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Introducción 

En los últimos diez años la producción 
mediterránea en acuicultura de las dos espe
cies más cultivadas (dorada y lubina), ha 
pasado de ser de unas 3.876 Tn hasta alcan
zar las 130.000 Tn. Dicha producción está 
cubierta en su 90% por tan sólo cuatro paí
ses Grecia, Turquía, Italia y España. La pro
ducción de dorada, para la que España 
ocupó el tercer lugar en el año 2002 (FEAP 
2004), sigue creciendo aunque atraviesa un 
período de crisis debido a que los precios 
medios están a la baja. 

A pesar de los niveles de producción de 
dorada y sus expectativas, las empresas de 
cultivo presentan un escaso estado de desa
JTO)lo 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 desco
nocimiento que poseen, en la mayoría de los 
casos, de las relaciones de parentesco de 
dichos reproductores, lo que se agrava por el 
escaso censo efectivo que suelen utilizarse 
debido a la a.Ita fecundidad que presentan las 
especies. Con ello, Ja producción de alevines 
está todavía lejos de ser individuos mejora-

dos genéticamente. Por esta razón, los prin
cipales objetivos de este estudio son: 

1. Conocer la variabilidad genética exis
tente en poblaciones naturales de dorada 
utilizando algunos marcadores descritos 
para distintas especies de espáridos. 

2. Proponer un panel de marcadores 
microsatélites intra e interespecíficos que 
pueda ser útil en el estudio de las relaciones 
de parentesco en las empresas de acuicultu
ra de dorada. 

Material y métodos 

El estudio se ha realizado en un total de 
146 muestras procedentes de siete poblacio
nes naturales de dorada . Tres de ellas del 
océano Atlántico y mar Cantábrico y las 
cuatro restantes del mar Mediterráneo. La 
distribución del tamaño de muestra fue: 
Cantábrico N = 29, Huelva N = 7, Noroeste 
de África N = 16, Castel Ión N = 27, Valencia 
N = 16, Jsrael N = 18 y Turquía N = 33. 

Los marcadores microsatélites utilizados 
fueron: seis intraespecíficos para dorada pre-
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viamente descritos por BATARGIAS et al. 
( 1999) y el resto interespecíficos descritos en 
otros espáridos, cinco en Pagrus major 
(TAKAGI et al., 1997), ocho en Pagrus aura
tus (ADCOCK et.al., 2000) y diez en Pagellus 
bogaraveo (STOCKLEY et al., 2000). En total 
se utilizaron un total de 29 marcadores 
rrúcrosatélites. Se tomó como tejido un trozo 

de aleta que era conservada en 1 ml de etanol 

absoluto hasta su procesarrúento. La extrac
ción de ADN se realizó mediante el método 

del fenol-cloroformo (SAMBROOK et al. , 
1989), resuspendiéndose en 50ml de TE y 
conservándose a 4 ºC. 

Los microsatélites fueron amplificados 
en un termociclador i-Cycler (Bio-Rad) 

adaptando las condiciones descritas por los 

autores mediante barridos para la tempera
tura de hibridación y la concentración de 

cloruro de magnesio. Los productos de PCR 

fueron visualizados en geles de agarosa 
para confirmar las condiciones óptimas de 

amplificación. Una vez amplificados, los 

productos de amplificación fueron separa
dos en electroforesis vertical en geles de 

poliacrilamida al 6% y los alelos fueron 
visualizados mediante tinción de plata. 

El nivel de variabilidad se estimó 
mediante e l cálculo de las frecuencias aléli
cas, número medio de alelos por locus, 
heterocigosidades observada y esperada. 
Además, se estimó la probabilidad de 
exclusión (PE) y probabilidad combinada 

de exclusión (PEC) (JAMIENSON, 1994). 

La estructura genética de la poblaciones 

fue inferida mediante análisis de varianza 
(AMOVA) (ExcoFFIER et al., 1992), y el aná

lisis estadístico se realizó con el programa 
ALERQUIN ver. 2000 (SCHNErDER et al. , 
2000). 
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Resultados y discusión 

De los 29 marcadores estudiados, un 
total de trece fueron amplificados en dora
da. De éstos, aquellos pertenecientes a la 
misma especie fueron polimórficos en 
todos Jos casos. Sin embargo, en el caso de 
los marcadores interespecíficos descritos 
para Pagrus major, Pagrus auratus y 
Pagellus bogaraveo, sólo fueron polimórfi
cos dos, uno y tres, respectivamente. 

De Jos marcadores específicos de dorada 
(BATARGIAS et al., 1999), no fueron tenidos 
en cuenta para el estudio Jos marcadores 
SaGT4 la, por presentar gran dificultad en la 
lectura sobre gel, y SaGT3 l , por su escaso 
nivel de polimorfismo, sólo 4 alelos diferen
tes. 

En relación a los marcadores interespecí
ficos, las condiciones de temperatura de 
hibridación y cloruro de magnesio idóneas 
para ser legibles en dorada, se recogen en el 
cuadro 1. 

En cuanto a la variabilidad genética 
hallada en las distintas poblaciones, e l 
número medio de alelos fue de 22,3±1,22. 
Así, el número de alelos que se ha observa
do oscila entre los 16 para e l Pma2b y los 
28 para SaGT 1, si se considera el total de la 
muestra. 

Por población el número medio de alelos 
fue de 8 para la población de Huelva hasta 
16 para la de Turquía, si bien e l tamaño de 
la muestra puede estar influyendo en este 
último dato, ya que para la población de 
Huelva tan sólo se pudieron conseguir 7 
individuos (cuadro 2) . 

Considerando la distribución de frecuen
cias alé licas, en el caso del marcador 
SaGT26 el alelo más frecuente fue el 225 en 
todas las poblaciones excepto en Turquía en 
la que el alelo más frecuente fue e l 237 y en 
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Cuadro l. Condiciones de amplificación de los marcadores microsatélites interespecíficos 
estudiados 

Locus T' hibridación [C12Mg] E species 

Pmal 57.6º 2mM Pagnts major 
Pma2b 61.4° 3.5mM Pagrus major 
Pma5 59.3º 2.5mM Pagrus major 
PaGA2a 62° 2.5mM Pagrus auratus 
PbMS2 62º 2mM Page/lus bogaraveo 
PbMS6 57° 2mM Pagellus bogaraveo 
PbMS16 57º 2mM Pagellus bogaraveo 

Cuadro 2. Número de alelos por población y locus 

Número de Alelos por población Total 
Locus Castel Ión Valencia Hue lva Israel Cantábrico Turquía NO África 

SaGt26 17 13 8 12 15 12 8 24 
SaGtl 25 20 10 13 22 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 11 14 10 22 
Pma2b 12 12 7 9 12 13 12 16 
Pmal 19 15 10 14 22 20 15 27 
PbMS2 13 11 6 8 12 1.2 .10 17 
PbMS6 14 7 7 16 15 2 1 16 24 
PbMS16 14 15 10 14 13 19 15 22 
Promedio 16,3±1,2 13,1±1 , I 8.3±0,4 11,3±1 , I 15,5±1,1 16,5±1,3 13±0,9 2,3±1 ,2 

la población de Israel para la gue el alelo más 
frecuente fue e l 255. Se han observado alelos 
exclusivos de las poblaciones de Valencia y 
Castellón aunque no se han encontrado dife
rencias significativas entre poblaciones. Para 
el marcador SaGTl el rango de alelos oscila 
entre 94 y 182 s iendo el alelo más frecuente 
el 138, coincidiendo nuevamente que en las 
poblaciones de Valencia y Castellón apare
cen alelos exclusivos. El marcador SaGT4 J b 
también presentó alelos raros en las pobla
ciones de África y Valencia. Para el marca
dor PaGA2a el alelo más frecuente en todas 
las poblaciones fue el 1 16. 

La heterocigosidad media observada fue 
de 0,869, si no se consideran los marcadores 
monomórficos en cuyo caso el nivel de hete
rocigosidad bajó a 0,79. El análisis molecu
lar de la varianza puso de relieve que e l 98,23 
% de la varianza total es debida a diferencias 
genéticas dentro de poblaciones y no entre 
éstas. Utilizando exclusivamente marcadores 
rnicrosatélites intraespecíficos, las estimas 
del presente estudio están en concordancia 
con las detenninadas en otras poblaciones 
naturales y de cultivo (BATARGIAS et al., 
1999; ALARCÓN et al. , 2004), 0,88 y 0,86-
0,87 respectivamente. 
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En relación con el segundo de los objeti
vos, para establecer el panel de marcadores 
que fuese fácilmente utilizable para conocer 
las relaciones de parentesco en las empresas 
de cultivo, se ha considerado el nivel de 
polimorfismo del marcador, la facilidad 
para tipificar el patrón de bandas y la posi
bilidad de realizar cargas múltiples en un 
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mismo gel. Los marcadores que resultaron 
más idóneos y sus características se recogen 
en el cuadro 3, siendo tres intraespecíficos 
(SaGT J, SaGT32, SaGt41 b) y tres interes
pecíficos (PbMS2, PbMS 16, PaGA2a). Al 
estimar la PEC para los 6 marcadores pro
puestos esta resultó del 99,99% señalando 
su utilidad en el control de genealogías. 

Cuadro 3. Marcadores propuestos en la confirmación de relaciones de parentesco 

Locus Número Rango Tipificación Ho Número PE 
de alelos alélico de cargas 

SaGt4lb 23 142- 190 Muy fácil 0,909 Tres 0,863 
PbMS2 17 126- 160 Muy fácil 0,873 Tres 0,744 
PaGA2a 22 102-146 Muy fácil 0,782 Dos 0,665 
PbMS16 22 142-184 
SaGT32 20 140-186 
SaGTI. 18 94-182 

Conclusiones 

Se puede concluir que la mayor parte de 
las diferencias existentes entre stocks natu
rales de dorada están dentro de poblaciones, 
no siendo significativas las diferencias entre 
las poblaciones. Por otro lado, que con un 
panel de marcadores microsatélites consti
tuido por sólo 6 marcadores (inter e intraes
pecíficos) es posible obtener una probabili
dad de exclusión combinada lo suficiente
mente elevada como para reconocer las 
relaciones familiares en dorada. 
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