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INTRODUCCION

En los dltimos diez afios la produccion mediterranea en acuicultura de las dos
especies més cultivadas (dorada y lubina), ha pasado de ser de unas 3.876 Tn hasta
alcanzar las 130.000 Tn. Dicha produccion esta cubierta en su 90% por tan solo cuatro
paises Grecia, Turquia, Italia y Espafia. La produccion de dorada, para la que Espafia
ocupl d tercer lugar en € afio 2002 (FEAP 2004), sigue creciendo aungue atraviesa un
periodo de crisis debido a que los precios medios estén ala baja.

A pesar de los niveles de produccion de dorada y sus expectativas, las empresas de
cultivo presentan un escaso estado de desarrollo desde el punto de vista genético, tanto por
la manera en que suelen establecer sus reproductores, a partir de individuos de poblaciones
naturales, como desde el desconocimiento que poseen, en la mayoria de los casos, de las
relaciones de parentesco de dichos reproductores, 10 que se agrava por €l escaso censo
efectivo que suelen utilizarse debido a la alta fecundidad que presentan las especies. Con
ello, la produccion de aevines estd todavia lgos de ser individuos mejorados
genéticamente. Por esta razon, los principal es objetivos de este estudio son:

1.- Conocer la variabilidad genética existente en poblaciones naturales de dorada utilizando
algunos marcadores descritos para distintas especies de esparidos.

2.- Proponer una panel de marcadores microsatélites intra e interespecificos que pueden se
Utiles en el estudio de las relaciones de parentesco en las empresas de acuicultura de
dorada.

MATERIAL Y METODOS

El estudio se ha redlizado en un tota de 146 muestras procedentes de siete
poblaciones naturales de dorada. Tres de ellas del océano Atlantico y mar Cantabrico y las
cuatro restantes del mar Mediterraneo. La distribucion del tamafio de muestra fue:
Cantdbrico N=29 , Huelva N=7, Noroeste de Africa N=16, Castellén N= 27, Valencia N=
16, Israel N= 18y Turquia N= 33.

Los marcadores microsatélites utilizados fueron: seis intraespecificos para dorada
previamente descritos por Batargias et al. (1999) y el resto interespecificos descritos en
otros esparidos, cinco en Pagrus major (Takagi et. al. 1997), ocho en Pagrus auratus
(Adcock et.a. 2000) y diez en Pagellus bogaraveo (Stockley et al. 2000). En total se
utilizaron un total de 29 marcadores microsatélites. Se tomo como tejido un trozo de aleta
gue era conservada en 1 ml de etanol absoluto hasta su procesamiento. La extraccion de
ADN se rediz6 mediante € método del fenol-cloroformo (Sambrook et al., 1989),
resuspendiéndose en 50n1 de TE y conservandose a 4°C.

Los microsatélites fueron amplificados en un termociclador i-Cycler (Bio-Rad)
adaptando las condiciones descritas por |los autores mediante barridos para la temperatura
de hibridacién y la concentraciéon de cloruro de magnesio. Los productos de PCR fueron



visualizados en geles de agarosa para confirmar |as condiciones Optimas de amplificacion.
Una vez amplificados, los productos de amplificacion fueron separados en electroforesis
vertical en geles de poliacrilamida a 6% y los aelos fueron visualizados mediante tincion
de plata.

El nivel de variabilidad se estimd mediante d cdculo de las frecuencias aélicas,
nimero medio de alelos por locus, heterocigosidades observada y esperada. Ademés, se
estimo la probabilidad de exclusién (PE) y probabilidad combinada de exclusion (PEC)
(Jamienson, 1994).

La estructura genética de la poblacién fue inferida mediante andlisis de varianza
(AMOVA) (Excoffier et a., 1992), y € andlisis estadistico se realiz6 con e programa
ALERQUIN ver.2000 (Schneider et a., 2000).

RESULTADOSY DISCUSION

De los 29 marcadores estudiados, un total de trece fueron amplificados en dorada.
De éstos, aguellos pertenecientes a la misma especie fueron polimérficos en todos los
casos. Sin embargo, en € caso de los marcadores interespecificos descritos para Pagrus
major, Pagrus auratus y Pagellus bogaraveo, solo fueron polimorficos dos, uno y tres,
respectivamente.

De los marcadores especificos de dorada (Batargias et a. 1999), no fueron tenidos
en cuenta para € estudio el marcador SaGT41a por presentar gran dificultad en la lectura
sobre gel, ni & marcador SaGT31 por su escaso hivel de polimorfismo, sélo 4 aelos
diferentes.

En relacion a los marcadores interespecificos las condiciones temperatura de

hibridacion y cloruro de magnesio idoneas para ser legibles en dorada, se recogen en la
tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de amplificacion de los marcadores microsatélites
interespecificos estudiados.

T2 hibridacion

Pmal 57.6° 2mM Pagrus major
Pma2b 61.4° 3.5mM Pagrus major
Pmab 59.3° 2.5mM Pagrus major
PaGA?2a 62° 2.5mM Pagrus auratus
PbMS2 620 2mM Pagellus bogaraveo
PbM S6 57° 2mM Pagellus bogaraveo
PbM S16 57 2mM Pagellus bogaraveo

En cuanto a la variabilidad genética hallada en las distintas poblaciones € nimero
medio de alelos fue de 22,3+1,22. Asi, el nimero de a€elos que se ha descrito oscila entre
los 16 parael Pma2by los 28 para SaGT1, s se considera el total de la muestra.

Por poblacién € nimero medio de alelos fue de 8 parala poblacion de Huelva hasta
16 para la de Turquia, s bien € tamafio de la muestra puede etar influyendo en este
ultimo dato, ya que para la poblacion de Huelva tan solo se pudieron conseguir 7
individuos (tabla 2).



Tabla 2. Numero de alelos por poblaciony locus.

NuUmero de Alelos por poblacién

Lo Cantabric
Castellon Valencia Huelva |srael o} Turquia NO Africa
SaGt26 17 13 8 1 15 12 8 24
SaGtl 25 20 10 13 2 24 16 28
SaGt41b 18 13 8 14 17 16 16 23
SaGT32 16 15 8 7 16 14 12 20
PaGA2a 15 10 9 6 1 14 10 22
Pma2b 12 12 7 9 12 13 12 16
Pmal 19 15 10 14 2 20 15 27
PbM S2 13 1 6 8 12 12 10 17
PoMS6 14 7 7 16 15 21 16 24
PbMS16 14 15 10 14 13 19 15 22
Promedi 16,3+1,1 13,1+1,1 8,3t0,4 22,3+1,2
0 9 1 4 11,3+1,10 15,5¢1,12 16,5+1,33  13+0,94 2

Considerando la distribucion de frecuencias alélicas, en € caso del marcador
SaGT26 e delo més frecuente fue el 225 en todas las poblaciones excepto en Turquia en
la que el alelo mas frecuente fue el 237 y en la poblacion de Israel paralaque € alelo méas
frecuente fue el 255. Se han observado alelos exclusivos de las poblaciones de Vaencia y
Castell6n aunque no se han encontrado diferencias significativas entre poblaciones. Para €l
marcador SaGT1 € rango de aelos oscila entre 94 y 182 siendo € alelo maés frecuente el
138, coincidiendo nuevamente que en las poblaciones de Valenciay Castellon aparecen
alelos exclusivos. El marcador SaGT41b también presentd aelos raros en las poblaciones
de Africa y Vaencia Para € marcador PaGA2a & aelo més frecuente en todas las
poblaciones fue & 116.

La heterocigosidad media observada fue de 0,869, si no se consideran los
marcadores monomorficos en cuyo caso € nivel de heterocigosidad baj6 a 0,79. El andlisis
molecular de la varianza puso de relieve e 98,23 % por ciento de la varianza total es
debida a diferencias genéticas dentro de poblaciones y no entre éstas. Utilizando
exclusivamente marcadores microsatélites intraespecificos, las estimas del presente estudio
estén en concordancia con las determinadas en otras poblaciones naturales y de cultivo
(Batargias et al., 1999; Alarcon et a., 2004), 0,88 y 0,86-0,87 respectivamente.

En relacién con e segundo de los objetivos, para establecer el panel de marcadores
gue fuese féacilmente utilizable para conocer las relaciones de parentesco en las empresas
de cultivo se ha considerado e nivel de polimorfismo del marcador, la facilidad para
tipificar el patron de bandas y la posibilidad de realizar cargas multiples en un mismo gel.
Los marcadores que resultaron méas idoneos y sus cuaidades se recogen en la tabla 3,
siendo tres intraespecificos (SaGT1, SaGT32, SaGt4lb) y tres interespecificos (PbMS2,
PbMS16, PaGAZ2a). Al estimar la PEC para los 6 marcadores propuestos ésta resulta del
99,99% sefialando su utilidad en e control de genealogias.



Tabla 3. Marcadores propuestos en la confirmacion de rel aciones de parentesco.

Numero de
alelos

Rango

alélico

Tipificacio

n

NUmero de

cargas

SaGt41b 142-190 Muy fécil 0,909 0,863
PobMS2 17 126-160 Muy f&cil 0,873 Tres 0,744
PaGA2a 2 102-146 Muy fécil 0,782 Dos 0,665
PbM S16 22 142-184 Facil 0,946 Dos 0,866
SaGT32 20 140-186 Facil 0,801 Dos 0,833
SaGT1 18 94-182 Facil 0,887 Una 0,899
CONCLUSIONES

Se puede concluir que la mayor parte de las diferencias existentes entre stocks
naturales de dorada son intra-poblaciones, no siendo significativas bs diferencias entre
poblaciones. Por otro lado, que con un panel de marcadores microsatélites constituido por
s0lo 6 marcadores (inter e intra-especificos) es posible obtener una probabilidad de
exclusion combinada lo suficientemente elevada como para reconocer las relaciones
familiares en dorada.
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