distribucion de las células de SL en S. auratus
mostrada en el presente trabajo por HIS coincide
con la localizaciéon inmunohistoquimica de la tni-
ca forma proteinica de SL conocida en ese mo-
mento (Villaplana et al., 1997).

Las oligosondas SaGHa y SaPRLa dan intensas
senales de hibridaciéon en la PPD y RPD de la hip6-
fisis, coincidiendo con las zonas donde, por méto-
dos IHQ), se han detectado células somatotropas y
lactotropas respectivamente, tanto en la especie
que nos ocupa (Power y Canario, 1992; Villaplana
et al., 2000) como en otras especies de vertebrados
(Frawley y Bloockfor, 1989). Ademas, conviene
apuntar que las senales inmunoreactivas a la oligo-
sonda para la PRL presentan pequenas diferencias
en los grados de intensidad, por lo que se deduce
que distintas células lactotropas son capaces de ex-
presar la hormona de forma desigual.

La distribucion de los ARNm de GH y PRL en hi-
pofisis de doradas que aqui se describe, no coinci-
de exactamente con la distribucién de las corres-
pondientes proteinas (Villaplana et al., 2000). En
nuestro trabajo se ha mostrado que en secciones
adyacentes de HIS simples (figura 5e,f) y dobles
HIS de GH/PRL no se detectan células mamoso-
matotropas (MS), en discrepancia con lo descrito
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mediante THQ en animales de esta edad por
Villaplana et al. (2000). Estos autores determinaron
que en el rango de edades de 64 a 118 dias apare-
cen células doblemente inmunorreactivas a GH y
PRL (células MS). En cambio, en nuestro estudio,
a la edad de 87 dias no se han observado dobles
marcaciones en las senales de hibridacion de las
oligosondas para la GH y PRL. Por tanto, postula-
mos que en el estadio de 87 dias se podrian detec-
tar las correspondientes proteinas colocalizadas y
no estar presentes ambos ARNm. En los estadios
tempranos de desarrollo, en este caso en forma de
alevin, es crucial la rapida respuesta a las necesida-
des de una determinada proteina/hormona en un
momento concreto, por lo que es factible la pre-
sencia de un pool de proteinas en espera que ya han
sido traducidas de los correspondientes ARNm, los
cuales ya habran sido degradados y no habran con-
tinuado su transcripcion.

La colocalizaciéon de hormonas hipofisarias no
es exclusiva de las SL de S. auratus, puesto que, es-
pecificamente en el caso de la SL, en dos especies
de hol6steos, Lepisosteus osseus (Linnaeus, 1758) y
Amia calva Linnaeus, 1766, se han descrito células
que coexpresan en distinto grado la SL y la hor-
mona estimulante melanotrofa [MSH] en células
de la PI (Dores et al., 1996). Ademas, en la hipofi-
sis de tilapia Oreochromis mossambicus (Peters,
1852), se han descrito dos formas de PRL que es-
tan colocalizadas en las mismas células lactotropas
(Nishioka, De Jesas y Hyodo, 1993), por lo que
postulamos que la expresion de dos tipos de SL en
la dorada, como en otros miembros de la familia
GH/PRL/SL que poseen dos formas proteinicas,
se produjo a lo largo de la filogenia por duplica-
cion génica, y que ésta se ha mantenido en el mis-
mo tipo celular.

En los grupos de animales analizados en este
trabajo no se han apreciado diferencias cualitativas
significativas en lo referente a la distribucion de la
expresion génica de las SL de S. auratus. No obs-
tante, la diferencia de volumen/tamano hipofisa-
rio y, por tanto, del niimero de células en cada uno
de estos grupos, podria sugerir una secreciéon cuan-
titativa diferente de las SL. De este modo, nuestros
resultados indican que en el crecimiento asincro-
nico de la dorada en cultivo piscicola no hay dife-
rencias significativas en la distribucion de la pobla-
cion de células hipofisarias somatolactogénicas,
aunque el namero de componentes de dicha po-
blaciéon pueda diferir.
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